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自 Vibrio anguillarum 感染所引起之弧菌症 (Vibriosis) 是海水魚 (Haastein et al., 1972;

Levin et 瓜 , 1972; Smith 1961) 及技水魚類 (Hackirig et at., 1971; Muroga et 瓜 , 1967) 的

重要細菌性傳染病 , 其以引致皮膚、自及內阱器官出血與擅死為特徵。在本省 v: anguillarum 主要
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感染甄目魚 (Chen and Liu 1972;

1976) 。

;4>: 省詛目魚
, 每年在越冬期易罹患弧菌症而遭受重大經濟損失。壘起統計 , 1957 年至 1972 年間 ,

越

冬游劃目魚年平均死亡率為 15% (Chen et al., 1972) , 而 1975 年則死亡率高達 70% (Huang

1977) 。

許多魚類細菌性疾病之病原由IJ : Aeromonas hydro, ρ hila (Allan et al., 1981; Tune et al., 1982

a. b) 、 Pseudomonas s ρρ (Fukumori et al., 1983; Li 1967) 、 Edwardsiella Tarda (Salati et

此 , 1983; Ullah 1983) 及 V. anguillarum 等皆有細菌細胞外產物 (extracellular products) 之

文獻報告。

v: anguillarum 之細胞外產物具有禧血素活性 (hemolysin activity) (lnamura et ai, 1984;

Kodama et at., 1984; Moustafa et al., 1984; Munn 1978; Toranzo et al., 1983) 及蛋白質分

解韓素活性 (Protease activity) (Inamura et al., 1984; Kodama et al., 1984)
。

V. anguillarum 之細胞外產物對金魚、日本鰻、香魚、虹轉及小白鼠均有致病性
, 可引致內鐵器

官出血及 7.K 腫 (Kodama et at., 1985; Munn 19�0)
, 並對魚類細胞株 CHSE-214 cell 具有細胞病

變作用 (Kodama et al., 1984) 。但對詛目魚之毒性如何尚未有文獻報告。

本試驗及研究萃取之細胞外產物理化學性狀
, 並以人工接種試驗確定細胞外產物是否為亞目魚紅斑

病之主要致病因子
, 以瞭解細胞外產物和本病發生之關係。

Tung et al., 1985) 鰻魚 (Liu 1981) 及香魚 (Kou et al.,

材料與方法

一、供試茵株

由臺南地區直目魚罹患紅斑病病例所分離之

。本菌株由屏東農專南區魚病中心援供。

Vibrio anguillarum ( 編號為 AC716) 為供試菌株

二、供試動物 "
的鰻魚 :
購自鹿港地區養鰻場

, 大小每尾 35-40g
, 體長為 30-34 cm 於 1∞ t 容積並附有打氣裝置之塑

膠水槽中 , 水溫為 26'C 。所購之鰻魚部分行逢攝取樣做細菌分離及病理切斤。誼與健康之鰻魚放置一

星期以適應水槽中環撞 , 並用 formalin 20 ppm 每日漫浴 18 小時
, 連續 2 天後 ,

做為本試驗之供試

鰻魚。

口小自鼠 :
由屏東農專實驗動物舍供應 f 體重為 22-25 g , 小白鼠每組凹隻分別飼養於鋁製龍于內。

局泥輯 :
購自屏東市場

, 每尾泥轍體重為 11-13 g , 體長為 9-11 cm
, 逢獵取樣做細菌分離及病理切片。

證興為健康之泥轍以 Benzalkonium Chloride 1 ppm 漫浴 3 天
, ( 水溫為 26'C) 後做供試泥轍。

�E 目魚 :
購自省水產試蟻所產南分所

, 體重為 12-14 g , 體長為 8-10 cm ' 飼養 40.e 之盟膠水槽內並有

打氣裝置 , 水溫為 26'C
, 並逢攝取樣做細菌分離及病理切身。盡興健康之劃目魚以 Benzalkonium

chloride 1 ppm 漫浴 3 天後做為供試詛目魚。

三、 V. anguillarum 細胞件產輯之製備及其蛋白質濃度 ,$.'J 定典蛋白贊成份分析

抖 V. anguillarum 細胞外
)( 物之製備 :

V. anguillarum (AC716) 培養於 5ml 含有 1.5 克 NaCI 之 Brain Heart Infusion broth
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(BHI broth) 。於認﹒C , 18 小時後再次培養於 1捌 ml 之含 1.5 % NaCI BHI broth 。在 28
�C

, 18 小時後 , 在 4.C 下 , 以 45 ∞ xg 離心 30 分鐘。收集上清液
, 以 0.45 μm 讀過膜過浦後加 70%

飽和前醉控
, 慢慢攪拌於 4

�C 惡作 1 小時 , 之後在 4
�C, 以 8( 別 xg 離心 20 分鐘 , 取沉觀物並把此

階段之沉澱物稱為 v A-o-70 。另外上清波加飽和硫酸錯至 80 鬼
, 於 4

�C 下感作 1 小時 , 然後在 4'C

, 以 8 α)()xg 離 .c.\ 20 分鐘
, 此階段所得之況澱物稱為 V A-70-80 。將兩階段沉澱物分別以 0.85 克

NaCI 收集 , 在 4
�

C' 以 0.85% NaCI 還折 48 小時
, 以 0.45 μm 濾過膜過油、後

, 分裝時存於零下
20 �C 備用。

弧菌組胞外產物之研究 -I.

已蛋白質JI 度測定 (Biorad Protein Assay) :

係以 Bio-Rad 蛋白質標單定法來測定之 (Hanson etc 1984 及 Kessler 1975)
, 使用 Bovine

Serum. Albumin 為對照組做標車曲線以責對照。

局蛋自責成崎封軒 :

1. 離子交換色層分析法 (Ion Exchange Chromatography)

將細胞外產物 (V A-Q-70) 注入事先以 0.01 M 磷酸緩衝液平衡好的 DEAE-cellulose 管桂 (1.6

x50cm) , 在 pH 7.0 下流速調整為 30 ml/hr ' 同時以直長 280 nm (t'.J 吸光度 (Optical densi ty

.OD 值 ) 作為蛋白出流的指標
, 不被吸收部分在 4'C 下流出

, 稱為 D-I fraction 。吸收物質以 1M

NaCI 挂出稱為 D-II fraction 。

2.SDS- 聚丙情誼胺膠體電泳法 (Sodium dodecyl sulfatepoly-acryJamide gel

horesis) :

配製 12% 之 lower gel' 標種蛋白使用 low molecular weight 及 high molecular weigh t

marker (pharmacia) 。在 2∞伏特 ,50 安培通電 3 小時 , 以 coomassie brillant blue 染色。

electrop-

四、本同細胞外產物對小白鼠毒性試駿

以不同細胞外產物 IW : V A-0-70
, V A-70-80, D-I Fraction 及 D-II fraction' 依每 0.3ml

含 5∞μg 之劑量靜脈注射於 22-25 g 小白鼠以 BHI broth (5 ∞μ g) 及 0.85% NaC! 靜脈注射

做為對照組 , 以測其對小白鼠之毒性 , 並供為致病性試驗之依雄。

五、細胞外產物 (V A-O-70) 之物理化學性狀及酵素活性
j 置 .) 定

科物理化學位妝 :

1. 瞋蛋白酷處理組 :

以 1.2 ml 之 V A-0-70 (含 2 α泊.μ最 蛋白質
) 混合 5mg 臨蛋白襯 (1 :250 DiCco)

, 在 3TC

溫箱內振盪惡作 1 小時 , 再以 10 mg Soybean Trypsin Inhibitor (Type-I]-S Sigma 5t louis

Mo) 在室溫混合感作 15 分鐘 , 以究其對 V A-0-70 毒力之影嚀。

2. 乙益處理 :

以 1.2 ml 之 VA-O 申70 加 1.2 ml Ethyl ether' 激烈振擺混仆
, 然後政但於 4'C 冰箱隔夜

, 問

欲出盪。 Ethyl ether 以真空陰壓力使之發揮。

3. 過碘酸餌處理組 :

以 1.2 ml 之 V A-0-70 加 1.2 ml 1/90 M 過 �!ri 畫押溶滾混合在室溫感作 15 分鐘在 4"C 下
, 以

0.85% N aCI 遺折隔一夜 ,
並以 PEG 20, αm 禮縮及以 1.2 ml 0.85 路 NaCI 溶解濃縮細胞外產物。

4. 熱處理組 :

、每 1.2 rol 之 V A-Q-70 分別在 37
�C 、 56 �

C»' ao'c 各惡作 30 分鐘
, 以及在 1 ∞°C 及 121'C

干各處理 m 分鐘。

--
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亡3 酵素活性測定 :

擠血素及蛋白費解酵素副定

(1) 紅血球懸浮波之製備 :

以含有肝素之注射筒揖血
, 立即加磷酸緩衛生理鹽水措霞 (Phosphate Buffer Saline Solution,

PBSS pH 7.2) 離心 4 ∞ xg 15 分鐘。如此重檀說機三次
, 然後以 PBSS 做成 0.5% 缸血球懸浮派。

(2) 禧血素半定量汲.u 定及蛋白分解酵素測定 (1984 Kodama etc) 。

六、 V. anguillarum 細胞外產物 (V A-O-70) 對 . J 、白鼠及各種不同魚類之致病性研克

村LD5o 之測定 :

1. 小白鼠 :
細胞外產物 (V A-0-70) 以不同蛋白質禮度對小白鼠行 LD5o 之測定共分為 6 紹

, 每組 4 隻。第 1

組至第 5 組分別以 1∞0 μ
g,5 ∞μ g' 250 μg , 125 μ

g 11 62 μg 靜服注射 , 第 6 組以 0.85% NaCI

靜脈注射做為對照組。

2. 訟目魚、鰻魚、及泥轍 :

細胞外產物 (V A-0-70) 以不同蛋白質溫度對鼠目魚、饅魚及泥轍 ( 嵐目魚及饅魚每組各 8 尾 , 泥

城飯組 5 尾 ) 行腹腔注射 ?J1.1J 定其 LD 闕
, 並以 0.85% NaCI 腹腔注射做為對照。小自鼠、盟問魚、鰻

魚及泥轍致病性試驗期間為兩週。

亡3 肉盟及組議精理學梭查 :
各試驗組動物包括試駿期間死亡

, 先行外表及內部各器官之肉眼病理學被查 , 並記錄可視之病變
後行細菌分離及組組病理學採樣。供組織病理學犧查之標本係採自肝、腎、牌、心、胃、腸及館等。所
採樣標本固定於 10 克中性福馬林溶液

, 再經石臘包埋切井 , 並以蘇木柴一一伊紅 (Hematoxylin-

Eosin; H&E) 染色後鏡核。

結 果

一、 V. anguillarum 細胞外產物之梨備、蛋白嘖濃度測定及蛋白贊成份分析結果

村民α nguillarum 細胞外產物之封離 :

以 4-5 個菌落接種入 5 ml BHI Broth 培養 18 小時後
, 再將 5 ml BHI Broth 倒入 1 仗沁 ml

BHI Broth 培養 18 小時後 , 以 70% 飽和硫酸按分離細胞外產物可以獲得 2Omg 細胞外產物。以此

萃取之細胞外產物 40mg 禧於 8 ml 之 0.85% NaCI
, 經離于交換色層分析 , 可以獲得兩個收集峰。

第一個收集悔為 D-I fraction 約 8.5mg; 第二個收集峰約 15 mg 0 蛋白質問收率約 58%
( 圖 1) 。

已SDS- 聚商埠誼眩膠幢幢泳法 (SDS-P AGE) 分析結果 :

細胞外產物 V A-0-70 '&半純化 D-II fraction 以 SDS-P AGE 進行分析。 V A-0-70 及半純

化 D-II fraction 與標準蛋白 (phamacia) 比較結果 , V A-O-70 具有三種主要分離幣 (Band) ,

與半純化 D-II fraction 的分離帶相同
, 其分子量分別為 67K 、 37K 及 21K 。

二、細胞外產胡 V A-O-70 之是如豆豆化學性狀及其時素治性之測定結呆

村物理化學位狀 :

細胞外產物 V A-O-70 對小白鼠之毒性易敢過碘酸紳 (Potassium Period ate) 破壞 , 但對 Try-

psin 具有單說性。又經 Ethyl ether 及 1∞.C 之處理亦可減低 V A-Q-70 之毒性
, 但在 121

�C,

20 分處理後則表性完全消失 ( 表 1) 。
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Fig. 1. Elution profile of DEAE-cellulose ion exchange chromatography

of extracellular products (V A-0-70). The material was absorbed
onto a column (1.6x50 cm) equilibrated with 0.01 M sodium phosp-
hate buffer (pH 7.0). Unabsorbed material was washed out with
the buffer at a flow rate 30 ml/hr. The absorbed material was

then eluted with 1 M NaC!. Arrow shows the start of the elution
with 1M NaC!.

Elution volume

extracellularTable 1. Effect of various treatment on lethal toxicity of
products of V. anguillarum (V A-0-70) in mouse

No. of death/total

4/4

2/4

0/4

4/4

4/4

3/4

2/4

0/4

4/4

Trea tmen t

Trypsin

Ethyl ether

Potassium period ate

37.C for 30 minutes

56.C for 30 minutes

80.C for 30 minutes

l∞ .C for 20 minutes

121.C for 20 minutes

Untreated

OriginalIV.

ι..

Mice were injected with treatment or untreated with V A-0-70 by
material before treatment contained 500 μ g of protein per 0.3 m!.

亡3 酵棄活性測定 :

1. 禧血素 :

組胞外產物 V A-0-70 與第、免于及鰻魚之缸血球行權血反應測定 , 結果顯示此細胞外產物具有禧
血素 ,

但對不同動物之禧血力價有所差異 ; 其自為 16 倍 , 鰻魚 32 倍及免于大於 4ω6 倍。
2. 蛋白質分解酵素之捌定 :

V A-0-7 。在不同 pH 值下 (5.0-11.5) 均能扭tl 到蛋白分解酵素之活性 , 而以 pH 值 9.3-10.7 之

間活性最強。

三、 V. anguillarum 之本同細胞外產物對小白鼠毒性武駿結果

V. anguillarum 細胞外產物 V A-Q-70 比 V A-70-80 之毒性強 , 又 V A-Q-70 經離子交換色層
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分析來純化之 D-I 及 D-II fraction 對小白鼠行毒性試驗亦顯示都具有毒性
, 以 D-II fraction 之

毒性較強 ( 表 2) 。

四、 V. anguillarurn 細胞外產物 V A-O-70 對小白鼠及各種本同魚類之致病性研先給

呆

科LDso 之測定 :

細胞外產物 VA 舟 -70 之不同蛋白質溫度靜脈注射小白鼠
, 腹腔注射鐘魚、嵐目魚及泥關結果顯示

依小白鼠、鰻魚、車時間蝴 LDso 分別為 155 月、 375 月、 59 月巨大於 2棚內 ( 表 3)

自試驗結果得知細胞外產物對亞目魚的毒性最強
, 而泥蹄具有抵抗性。

。

Table 2. Toxicity of different fraction
anguillarum in mouse

of extracellular products of v.

Material
Inoculum (pg/0.3 ml)

protein. .IV.
No. of
death/total

V A-0-70
5∞ 4/4

V A-70-80

DEAE-cellulose

Peak I (D-I fraction)

Peak II (D-II fraction)

BHI broth control

5∞ 1/4

翩
翩
翩

1/4

4/4

0/4

0.85 克 NaCl
0/4

Table 3. Lethal toxicity of extracellular products of V. anguillarum (V A-
。 -70) in mouse, eel, milk fish, and loach

Test animal
Amount of inoculation
protein (

μ g/animal)
No. of
death/total

2-wk-LDso.

Mouse
(IV)

1α沁
5∞
250
125

62

AUEAU
τ
aa
τ

AU
τ

AU
τ

nononen

δ
n
δ

,tI'',',',',',','',',',',',',,

AU
τ

AU2

月
3
月

LAUn
δ
呵

,FOqJ

τ

i

155

Eel
(lP) 翩

翩
翩
懿

375

Milk fish
(lP)

nupb9

缸

,A

Fhd

旬

,UFO

司
d

qr
缸

,A

﹒

8/8
6/8
5/8
1/8

1/5
0/5
0/5

59

Loach
(lP)

翩
翩
翩

>2 仗沁

﹒ LDso calculated by Behrens-Karber Method.
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口肉間及組融病理學據查 :

1. 小白鼠 :

經 V A-0-70 不同溫度蛋白質靜脈注射小白鼠
, 一股於 24 小時後被毛豎立

, 食慾不振或層絕 , 陸

學性收縮及迴雄運動獨特徵症展且陸續於 2-3 日內死亡。剖樟可見肺臆克血
, 肝融顯著腫大且有白色

撞死點。鏡下 , 肝蹟餘局部撞死位 (focal necrosis)- 外肝細胞亦多見急性細胞腫脹及該濃縮現象
( 閱

2) 。肺臟壘現極度克血及水腫。腎攝則腎小管上皮細胞基急性腫脹及該濃縮
, 腎小管腔內蓄積脫落之

上反碎丹 ( 圖 3) 。脾膜可見許多淋巴攝泡畢誼度之淋巴球壞死現象〈圍 4) 。

。

2. 單目魚 : 日

,

直目魚接種 24 小時後開始顯示病擻
, 而於 48 小時內死亡尾數最多。病魚大都於體衰

, 特別是胸

館及腹錯畢開顧出血斑
, 體表靡爛 , 鱗片脫落及肛門出血 ( 圖 5) 。肝融中度腫大 , 散發性質白色壞死

點。鏡下 , 肝融壘顯著之局部撞死娃 , 有些壤死社融合而成為較大之膽蕩 ( 圖 6 、 7) 。部分肝細胞亦

可見空泡化及肝索分離現象。心自最亦可見壞死娃
, 炎症滲出物蓄積於心肌纖維間隙以及心內膜之內皮細

胞增生現象〈圖 8) 。腎 ,. 則以間實克血 , 局部撞死位及基晶質小福樣變性為主擻 , 部分之脫落細胞碎

片及炎症轟出物亦見蓄積於腎小管腔內 ( 圖 9) 。腸管之病變以壞死性腸炎為主。嚴重病例
, 壞死病變

法及粘膜下層。

3. 鱷魚

供試握之肉眼病變與R 目魚類蝕。體表、腹館及胸錯亦有興顯克出血。組織病變方面亦於肝、腎、

心及脾可見局部壞死址
, 但程度較罷。

3. 泥轍 :

泥轍對 v A-o-70 之抵拉住最強
, 只能在高溫度下見一尾死亡。病死之泥轍亦未見顯著之病理變

化。

對 論

本試驗關於萃取V. angui/larum 細胞外產物係參考 Inamura 等 1984 及 Kodama 等 1984

方法 , 但加以修改部份細菌培聾方法及程序。將 V. anguillarum 接種入 5ml 含有 1.5 克 NaCI 之

BHI Broth 培養 18 小時後
, 再將 5 ml BHI Broth 倒入 1 α沁 ml 含有 1.5% NaCI 之 BHI

Broth 培養 18 小時後 , 以 70% 飽和硫酸錶感作 1 小時就可以華取出對軍目魚、饅魚及小白鼠具有致

死性之細胞外產物。 ".
、

本試驗以 'SDS-PAGE 方法分析所萃取之細胞外產物 V A-0-70 之蛋白質及其分于量
, 發現 VA 戶

。-70 及其 D-II fraction 皆具有相同之三種蛋白質
, 其分子量分別為 67K 、 37K 及 21K" Kodama

等 1985 從 V. anguillarum 所萃取之細胞外產物顧示亦有三種蛋白質
, 但其與 D-II fraction 的

蛋白實在分子量有所蓋異 ; 前者為 78K 、 65K 7ft. 39K , 而 D-II fraction 之分子量則為 66K
、 6OK

7ft. 38K 。本試驗萃取之細胞外產物與 Kodama 分子量有所不同 , 可能與不同菌株有關 , 也可能與萃

取細胞外產物之芳法不同有關。

關於細胞外產物之理化學佳狀方面
, 本試聽翠取之 V A-Q-70 易被過碘酸紳破壞

, 對 Trypsin 具

有抵拉住 , 經 Ethyl ether 7ft. 1
∞﹒c 之處理可減低毒性 , 但在 121.C 20 分鐘後則毒性完全消失等

。還些佳狀與 Kodama 等 1985 7ft. Moustafa 等 1984 所得細胞外產物大致相同
, 而僅有對 Ethyl

ether 之敏感性方面有所差異。至於與 Inamura 等 1984 所得之細胞外產物比較則差異較大。 In-

amura 所萃取之細胞外產物對溫度相當敏感
, 在的﹒C 加熱 10 分鐘剖降低對小白鼠之毒力 , 而在

70.C 時所有活性完全消失。

本細胞外產物極測定顧示具有禱血酵素活性
, 能對不同動物之紅血球引致禧血現象 , 但有敏感性差





弧菌細胞外產物之研究 -1.
一 57 一

異。比較所測之免于、為及體魚等三種動物則免于之感受最高而寫最低。 Moustafa 等 1984 及 Ko.

dama 等 1984 , 亦證明 v: anguillarum 之細胞外產物具有禧血酵素
, 且對軍車、牛、天竺鼠、馬、人

類 (0 型血 ) 、小白鼠、冤子、綿羊 , 轉魚、桂魚及金魚等動物有敏感性不同之權血現象。 v: anguill.

arum 所具有之另一酵素活性為蛋白質分解酵素。 Kodama 等 1984 認為此酵素之活性在 pH 8.6 或

9.5 最佳 , 但 v A-Q-70 經測試則發現其活性以 pH 10 最強。這可能由於菌蛛不同的關係。

以 V A-0-70 7ft. V A-70-80 行靜服注射於小白鼠以比較其毒性顯示 V A-0-70 之毒性較強。背朋
以 70 克飽和硫酸按萃取之細胞外產物 V A-0-70 就其毒性及萃取量皆比再經 80% 飽和硫酸按行二次萃
取之 V A-70-80 為佳。因此本試驗有關於 v: anguillarum 細胞外產物之致病性。以 V A-0-70 為主

而測試之。 V A-0-70 對鰻魚、軍目魚、泥轍丑小自風之毒性試聽顯示對直目魚之毒性最強
, 其 LDso

爵的 pg' 而小自鼠為 155 pg , 其次為鰻魚 375 μ g' 而泥轍具有相當之揖抗力為大於 2 α)0 μ
g 。車自

魚接種 VA-0-70 後 , 星現典型之紅斑病病徵 , 即胸由、腹館及體倒立體表有明顯出血斑 , 以及肝臘、
腎臨及心聽曇局部撞死蛙等。因蛇 V. anguillarum 之細胞外產物可能是紅班病之主要致病因子。

Kodama 等 1985 及 Inamura 等 1984 亦曾對所萃取之 V. anguillarum 細胞外產物對許多動物

行致病性及其 LDso 祖IJ 定。但是 , 關於甄目魚及泥轍之致病住尚無丈獻報告。

摘 要

以含有 1.5� 屆 NaCI 之 Brain Heart Infusion Broth 所培養之 Vibrio anguillarum ' 經 70

Z 飽和硫酸接加入上清液中萃取之細胞外產物為 V A-0-70 ; 然後再加入飽和硫酸錯於上清波至 80� 石
,

其萃取之細胞外產物為 V A-70-80 。以 V A-0-70 測其理化學性狀得知具有 hemolysin 和 protease

活性。對膜蛋白酷具有抵抗性 , 但接過碘酸鐸所不活化。以及在 121.C 加熱 20 分鐘 , 其致病性完全
消失。經 SDS- 聚丙婦誼胺膠體電詠分析結果顯示 V A-Q-70 及 V A-0-70 通過 DEAE-cellulose

Explanation for Figures

Fig. 2. Liver. Mouse received 0.3 ml (5 ∞戶的 of V A-0-70, IV. Marked focal necrosis
was found. Hepatocytes underwent pyknosis, karyorrhexis and karyolysis.
X200, H & E.

Fig. 3. Kidney. Mouse received 0.3ml (250 μ
g) of V A-0-70, IV. Marked

change of renal tubules.- X4 ∞ , H & E. . �

Fig. 4. Spleen. Mouse inoculated with 0.3 ml (5 ∞戶的 of V A-Q-70, IV. Some of the
lymphocytes in the lymphoid follicle underwent pyknosis, karyorrhexis and

karyolysis. X2 ∞ , H & E.
Milk fish inoculated with 0.5 ml (250 戶的 of V A-0-70, IP. Marked hemorrhage
was found in the ventral and pectoral fins, 36 hrs postinoculation.

Liver. 36 hrs post inoculated with 0.5 ml (250 ug) of V A-0-70, IP. Marked
multifocal and extensive lesions of lique factive necrosis were noticed. X4 ∞ ,
H & E.

Fig. 7. Liver. Milk fish inoculated with 0.5 ml (125 μ g) of V A-0-70, IP. Marked

pyknosis, karyorrhexis and karyolysis in 品 e hepa tocytes. X4 ∞ , H & E.

Fig. 8. Heart. Milk fish inoculated with 0.5 ml (125 pg) of V A-0-70, IP. Showing
exudative accumulation in the interstitium of the myocardium. Some of the
cardiac fibers underwent fragmentation. X2 ∞ , H & E.
Kidney. Milk fish inoculated with 0.5 ml (125 μ的 of V A-0-70, IP. Marked
necrosis involved both renal tubules and hematopoietic tissue. X2 ∞ , H & E.

necrotizing

,Fig. ,5.

Fig. 6.

Fig. 9.
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之 D-II fraction 皆兵有三種相同蛋白質 , 其分子量為 67K 、 37K 及 21K 。

以 V A-O-70 及 V A-70-80 分別行靜脈注射於小白鼠比較其毒性 , 結果以 V A-O-70 之毒性較強

。 V A-0-70 對小白鼠 (IV) 、鰻魚 (IP) 、泥轍 (IP) 及軍目魚 (IP) 等之半致死溫度 (LDso) 分別

為 155 μg 、 375 μg 、 >20 ∞μg ».. 59 pg 。直目魚經 V A-0-70 之注射後基典型之紅斑病病徵 ,
即胸

蜻、鹿鰱及體但 .1) 之體表壘現興顯出血斑、肝廳、腎廠及心臨墨局部壞死址等。因此 V. anguil/arum 之

細胞外產物質共致病性 , 並且可能是紅斑病之主要致病園子。
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