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Abstract

The hemolysis of human erythrocytes by pa thogen Edwardsiella tarda was

invesigated by: 1) analyzing the leakiness of hemoglobin; and 2)

the morphological changes of erythrocytes with scanning electron microscopy

(SEM). Erythrocytes were incubated with the whole culture of Edwardsiella

tarda at the log growth phase. In the incubation of 5, 15, and

leakiness of hemoglobin was 0%. 5 結 and 13% of the total hemoglobin. The

erythrocytes changed to echinocytes at 5 min.. and then to

stomatocytes at 30 min. The morphological changes, indicates that Edward-

siella tarda caused a serial alterations of membrane structure.of erythrocytes

observing

I 30

morphology of

prior to hemolysis.

緒 論

Edwardsiella tarda 自 Sadazaki 和 Murata 於 1959 在日本首先被發現 , 而後盟續由單魚、
河昆、鳥、南撞頸、爬蟲類、哺現頹甚至人類身上均訂分離得到比菌種 (Meyer & Bullock 1973;

Iveson 1971; Berg & Anderson 1972; Bockemiihl et at. 1971) , 而其中最引人注意的是它能
引起養殖鰻魚重要的細菌震病一一愛德華民病 (Edwardsiellosis) 。很接林等 (Lin et al. 1977) 對奎

萬養殖盟魚震病之說計分析報告指出 , 愛德華民病單獨發生或與 Aeromonas hydro ρ hila 混合感染病

例佔所有引致接魚死亡疾病的 37% ' 高居首位
, 造成奎清揖殖煜魚業重大損失。當魚受感染後常引發

腸胃讀寫症 , 其症狀通常是皮膚紅腫、敗血、誰血等現象。至於其致病錢制 , Robert (1978) 認為叮

龍之感染途徑 ,
是經白皮膚潰踴開始

, 自外向內入侵造成腸膜炎後 , 再改及內噶器官。在對本菌之病原
性研究中發現

, 該菌能產生禮血素 (hemolysin) (Ullah & Aria 1983; Watson & White 1978)
; 除此之外 , Ullah 及 Aria (Ullah & Aria 1983) 認為一些蛋白質 �n 蛋白溶解臨 (protease) 、

研脂酪 (lipase) 等可能是導致 E. tarda 具布病原性的主要外毒素。

紅血球的居血現象導囡於細胞膜的濯破
,
而細胞膜在 �& 破之前細胞的形 f虛會先發生改變。組胞的形

態取決於三個因子 : (1) 細胞膜的脂雙層 (lipid bilayer); (2) 細胞膜骨梁 (membrane skeleton)
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以及 (3) 細胞內的骨架 (cytoskeleton) 。正常紅血球的形態是雙凹國直在形 (biconcave discoycyte)
, 一旦發生病變 , 或外物影響到細胞膜時 , 紅血球馬上變形 ( 參考 Elgsaeter et a� 1986 的 review

paper) 。至今仍無報告描述 E. tarda 造成禧血時 , 紅血球如何變形。本報告乃利用掃描式電獻技律i

來顯示 E. tarda 茵被所引發的紅血球的形態變化。

材料與方法

材 料

菌種自畫大動物系 :能病研究室鍾虎雲教按鐘供。細菌培養基
Tryptic Soybean Broth (TSB) 以及 Bacto-a gar 騙自 DIFCO (Detroit, Michigan, USA) 。

Salmonella-Shigella agar (SS agar) 購自 BBL R (Div: Becton, Dickinson & Co. B-D

Cockeysville, MD 21030 USA) 。化學藥品購自 E- Merck Chemicals (Darmstadt, German) 。

Edwardsiella tarda 8∞ 123-6K

方 法

菌種培養 :

Edwardsiella iarda 8∞ 123-6K 由冷凍乾燥管中取出 , 以 Tryptic soybean broth (TSB)

溶被 (30 公克禧於 1 公升
,
每公升合 Bacto-Tryptone 17 公克 I Bacto-soytone 3 公克 t Bacto-

Dextrose 2.5 公克 , Sodium chloride 5 公克 I Dipotassium phosphate 2.5 公克 ) 沖散使之懸

浮均勻 , 接種於 Salmonella. Shigella agar (的公克措於 1 公升 , 每公升含 Beef extractives 5

公克 , Polypeptone TM peptone 5 公克 t Lactose 10 公克 , Bile salts mixture 8.5 公克 ,

Sodium citrate 8.5 公克 , Sodium thiosulfate 8.5 公克 , Ferric citra te 1 公克 , Neutral

red 0.025 公克 , Agar 13.5 公克 , Brilliant green 0.33 毫克 ) 。在 35.C 中培聾眩目 24 小時後 ,

跳取單一菌蓓接種於 5 毫升 TSB 禧被中培養 6 小時 , 此時菌拔的 O.D. 帥。在 0.4-0.7 之間 ,
茵數

為 3-8x 107 cellsjml I 此為菌種 log growth phase 的中間點。

溶血 (hemolysis) ;百姓之測定 :

自健康的捐血者抽出血波
, 立刻加入 Ij9 倍種種的說凝血劑 (0.11 mM Na-Citrate) 中

,
在室

溫干雄心 (6 ∞ g) 10 封鐘得紅血球。將之以等體積 PBS (Phosphate buffered saline, pH 7.0)

仲說三次後 , 稀輝成 0.25% 。此時 O.D. “。為 0.5, RBC 數目為 5Xl0
‘ ceIlsjml 0 取 1 毫升 0.25%

之紅血球加入 1 毫升菌液中
,
稱之為混合散

, 溫培於 37.C 。在不同培養時間肉 , 取一部份混合被以
Ependorf 離心機 (Sigma, model 202 CM) 離心 (15, α沁 g) 1 分鐘 , 並取出上清被放.tl 定血紅素

(hemoglobin) 在拉克長 540nm 的眼光度 , 以決定是否有禧血現象。沉澱物則值標本製偏後以為描式
電顯技術觀察紅血球的形態變化。

掃描式電子顧微鏡技街 :

紅血球據本以 2.5% glutaraldehyde 在 4.C r 作前固定 1 小時 , 但 1 仗沁g 雄心 20 分鐘後 ,

以等體積 PBS 請注
, 再以 1% OsO. 作後固定

, 經酒精系列脫水後 , 進行臨界點乾燥 (Hitachi

HCP-2 Critical Point Dryer) , 聽金 (Eiko Engineering, Model 18-2)
, 並在掃描式電子顯敏

銳 (Hitachi S-520) 于觀察。

結果與肘鷗

E. tarda 菌液 (whole culture) 典等體積的紅血球懸浮被混合後 , 經溫培 5 分鐘、 15 分鐘、 30

分鐘 ,
lJI.lJ 得的血紅素溶解 � 依序為原紅血球的 0% 、 5% 、 13%

' 血紅索的撥出量可代表紅血球被破獲

/
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瓦解的數目 , 所以丘 tarda 確實可導致征血球的溶解。這三種處理的情況同時以掃描式電子讀讀鏡技

術觀嘿 , 顯示紅血球在讀液中會經歷不同的形態變化 ( 圍 1 ) 。紅血球懸浮於 PBS 荒草波中 , 8 日使 :芷若
一小時 , 仍需 discoytic shape ( 國 I-A) 。當加入等體潰的 TBS 禪液後

, 在一小時的溫培中 ,
有部

份紅血球會漸漸變成扁平形豆豆 , 但緬胞表面平 ,骨 ( 國 I-B 及國 I-C) 。當導體潰的 E. tarda 萄 j在加入

缸血球懸浮波中 , 則在 5 分鐘內全部變形為 echinocytes ' �D 緬胞緒圈
, 表面有抱膜凸清 ( 適 2-A)

＼

可圖

e
臨
臨
帶會 聽會
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.

會
呵 ! 分離的人體紅血球懸浮於 PBS 培波中 3TC 1 小時 (l-A)

, 以及加上導體積 TSB

的混合溶液 1 分鐘 (1-8) 和 1 小時使 (I-C) 之掃描電顯圍 (X4 α泊 ) 。圈 I-D

則為以負染色 (2% PT A) 方式在 TEM 下所觀察到 E. tarda 之外型 ,縮得目前
(XB 以墻 。
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。溫培時間到 15 分鐘後 , 大約有 50% population 的紅血球自 echinocytes 轉變成不競則形態的
discoycytes ( 間 2-B) 。而溫培至 30 ?t 錢後則有 30% population 的紅血球變形為 cup shape

的 st om a tocytes ( 間 2-C) 。所以 SEM 顯示 E. fordo 的菌派會引起缸血球眉溫嘻的時間而有一

系列的形態轉變
,
部由原先的 discoycytes 綺麗成 echinocytes , 萬變成 stomatocytes 。

間 2 描描電顧國顯示紅血球與含有 E. fordo 的菌被混合後 , 在 37"C 干溫培 5 分鐘
(2-A) 館形為 echinocytes 、 15 分鐘後 (2-B) 則篇變為 discoycytes 、溫培

30 分鐘 (2-C) 則可見許多杯狀形的 stoma tocytes (s) , 而與 E. fordo 重新
懸浮在新鮮 TSB 培養被中共同培養 1 小時 (2-D) , 亦可見部份缸血球星現 echi.
nocytes (e) 及 discoycytes (d) 之現象。

/ 、
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為確定 E. tarda 導致紅血球的變形作用是由於 E. tarda 釋放出物質所致
, 又作了兩個實踐 , 一

為將 log phase 的菌液 (whole culture) 雄心
,
把雄心下來的菌體重新懸浮在新鮮的 TSB 溶液中

, 再加入紅血球 ; 另一為將上清波直接加入紅血球
, 兩組溫培一小時。發現並沒有血紅素的譯出 ,

但在

SEM 下 , 可看到紅血球變成 echinocytes 及不規則的 discoycytes ( 圖 2-D)
,
此結果表示 E

tarda 能惶惶澤敢出物質來影響紅血球的紹祖結構 ,
而造成禪血現象可能與釋放物質量的多寡有關。

紅血球的形態變化己廣被研究 (Elgsaeter et aL 1986 的 review paper)
,
而菜物 (Ferrell

＼

et at., 1988) 和研實 (Daleke & Huestis, 1985; Golan et al., 1988) 都會使紅血球形態發生變化。

由於這些特殊分子在紅血球胞膜脂雙層垂不對稱分佈 , 所以紅血球會有 echinocytes, stoma tocytes

等木同形態顧現。更由於藥物或碩實在脂雙層翻轉 (flip-flop) 的時間約項 30 分道 ,
所以隨溫培時間

的延長紅血球會有不問形態的轉變而達到最後的平指形態。已有報告指出 E. tarda 會釋放 hemolysin

(Bochemiihl, 1971) 和 lipase (Berg & Anderson, 1972) ,
所以紅血球形態變化

, 也訂能是由
hemolysin 和 lipase 所導致。男外 Golan et at. (1988) 曾提出寄生蟲 Schistosoma manso 附會

釋放出 I ysophosph a tid y I-choline 引起紅血球的禧血現象 , 而本質髓室 (Chen et al., 1988 發表

在本刊 ) 也發現 E. tarda 有 Iysophosphatidyl-ethanoamine (lyso-PE) 存在
,
因此 E. tarda

的 Iyso-PE 也可能是導致紅血球的禪血園子之一。自於紅血球在 E. tarda 菌液中
, 表現出隨著溫培

時間的延畏而有形態的轉變 , 很有訂能是 lyso ♂ E 先插入紅血球胞膜脂雙層的外層便紅血球變形成

echinocytes ; 經過 30 分鐘溫培 , Iyso-PE 翻轉入脂雙層的內層才造成紅血球轉形為 stomatocytes 。

構
要

魚病細菌 Edwardsiella tarda 對紅血球的禧血性 ij"f 使用兩種方法來揉討 : 1) 分析血紅素的溶解

度 , 及 2) 以掃描電顯挂衛觀察缸血球的形態變化。

人頹紅血球興生長於 log phase 的 Edwardsiella tarda 的菌液混合溫嘍 , 在木向溫培時間 5

分鐘 , 15 分鐘 ,
和 30 分鐘 , 分別測得血紅素被港出的比率依序為 0 克、 5% 和 13 恕。而在掃描式電

子顧徵鏡下也顯示紅血球控握一系列的形態銬變 : 自由 discoycytes 變成 echinocytes 再清變成

stoma tocytes 。這種缸血球形態的變化表示 Edwardsiella tarda 先影響紅血球網胞膜的結構與生

化功能 , 才導致禧血的發生。
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