
一一株株从从栉栉孔孔扇扇贝贝病病贝贝体体内内分分离离到到的的分分类类地地位位待待定定的的特特殊殊微微生生

物物

徐徐 彪彪 杨杨红红生生 宋宋林林生生 梁梁成成珠珠 朱朱来来华华

吴吴 华华 张张福福绥绥

中中国国科科学学院院海海洋洋研研究究所所 青青岛岛

青青岛岛出出入入境境检检验验检检疫疫局局 青青岛岛

中中国国科科学学院院研研究究生生院院 北北京京

提提要要 从从典典型型患患病病栉栉孔孔扇扇贝贝 ΧΧηηλλααµµψψσσ φφααρρρρεερριι 体体内内分分离离到到一一株株特特殊殊微微生生物物 光光镜镜下下可可见见的的粒粒

子子为为革革兰兰氏氏染染色色阴阴性性 电电镜镜观观察察为为圆圆形形 !!近近似似圆圆形形 已已经经发发现现的的粒粒子子大大部部分分直直径径在在 以以

下下 最最小小为为 左左右右 最最大大可可达达 以以上上 ∀∀该该细细菌菌在在人人工工培培养养基基上上形形不不成成肉肉眼眼可可见见的的菌菌

落落 倒倒置置显显微微镜镜下下其其菌菌落落为为无无色色透透明明 !!圆圆形形 !!小小点点状状菌菌落落 ∀∀生生化化特特性性测测试试表表明明该该细细菌菌能能利利用用吐吐温温

22 与与吐吐温温 22 ∀∀其其分分类类地地位位尚尚待待进进一一步步分分析析和和证证实实 ∀∀

关关键键词词 栉栉孔孔扇扇贝贝 特特殊殊微微生生物物

中中图图分分类类号号 ±± 文文献献标标识识码码 文文章章编编号号 22 22 22

栉栉孔孔扇扇贝贝 ΧΧηηλλααµµψψσσ φφααρρρρεερριι 是是我我国国浅浅海海筏筏式式养养殖殖

的的主主要要贝贝类类之之一一 具具有有生生长长快快 肉肉质质鲜鲜美美等等特特点点 ∀∀

年年以以来来 栉栉孔孔扇扇贝贝在在夏夏季季高高温温季季节节连连年年发发生生大大规规模模死死

亡亡 引引起起社社会会各各界界的的高高度度重重视视 ∀∀为为了了查查明明栉栉孔孔扇扇贝贝大大

规规模模死死亡亡的的直直接接原原因因 国国家家基基础础研研究究规规划划项项目目

项项目目 和和国国家家自自然然科科学学基基金金项项目目都都专专门门立立项项 国国内内学学

者者做做了了大大量量卓卓有有成成效效的的研研究究工工作作 提提出出了了许许多多见见解解 ∀∀

根根据据已已有有报报道道可可能能病病原原主主要要有有 病病毒毒 ≈≈ 类类衣衣原原体体 ≈≈

立立克克次次氏氏体体等等 ∀∀本本研研究究从从细细菌菌的的角角度度出出发发进进行行栉栉孔孔扇扇

贝贝病病原原菌菌的的分分离离 !!纯纯化化和和人人工工纯纯培培养养 探探讨讨某某些些特特殊殊

细细菌菌在在栉栉孔孔扇扇贝贝发发病病过过程程中中的的作作用用 ∀∀

材材料料和和方方法法

11 11 实实验验材材料料的的采采集集

典典型型发发病病栉栉孔孔扇扇贝贝采采自自于于岚岚山山和和胶胶南南养养殖殖海海

区区 ∀∀

11 22 细细菌菌的的分分离离与与纯纯化化

采采集集典典型型发发病病扇扇贝贝 打打开开贝贝壳壳 以以

的的无无菌菌盐盐水水冲冲洗洗 遍遍 无无菌菌取取肝肝胰胰腺腺 !!消消化化腔腔 !!性性腺腺 !!

外外套套膜膜于于灭灭菌菌的的玻玻璃璃研研磨磨器器中中研研碎碎 于于

低低速速离离心心 取取上上清清液液接接种种于于含含 氯氯化化钠钠的的

营营养养平平板板上上 后后镜镜检检 解解剖剖镜镜下下挑挑取取单单个个菌菌落落 继继

续续在在平平板板上上进进行行培培养养 ∀∀

将将 中中处处理理获获得得的的上上清清液液 以以直直径径

为为 ΛΛ 的的微微孔孔滤滤膜膜抽抽滤滤 滤滤液液接接种种含含 ≤≤ !!

∗∗ 小小牛牛血血清清的的 ∞∞ 营营养养液液或或接接种种于于含含

≤≤ 的的脑脑心心浸浸液液 ∀∀

11 33 微微生生物物的的人人工工大大量量纯纯培培养养

培培养养基基使使用用含含 ≤≤ !! ∗∗ 小小牛牛血血清清的的

∞∞ 营营养养液液和和 ≤≤ 的的脑脑心心浸浸液液 ∀∀取取在在平平板板上上纯纯

化化的的微微生生物物接接种种于于人人工工培培养养液液中中 并并于于 εε 培培养养

于于 离离心心 将将培培养养液液浓浓缩缩 倍倍后后

重重新新接接种种于于适适量量 ∞∞ 培培养养液液中中进进行行培培养养 ∀∀

11 44 革革兰兰氏氏染染色色及及光光镜镜检检查查

按按细细菌菌革革兰兰氏氏染染色色法法染染色色 ≈≈ 油油镜镜下下检检查查 ∀∀以以大大

肠肠杆杆菌菌和和葡葡萄萄球球菌菌为为对对照照 ∀∀

国国家家自自然然科科学学基基金金项项目目 号号 国国家家 // 00 项项目目

号号 ∀∀

第第一一作作者者 徐徐彪彪 出出生生于于 年年 高高级级兽兽医医师师 博博士士生生 现现从从

事事出出入入境境动动物物检检疫疫研研究究 ∞∞22 ¬¬∏∏ ∏∏ ∏∏

通通迅迅作作者者 研研究究员员 博博士士生生导导师师 ∞∞22
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11 55 提提纯纯微微生生物物的的电电镜镜检检查查

将将上上述述含含微微生生物物的的培培养养液液于于 离离心心

浓浓缩缩约约 倍倍 分分别别进进行行负负染染和和透透射射电电镜镜检检

查查 ∀∀

11 66 细细菌菌的的鉴鉴定定

细细菌菌鉴鉴定定系系统统鉴鉴定定 在在中中国国流流行行病病学学

微微生生物物研研究究所所用用 // 细细菌菌鉴鉴定定系系统统00 按按海海

洋洋细细菌菌的的要要求求 反反应应缓缓冲冲液液中中加加入入 ≤≤ 对对该该微微

生生物物进进行行鉴鉴定定 ∀∀

部部分分生生化化试试验验 用用北北京京陆陆桥桥公公司司的的普普

通通细细菌菌鉴鉴定定用用生生化化管管 种种及及 种种氧氧化化酶酶纸纸片片 按按产产

品品说说明明书书进进行行生生化化特特性性的的测测定定 ∀∀

结结果果

22 11 一一般般生生物物学学特特征征

在在发发病病扇扇贝贝体体内内分分离离到到一一株株微微生生物物 能能在在人人工工

培培养养基基平平板板上上生生长长 ∀∀该该微微生生物物在在目目前前已已使使用用的的人人工工培培

养养基基平平板板及及斜斜面面上上基基本本形形不不成成肉肉眼眼可可见见的的菌菌落落 血血平平

板板上上可可形形成成倒倒置置显显微微镜镜 或或解解剖剖镜镜 可可见见的的无无色色透透明明

小小点点状状菌菌落落 ∀∀光光镜镜下下可可见见的的细细菌菌为为革革兰兰氏氏染染色色阴阴性性 ∀∀

初初次次分分离离该该微微生生物物基基本本为为混混杂杂在在其其它它杂杂细细菌菌中中间间的的

微微小小粒粒子子 在在光光学学显显微微镜镜下下隐隐约约可可见见 ∀∀经经连连续续几几代代培培

养养后后 光光学学显显微微镜镜下下部部分分微微生生物物为为隐隐约约可可见见的的小小点点

较较大大的的粒粒子子为为革革兰兰氏氏染染色色阴阴性性的的圆圆球球形形微微生生物物 ∀∀在在含含

≤≤ !! ∗∗ 小小牛牛血血清清的的 ∞∞ 和和 ≤≤

脑脑心心浸浸液液中中均均可可生生长长 培培养养液液无无混混浊浊现现象象 ∀∀

22 22 电电镜镜检检查查结结果果

该该微微生生物物形形状状为为圆圆形形或或近近似似圆圆形形 大大部部分分菌菌体体

外外周周有有棉棉絮絮状状物物质质包包被被 图图 图图 ∀∀目目前前已已经经发发现现微微

生生物物粒粒子子的的直直径径大大部部分分在在 以以下下 最最小小的的

左左右右 最最大大的的可可达达 ΛΛ 以以上上 ∀∀菌菌体体内内均均有有液液泡泡状状空空白白

区区存存在在 大大的的菌菌体体可可见见明明显显的的细细胞胞壁壁 在在细细胞胞壁壁的的表表

面面 可可见见绒绒毛毛状状的的包包被被物物 ∀∀

图图 电电镜镜照照片片

ƒƒ ∞∞

22 33 生生化化特特性性

经经中中国国流流行行病病学学微微生生物物研研究究所所以以 //

细细菌菌鉴鉴定定系系统统00鉴鉴定定其其为为// ΜΜοορρααξξεελλλλαα οοσσλλοοεεννσσιισσ00 ∀∀

细细菌菌鉴鉴定定系系统统中中进进行行的的 种种生生化化试试验验证证实实该该细细

菌菌只只有有吐吐温温 22 和和吐吐温温 22 呈呈阳阳性性反反应应 ∀∀而而用用陆陆桥桥公公

司司的的生生化化管管进进行行的的生生化化试试验验无无阳阳性性反反应应 ∀∀

讨讨论论

33 11 种种的的纯纯度度及及分分类类地地位位

大大小小差差异异大大 目目前前已已经经发发现现的的该该微微生生物物的的粒粒子子

最最小小的的直直径径约约 左左右右 与与病病毒毒的的大大小小相相近近 形形状状

也也与与某某些些球球形形病病毒毒相相似似 最最大大的的则则比比大大多多数数细细菌菌还还大大

直直径径 以以上上 ∀∀较较大大的的微微生生物物透透射射电电镜镜下下细细
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图图 透透射射电电镜镜照照片片

ƒƒ ××

胞胞壁壁清清晰晰可可见见 细细胞胞形形状状规规则则 ∀∀起起初初作作者者认认为为可可能能是是

多多种种微微生生物物混混合合物物 但但有有三三个个方方面面的的证证据据否否定定了了这这种种

假假设设

在在进进行行光光镜镜 !!电电镜镜检检查查时时 均均发发现现其其大大小小是是连连

续续的的 ∀∀

以以 ΛΛ 微微孔孔滤滤膜膜过过滤滤 滤滤液液接接种种细细菌菌培培

养养基基培培养养 其其结结果果与与本本文文前前面面描描述述的的特特征征完完全全一一致致 ∀∀

这这一一证证据据说说明明直直径径大大于于 ΛΛ 的的微微生生物物均均是是由由

ΛΛ 以以下下的的微微生生物物生生长长发发育育而而来来的的 ∀∀

在在解解剖剖显显微微镜镜下下挑挑取取了了单单个个菌菌落落而而获获得得的的纯纯

培培养养 ∀∀

因因此此虽虽然然其其大大小小差差异异极极大大 但但只只是是同同一一种种微微生生物物

的的不不同同发发育育阶阶段段 经经查查阅阅有有关关资资料料未未见见类类似似微微生生物物 ∀∀

根根据据其其特特征征 该该微微生生物物可可能能为为一一种种非非常常特特殊殊的的细细菌菌

其其具具体体的的分分类类地地位位有有待待于于进进一一步步研研究究和和证证实实 ∀∀

33 22 可可疑疑病病原原之之一一

该该微微生生物物是是从从发发病病栉栉孔孔扇扇贝贝体体内内分分离离到到的的 其其

形形态态特特征征与与现现今今已已经经报报道道的的病病毒毒 !!立立克克次次氏氏体体 !!帕帕金金

虫虫有有一一定定的的相相似似性性 ∀∀其其对对栉栉孔孔扇扇贝贝的的致致病病性性 以以及及在在

栉栉孔孔扇扇贝贝病病死死过过程程中中与与其其它它病病原原的的关关系系我我们们正正在在研研

究究中中 ∀∀

33 33 生生化化特特性性

由由于于该该微微生生物物培培养养难难度度大大 决决定定了了其其生生化化特特性性

的的测测定定难难度度也也大大 按按常常规规方方法法许许多多生生化化试试验验无无法法进进

行行 有有些些即即使使能能够够进进行行也也往往往往因因其其增增殖殖缓缓慢慢 利利用用生生

化化成成分分的的速速度度慢慢而而很很难难出出现现明明显显的的阳阳性性反反应应 ∀∀ 22
细细菌菌鉴鉴定定系系统统测测定定的的 种种生生化化反反应应呈呈阳阳性性反反

应应的的仅仅有有两两种种 可可能能就就是是上上述述原原因因造造成成的的 因因此此有有关关

该该微微生生物物生生理理生生化化特特性性尚尚须须做做大大量量的的研研究究工工作作 才才能能

最最后后确确定定 ∀∀
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Ναννοχηλοροπισισ οχυλατα

2 ≠ ∏ 2° ÷∏2≤
Νορτη Χηινα Σεα Μονιτορινγ Χεντερ, ΣΟΑ, Θινγδαο ,

Χολλεγε οφ Μαρινε Λιφε , Οχεαν Υνιϖερσιτψοφ Χηινα , Θινγδαο ,

Ρεχειϖεδ : ∏

Κεψ Ωορδσ: ⁄ ¬ Ναννοχηλοροπισισοχυλατα ≤

Αβσραχτ

⁄ ¬ Ναννοχηλοροπισισοχυλατα∏ ≤ √

× ∏ ≤ ≥ ∞⁄×
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ΧΧηηλλααµµψψσσφφααρρρρεερριι

÷÷ ≠≠ 22≥≥ ≥≥ 22≥≥ ≤≤ 22 ∏∏ 22 ∏∏

•• ∏∏ ƒƒ∏∏22≥≥∏∏
ΙΙννσσττιιττυυττεε οοφφ ΟΟχχεεααννοολλοογγψψ,, ΤΤηηεε ΧΧηηιιννεεσσεε ΑΑχχααδδεε µµψψοοφφ ΣΣχχιιεεννχχεε ,, ΘΘιιννγγδδααοο ,,

ΘΘιιννγγδδααοο ΕΕννττρρψψ22ΕΕξξιιττ ΙΙννσσππεεχχττιιοονν ααννδδ ΘΘυυααρριιννττιιννεε ΒΒυυρρεεααυυ ,, ΘΘιιννγγδδααοο ,,

ΓΓρρααδδυυααττεε ΣΣχχηηοοοολλ,, ΤΤηηεε ΧΧηηιιννεεσσεε ΑΑχχααδδεε µµψψοοφφ ΣΣχχιιεεννχχεε ,, ΒΒεειιϕϕιιννγγ ,,

ΡΡεεχχεειιϖϖεεδδ ::

ΚΚεεψψ ΩΩοορρδδσσ:: ΧΧηηλλααµµψψσσ φφααρρρρεερριι ,, ∏∏

ΑΑββσσττρρααχχττ

∏∏ ΧΧηηλλααµµψψσσ φφααρρρρεερριι .. √√ ××
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