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提要   2000年 7) 11 月,对我国北黄海沿岸滩涂增养殖的菲律宾蛤仔 Ruditapes philipp inarum

大规模死亡进行了研究,并对病害暴发与温度、盐度的相关性进行了探讨。利用 FTM培养和

组织切片方法对病害流行海域的菲律宾蛤仔进行了检测。结果表明, 蛤仔体内寄生了大量病

原帕金虫 Perkinsus sp, 感染率为 20% ) 100% , 感染强度为 3) 3 565 936cellPind 或 2 )

1 670 615cellPg组织。感染强度与蛤仔大小有关, 个体越小,感染程度越轻。经感染试验, 进一

步确定了帕金虫大量繁殖是引起蛤仔大规模死亡的原因。病害始于 7 月下旬, 止于 10 月下

旬;最初暴发于庄河栗子房海域, 尔后逐渐向东西两侧海域蔓延。病害暴发时机主要受温度

影响,高于 20e 易于暴发帕金虫病害;流行范围主要受盐度影响, 盐度为 20) 32 海域适宜帕

金虫病害的流行。
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目前我国北黄海沿岸滩涂菲律宾蛤仔 Ruditapes philippinarum 增养殖是当地海洋经济

支柱产业之一。但从 2000年7月中旬起,该沿岸庄河栗子房海域滩涂菲律宾蛤仔发生了

大规模死亡,并且逐渐向两侧沿岸海域扩大; 到 10下旬向东北蔓延至丹东市东港海域,向

西南蔓延至大连市石城岛海域,病害总面积约 10 000ha(图 1) , 直接经济损失估计为 3亿

元人民币。就菲律宾蛤仔死亡状况比较而言,个体大的比个体小的死亡严重;潮下带的比

潮上带的死亡严重; 养殖密度大的海域比养殖密度小的死亡严重。在死亡之前,大部分菲

律宾蛤仔爬到滩面, 贝壳张开而死。

迄今国外已报道过共有 4种帕金虫对海产贝类可造成危害,其中 Perkinsus marinus 是

美洲牡蛎Crassostrea virginica最典型的病原生物( Mackin et al , 1950; Ray, 1954; Andrews,

1955; Perkins, 1969; Levine, 1978)。此外, P. atlanticus 寄生于葡萄牙蛤 Ruditapes de-

cussates 和菲律宾蛤仔R . philippinarum 体内(Azevedo et al , 1990) ; P. olseni 寄生于澳洲黑

唇鲍Haliotis ruber 体内( Lester et al , 1981) ; P. qugwadi 则寄生于虾夷扇贝 Patinopecten

yessoensis 体内( Blackbourn et al , 1998)。帕金虫是种寄生于贝类体内的单细胞原生动物,

可通过海水和其他动物(如螺和蟹等)传播(Mackin, 1962; White et al , 1988; Dungan et al ,

1993)。当帕金虫寄生于贝类体内以不游动的营养孢子存在时, 直径为 2 ) 10Lm
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( Perkins, 1969、1996) ;当从寄主体内转移到厌氧条件的巯基醋酸盐中培养几天之后, 圆形

的休眠孢子直径为 20 ) 200Lm, 而大多数个体直径为 30 ) 80Lm( Perkins, 1996) ;当休眠孢

子接种到海水中后,形成多细胞的游动孢子囊,双鞭毛的游动孢子就从孢子囊中释放出

来,去感染寄主;游动孢子在寄主体内失去鞭毛后, 又形成了营养孢子。据此, Ray ( 1954,

1966)建立了液体巯基醋酸盐培养基( Fluid Thioglycollate Medium, FTM)检测帕金虫方法。

在该培养基中, 帕金虫营养孢子变成了休眠孢子, 休眠孢子只能生长,不能繁殖,因而可定

量地检测贝类体内帕金虫。许多研究业已表明,帕金虫能在贝类群体中广泛传播,被感染

的贝类不能正常生长发育, 并常导致大规模死亡( Chagot et al , 1987; Comps et al , 1987;

Bower et al , 1998; Navas et al , 1992; Choi et al , 1989; Wilson et al , 1990; Powell et al ,

1996)。Choi等( 1997)和 Park等( 1999)曾较系统地研究了与我国毗邻的韩国沿岸水域菲

律宾蛤仔帕金虫病害。鉴于上述贝类帕金虫病害的研究成果,对 2000年我国北黄海沿岸

滩涂大规模死亡的菲律宾蛤仔,进行了帕金虫病害的研究, 以便确定其死亡与帕金虫危害

的相关性。在我国, 到目前为止尚未见到有关贝类帕金虫病害的研究报道(吴信忠等,

1999)。

1  材料与方法
1. 1  样品的采集
  2000年10月 14 ) 22日,分别在我国北黄海沿海的东港、北井子、栗子房、石城岛、城

子坦、凌水桥海域采集菲律宾蛤仔样品 50多个, 另外还有来自朝鲜大和岛的样品,一并带

回实验室进行帕金虫检测(图 1和表 1)。此后于 11月 11 ) 17日,又分别对东港、石城岛、
凌水桥海域菲律宾蛤仔进行了帕金虫检测。

图 1  菲律宾蛤仔样品采集站位和病害流行区域
Fig. 1  Locat ion of field sampling sites and the disease occurrence area of R. philippinarum

1. 2  液体巯基醋酸盐培养基的配制

FTM 是美洲牡蛎和葡萄牙蛤及鲍帕金虫检测的标准程序。为培养休眠孢子, 先配制

液体巯基醋酸盐培养基( FTM)。其方法为将 20g NaCl和 30g 巯基醋酸盐放入 1L 蒸馏水

中,边加热边搅拌,直到变成金黄色透明液为止, 冷却后分装于 15ml的培养试管中, 每管

装10ml, 尔后高压灭菌, 黑暗保存备用。为抑制 FTM中细菌,加入一定量混合抗菌素。其
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表 1 菲律宾蛤仔帕金虫病害现场调查站位和检测方法

Tab. 1  Field sampling sites and analyt ical methods for the Perkinsus disease of R . philippinarum

时间(年.月.日) 地点 位置 检测方法

2000. 10. 22 大和岛 39b27c09dN, 124b30c46dE FTM

2000. 10. 22 东  港 39b48c26dN, 124b02c27dE FTM

2000. 11. 11 东  港 39b48c26dN, 124b02c27dE FTM

2000. 10. 22 北井子 39b47c49dN, 123b43c09dE FTM

2000. 10. 22 栗子房 39b45c05dN, 123b29c45dE FTM

2000. 10. 14 石城岛 39b35c17dN, 122b53c13dE FTM和组织切片

2000. 11. 15 石城岛 39b35c17dN, 122b53c13dE FTM和组织切片

2000. 10. 14 城子坦 39b29c16dN, 122b41c45dE FTM

2000. 10. 14 凌水桥 38b50c26dN, 121b25c26dE FTM

2000. 11. 17 凌水桥 38b50c26dN, 121b25c26dE FTM

配制方法为5ml蒸馏水溶解 1g 氯霉素, 10ml无菌蒸馏水溶解 5 @ 105 单位制霉菌素, 尔后

将每 2. 5ml氯霉素加到溶解的制霉菌素瓶中, 使用时每 10ml FTM 加入 50LL 混合抗菌素

(Ray, 1966; Wilson- Ormond et al , 1993)。

对菲律宾蛤仔测量大小和称重后,研磨软体部, 每个试管中放入研磨液 5g,室温黑暗

培养。同时,取菲律宾蛤仔鳃部放入50ml FTM中培养, 用于观察鳃组织中帕金虫。

1. 3  帕金虫的定量检测

FTM 培养 1周左右, 卢哥氏( Lugol. s iodine)染色, 2000rpm 离心 10min, 帕金虫孢子沉

淀于离心管底部; 倒掉上清液, 加入 30ml 2molPL NaOH, 恒温 50 e , 消化 30min, 再加入

0. 15molPL盐水, 2000rpm离心 10min, 重复这一过程 2 ) 4次。然后, 镜下观察帕金虫休眠

孢子体呈蓝黑色。为了观察到帕金虫营养孢子在组织中的存在,用波恩氏液固定,石蜡切

片5Lm,苏木精曙红染色,显微镜观察。

1. 4  感染试验

  分别取病害严重的石城岛和病害较轻的城子坦海域菲律宾蛤仔 5kg, 取其软体部全

部研磨,沉淀 2h后,用 FTM方法对上清液帕金虫定量检测。检测结果是石城岛菲律宾蛤

仔群体软体部上清液帕金虫含量为 469 796个Pml,城子坦为 24个Pml。实验温度为 24 e ,
设2个试验组共20个试验缸,每组设有平行和空白对照实验缸。每个试验缸水体为10L,

内盛 40个菲律宾蛤仔。受试菲律宾蛤仔来自渤海营口海域, 个体平均大小为 3. 13cm

( 2. 18 ) 4. 05cm) ,经随机抽样, FTM 方法检测,体内没有帕金虫存在。试验缸分别投喂以

上两种上清液100ml、200ml,分别注射 0. 02ml、0. 1ml;每日换水 1P2,并投喂 100ml三角褐指

藻,及时捡出死亡个体,试验结束时检测存活个体体内帕金虫密度。

2  结果与讨论
2. 1  帕金虫的形态与结构

  用FTM 方法,在所采集的 7个站位 9批菲律宾蛤仔样品中,均检测到了帕金虫存在。

室温条件下,经过 7d FTM培养, 帕金虫休眠孢子呈卵圆形,个体大小为 10 ) 60Lm(图 2a) ,
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与 P . marinus 个体大小基本一致( Perkins, 1996)。通过各组织器官 FTM培养和组织切片

发现,帕金虫在菲律宾蛤仔体内分布不均。在鳃、外套膜、性腺和消化腺中数量较高,而在

足和吸水管中很少。通过鳃组织培养和染色,可观察到鳃表皮寄生大量蓝黑色的帕金虫

(图2b) ,与 Choi等( 1997)研究韩国海域菲律宾蛤仔帕金虫病害时观察到的结果完全一

致。

图 2 菲律宾蛤仔病原帕金虫形态与结构
Fig. 2  The shape and structure of the pathogen Perkinsus sp in R. philippinarum

a. FTM培养的帕金虫休眠孢子; b. FTM 培养的鳃组织上的帕金虫休眠孢子; c. 鳃组织上单细胞营养孢子; d. 鳃

组织上 2细胞营养孢子; e. 消化腺组织上 4细胞营养孢子; f . 消化腺组织上 8细胞营养孢子

a. Perkinsus hypnospores cultured in FTM; b. Perkinsus hypnospores in gill cultured in FTM; c. One- cell trophozoites in the

gill t issue; d. Two- cell t rophozoites in the gill t issue; e. Four- cell trophozoites in the digestive gland tissue; f. Eight- cell

trophozoites in the digestive gland tissue

在石城岛菲律宾蛤仔组织切片中, 观察到了菲律宾蛤仔体内的帕金虫,具有大空泡的

单孢子体,直径为 2 ) 10Lm(图 2c) ; 有 2、4、8个营养孢子的囊体( Tomont) (图 2d、e、f) ,与

P . marinus 所具有的空泡结构和体内生活孢子囊时期( Perkins, 1996)完全一致。

2. 2  帕金虫的感染强度

  从图1和表2可以看出, 10月份调查时, 病害高峰期已过的北井子和栗子房海域的菲

律宾蛤仔被帕金虫感染率较低,分别为 20%和 80% ,且体内帕金虫数量较少, 没有发现死

亡个体。但据当地养殖户反映,该海域 7月份菲律宾蛤仔死亡十分严重,达 90% ) 100%。

产生这种现象的原因,除了在病害高发期,该海域大规格的菲律宾蛤仔大多死亡, 剩余的

小个体被感染的程度较低以外,还可能由于大批量菲律宾蛤仔的死亡,降低了滩涂养殖菲
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律宾蛤仔密度, 减少了相互传染的几率;同时,能生存下来的个体也可能产生一定的抗病

力。

10月份调查时, 病害较重的石城岛和东港海域菲律宾蛤仔帕金虫感染率较高,体内

帕金虫数量较高,其中,石城岛海域菲律宾蛤仔体内帕金虫平均数量为 3 565 936cellPind,

死亡最为严重,高达 90% ) 100% ;东港海域菲律宾蛤仔体内帕金虫平均数量为 24 695cellP
ind,死亡率为 30% ) 50%。来自朝鲜大和岛海域的菲律宾蛤仔帕金虫感染率达 80% ,体

内帕金虫数量为 1 103 048cellPind,感染率和体内帕金虫数量在石城岛和东港之间。城子
坦和凌水桥海域菲律宾蛤仔受到轻微感染,体内帕金虫的数量较少, 未发现死亡现象。据

统计(表 2) ,体内帕金虫含量较高的菲律宾蛤仔群体, 其软体部干重与壳重之比, 都低于

0. 080 0, 明显低于体内帕金虫数量低的群体。这表明体内帕金虫数量多的菲律宾蛤仔,

其软体部比较瘦弱。

2. 3  帕金虫的感染强度与个体大小的关系

  在东港菲律宾蛤仔群体中,个体大小与体内帕金虫数量呈明显的相关性( R= 0. 696,

N = 20, P< 0. 01)。在石城岛群体中, 相对而言,规格大的个体, 体内帕金虫密度大; 规格

小的个体,帕金虫密度就小(表 3)。在病害流行海域, 个体小的栗子房群体, 体内帕金虫

密度明显低于其他群体 (表 2) ; 并且还发现, 小于 2cm 的菲律宾蛤仔个体几乎未被帕

金虫感染。上述帕金虫的感染强度和个体大小的关系与韩国海域菲律宾蛤仔帕金虫病害
表 3  菲律宾蛤仔个体大小与帕金虫感染强度的关系

Tab. 3  The correlat ion between R . phil ippinarum size and Perkinsus sp. infection intensity

序号
2000年 11月 11日东港群体 2000年 11月 15日石城岛群体

壳长( cm) 软体部重( g) 孢子数P个体 壳长( cm) 软体部重( g) 孢子数P个体

1 5. 04 4. 2 131911 4. 33 3. 05 2065430

2 4. 28 2. 66 84300 3. 92 3. 17 13232422

3 3. 8 2. 35 918 3. 79 2. 50 4975586

4 3. 77 2. 59 0 3. 67 2. 37 6474609

5 3. 56 2. 14 30 3. 64 2. 73 2289

6 3. 24 1. 70 1262 3. 58 2. 3 84210

7 2. 73 1. 23 303 3. 55 2. 22 9750976

8 2. 44 0. 77 53 3. 41 1. 76 3388672

9 2. 28 0. 74 120 3. 36 1. 44 308

10 2. 04 0. 50 116 3. 35 2. 35 2451172

11 1. 95 0. 48 19 3. 22 2. 29 8149414

12 1. 94 0. 41 0 3. 21 0. 93 294

13 1. 91 0. 43 291 3. 13 1. 98 28

14 1. 89 0. 48 0 3. 06 1. 46 192

15 1. 83 0. 33 14 3. 04 1. 42 1362305

16 1. 73 0. 31 9 2. 95 1. 14 30

17 1. 61 0. 29 38 2. 92 1. 60 5034180

18 1. 56 0. 25 32 2. 89 1. 42 12460938

19 1. 36 0. 16 9 2. 19 0. 75 17

20 1. 18 0. 11 0 2. 14 0. 63 20
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的研究结果是一致的( Choi et al , 1997) , 并且和美洲牡蛎帕金虫病害的研究结果也是一致

的。Ray( 1966)、Andrews等( 1955)报道过个体大的美洲牡蛎比小的易于感染帕金虫, 但帕

金虫对葡萄牙蛤和黑唇鲍的感染, 尚未见到类似的报道。

2. 4  感染试验

  由表 4可以看出,就同类实验液而言,注射了 0. 1ml各试验缸的菲律宾蛤仔死亡和感

染率, 明显比注射 0. 02ml和空白试验液的高; 注射了石城岛菲律宾蛤仔软体部研磨上清

液的各试验缸, 其菲律宾蛤仔的死亡和感染率明显比注射了城子坦菲律宾蛤仔软体部研

磨上清液和空白试验液的高。由此可知,帕金虫能对菲律宾蛤仔感染,而菲律宾蛤仔被感

染和死亡程度与注射液帕金虫数量有关。此结果与 P . marinus 对美洲牡蛎的感染试验

结果是一致的( Chu, 1996)。
表 4  帕金虫感染菲律宾蛤仔试验结果

Tab. 4  Experimental results of Perkinsus infecting the clam R . philippinarum

项

目

试验用

上清液

种  类

试验用

上清液

数量 ml

投喂帕

金虫数

量(个)

累计死亡率( % )

1d 5d 10d 15d 20d

存活个体中帕金虫

感染率 含量(个)

( % ) P个体

注射感染试验 石城岛 0. 1 4. 7@ 104 57. 5 70 70 72. 5 80 100 122. 0

城子坦 0. 1 2. 4@ 100 42. 5 47. 5 50 50 50 40 7. 4

石城岛 0. 02 9. 4@ 103 32. 5 50 57. 5 70 72. 5 60 105. 2

城子坦 0. 02 4. 8@ 10- 1 5 7. 5 7. 5 12. 5 15. 5 0 0. 0

空白 0 0 0 0 0 0 5 0 0. 0

投喂感染试验 石城岛 200 9. 4@ 107 0 90 100

城子坦 200 4. 8@ 103 5 100

石城岛 100 5. 7@ 107 0 5 10 20 82. 5 80 70. 6

城子坦 100 2. 4@ 103 2. 5 32. 5 32. 5 42. 5 47. 5 60 22. 0

空白 0 0 0 0 0 0 5 0 0. 0

  投喂与注射感染试验结果基本一致(表 4) ,但投喂帕金虫数量多的各试验缸, 在试验

前期死亡率低, 到后期死亡和感染率高,存活的个体中帕金虫数量多。这是因为帕金虫数

量少的城子坦菲律宾蛤仔软体部研磨上清液, 呈粘稠状, 有机质含量高; 而帕金虫数量多

的石城岛菲律宾蛤仔软体部研磨上清液,呈水溶状, 有机质含量低。因而在试验前期,投

喂帕金虫数量少、有机物质高的城子坦菲律宾蛤仔软体部研磨上清液的实验缸,水质易于

变坏,受试菲律宾蛤仔死亡率高;随着每日换水,各实验缸水质逐渐得到了改善,到试验后

期,有机污染的危害逐渐降低,帕金虫的危害逐渐表现了出来,投喂帕金虫数量多、有机质

低的石城岛菲律宾蛤仔软体部研磨上清液试验缸的菲律宾蛤仔感染和死亡率升高。

2. 5  病害暴发与环境因子的关系
  病害是在 7月份开始的,当时该海域水温超过20 e ;到8月份水温最高,病害最严重;

到10月下旬, 水温降至 20 e 以下而病害停止,这表明帕金虫病害的发生与温度可能有一
定的关系,并影响着病害暴发与停止的时机。病害发生最早最严重的栗子房海域,盐度为

28左右,这可能是帕金虫最适宜繁殖的盐度范围;病害停止于东侧东港海域盐度为 20左
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右,西侧石城岛海域为 32, 表明低于 20和高于32的盐度范围, 帕金虫可能不宜繁殖,也说

明菲律宾蛤仔帕金虫病害与盐度有关,并影响着病害的流行范围。P. marinus 导致美洲

牡蛎病害发生的适宜温度为 18 ) 20 e , 适宜盐度为 15 ) 30( Powell et al , 1996; Soniat ,

1996)。北黄海沿岸滩涂菲律宾蛤仔与美洲牡蛎帕金虫病害发生的适宜温度盐度范围基

本一致。

帕金虫病害的流行与环境污染有一定的相关性( Chu et al , 1994; Fisher et al , 1999) ,

北黄海沿岸海域重金属污染比较严重(冯志权等, 2000;赵一阳等, 1983;陆赛英等, 1984) ,

因此,该海域菲律宾蛤仔帕金虫病害的暴发与环境污染也有关。

3  结论
  通过 FTM培养、组织切片和回感试验,确定了帕金虫是导致北黄海菲律宾蛤仔大规

模死亡的病原生物, 且病害流行程度与菲律宾蛤仔个体大小有关,个体越大,病害越严重;

根据病害暴发时间和海域,并结合国外同类研究成果, 确定了温度和盐度是病害暴发的重

要生态条件。
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PREVALENCE OF PERKINSUS SP. IN THE MANILA

CLAM RUDITAPES PHILIPPINARUM ALONG NORTHERN

COAST OF YELLOW SEA IN CHINA

LIANG Yu- Bo, ZHANG Xi- Chang, WANG Li- Jun,

YANG Bo, ZHANG Ying, CAI Chun- Lei
( Insti tute of Marine Environmental Protection , State Oceanic Administration , Dalian , 116023)

Abstract   Epizootic mortality of the Manila clams, Ruditapes philippinarum , has been investigated along the

northern coast of the Yellow sea in China on July to October 2000, and the disease relativity to temperature and salin-i

ty also been discussed. Perkinsus sp. was detected in the Manila clams from seven sites along the coast. Ray. s fluid

thioglycollate medium ( FTM) technique and Choi. s 2molPL NaOH digestion technique were used in detection and

quantification of Perkinsus sp. Cross- sections of the clams were embedded in paraffin, sliced to 3Lm, and stained

with hematoxylene and eosine to observe the presence of trophozoites.

Perkinsus cells were found mostly in connective tissues of gills, mantle, gonad and digestive gland, they were

rarely observed in foot and siphons. The trophozoites were often enclosed in amorphous granules. Among the infected

clams, infection prevalence was within a range from 20% to 100% . Average infection intensity at each sampling site

varied from 3 to 3 565 936 Perkinsus spores per- individual or 2 to 1 670 615 spores gram tissue. The clam. s morta-l

ity was the highest in the Shichengdao because the Perkinsus cells in the individual was the most. A size- dependent

Perkinsus sp. infection was found in the Manila clam collected from Donggang and Shichengdao, and the Manila

clam. s size was the least, the Perkinsus infection intensity was the most slight. The infecting experiment results ind-i

cated that the mortality of the Manila clam was quite relative to the Perkinsus infection intensity, and the Perkinsus

sp. was further confirmed to be responsible to the Malina clam. s mass mortality along the northern Yellow sea coast.

Temperature and salinity were considered to be major environmental parameters limiting spatial distribution and the

Perkinsus disease occurred time, temperature over 20e and salinity between 20 ) 32 were suitable for the disease

breakout. This study firstly reports on the spatial distribution, the infection and infection intensity of Perkinsus sp. in

mollusk in Chinese coastal water.

Key word  Ruditapes philippinarum , Perkinsus sp. , Disease
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