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1 �引言

栉孔扇贝( Chlamys f arr eri )是我国北方诸省传统的一种养殖贝类. 自 20世纪 90年代以

来,北方海域养殖的栉孔扇贝灾难性的死亡事件屡有发生, 1997 年最甚. 该贝一般呈现两个

死亡高峰期:其一为春季( 3~ 5月)死亡,在有些海区死亡率达 50%以上;其二为夏季高温期( 6

~ 9月)死亡, 一般在持续 27 �以上高温天气(如在 8月)死亡尤为严重, 此期内死亡率高达

80%以上, 甚至有的海区 100%死亡[ 1] 1) . 近年来, 我们承担了国家重点基础发展规划项目�扇

贝大规模死亡的流行病学研究�课题,通过流行病学有关的病原生物学调查、实验病理学、病原

传播感染实验及病原分离纯化等研究[ 2~ 5] 初步认为类立克次体( Ricket tsia- like organism ,

RLO)可能为扇贝(包括栉孔扇贝和海湾扇贝 Argopecten ir radians )的病原生物. 在用泛影葡

胺密度梯度离心纯化栉孔扇贝类立克次体时,又发现一种与类立克次体不同的呈无定形的微

生物,其主要特征为无细胞壁, 根据形态学研究初步认为该微生物可能为类支原体( My-

coplasm-like organism , M LO) ,现将结果报告如下.

2 �材料和方法

2�1�材料
栉孔扇贝样品于 2001年采自山东青岛、长岛、烟台等栉孔扇贝养殖区, 扇贝大小规格为



4�5~ 5�5 cm. 新鲜样品经空运回实验室后,取栉孔扇贝成体肝胰腺(含胃和部分消化道) ,腮,

外套膜,用 PBS清洗.

2�2�试剂
( 1) PBS: pH 值 7�4; Na2HPO4, 53�9 mmol; KH 2PO4, 12�8 mmol; NaCl, 72�6 mmol;

( 2) 蔗糖: AR, 购自上海生工生物技术有限公司; ( 3) 泛影葡胺: 76%购自上海淮海制药厂.

2�3�初步纯化
取经 PBS清洗的组织用电动玻璃匀桨器匀桨(中速, 2~ 3 min) ,用 PBS稀释匀桨液, 低速

离心( Sorv al rotor 05) , 700 g, 20 min, 4 � , 留上清. 沉淀再次匀桨, 稀释后低速离心, 400 g ,

20 min, 4 � , 取上清. 合并两次上清, 高速离心(转头同上) , 11 000 g , 40 min, 4 � , 弃上清及

吸附于管壁的油脂性物质. 重悬沉淀物, 低速离心, 500 g, 20 min, 4 � ,去沉淀. 上清再作高

速离心, 11 000 g , 40 m in, 4 � ,弃上清及吸附于管壁的油脂性物质. 沉淀物用少量 PBS 重新

悬浮,铺于含 23%蔗糖和 16%泛影葡胺的 PBS 混合液上,离心(转头同上) , 25 000 g, 40 min,

4 � . 沉淀用少量 PBS重悬, 即得初步纯化的悬液.

2�4�泛影葡胺密度梯度离心纯化
用PBS配制 20% , 25% , 30%, 35%, 40%, 45%泛影葡胺液, 由下向上于12�5 cm3离心管

中铺梯度液,每一浓度铺1�65 cm3. 将初纯悬液加于梯度液上, 超速离心( Beckman SW41 Ti) ,

100 000 g, 1�5 h, 4 � ,分层取样,取 35% ~ 40%界面乳白带用PBS稀释. 稀释液再作高速离

心, 22 000 g , l h, 4 � ,沉淀用 PBS悬浮,即纯化的支原体样生物悬液.

2�5�电镜观察
取纯化的悬液一滴于覆盖有福尔瓦的铜网上, 4% 的磷酸染 3 min, 晾干后电镜观察

( Phillips CM 10)

3 �结果

( 1) 初始时匀桨液富含油脂,呈浓褐绿色, 首次低速离心时大量组织碎片沉于管底, 一定

量油脂浮于液面及吸附于管壁;高速离心时,沉淀和上清都呈褐绿色,管壁吸附大量油脂. 第 2

次低速离心时, 沉淀量减少,有时沉淀较多可重复低速离心致几乎无沉淀; 第 2次高速离心时,

沉淀颜色明显较第 1次浅,管壁吸附油脂亦大量减少, 有时油脂量仍然较多可重悬沉淀再次作

高速离心. 经蔗糖 �泛影葡胺垫离心沉淀颜色变浅呈淡绿色带稍许褐色,上清呈褐绿色. 超

速离心后, 分带明显, 几乎每一梯度界面即形成一条带, 35% ~ 40%界面有一约为0�5 cm乳白

带不易察觉,对光可见,此带即为 MLO带. 取此带适度稀释后离心, 少量沉淀,米黄色. 用少

量 PBS悬浮后电镜观察,视野背景较干净, 无细胞碎片,可见较大量非固定形态生物. 该生物

由头尾两部分组成, 头部粗尾部细. 头呈椭球状、豆状( 0�6~ 0�5 �m � 0�3~ 0�2 �m) , 或拉长

呈棒状( 1�6~ 1�0 �m � 0�25~ 0�16 �m ) . 尾长短不一,呈细长棒状( 0�2 �m � 0�6~ 1�3 �m) ,

或拉长呈丝状( 0�15~ 0�2 �m � 1�2~ 2�6 �m) . 头部着色深, 尾部着色浅(见图 1) . 有的个体

头部可见前浅着色区,可能为液泡(见图 1a, d) .

( 2) 同样方法未能从肌肉,鳃纯化到支原体样微生物.

4 �讨论

本研究在透射电镜下观察到的微生物具备下列特征:无细胞壁, 无固定形态,具多形性,头
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图 1� a� Bar= 0. 4 �m � b� Bar= 0. 5 �m � c� Bar= 0. 33 �m � d� Bar= 0. 33 �m

部平均大小为0�6 �m � 0�25 �m ) . 支原体是一类无细胞壁的原核微生物, 多形且形态易

变[ 6] . 已报道的对虾支原体形态、大小不一,近卵圆形的直径约为 0�12~ 1�2 �m; 弯条状的直

径约为0�09 �m,长度约为 0�25~ 1�4 �m ;丝状体宽约为0�05 �m, 长约为1�5 �m[ 7] . 海扇类

( cockle Cerastoderma edule) 感染的支原体样生物长度为 0�5 ~ 4 �m, 宽约为0�9 �m
[ 8]

.

Harshbarger[ 9]报道的Americal oyster, Crassost rea vi rginica 感染的支原体样生物具高度的多

形性,大小为 0�250~ 0�350 �m � 0�400~ 1�000 �m. 本文观察到的微生物无细胞壁, 其形态

学特征与已报道的支原体非常一致[ 6] ,故初步定其名为支原体样微生物.

组织悬液经差速离心, 23%蔗糖- 16%泛影葡胺的离心和泛影葡胺密度梯度离心能获得

纯的支原体样微生物,只是生物量不是很大, 因用类似方法纯化类立克次体能得到大量类立克

次体, 推测类支原体样微生物在栉孔扇贝体内寄生量不大. 已有实验证明泛影葡胺纯化的立

克次体具有活性和感染性,泛影葡胺不对立克次体造成损害
[ 10]

, 泛影葡胺密度梯度离心法被

认为是理想的立克次体纯化方法. 此种方法纯化的支原体样微生物是否具有活性和感染性有

待进一步的研究.

支原体作为陆生动植物的病原被发现和研究较早, 但低等水生动物体内寄生的支原体却

较少有报道. 杨季芳、吴友吕等
[ 7, 11, 12]

于 1992, 1993年报道了在患病对虾体内发现支原体,并

认为支原体感染是导致患肠结节病中国对虾急性死亡的主要病原; Krol RM 等[ 13] 报道了养殖

的白对虾( Penaeus vannamei)的支原体感染. 在贝类,已有多种双壳类被发现感染支原体样

微生物如:美洲牡蛎( Crassostrea virginica) [ 9] , cockle Cerastoderma edule
[ 8] ; M ichel C和 Gil-l
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bert T [ 14]报道了贻贝( Myt ilus gallop rov inciall is )的寄生物蜗虫( turbellarian Urastoma cyp ri-

nae)体内支原体样微生物感染. 已报道的水生低等生物的支原体感染往往与病毒或类立克次

体,或衣原体混合感染形式存在. 由于支原体可存活于水中[ 15] , 它可能是致病菌的条件, 在养

殖环境不良的情况下可能出现原发感染立克次体或病毒后继发支原体感染致病.

本研究过程中, 在肌肉、鳃等组织中未发现支原体样微生物, 这说明可能支原体样生物主

要感染的组织器官为消化腺和消化道.
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