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摘要：从患“爬蜂病”的蜜蜂体内分离到一株螺原体&!#，具有典型的螺原体形态和运动性，能透过 #’""!(孔径的滤
膜，在含青霉素浓度为 "###)*(+的 ,-"培养基中生长良好。该菌株生长需要血清，能利用葡萄糖、精氨酸、不能利
用尿素，其 !./ 0123序列与 !"#$%"&’()’ )*&&#+*$,) 45-6（ 7 385566"!$）同源性为 $$’9.:。通过饲喂菌液的方式，发
现供试蜜蜂 ;<开始出现“爬蜂病”病症，!%<内 =!:的蜜蜂死亡，说明 &!#对蜜蜂具有较强的致病性，且感染致死的
蜜蜂体内螺原体的分离率为 !##:，利用螺原体特异性 !./ 0123引物在感染致死的蜜蜂的不同部位（头、胸、腹、
足）均能扩增出螺原体 !./ 0123，反映了螺原体对蜜蜂的系统性侵染。
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螺原体（/SC0OST@R(@）是一类螺旋状、无细胞壁
的原核生物，它的基因组非常小（=9#aX b """#aX），
是原核生物中能独立生活和自我复制的最简单的

生命形式［!］。螺原体个体极小，直径为 "#A( b
%##A(，没有细胞壁和鞭毛，仅靠单层膜包裹整个细
胞，常作为研究运动的模式生物［"，6］。目前发现的

螺原体有 6;个血清组，其中血清组"有 $个亚组，
血清组#和$%各有 6个亚组，但仅 6.个种给与拉

丁文双名并被详细描述［;］。螺原体主要存在于昆虫

体内、植物体内和植物花表面，它和宿主的关系可

分为共生、致病和互生 6 种［;］。!$=. 年，在美国
&@0WT@A<州首次发现由 !"#$%"&’()’ )*&&#+*$,) 引起的
一种蜜蜂病害 c 螺原体死亡病（/SC0OST@R(ORCR）；此
后，在法国发现由 ! \ ’"#( 引起的蜜蜂“五月病”
（&@W <CRJ@RJ），这两种病害给蜜蜂养殖造成较大的
损失［%，.］。在国内，陈永萱等于 !$99年首次从患“爬
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蜂病”的蜜蜂体内分离到螺原体，并对其基本生物

学特性作了详细的研究［!］。

螺原体分离、培养及观察较一般细菌困难，相

关报道较少，国内对螺原体的研究仅限于基本生物

学特性及不同螺原体之间的血清学关系［!］，而目前

"#$ %&’(序列分析已成为螺原体分类鉴定最有效
的手段之一［)，*］；董秉义等用注射法发现蜜蜂和植

物花螺原体对蜜蜂均具有致病性［+，",］，但未进行病

原的再分离及进一步的病理学研究。本文首先从

患“爬蜂病”的蜜蜂体内分离得到 -",菌株，通过对
其形态、生物学特性及 "#$ %&’(的研究初步确定其
分类地位，并通过饲喂菌液这一途径来研究 -",对
蜜蜂的致病性，为进一步研究蜜蜂螺原体的致病机

理及“爬蜂病”的防治提供线索。

! 材料与方法

!"! 蜜蜂螺原体的分离及纯化
分离所用培养基是由 ./01简化后的 2/3培养

基［!］。主要成分是 4456 7%89:（";<=，&>?@8公司）、
胎牛血清（"<=，! A!）、蔗糖（",=，" A!）和酚红
（"=，! A!），BC!;3 D !;)。
从蜂箱前采集只能爬行的蜜蜂，用 "=次氯酸

钠表面消毒 0E>F D <E>F，再用无菌水洗涤 )次，用无
菌的镊子取出蜜蜂内脏，在 <E5的 2/3培养基内碾
碎，浸泡 0E>F后用孔径 ,;)<!E的微孔滤膜加压过
滤；移 ,;<E5滤液于含 ";<E5新鲜培养基的指形管
中，0,G静置培养；逐日观察培养基颜色变化，并用
暗视野显微镜（6HIEBJK LC/3型）观察验证［!］。分离
菌株的纯化用梯度稀释法进行［)］。

!"# 蜜蜂螺原体的形态及生物学特性
!"#"! 蜜蜂螺原体的形态及运动性观察：取 ,;<E5
处于不同生长期的螺原体培养液，用等体积 )=戊
二醛（内含 ,;,0E8HA5 磷酸缓冲液，BC!;0 D !;<）固
定，于 )G静置 "M D 0M，吸一滴固定后液体置于铜网
上，静置 3E>F，用滤纸吸干溶液，用 ";<=的磷钨酸
钠溶液（BC!;,）染色 ),K，再用滤纸吸干，风干后用
透射电子显微镜（C>9N@:> C!#<,型）观察其形态。在
暗视野显微镜下观察其运动性。

!"#"# 蜜蜂螺原体的滤过性及对青霉素的抗性：取
"E5培养物用孔径 ,;33!E的滤膜加压过滤，在暗视
野显微镜下检查是否有菌体存在。在 2/3培养基中
加入不同单位的氨苄青霉素钠以检查螺原体对青

霉素的抗性［)］。

!"#"$ 蜜蜂螺原体对几种物质的利用及血清的需
求：分别用 "=的葡萄糖、"=的精氨酸及 ,;3=的尿
素替代 2/3培养基中的蔗糖，然后接种 3,!5对数生
长期的菌体；在研究螺原体生长对血清需求中，取

3,!5对数生长期的菌体接种于不含马血清的 2/3
培养基［)，!］。0,G静置培养，连续转管 0 次以上；逐
日观察培养基颜色变化，并用暗视野显微镜观察验

证。以接种 2/3培养基作对照，重复 0次。
!"$ 蜜蜂螺原体的 !%& ’()*分析
!"$"! 螺原体总 &’(的提取：采用 .:OHOP/",,树脂
法提取蜜蜂螺原体的总 &’(［""］：取 "E5对数生长期
的培养物，"0,,,%AE>F 离心 "<E>F，沉淀加入 3,,!5
<=.:OHOP/",,（$>QEN 公司），剧烈振荡数秒，混合物
置于 <#G水浴 0,E>F，剧烈振荡 ",K，++G水浴 *E>F，
离心，上清液用于 4.2反应。
!"$"# 蜜蜂螺原体 "#$ %&’(序列分析
利用 4.2 技术，采用细菌通用引物 3!R（<S/

(1(1TTT1(T..T11.T.(1 /0S ）和 ")+32（ <S/
T(..TT1TT(.1(.TT/0S ），以螺原体总 &’(为模板
扩增其 "#$ %&’(［"3］。采用凝胶回收试剂盒（(PIQOF
公司）对扩增到的片段进行回收，将回收产物酶连

到 B-&"+/T载体上，转化至 # U $%&’ &C<"，通过蓝白
斑挑选转化子，经过培养后提取质粒，酶切验证插

入片段大小，测序由 VFW>9%8QOF 公司完成。利用
L5($T将测序结果在 ’.LV（XXXU F@7> U FHEU F>: U Q8W）
中与相关的 "#$ %&’( 序列进行同源性分析。下载
与菌株 "#$ %&’( 同源并经过菌种鉴定的序列，用
.HJK9NHY ";*进行多重序列对比，然后将此生成的文
件输入到 -Z1( 0;,采用邻接法生成系统发育树。
!"+ 蜜蜂螺原体的致病性
!"+"! 蜜蜂螺原体的感染和再分离：购买健康的意
大利蜂（ ()’* +,&&’-,./），置于 0*;<@E [ 3!@E [ 0,@E
的白纱笼中，每笼 ",,只，停食 0: D ):后，饲喂蘸有
对数生长期菌液的冰糖，每 3):饲喂 "次，室温下通
风处（"<G D 3<G）饲养 "<M，观察记录不能飞翔的
症状出现时间，死蜂及时挑出，并记录死蜂数，计算

死亡率及校正死亡率。对照组饲喂蘸有新鲜培养

基的冰糖，每组两个平行，重复 0次。将处理组和对
照组的死蜂随机挑取 3,只，进行螺原体的再分离，
并计算再分离率。

!"+"# 分子生物学检测：利用 .:OHOP/",,树脂法提
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取死蜂组织（处理组和对照组）、死蜂的不同部位

（头、胸、腹、足）、螺原体纯培养物、感染死亡后再分

离得到的培养物的总 !"#，其中提取昆虫组织 !"#
时，加入 $%&’(&)蛋白酶 *+,-!) . $,%!)，利用螺原
体 特 异 性 +/0 1!"# 引 物 2$3 （ -45
676#7#677888#76##7888777 594）和 :-（ -45
#76#667##688#78667#6#6594）进行扩增［++，+9，+;］。
<6: 反应体系：!"# 模板 + !)、+% = 缓冲液
（$%&&>?() 81@A5B6?，$%&&>?() *6?，+,-&&>?() C’6?$）

$,-!)、D"8<A（+%&&>?()，$,-&&>?() EFGH）%,-!)、引
物（%,$!&>?()）各 +!)、8FI酶 %,- J，加 DDB$K至 $-

!)。反应程序为：L/M预变性 $&@N，L;M变性 +&@N，
/-M退火 +&@N，O$M延伸 +,-&@N，共 9%个循环，最后
O$M延伸 +%&@N，以 ! P "#$% 和 & P ’()*%$%’ 作阴性对
照。反应产物在 $Q琼脂糖凝胶上电泳检测（3-R，
9%&@N）［++］。

! 结果与分析

!"# 蜜蜂螺原体的分离及纯化
; . -月间，常有蜜蜂（+,%’ -.$$%/.01）在蜂箱前不

能飞翔，只能爬行，翅膀微卷并下垂，呈现严重的病

态，不久就会死亡，有病态的蜜蜂中 L%Q能分离出
螺原体。分离时，9%M下培养 9D . -D，:5$培养基就
由红变黄，用暗视野显微镜能检出有螺原体生长。

由于螺原体菌落非常小，故将其中一个分离物用梯

度稀释法进行纯化。本研究选择南京前湖附近蜂

群的分离物 C+%进行各项试验。
!"! 螺原体$#%的形态及生物学特性
螺原体 C+% 在对数期及稳定期可呈典型的螺

旋状（图 +），除螺旋形外还有其它芽状、串珠状等不
规则形态，衰亡期菌体变得细长，菌体自身及菌体

之间极易缠绕并聚集成团，螺原体长度为 %,3L!& .
++,33!&，菌体直径为 9O,%;N& . 9O%,;%N&，在液体
培养基中呈翻滚式运动，有些菌体具有明显的尖端

结构和纤毛状结构。能透过 %,$$!& 的滤膜，在含
青霉素（$%%%J(&)）的 :5$培养基中生长良好。该菌
株生长需要血清，能利用葡萄糖作为碳源，强烈代

谢精氨酸，不能利用尿素。

!"& 螺原体 $#%的 #’( )*+,序列分析及系统发
育树的构建

将螺原体 C+%的 +/0 1!"#（序列号：!S;-$9OO）

图 + C+%负染透射电镜照片
（箭头处示尖端结构）标尺：-%%N&

序列 在 "6TU 上 比 对，发 现 它 与 2,%0#,$1’-1
-.$$%/.0(- T659 （ V #86699$+L）同 源 性 最 高
（LL,3/Q），利用邻接法，循环 +-%%次得到系统发育
树（图 $），发现 C+%与 2,%0#,$1’-1 -.$$%/.0(- 在一个
分支上，并以 /-Q的支持率聚类。再结合以上形态
学及生物学特性，可将 C+%初步鉴定为 2,%0#,$1’-1
-.$$%/.0(-（6?F1W 8 T），属于第一血清组第二亚组。

图 $ 基于 +/0 1!"#序列构建的
系统发育树（"X法，+-%%次）

!"- 螺原体$#%的致病性研究
通过饲喂新鲜菌液的方法对螺原体进行致病

性研究，发现蜜蜂（+,%’ -.$$%/.01）被感染后第 ;天出
现症状，表现为骚动不安，在笼中乱飞乱撞，随后只

能爬行，直至抽搐而死，口器吐出，与自然状态下患

“爬蜂病”的蜜蜂症状相似，死亡率为 O+Q，校正死
亡率达 ;OQ。感染致死的蜜蜂体内螺原体再分离
率为 +%%Q，而正常死亡的蜜蜂体内均未分离出螺
原体（表 +）。以上结果表明，螺原体 C+%对意大利
蜂（+,%’ -.$$%/.01）具有较强的致病性，是蜜蜂“爬蜂
病”的病因之一。
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表 ! 螺原体"!#对意大利蜂的致病性

处理
症状出现

天数

死亡率

（!）
校正死亡率

（!）
螺原体

分离率（!）

饲喂螺原体 "#$ % &# %& #$$

饲喂培养基 ’ (% ’ $

注：’未出现

在进行分子生物学检测时，利用螺原体特异性

#)* +,-.引物 /(0和 12，不但能从螺原体纯培养物
和发病后蜜蜂的再分离物中扩增出长度为 (&#34的
片段，而且能从病死的蜜蜂体内，甚至不同部位，如

头、胸、腹、足均扩增出该片段，对照组中正常死亡

的蜜蜂体内则不能扩增出，以 ! 5 "#$% 和 & 5 ’()*%$%’
总 ,-. 为模板也不能扩增出该片段（图 6、图 %）。
将扩增产物进行测序验证，发现该序列属于螺原体

"#$的 #)* +,-.全长中较为保守的一段（序列号：
,768&2#%），说明该螺原体特异性引物对于螺原体
来说特异性很强。患病蜜蜂的不同部位都含有螺

原体 #)* +,-.，反映了螺原体对蜜蜂的侵染可能是
系统性的。

图 6（左） 利用螺原体特异性 #)* +,-.引物扩增的电泳图
.：9:+;<+，=："#$纯培养物，>：从患病蜜蜂体内分离的螺原体（饲喂 "#$），,：饲喂 "#$致死的蜜蜂组织，?：正常死亡的蜜蜂组织（饲喂

培养基），/：! 5 "#$%（阴性对照），@：& 5 ’()*%$%’（阴性对照）

图 %（右） 利用螺原体特异性 #)* +,-.引物扩增蜜蜂不同部位的电泳图
.：9:+;<+，=："#$纯培养物，>：从患病蜜蜂体内分离的螺原体（饲喂 "#$），,：患病蜜蜂的头部（饲喂 "#$），?：患病蜜蜂的胸部（饲喂

"#$），/：患病蜜蜂的腹部（饲喂"#$），@：患病蜜蜂的足（饲喂"#$），A：正常死亡的蜜蜂组织（饲喂培养基），B：! 5 "#$%（阴性对照），C：& 5

’()*%$%’（阴性对照），D：E>1空白对照

$ 讨论

根据螺原体分类标准［%，0，#2］，本研究从形态学、

生物学特性及 #)* +,-.几个方面对分离菌株 "#$
进行研究，初步鉴定 "#$为属于第一血清组第二亚
组的 +,%-#,$.’/. /0$$%10-(/（>F:+; G =）。分离菌株
"#$的生物学特性与陈永萱等从蜜蜂体内分离的菌
株 >AH#类似［&］，在 #)* +,-.的系统发育树上也高
度聚类（另文发表）。另外，通过饲喂菌液这一途

径，发现螺原体 "#$ 对蜜蜂具有较强的致病性，这
与董秉义等结果一致［8］，但董秉义等大多采用微量

注射法感染蜜蜂，该法对蜜蜂损伤较大，本研究中

采用饲喂菌液法更接近蜜蜂在自然状态下的感染

方式，说明螺原体可通过中肠在蜜蜂体内增殖。本

研究从感染致死的蜜蜂体内进行病原的再分离，发

现螺原体的分离率达 #$$!，而对照组中正常死亡

的蜜蜂未能分离出，从 DIJK’L法则角度充分证明了
螺原体 "#$是蜜蜂“爬蜂病”的病因之一。
本研究采用 >K<F<MH#$$ 树脂法提取螺原体总

,-.，该法简单快捷，全过程仅 #K左右，可检测出浓
度为 #个N9O的螺原体的存在［0］，故该法配合螺原
体特异性 #)* +,-.引物可用来快速检测环境中螺
原体的存在，相比常用的血清学检测技术更为简单

灵敏。

利用分子生物学手段对患病蜜蜂进行检测时

发现螺原体 #)* +,-.特异性引物对螺原体具有高
度的特异性，该引物是在比较螺原体和其它细菌

#)* +,-.可变区和保守区基础上设计的，能在绝大
多数螺原体中扩增出该片段，在其它细菌及人体白

细胞中则扩增不出［##，#6，#%］。利用 E>1 方法从患病
蜜蜂的头、胸、腹、足中都检测到有螺原体的存在，

说明螺原体对蜜蜂的侵染可能是系统性的，但其致
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病机理需要通过病理组织切片进一步研究。

致谢 在螺原体的分离培养过程中，得到南京师范

大学王文教授和顾伟老师的热情帮助；在电镜样品

的制作及照片的拍摄过程中，得到了南京农业大学

生命科学实验中心胡冰老师的大量帮助，在此表示

真诚的感谢！
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新书推介

科学出版社生命科学编辑部新书推介

人类分子遗传学（原书第三版）（,-./0 12345-3/6 7404895: ’）（含光盘）
［英］ ;<斯特罗恩 编著 孙开来 主译 <>?\>\GI\G!?I!B\= 定价：!B? 2GG BGG>年 !月出版
人类基因组计划于 BGGI年发表了人类基因组序列的“完成”版，这是人类科学史上的一个里程碑。根据

人类基因组许多新的发现，英国 -59 7+$#:C#4和 N4F$&U ’2 O&#F两位教授对其编著的《人类分子遗传学》第三
版进行了全新的修订。

全书分四部分，共 B!章。运用这些最新成就对 MXN的结构与功能、染色体、细胞与发育、系谱分析以及
基因组的组成、表达、变异和进化作了全面而深刻地阐述。对人类孟德尔疾病、复杂疾病和癌症的遗传起因

及其基因定位、鉴定和诊断进行了系统地分析。还从更广泛的视野，就功能基因组学、蛋白质组学、生物信

息学、动物模型和治疗学也作了详述和展望。书中附有许多设计精巧的插图和专业词汇表。

本书将遗传学原理和现代分子遗传学基本技术紧密相结合。它不仅是人类医学遗传学的一本优秀教

材，也是很好的实验室技术指导书。中译本忠于原文并保持了原书的风格。它是适用于生命科学领域中的

研究生的教科书，也可作为广大临床医生、遗传学科研人员和本科学生的参考用书。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）

邮购地址：!GG>!> 北京东黄城根北街 !R号科学出版社 科学分社，
联系人：阮芯 联系电话：G!G\RHGIHRBB（带传真）

更多精彩图书请登陆网站 C++P：VVUUU2 %)6&8:)&4:&2 :592 :4，欢迎致电索要书目
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