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几种物理因素对北海派琴虫体外培养方法优化的影响 
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摘要: 为缩短传统体外培养派琴虫的生长周期(20 d), 以北海派琴虫(Perkinsus beihaiensis)为培养对象, 

探讨了温度、盐度、震荡条件这 3 种物理因素单独或协同变化下对北海派琴虫的生活史和培养速率的

影响。结果显示, 在北海派琴虫经过休眠孢子阶段之后, 出现一个前游动孢子囊阶段, 该阶段以出芽增

殖的方式繁殖, 繁殖速度十分迅速, 但细胞体积较小。体外培养过程中, 单一的温度、盐度条件变化对

北海派琴虫的培养速率无显著影响, 当只添加震荡条件时, 北海派琴虫 12 d 即完成增殖, 扩增时间明

显缩短、培养速率明显提高。当多个培养条件协同变化下, 即温度由 35℃降至 28℃、盐度 35 降至 25 

时, 北海派琴虫 8 d 即能完成一个增殖循环, 与传统培养方法所需的 20 d 培养周期相比, 大大缩减了培

养时间, 提高了培养速率。 
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派琴虫的宿主主要是软体双壳类动物[1], 被派琴

虫感染后的宿主生长缓慢、生殖量减少, 宿主组织萎

缩或溶解, 通常在宿主达到生殖成熟后死亡[2]。19 世

纪 60 年代, 派琴虫因引起美国墨西哥海湾牡蛎大规模

死亡而被发现[3-5]。至今, 在全球范围内都曾发生过因

派琴虫感染而使养殖贝类大规模死亡的案例[6-7]。派琴

虫已然成为一种世界性的贝类寄生虫感染病, 是贝

类养殖过程中不可忽略的病原微生物。从派琴虫被

发现至今, 已发现 7 种被认可的种, 分别是海洋派琴

虫(Perkinsus marinus), 奥尔森派琴虫(Perkinsus ol-

seni), 库瓦迪派琴虫(Perkinsus qugwadi), 切萨皮克

派琴虫(Perkinsus cheasapeaki), 地中海派琴虫(Per-

kinsus mediterraneus), 本州派琴虫 (Perkinsus hon-

shuensis), 和北海派琴虫 (Perkinsus beihainensis)[8], 

其中 P. beihainensis 是在中国北海发现的[9]。因为在

所有的派琴虫种中 P. marinus 和 P. olseni 是致病性

强的, 所以将所有派琴虫引起的疾病统称为奥尔

森派琴虫病。 

派琴虫的生活史主要分 4 个阶段: 滋养体、休眠

孢子、游动孢子囊、游动孢子[10]。其中滋养体是宿

主体内寄生的主要营养增殖阶段, 此阶段派琴虫细

胞具有明显的印戒结构 , 会在宿主体内引起炎症 , 

是致病的主要毒力阶段[11]。休眠孢子阶段是派琴虫

体为了抵抗外界不良的生活条件而对外界做出的应

激反应, 在此阶段下, 其细胞壁不断增厚, 这一阶段

在 RFTM 培养后, 已得到证实[12]。当休眠孢子被置

于营养培养基中后, 会通过核分裂和胞质分裂形成

游动孢子囊, 终游动孢子囊通过其细胞壁上的释

放孔将游动孢子释放到外界[13]。当游动孢子被释放

后会逐渐失去游动孢子的特性 , 如鞭毛和体型 , 转

变为静止的滋养体 [14], 随后发育成裂殖体 , 并 终

释放出多个子细胞, 称为裂殖子[15]。 

传统的派琴虫培养方法是, 先通过雷氏巯基乙

酸盐培养基(RFTM)将派琴虫的休眠期孢子培养增

大 [16], 然后通过动物细胞培养基(DME/F-12)进行分

裂增殖培养[17]。完成这个增殖过程一般需要 20 d 左

右, 这要比培养一般的细胞或细菌等微生物周期长

得多。过长的培养周期在一定程度上阻碍了派琴虫

感染等下游研究的开展, 因此探究缩短派琴虫培养
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时间的研究就具有重要的现实意义。本实验旨在模

仿派琴虫在大自然中的环境, 通过单一或协同改变

盐度、温度、震荡条件这 3 个主要的物理因子, 来确

定刺激派琴虫生长的 优物理因子组合, 以期达到

派琴虫体快速扩增的目的, 为派琴虫的下游实验的

开展提供科学依据和方法。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料及处理 

所用培养材料的菲律宾蛤仔为天然宿主 , 取自

广东省广州市海珠区水产市场, 壳长 4.2~5.8 cm, 壳

高 1.3~3.6 cm。 

无菌操作下取菲律宾蛤仔的鳃和外套膜匀浆 , 

取匀浆后的部分组织置于 1.5 mL 无菌离心管中, 用

于派琴虫的检测。将剩余组织置于 50 mL 无菌离心

管中待培养。 

1.2  样品 DNA 提取 

使用 DNA 提取试剂盒(试剂盒购自广州美基生

物科技有限公司)提取组织样品 DNA。运用聚合酶

链式反应(PCR)检测, 采用 OIE 派琴虫通用引物 F- 

PerkITS-85(5′CCGCTTTGTTTGGATCCC3′)和 R-Per-

kITS-750(5′ACATCAGGCCTTCTAATGATG 3′)[18] 进

行 PCR 扩增。PCR 反应程序为 40 个循环: 预变性

95 ℃, 4 min; 变性 95 ℃, 1 min; 退火 53 ℃, 1 min; 延

伸 72 ℃, 1 min。 后 72 ℃延伸 7 min。 

1.3  派琴虫体外培养 

将被侵染组织样品放入抗生素浸液 (青霉素

400 000 U/L; 链霉素 400 mg/L; 庆大霉素 200 mg/L; 

卡那霉素 400 mg/L; 新霉素 0.2 mg/L; 多粘菌素

200 mg/L; 红霉素 400 mg/L)中, 孵育半小时后, 间

隔 5 min, 再孵育半小时以去除组织中的其他微生物

且让派琴虫细胞适应新环境(孵育时间过长会杀死派

琴虫细胞)。孵育后的组织样品用无菌海水冲洗至少

2 次, 随后转入 6 孔培养板中, 每孔加入 2.5 mL 可替

代的雷氏液体巯基乙酸盐(ARFTM)[19]培养基, 随后

用锡箔纸完全包裹, 28 ℃避光培养 48 h。培养箱中放

入一个装入水的 3 L大烧杯, 为其提供一个潮湿的环

境(其后所有培养箱均具有此潮湿环境)。 

1.4  DMEM/F-12 培养 

ARFTM 培养后的样品 , 通过卢戈氏碘液染色

后, 用光学显微镜观察。选取其中侵染程度 高的

组, 6 000 r/min 离心 10 min, 去除上清液。无菌海水冲

洗沉淀物, 6 000 r/min 离心 10 min, 去除上清液, 此过程

重复至少 2 次。加入适量已配置好的 DMEM/F-12-3 培

养基[20], 使休眠孢子悬浮于培养基中。 

1.5  物理因素胁迫实验 

吸取 1.5×105 个休眠孢子, 加到 24 孔培养板中, 

每孔添加 2 mL DMEM/F-12 培养基, 每组实验条件

设置 3 个平行对照。每 2 d 吸取 20 μL 于载玻片, 显

微镜下计数, 重复 3 次, 并计算出对应总数。实验条

件如下:  

根据派琴虫的 适培养条件 [21], 设置对照组为

适条件组 0: 培养温度 28 ℃, 盐度 25。 

实验组 A: 固定盐度为 25, 20 ℃中培养 2 d, 转

入 28 ℃培养 2 d, 再返回 20 ℃培养 2 d, 如此循环;  

实验组 B: 固定盐度为 25, 置于 35 ℃中培养 2 d, 

转入28 ℃中培养2 d, 再返回35 ℃培养2 d, 如此循环;  

实验组 C: 固定温度为 28 ℃, 盐度 20 中培养 2 d, 

调节盐度至 25培养 2 d, 再返回 20培养 2 d, 如此循环;  

实验组 D: 固定温度为 28 ℃, 盐度 35 中培养 2 d, 

调节盐度至 25培养 2 d, 再返回 35培养 2 d, 如此循环;  

实验组 E: 在 20、20 ℃中培养 2 d, 随后转入 25、

28 ℃培养 2 d, 再转入初始状态培养 2 d, 如此循环;  

实验组 F: 在 35、35 ℃中培养 2 d, 随后转入 25、

28 ℃培养 2 d, 再返回初始培养 2 d, 如此循环;  

实验组 G: 固定温度为 28 ℃、固定盐度为 25、

转速 200 r/min。 

对于实验组的升温和降温在 15 min 内完成。 

1.6  数据分析 

体外培养的派琴虫用生物光学显微镜 DM- 

LB2(德国徕卡)进行观察和拍照记录; 收集到的派琴

虫孢子液, 吸取 10 μL 计数, 重复 3 次计数以计算平

均值, 然后计算出总体积的培养基中含有的休眠孢

子总数: 计数公式=平均个数 N×稀释倍数。所得到的

数据用 Microsoft Visual C++ 6.0 进行作图。 

2  结果 

2.1  派琴虫体外生活史及其细胞内容物变化 

2.1.1  休眠孢子阶段     

ARFTM 培养阶段, 随培养时间增加, 派琴虫细

胞个体直径增加到 20~60 μm, 形成休眠孢子, 此阶段
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其细胞壁随培养时间的增长而增厚。休眠孢子内部

含有一个或多个折光体(类脂微粒), 大部分的休眠

孢子起初含有 1~3 个折光体, 部分含有更多。折光体

也随培养时间的延长而增多 , 通常呈簇状 , 紧贴细

胞膜的位置聚集。大多数情况下折光体只会聚集在

细胞膜的一侧, 随后逐渐充满整个细胞(图 1)。休眠

孢子在 ARFTM 培养基中一般不进行增殖, 只出现体

积增大、细胞壁增厚现象。 

2.1.2  前游动孢子囊阶段    

 从 ARFTM 培养基转至 DMEM/F-12 培养基后, 

其内部的折光体相互融合成一个整体, 终充斥整

个细胞, 随后细胞内开始孕育新的子孢子。子孢子成

熟后 , 细胞膜会破裂一个小口释放子孢子 , 释放的

子孢子体积较小, 直径为 5~20 μm, 我们将这一阶段

称为前游动孢子囊阶段。在此阶段过程中, 子孢子大

多以出芽增殖的方式进行增殖(图 1)。 

2.1.3  游动孢子阶段     

前游动孢子囊细胞内部的营养物质不断增加 , 

细胞壁内开始形成 2 倍体, 随后分裂成 4 倍、8 倍、

16 倍体等, 此阶段称为游动孢子囊, 如图 1 所示。 

 

图 1  休眠孢子转变为游动孢子囊 

Fig. 1  Hypnospore transformed into a zoosporangium 

注: a 为休眠孢子, A. 细胞膜, B. 细胞壁, C. 折光体; b 为前游动孢子囊, D. 母细胞, E. 分裂出的子孢子; c为游动孢子囊中 4倍体的形成; 

d 为游动孢子囊 

  

并非所有的游动孢子囊都进行新孢子的孕育 , 

有一部分细胞也通过二分裂的方式进行增殖, 其分

裂出的子细胞也会进行二分裂产生新的子细胞。随

着子细胞成熟, 细胞壁上形成一个管状的椭圆形凸

起, 称为释放孔。细胞壁通过释放孔将成熟的子孢子

释放到细胞体外, 以孢子增殖的方式进行增殖。释放

的成熟子孢子称为游动孢子 , 具双鞭毛 , 能自由游

动, 但体积较小, 有长尾巴, 如图 2 所示。游动孢子

长 4~6 μm, 直径 2~3 μm。 

2.1.4  滋养体阶段     

滋养体阶段 , 一般是指游动孢子侵入到宿主体

内的阶段。在此阶段中, 游动孢子逐渐发生变态, 形

成一个圆形或者椭圆形细胞, 随后在细胞内开始聚

集大量不透明的营养物质 , 直至充满整个细胞 , 而

在细胞外侧会有一层透明的光圈, 将细胞整个包裹

起来。随着细胞的发育, 其内部逐渐形成一个液泡似

的空泡, 我们称其为偏心囊泡, 起初这个囊泡很小, 

随着细胞进一步成熟, 其囊泡逐渐占据细胞绝大多

数体积。此阶段中, 滋养体内部通过连续的二分裂产

生大量子孢子, 子孢子聚集形成一个类似戒指的环

状结构, 如图 2 所示。滋养体成熟后称营养孢子, 随

着细胞内部子细胞的增多, 营养孢子的细胞壁破碎, 

释放其中的子孢子(不成熟的游动孢子), 这些孢子

在体外继续发育, 终变成成熟的滋养体。 

 

图 2  游动孢子转变成营养体 

Fig. 2  Zoospore transformed into trophozoites 

注: a 为游动孢子; b 为光镜偏振光下的细胞, 箭头表示刚出现偏心囊泡; c 为偏心囊泡(如图中 V 所示); d 为成熟的营养体 
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2.2  温度变化、盐度变化、震荡对北海派

琴虫体外扩增的影响 
2.2.1  温度变化对北海派琴虫体外扩增的影响   

实验条件 A、B 的结果如图 3 所示。派琴虫从休

眠孢子到滋养体阶段, 条件 A 需培养 20 d; 条件 B

需培养 18 d。将这 2 个实验组与对照组(条件 0)对比

发现 , 单一的温度变化 , 并没有明显引起派琴虫激

增时间的变化。 

派琴虫从休眠孢子生长到滋养体, 条件 B 比 A

时间更短(2 d)。但总体而言, 这 2 种温度变化的刺激

对派琴虫生长速度变化无显著差异。 

2.2.2  盐度变化对北海派琴虫体外扩增的影响   

实验条件 C、D 的结果如图 3 所示。派琴虫从休

眠孢子生长到滋养体阶段, 条件 C需培养 18 d; 条件

D 需培养 16 d。将这 2 个实验组与对照组对比发现, 

这 2 个条件的变化对派琴虫的生长均产生一定程度

的刺激, 使其生长加快。条件 C 派琴虫的激增时间

比对照组快了 2 d; 条件 D 派琴虫的激增时间比对照

组快了 4 d。所以盐度单一条件的变化, 对派琴虫的

激增存在一定的影响, 但影响程度不大。 

 

图 3  温度、盐度变化对派琴虫生长的影响 

Fig. 3  Effect of temperature and salinity changes on the growth of P. beihaiensis 

注: a 为对照组; b 为条件 A; c 为条件 B; d 为条件 C; e 为条件 D; 1 表示休眠孢子阶段; 2 表示前游动孢子囊阶段; 3 表示滋养体阶段 

  
2.2.3  盐度和温度协同变化对北海派琴虫生长的影响 

实验条件 E、F 的结果如图 4 所示。派琴虫从休

眠孢子生长到滋养体阶段, 条件 E 需培养 20 d; 条件

F 需培养 8 d。将这 2 个实验组与对照组对比, 条件 E

派琴虫激增的时间与对照组无显著差异, 但数量比

对照组多了 1/5; 实验条件 F 派琴虫激增的时间与对

照组相比, 其激增时间缩短了 2.5 倍; 其 终的激增

数量, 比对照组多了 1/5。可以明显看出, 在条件 F

下派琴虫生长得到了明显的刺激。 

当派琴虫处于培养条件 F 时, 其激增时间比培

养条件 E 提前了 12 d, 即提前了 1/2。这说明当盐度

和温度同时升高时, 派琴虫的生长未受到很大的刺
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激作用。但当盐度和温度同时降低时, 派琴虫的生长

受到很大的刺激作用, 使其快速增殖。 

2.2.4  震荡对北海派琴虫体外培养的影响     

实验条件 G 的结果如图 4 所示, 派琴虫从休眠孢

子生长到滋养体阶段, 条件 G 需培养 12 d。对比对照

组, 其培养时间缩短了 8 d; 其 终的激增数量, 比对

照组多 1/4 左右。说明震荡条件对派琴虫的生长, 具

有显著的刺激作用, 能促使派琴虫更快地繁殖发育。 

 

图 4  温度和盐度协同变化及震荡对派琴虫生长的影响 

Fig. 4  Effect of coordinated temperature and salinity changes and shock on the growth of P. beihaiensis 
注: a 为对照组; b 为条件 E; c 为条件 F; d 为条件 G; 1 表示休眠孢子阶段; 2 表示前游动孢子囊阶段; 3 表示滋养体阶段 

  

3  讨论 

3.1  前游动孢子囊阶段分析 

在派琴虫生活史的 4 个阶段中, 滋养体是在宿

主体内存在 长的阶段, 也是引起宿主死亡 主要

的阶段[22]。体外培养派琴虫时, 首先是从滋养体发育

到休眠孢子 , 再发育成游动孢子囊 , 随后形成游动

孢子, 终游动孢子失去双鞭毛等特性转变成滋养

体, 达成一个循环[23]。感染派琴虫后, 宿主生长缓慢, 

生殖量减少 , 宿主组织萎缩或溶解 , 通常在牡蛎达 

到生殖成熟后死亡[24]。派琴虫侵染有个重要特征就

是其生活史中的任意阶段都可以感染宿主, 也都具

有毒力 [25], 所以派琴虫是一种极其容易寄生的原生

动物。但曾有研究表明, 体外培养的派琴虫的毒力, 

要明显低于自然界中的毒力[26]。 

本实验在体外培养的 P. beihaiensis, 其主要的

生活史与其他几种派琴虫的生活史一致, 唯一不同

的是在本实验中观察到 P. beihaiensis 前游动孢子囊

时期, 该阶段与其他派琴虫种在形态学上存在明显

的差异。处于此阶段的细胞呈半透明球形, 细胞体积
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偏小, 不易观察, 且有时也进行二分裂。曾有研究表

明 , 不同的派琴虫种之间 , 休眠孢子 终释放游动

孢子的过程是存在差异的 [27], 所以我们认为此阶段

是 P. beihaiensis 为适应新的生长环境条件而出现, 

通过出芽增殖的方式使得其在新的环境中更快繁

殖。但此阶段是否普遍存在 P. beihaiensis 之间, 还需

要后续试验证明。 

3.2  物理因素对派琴虫体外培养影响的分析 

温度、盐度、震荡这些物理条件对派琴虫的感染

影响显著[28]。如 Binias 等[29]在法国的低盐度地区(盐

度 23)发现派琴虫的流行率和强度都很低; Waki[30]发

现在低盐条件下 , 派琴虫的感染强度明显降低 ; P. 

marinus 对极端的温度(15~35 ), ℃ 盐度(5~35)敏感[31]; 

在离体培养中, 低渗透压降低了 P. chesapeaki 的游

动孢子密度 , 增加了滋养体密度 [32]; 在韩国马尼拉

蛤中分离到的 Perkinsus sp. 的游动孢子囊在冬季

10~30℃和渗透压 5~30 spu 释放游动孢子, 而在夏

季分离到的 Perkinsus sp. 的游动孢子在 20~30℃和

15~30 spu 下释放游动孢子[33]等。 

因在自然环境中 , 温度和盐度条件在时间和空

间上存在差异, 研究环境条件对游动孢子形成的影

响具有重要意义, 所以本实验旨在模拟自然界水体

的温度、盐度、水的波动等外在条件进行研究。因

在自然条件下环境因素都是连锁变化, 所以本实验

叠加了盐度和温度两个物理因素。派琴虫宿主的生

长条件一般为 20~35℃、盐度 20~35, 故本实验只选

取温度范围为 20~35℃、盐度范围 20~35, 每组实验

条件都设置 3 个平行对照。 

本实验结果得出 , 当温度和盐度产生变化时 , 

会对派琴虫的生长起到促进作用, 但仅温度或盐度

等单一变量发生变化时, 起不到促进作用。但当温度

和盐度同时下降时, 会显著地促进派琴虫生长。而确

有报道表明派琴虫病在夏季是多发季节 [34], 因为夏

季温度高且降雨较多, 降雨会使水体温度和盐度都

降低 , 这就和我们的实验结果相呼应 , 这对于派琴

虫病的防控具有一定的指导意义。之所以会产生这

样结果 , 我们猜测是因为外界条件的改变 , 刺激了

派琴虫种群之间产生了某些化学信号, 因为确有研

究曾报道过派琴虫在不同温度和盐度下体内蛋白表

达量发生改变[35]。本实验添加震荡条件是为了模拟

海水的波动情况 , 从结果来看 , 确实对派琴虫的生

长起到积极作用 , 我们认为在震荡条件下 , 派琴虫

体接触营养物质更充分, 虫体之间产生的化学信号

传播得更快更宽广。 

3.3  派琴虫体外培养方法的优化 

从本实验的结果得出 , 在进行派琴虫体外培养

时, 让其处在一个温度和盐度变化的环境中且适当

的添加震荡条件, 会明显地刺激派琴虫的快速增殖, 

所以本实验对派琴虫的体外培养方法进行了优化。 

在进行派琴虫的体外培养时 , 先将其置于 适

的培养条件中培养一段时间 , 使其适应新环境 , 随

后将培养温度和盐度适当升高培养一段时间, 使派

琴虫得到刺激。然后将盐度和温度调回 适条件, 让

派琴虫在高温高盐和 适条件之间反复转换, 从而

给其足够的刺激, 在培养过程中也要高频地给予派

琴虫添加震荡条件。 

3.4  抗生素对派琴虫体外扩增影响的分析 

RFTM 培养基是国际认可的用于培养派琴虫的

标准培养基, 但其培养周期过长, 一般在 7 d 甚至更

长的时间才能看到直径明显增大的休眠孢子[36]。而

ARFTM 培养基是一种可替代 RFTM 的培养基, 其培

养时间短, 仅需 48 h 左右就可以看到休眠孢子直径

增大现象[37]。所以本实验采用 ARFTM 培养基来培

养, 使其可以更快地达到培养的目的。但在培养过程

中发现, 适当延长培养 ARFTM 的培养时间, 可以促

使派琴虫在 DME/F12 培养基中快速分裂。 

ARFTM 培养基和 RFTM 培养基的组成成分并

没有太大的变化 , 两者唯一明显的差别 , 就在于添

加抗生素的量, 而且用 DMEM/F-12 进行体外培养时, 

适当减少抗生素的量也能提高派琴虫的生长速率。

MOSS等人在长达数十年的研究中也发现在体外扩增

派琴虫的过程中要不断的减少抗生素的浓度[38]。因

此推测, 抗生素的添加量会对派琴虫的发育产生一

定的阻碍作用。 

综上所述, P. beihainensis 在体外培养时, 其生

活史在休眠孢子阶段后出现前游动孢子囊阶段。在

体外培养时 , 温度和盐度从 35 ℃、35 ppt 变化至

38 ℃、28 ppt 时, P. beihainensis 仅 8 d 就达到快速扩

增 , 比传统的培养时间减少了一半 ; 当只添加震荡

条件时, P. beihainensis 在 12 d 达到快速扩增, 比传

统时间减少了 1/3。本实验为派琴虫的季节性防控, 

提供了重要参考依据 , 在突发降雨时 , 要注意防控

奥尔森派琴虫病的发生。 
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Abstract: Perkinsosis, caused by Perkinsus spp., is widespread and responsible for the mass mortality of various kinds 

of shellfish. Perkinsus beihaiensis was first described in China and has been subsequently reported in 14 bivalve spe-

cies from Brazil, India, Panama, and Japan. In this study, we established a monoclonal in vitro culture of Perkinsus 

beihaiensis isolated from Ruditapes philippinarum and compared the morphological features of various life stages by 

light microscopy. To shorten the conventional in vitro growth period (20 days), we explored the effects of temperature, 

salinity, and a shock condition on the development of P. beihaiensis either alone or together. The P. beihaiensis cells 

successfully developed into the hypnospore stage in the ARFTM medium. When transferred to a DME/F-12 medium, 

the cells experienced a specific pre-zoosporangium stage followed by the zoospore trophozoite stage. At this 

pre-zoosporangium stage, the cells reproduced rapidly by budding to release many small sporozoites. In vitro culture 

experiments showed that periodically changing the temperature or salinity alone had no significant effect on the rate of 

P. beihaiensis propagation; however, a continuous shaking culture reduced the generation time from 20 days in the 

control group to 12 days in the treated group. Further studies showed that when multiple culture conditions were 

changed together, i.e., the temperature was decreased from 35 ℃ to 28 ℃ and salinity was simultaneously decreased 

from 35 to 25 ppt in 2 days, P. beihaiensis completed its life cycle in 8 days. These results provide insight into the 

conditions required for developing this parasite and a better understanding of the infection dynamics of this parasite in 

nature. Changing the temperature or salinity alone had no significant effect on the rate of propagation of P. beihaiensis, 

while the continuous shaking culture can reduce the generation cycle time from 20 days in the control group to 12 days. 

Further studies found that when multiple culture conditions change synergistically, that is, the temperature drops from 

35 ℃ to 28 ℃ and the salinity simultaneously decreases from 35 ppt to 25 ppt in a cycle of 2 days, P. beihaiensis can 

complete its life cycle within 8 days. Those results could provide us insight into the conditions required for the devel-

opment of this parasite and a better understanding of the infection dynamics of the parasite in nature. 
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