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泽蛙原蛙片虫的形态学研究
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摘要: 对采自湖北省洪湖地区的泽蛙(Fejervarya limnocharis)肠道内寄生的泽蛙原蛙片虫进行了形态学再描

述, 包括活体形态、固定染色标本形态及扫描电镜下超微结构。样本形态特征参数值与Nie(倪达书)首次发现

并命名时所记述标本参数值颇为相符(包括体长、体宽, 核长、核宽)。此外, 本文对2个重要的分类特征进行

了补充和修正: (1)缝线位于虫体顶端, 贯穿背腹侧; 所有体动基列均从缝线两侧发出。(2)胞核分裂时在两新

核间产生的连接细丝, 在虫体整个生活周期一直存在。并针对这2点特征与其他已知的原蛙片虫属种类进行

了比较和讨论: 认为缝线结构是较为稳定的分类特征之一, 体动基列均由此处生发并与虫体纵轴平行延伸; 推
测泽蛙原蛙片虫子代虫体中的2个胞核均来自于母体中同一个核, 而其2核间的连接细丝可能是胞核分裂进化

历程中比较原始的残迹。
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蛙片虫是一类多核、无口, 渗透性营养的鞭毛

类原生动物。绝大多数寄生在变温脊椎动物体内,
特别是无尾两栖动物(蛙类和蟾蜍的成体及蝌蚪)的
肠道内

[1]
。由于其皮层构造与纤毛虫颇为相似, 该

类群长期以来一直被归为较原始的纤毛虫类(Pro-
tociliate)[2—4]

。后来发现这类原生动物没有大小核

的分化, 无性生殖为纵二分裂, 有性生殖能产生具

鞭毛的配子, 故将其纳入鞭毛虫类, 并单列为蛙片

亚门(Opalinata)[5, 6]; 下分1纲、1目、1科, 即: 蛙片

纲(Opalinatea), 蛙片目(Opalinida), 蛙片科(Opali-
nidae)[7]

。根据蛙片虫形状和细胞核数目的不同, 可
分为两个亚科, 即原蛙片虫亚科(Protoopalininae)和
蛙片虫亚科(Opalininae)。

原蛙片虫属(Protoopalina)隶属于原蛙片虫亚

科, 是两栖动物肠道中最常见的蛙片虫类。该属由

Metcalf在1918年建立, 其典型特征是虫体常呈长棍

状, 具2个或4个圆形或纺锤形胞核
[3]
。泽蛙原蛙片

虫(P. limnocharis)是Nie(1932)首次从泽蛙肠道内发

现并命名的
[8]
。囿于当时染色技术和观测工具的落

后, 一些关键的形态特征如缝线等未能很好地予以

揭示。因而, 利用现代技术手段对其形态学特征进

行重新描述和修正显得尤为必要。

1    材料与方法

1.1    宿主蛙来源

泽蛙(Fejervarya limnocharis)成体210只于

2016年6月采自湖北省洪湖市(北纬29°40′—29°58′N;
东经113°12′—113°26′E), 活体运回并暂养于实验

室。

1.2    光镜观察

活体观察　　将宿主蛙用100%酒精麻醉后解

剖、取肠道, 置于体视显微镜Zeiss Stemi SV6/Axio
Cam MRc5下观察肠道内含物。用0.65%生理盐水

浸渍内含物后收集部分虫体置凹玻片上, 置于光学

显微镜下观察其活体形态。

固定染色标本观察　　将部分虫体置胚胎皿
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中, 饱和升汞(HgCl2)溶液固定, 分别用埃利希苏木

精(Ehrlich’s haematoxylin)和蛋白银(Protargo)染色,
加拿大树胶封片, 用于观察虫体皮层及内部构造。

全部观察、测量、拍照均使用德国蔡司显微成像

系统Zeiss Axioplan 2 imaging and Axiophot 2完成。

1.3    扫描电镜观察

将游离出的大量虫体4000×g离心10min, 2.5%
(v/v)戊二醛水溶液与2% (w/v)锇酸水溶液的1鲶1混
合液于4℃固定2h。用0.2 mol/L磷酸缓冲液(pH
7.4)清洗后置于涂有1%多聚赖氨酸1 cm×1 cm的玻

片上。常规脱水、乙酸异戊酯置换处理后, 临界点

干燥2h (HCP-2 Crtical Point Dryer)。离子溅射仪

(EikoIB-3 Ion Coater)镀膜喷金后, 扫描电镜Quanta
200 (FEI, Holand)观察。

2    结果

在我们采集的210只泽蛙中, 有38只感染了泽

蛙原蛙片虫。感染率为18.1%, 寄生于泽蛙直肠。

固定染色标本保存于中国科学院水生生物研究所

寄生虫学与协同进化学科组。

泽蛙原蛙片虫虫体呈长棒状, 略扁平(图 1A,
B和2A)。前端凸出、稍狭窄, 约占虫体1/10 (图
2A, C); 其后为虫体最宽处, 至尾端渐趋细削(图
2A, D)。体长为313.8 μm (283.2—350.4 μm, n=30),
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图 1    泽蛙原蛙片虫的光镜显微照片

Fig. 1    Light microscope images of P. limnocharis
A. 虫体活体形态, 示虫体游动时鞭毛列的摆动情况, 标尺为25 μm; B. 埃利希苏木精染色样品, 示虫体一般形态和细胞核, 标尺为

25 μm; C. 蛋白银染色标本, 示虫体顶端缝线(两箭头之间部位), 标尺为10 μm; D. 蛋白银染色标本, 示虫体背部体动基列。标尺为

10 μm; E—G. 蛋白银染色标本, 示虫体细胞核分裂情况。胞核分裂时从中部缢缩(E), 逐渐向两端拉长(F)并形成一条细丝(F—G长箭

头)。另在胞质中散布大量圆球状的颗粒(短箭头); 标尺为 10 μm
A. Living specimens, showing the moving pattern of flagella when swimming. Scale bar=25 μm. B. Specimens stained with Ehrlich’s
haematoxylin, showing the general form and nuclei (Nu). Scale bar=25 μm. C. Specimens stained with protargol, showing the falx region
(between two arrows) in the anterior extremity. Scale bar=10 μm. D. Specimens stained with protargol, showing the somatic kineties on the
dorsal side. Scale bar=10 μm. E—G. Specimens stained with protargol, showing the nuclear division. When the division begins, the nucleus
narrows first in the middle and then stretches gradually to both ends. A long thread finally forms to connect the two new nuclei. Scale bar=
10 μm
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体宽27.1 μm (21.6—38.4 μm, n=30)。长宽比约为

10鲶1。虫体周身密被鞭毛, 游动迅速且常翻转前行

(图 2C)。体表皮褶形成的条纹与虫体纵轴倾斜。

缝线位于虫体顶端, 长约20 μm。所有体动基列(约
30—40列)均从缝线两侧发出, 沿虫体前端一直延

伸至尾部(图 1C, D)。
胞核2个, 梨形; 其一在虫体前端约1/6处, 另一

个在位于虫体中部略前处(图 1B)。核长19.3 μm
(14.4—24.0 μm, n=30)), 宽5.5 μm (4.2—8.4 μm,
n=30)。胞核分裂时从中部缢缩(图 1E), 逐渐向两

端拉长并形成一条细丝(图 1F)。此细丝在虫体整

个生活周期都一直存在 ,  成熟虫体中其长度为

112.92 μm (76.8—127.2 μm, n=30)(图 1G)。另外,
在胞质中可见大量大小不一、圆球状的颗粒(图
1E, F和G)。

虫体相关形态学特征测量值见表 1,模式图见

图 3 。

3    讨论

泽蛙原蛙片虫是由Nie (1932)首次从泽蛙肠道

表 1    泽蛙原蛙片虫形态学特征测量值(单位: 微米)
Tab. 1    Biometrical values (in μm) on Protoopalina limnocharis inhabiting Fejervarya limnocharis (=Rana limnocharis)

寄生虫
Species

采样点
Locality

参数Parameter 数据来源
Source of data体长BL 体宽BW 核长NL 核宽NW

P. limnocharis 湖北洪湖Honghu
Lake, Hubei

X 313.8 27.1 19.3 5.5 Present study
M 312.0 26.4 19.2 4.8

Range 283.2—350.4 21.6—38.4 14.4—24.0 4.2—8.4

SD 17.7 4.3 2.8 0.9

CV (%) 5.6 16.0 14.6 17.2

N 30 30 30 30

P. limnocharis 江苏南京
Nanking, Jiangsu Range 238.0—428.4 22.8—42.3 12.8—24.7 5.6—11.4 Nie (1932)

X注: 平均值, M中值Max最大值, Min最小值, SD标准差, CV变异系数, N测量虫体数, BL体长, BW体宽, NL核长; NW核宽
XNote:  arithmetic mean, M median, Max maximum, Min minimum, SD standard deviation, CV coefficient of variation, N number of

specimens investigated, BL body length, BW body width, NL nucleus length; NW nucleus width

A B

C D

图 2    泽蛙原蛙片虫的扫描电镜照片

Fig. 2    Scanning electron microscope images of P. limnocharis
A. 整体观, 示虫体表面密集鞭毛, 标尺为100 μm; B. 示虫体游动时常翻转前行的状态, 标尺为50 μm; C. 虫体前端, 示其略窄的头部,
标尺为30 μm; D. 虫体后端, 示其尾部渐趋细削, 标尺为30 μm
A. Overview of P. limnocharis, showing many fused flagella over the body. Scale bar=100 μm. B. Turned body of P. limnocharis, showing
its swimming forms. Scale bar=50 μm. C. Anterior end of P. limnocharis, showing the densely flagellated extremity. Scale bar=30 μm. D.
showing the tapering caudal tip of P. limnocharis. Scale bar=30 μm
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内发现并命名的
[8]
。该蛙片虫目前仅在泽蛙中发

现, 应该具有较为严格的宿主专一性。本研究中测

量虫体样本所得形态特征参数值与Nie所记述值颇

为相符(包括体长、体宽, 核长、核宽; 表 1)。然而,
有2个重要的分类特征需要进行补充和修正: (1)缝

线位于虫体顶端, 贯穿背腹侧; 所有体动基列均从

缝线两侧发出, 这在前人的研究中没有描述。该结

构特征与我们已经研究过的寄生于沼蛙和黑斑蛙

肠道内的原蛙片虫Protoopalina pingi的缝线结构是

一致的
[9], 而且它们的体动基列均与虫体纵轴平行

延伸, 所不同的只是两者体动基列的数目不同: P.
limnocharis有30—40列, P. pingi有18—29列[9]

。

(2)胞核分裂时在两新核间产生的连接细丝, 在虫体

整个生活周期一直存在。这一结构在其他已知的

原蛙片虫属种类中未见报道, 其有何生物学功能亦

不清楚。此外, 我们在观察分裂完成不久产生的P.
limnocharis新生虫体时, 发现它们体内的2个胞核

距离均较近且有细丝牵连; 但不同新个体中胞核的

位置是有区别的: 其中一部分虫体内2个胞核均位

于身体前端, 另一部分则处于虫体中部位置, 这2种
位置分别对应成熟虫体中2个胞核的位置。据此推

测P. limnocharis子代虫体中的2个胞核均来自于母

体中同一个核, 而其两核间的连接细丝可能是胞核

分裂进化历程中比较原始的残迹。

就胞核数量而言, 已知原蛙片虫的种类绝大多

数为2个核, 如P. limnocharis、P. caudata michyla[10]
、

P. heleophrynes[11]
、P. pomacantha[12]

等。也有个别

种类核数不定, 如P. pingi多为四核, 有时两核或六

核
[9]; P. quadrinucleata核数最多时可达8个[13]

。作

者认为这种核数不定的现象应该是在虫体分裂过

程中胞质分裂和核分裂不同步造成的; 核数不定的

种类应该是原蛙片虫属中进化程度较低的种类, 而
核数稳定为两核的种类进化程度较高。

另外, 关于蛙片虫类的分类依据, 长期以来一

直争议颇多; 但主流上基本沿用Metcalf的界定方

法
[4]: 双核、圆柱状种类归为Protoopalina, 双核、

扁平状种类归为Zelleriella, 多核、圆柱状种类归为

Cepedea, 多核、扁平状种类归为Opalina。根据我

们目前已有的形态学工作基础(特别是银染标本)和
分子生物学数据(全rDNA序列), 我们认为这种分类

方法是基本正确的。这将在我们的研究中进一步

补充、求证并最终得到较为合理的结论。
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图 3   泽蛙原蛙片虫的模式图

Fig. 3   Schematic drawing of P. limnocharis
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THE MORPHOLOGY OF PROTOOPALINA LIMNOCHARIS NIE, 1932 FROM
FEJERVARYA LIMNOCHARIS

ZOU Hong1, LI Can2, WANG Run-Qiu1, LI Wen-Xiang1, WU Shan-Gong1, WANG Gui-Tang1 and LI Ming1

(1. Key Laboratory of Aquaculture Disease Control, Ministry of Agriculture, State Key Laboratory of Freshwater Ecology and
Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China; 2. School of Animal Science

and Nutritional Engineering, Wuhan Polytechnic University, Wuhan 430023, China)

Abstract: This study completely descripted Protoopalina limnocharis Nie 1932 at both light and scanning electron mi-
croscope levels. These parasites were collected from the frogs Fejervarya limnocharis from Honghu Lake, Hubei
Province, China in July 2016. The body of P. limnocharis was elongated and somewhat ribbon-like in shape, with its
length/width ratio about 10鲶1. The widest position of the body was at a region slightly anterior to the middle, while it
tapers at both ends. The body surface was thickly flagellated. All the somatic kineties converge on the falx, anteriorly,
and many extend to the posterior extremity and number 30鲶40 in total. The falx, composed of a narrow band of kineto-
somes, observed in protargol-impregnated specimens at a higher magnification that located at the margin of the anterior
pole and extends to both dorsal and ventral sides. Two oval-shaped nuclei observed in P. limnocharis, one of which is
situated at the anterior while the other is in the middle. The two nuclei were connected by a long thin thread, which is
formed in the process of nuclear division and kept during all the life history of the opalinids. These two aforementioned
characteristics were compared between P. limnocharis and its congeners, such as P. caudata michyla, P. heleophrynes,
P. pomacantha and P. quadrinucleata. The feature of falx is constant to the opalinids’ taxonomy. Besides, the thin
thread between two nuclei of P. limnocharis is the remaining trace during the evolutionary history of nuclear division.

Key words: Opalinid; Protoopalina limnocharis; Morphology; Fejervarya limnocharis
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