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摘要: 利用两个通用引物 myxoF( 5��CGCGGTAATTCCAGCTCCAGTAG�3�)和 myxoR( 5��ACCAGGTAAGTTTTCCCGTGTTGA�

3�)成功扩增出圆形碘泡虫、全圆碘泡虫、武汉单极虫、微山尾孢虫和库班碘泡虫 5种粘孢子虫的部分 18S rDNA 序

列,其 GenBank 登录号为: AY165179 � AY165183。并结合 GenBank 其他 13 个相关序列构建了 18个物种的分子系统

树。结果表明,碘泡虫, 尾孢虫和单极虫较 Tetracapsula bry ozoides 和� PKX�分化晚,它们形成了 2 个聚类: T . wuhanen�

sis�T . hovorkai�M. rotundatus�M. rotundus�M. bibullatus�M. pellicides�M. pendula�H. salminicola 聚类和H . exilis�H. ictaluri�M.

sp inacurvatura�M. osburni�H . lesteri�H. weishanensis�M. kubanicum 的聚类;同一属内, 采自国内的种类并没有因为地域关

系而形成独立的分支,而是与国外的种类交叉在一起, 这意味着粘孢子虫种类之间的地域差别并不大; 碘泡虫和尾

孢虫在进化上都不是单系的,而且分子数据难以将这两个属的种类分开, 因此尾孢虫的尾突可能并不是有效的分

类依据,而是和碘泡虫的壳片突起同源的一种附属结构。
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� � 粘孢子虫是常见的鱼类寄生虫,其分布是世界

性的, 危害也不尽相同。轻者使鱼体消瘦, 发育迟

缓,如寄生于鳜( Siniperca chuatsi Basilewsky)鳃部的

微山尾孢虫( Henneguya weishanensis Hu, 1965)和寄生

于鲤 ( Cyprinus carpio Linnaeus) 肠壁的全圆碘泡虫

(Myxobolus rotundatus Achmerov, 1956) ;重者则使鱼丧

失其商品价值, 造成严重的经济损失, 如寄生于鲫

( Carassius auratus auratus Linnaeus)体表的圆形碘泡

虫( Myxobolus rotundus Nemeczek, 1911)和库班碘泡虫

(Myxobolus kubanicum Bychowsky, 1940) ; 更甚者会导

致宿主的大面积死亡,如寄生于异育银鲫( Carassius

auratus gibelio ( Bloch) ) 腹腔的武汉单极虫 ( Thelo�
hanellus wuhanensis Xiao, 1993)。

粘孢子虫的系统分类对那些从事原生动物、刺

胞动物,乃至后生动物发育模式的研究者来说,都十

分重要[ 1]。自从 1825年 Jurine发现粘孢子虫以来,

有关其系统学的争论就没有停止过。比较经典的是

粘孢子虫隶属于原生动物还是后生动物的争

论[ 2 � 4] ,碘泡虫属( Myxobolus )与粘体虫属( Myxoso�

ma)
[ 5� 7]

以及霍氏虫属( Hof erellus)与冠泡虫属( Mi�

traspora ) [ 8, 9]的争论。利用分子系统学来研究粘孢

子虫,近年来在国际上报道较多[ 10� 13] , 而国内尚未

见报道。我国幅员辽阔,粘孢子虫种类繁多, 仅�粘

孢子虫志�[ 14]记载的淡水种类就有 575 种, 约占粘

孢子虫种类世界总数[ 15]的 43%。如此多的种类仅

靠传统的粘孢子虫分类方法(主要依据是孢子形态)

难以阐明其进化和亲缘关系,本文利用 18S rDNA基

因序列对上述5种常见鱼类寄生粘孢子虫的分类和

亲缘关系进行了研究。

1 � 材料和方法

1�1 � 采样 � 5种粘孢子虫分别取自不同的时间和
地点(表 1) , 种的确定主要依据�粘孢子虫志�[ 14]的

分类检索。

1�2 � 孢子的裂解和基因组 DNA的提取 � 孢子的裂

解采用煮沸法, 即将孢子在沸水中煮 10min破壳,然

后在裂解液( 100mmol/ L NaCl, 10mmol/ L Tris pH7�6,
10mmol/ L EDTA, 0�2% SDS, 0�2mg/ mL 蛋白酶 K)中

于 55 � 过夜;基因组DNA的提取参照Sambrook的常

规酚�氯仿法[ 16]
, 所得DNA溶于20�L灭菌双蒸水,
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表 1 � 5种粘孢子虫及其相应的宿主

Tab. 1 � Five myxosporean species and their fish hosts obtained in the present study

种类

Species

宿主

Host

感染部位

Site of infect ion

采样地点

Sampl ing site

采样时间

Date

圆形碘泡虫 鲫 鳃及体表 湖北鄂州 2002�1

Myxobolus rotundus Carassius auratus auratus Gills and skins Ezhou of Hubei Province Jan. 2002

库班碘泡虫 鲫 背部皮下 湖北梁子湖 2001�4

M. kubanicum Subcutaneous of dorsal area Liangzi Lake of Hubei Province Apr. 2002

全圆碘泡虫 鲤 肠壁 江苏洪泽县 2002�1

M. rotundatus Cyprinus carpio Outer wall of gut Hongze of Jiangsu Province Jan. 2001

微山尾孢虫 鳜 鳃 武汉大东门市场 2001�10

Henneguya weishanensis Siniperca chuatsi Gills Market of Dadongmen in Wuhan Oct. 2001

武汉单极虫 异育银鲫 鳃 中科院水生所关桥基地 2002�7

Thelohanellus wuhanensis C. auratus gibelio Gills Guanqiao in the Institute of Hydrobi�

ology, CAS

July 2002

然后置- 20 � 冰箱待用。

1�3 � 18S rDNA扩增和测序 � 由 GenBank检索得到

多个粘孢子虫 18S rDNA序列,经多序列比对找出保

守区,根据此保守区利用分子生物学软件包DNAStar

中的 primerselect[ 17]设计通用引物 myxoF( 5��CGCGG�
TAATTCCAGCTCCAGTAG�3�) 和 myxoR ( 5��ACCAGG�
TAAGTTTTCCCGTGTTGA�3�) . PCR反应体系包括 10

� buffer 5�L, 引物各 20�mol/L , dNTPs 40�mol/ L, 模

板DNA 100ng, Ex Taq DNA 聚合酶( Takara) 1�5U, 然
后用灭菌双蒸水补足至终体积 50�L, 反应混合物首

先于 94 � 变性 4min后,于以下参数进行 35个循环:

94 � 变性 30s, 50 � 退火 30s, 72 � 延伸 1min。最后于

72 � 延伸 10min。

PCR产物于 0�8%琼脂糖凝胶上充分分离后,
将目的条带割下, 参照 E. Z. N. A. 凝胶纯化试剂盒

(Omega)的说明进行纯化。为了序列的保真性,采用

PCR产物双向测序校验的方法并将测序结果向

GenBank提交。

1�4 � 分子系统树的构建和分析 � 从 GenBank 引用

下列 18S rDNA序列进行系统树的构建(括号中为其

相 应 的 GenBank 登 录 号 ) : Henneguya exilis

( AF021881) , H salminicola ( AF031411) , H ictaluri

(AF195510 ) , H lesteri ( AF306794 ) , M bibullatus

(AF378336 ) , M osburni ( AF378338 ) , M pellicides

(AF378339) , M pendula (AF378340) , M spinacurvatura

(AF378341) , Thelohanellus hovorkai (AJ133419) , Tetra�
capsula bryozoides ( AY074916 ) , � PKX � organism

(U70623) , Polypodium hydrif orme ( PHU37526)。其中

P . hydriforme 被当作外群。

序列多重比对通过 Clustal X( 1�8版)程序[ 18]
按

照缺省参数进行, 并以手工优化去除引物附近差异

较大的部分。最大简约树通过 Bootstrap自检 100次

由 Phylip软件包[ 19]中的 DNApar程序构建。

2 � 结果与讨论

2�1 � 引物myxoF和 myxoR可以从 5种虫体基因组中

扩增出约800bp的18S rDNA序列,其GenBank登录号

分别为:圆形碘泡虫( M. rotundus AY165179) , 全圆碘

泡虫( M. rotundatus AY156180) ,武汉单极虫( T. wuha�
nensis AY165181) , 微 山 尾 孢 虫 ( H . weishanensis

AY165182)及库班碘泡虫(M . kubanicum AY165183)。

2�2 � 由上述 18个序列构建的系统树可以看出: ( 1)尾

孢虫属(Henneguya)、碘泡虫属(Myxobolus )和单极虫

属( Thelohanellus )的种类较 Tetracapsula bryozoides 和

� PKX�分化晚, 它们形成了 2个聚类: T. wuhanensis�
T . hovorkai�M. rotundatus�M . rotundus�M . bibullatus�M.

pellicides�M. pendula�H . salminicola 聚类和 H . exilis�
H . ictaluri�M . spinacurvatura�M. osburni�H . lesteri�H .

weishanensis�M. kubanicum 的聚类; ( 2)碘泡虫和尾孢

虫在进化上都不是单系的,而且在该系统树中难以

将这两个属的种类区分开来; ( 3)除 H . salminicola

外,尾孢虫都聚在一起; ( 4)在碘泡虫属内,采自国内

的圆形碘泡虫、全国碘泡虫和库班碘泡虫并没有因

为地域关系而形成独立的分支, 而是与国外的种类

交叉在一起; ( 5)武汉单极虫和 Thelohanellus hovorkai

虽然聚在一起,但是并没有形成独立的分支(图 1)。
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图 1� 根据 18S rDNA 序列构建的 18个物种的最大简约树。分支间的数字代表 Bootstrap自检 100次的支持率,

寄生中国淡水鱼类的 5种粘孢子虫以粗体表示

Fig. 1 � Parsimonious tree for 18 myxozoan species based on the phylogenet ic analyses of 18S rDNA data.

Numbers at nodes are parsimony bootstrap support indices after 100 replicates and the species

in freshwater fish in China are shown in bold

2�3 � 根据近年来的报道, 粘孢子虫起源于寄生性的
刺胞动物 Polypodium hydriforme ,而不是原生动物[ 3] ,

因此以 P . hydriforme 为外群来建立系统树。当然,

在这里所讨论的粘孢子虫是粘体门 (Myxozoa)的动

物,而不仅仅是粘孢子纲( Myxosporea)的种类, 它应

该包括� PKX�及其近缘的以苔藓动物为宿主的所有
四囊虫。� PKX�原是引起肾增生病( PKD)的未明生

物体,现在已经证实是 Tetracapsula bryosalmonae , 它

也寄生于苔藓动物,和其他以苔藓动物为宿主的粘

孢子虫如 T . bryozoides 同属于粘体门的一个新

纲 � � � 软孢子纲( Malacosporea) [ 20� 22]。由图 1可以

看出,它们形成一个独立的分支,而且比现有的粘孢

子虫纲的种类分化都早, 这与相关报道完全一

致[ 15]。碘泡虫、尾孢虫和单极虫同属单极亚目

(Unipolarina) ,在本文的系统树中形成了 2个聚类,

一个包括 4种尾孢虫 3种碘泡虫,一个包括 1种尾

孢虫、2种单极虫和 5种碘泡虫。可见碘泡虫和尾

孢虫在进化上都不是单系的,而且分子数据难以将
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这两个属的种类分开。尾孢虫和碘泡虫在形态上的

主要区别在于尾孢虫都具有从壳瓣后端延伸的 2根

等长的尾突。实验表明尾孢虫的尾突可能并不是有

效的分类依据, Andree等[ 13]推测尾孢虫的尾突可能

是和碘泡虫的壳片突起(如 V 型突)同源的一种附

属结构;另一方面, 除 H . salminicola 外,所有的尾孢

虫都聚在一起, 说明它们之间的亲缘关系比较接近,

这可能是由于长期适应单一的寄生方式所产生的趋

同效应,因为目前所知的尾孢虫都是组织寄生的。

两种单极虫虽然聚在一起, 但是并没有与碘泡虫和

尾孢虫分开,这说明它们有着共同的起源,也可能是

因为作者选取的种类太少(由 GenBank 可用的序列

所限) 所引起远端吸引( Long�branch attraction) [ 1]效
应,这表明分子数据在系统学的实际应用中存在着

一定的局限。另外, 在碘泡虫属内,采自国内的种类

并没有因为地域关系而形成独立的分支, 而是与国

外的种类交叉在一起, 这意味着粘孢子虫种类之间

的地域差别并不像有关报道[ 13]那样明显。
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PHYLOGENETIC ANALYSES OF THE MYXOSPOREANS PARASITIC IN

FRESHWATER FISH OF CHINA BASED ON 18S RIBOSOMAL DNA

LU Yi�Shan and NIE Pin
( StateK ey Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology; Institute of Hydrobiology , Chinese Academy of Sciences, Wuhan � 430072)

Abstract: Partial 18S rDNA sequences of fivemyxosporean species, Myxobolus rotundus, M . rotundatus, Thelohanellus wuhanensis,

Henneguyaweishanensis and M. cubanicum were amplified utilizing two common primers myxoF( 5��CGCGGTAATTCCAGCTCC
AGTAG�3�) and myxoR ( 5��ACCAGGTAAGTTTTCCCGTGTTGA�3�) and stored in the GenBank with the access number

AY165179�AY165183�By combining the 18S rDNA sequences of other 13 species available in the GenBank a parsimonious tree

of 18 species was built with Polypodium hydrif orme used as the outgroup. Results show Tetracapsula bryozoides and � PKX�organ�
ism lie on the root within theMyxozoa before the divergence of other major groups which form two clades as T . wuhanensis�T .

hovorkai�M. rotundatus�M. rotundus�M. bibullatus�M. pellicides�M. pendula�H . salminicola and H. exilis�H. ictaluri�M.

spinacurvatura�M. osburni�H . lesteri�H . weishanensis�M. kubanicum. Among the genus myxobolus, 3 species found in China did

not form a clade but grouped with the European species, indicating that the geographic divergence of Myxobolus may not be dis�
tinct. Neither Myxobolus nor Henneguya was monophyletic and these two genera can not be distinguished using the molecular da�

ta. It is further proposed that the caudal protrusion of Henneguya may not be a valid taxonomic character but an appending struc�
ture homologous with the � V�projections in Myxobolus.

Key words:Myxosporean; phylogenetic tree; 18S ribosomal DNA; Myxobolus; Henneguya; Thelohanellus

6期 鲁义善等:淡水鱼类粘孢子虫的 18S rDNA 分子系统学研究 591��


