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摘要:利用 ITS-5.8S rDNA 为分子标记研究了采自重庆市大竹林、两路、磁器口和江西省鄱阳湖的多涅茨尾孢虫(Henneguya doneci)

种群地理变异情况。通过系统发育、遗传距离、变异位点和 AT 含量分析，结果显示：重庆磁器口种群是所有种群中变异最大

的种群，也是最原始的种群；江西鄱阳湖种群与重庆大竹林种群 1 和重庆两路种群有较近的亲缘关系；重庆大竹林 1 种群与重

庆两路种群间无差异；ITS-5.8S rDNA各基因片段中，ITS-1和 ITS-2的AT含量最高，也是在种群间变异最大的基因，而 5.8S rDNA

则相对保守。研究提示：江西鄱阳湖种群可能由重庆种群通过人为因素引入；重庆磁器口种群极可能是一个外来种群；重庆大

竹林 1 种群与重庆两路种群间可能存在较频繁的基因交流；ITS-1 和 ITS-2 是粘孢子虫种群水平分析中较理想的分子标记，5.8S 

rDNA 则相对较为保守，在遗传分析中并不能较好的反映种群水平的变异情况。 
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粘孢子虫(Myxosporidia)是一类主要寄生于鱼类等水生动物的寄生虫[1-4]。迄今，已发现的粘孢子虫有 62 属 2 

180 余种[3,5-6]。早期粘孢子虫分类鉴定的主要依据是粘孢子虫的形态特征[7-10]。然而，由于粘孢子虫结构简单、

多样性极为丰富、各类群形态相似性大，单从形态学角度无法满足所有类群的准确鉴定和系统分类[11]。近年

来随着分子生物学方法在粘孢子虫研究中的广泛应用，为粘孢子虫的种类鉴定提供了新的思路，并引领着该

领域研究的深入与拓展[12]。目前，运用于粘孢子虫遗传学研究的分子标记主要集中在 18S rDNA 和 28S rDN

A 等基因上[13-15]，而对于 ITS(Internal transcribed spacer)内转录间隔区的研究较少[16]。由于 ITS 属于非编码

区序列，最终不加入形成成熟的核糖体，所以受到的选择压较小，进化速度较快。因此，ITS 序列能够提供

比较丰富的变异位点和信息位点[17]。迄今，在已研究的动物类群的 ITS 序列中，ITS 序列表现为存在多层次

水平的差异，不仅在不同物种间存在着差异性，甚至在同一个种的不同地理种群中也存在着明显的差异性，

这种差异性在不同物种中表现也不同，并且由于个体基因组中有多个 rDNA 拷贝存在，不同的 ITS 间隔序列

之间也存在着差异，这些差异也体现在长度和序列两个方面。5.8S rDNA 为一编码区域，在不同物种中颇为

保守，因此被用于许多较高等的分类阶元间系统发生关系的探讨[18]。基于 ITS-1 长度和序列的基因多态性，

用于研究近亲物种及种内关系非常有效。Andree 等人对取自加利福尼亚、西弗吉尼亚和德国的 Myxobolus ce

rebralis 进行了 ITS-1 的研究，结果显示 3 个种群的 ITS-1 序列并没有差异，并表明美国存在的 M. cerebralis

是近期由人为因素由欧洲引入的，并非起源于美国本土[17]；另外 Atkinson 等人根据 ITS-1 序列含有多个多态

信息位点和三核苷酸重复(ATC)特点,定义了 4 种基因型(O、I、Ⅱ、Ⅲ)，通过研究发现非克拉马斯流域本地的

虹鳟(Oncorhynchus mykiss)在上游和下游为基因型Ⅱ和少量Ⅲ感染，而在上游为基因型Ⅱ和基因型Ⅲ感染，

然而下游为基因型 I 主导，基因型 I 未在上游检测出而基因型 O 仅出现在上游[19]。 

本文通过对不同地理种群的多涅茨尾孢虫(Henneguya doneci)ITS-5.8S rDNA进行研究，期望从遗传学角度

探索多涅茨尾孢虫的扩散规律，以期为鱼类粘孢子虫病的防治提供参考资料。 

1 材料与方法： 

1.1 标本采集与虫种鉴定 

寄主鱼鲫(Carassius auratus)分别采自于2010年6月重庆市渝北区两路(简称重庆两路种群)、2012年重庆市

沙坪坝区嘉陵江瓷器口江段(简称重庆磁器口种群)、2014年7月重庆市北部新区大竹林嘉陵江段(重庆大竹林

1)、2014年8月江西省星子县鄱阳湖(江西鄱阳湖种群)和2013年10月重庆市北部新区嘉陵江大竹林江段(重庆大

竹林2)。标本的处理、观察、测量和鉴定方法以及所用术语参照文献[20]。 

1.2 DNA 提取、扩增和测序 

1.2.1 DNA 提取  将孢囊从寄主鱼的鳃中用镊子小心的分离到 1.5 mL 离心管中，用灭菌的解剖针将之刺破，

使孢子分散于盛有灭菌蒸馏水的离心管中，离心富集，并悬浮 2～3 次以去除杂质。用 DNEASY TISSUE 

KIT(QIAGEN)试剂盒按照厂家提供的使用说明进行样本 DNA 的提取，将提取的总 DNA 进行电泳检测，将较

好的 DNA 样本保存在-20 ℃。 

1.2.2 DNA 扩增与测序  本研究对样本 DNA 进行 ITS-5.8 rDNA 扩增，扩增引物为 ERIB10-V：5′-CCG TAG 

GTG AAC CTG CGG AAG-3′；28S1R：5′-GTG TTT CAA GAC GGG TCG-3′。25 μL 的 PCR 反应体系，包括
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2.5 μL 10×Ex Taq(Mg
2+

 free)，2.5 μL MgCl2 (25 mmol∙L
-1

)，2.5 μL dNTP (25 mmol∙L
-1

)，引物各 0.5 μL (10 μmol∙L
-1

) 

mM，1.2 ng 的模板 DNA，0.2 μL Ex Taq 酶(5U∙μL
-1

)(TaKaRa)，用灭菌双蒸水补足至 25 μL。反应程序为：95 ℃

预变性 5 min，95 ℃变性 45 s，56 ℃退火 50 s，72 ℃延伸 2 min，循环 35 次；最后 72 ℃延伸 10 min。反应

完成后保温 12 ℃。取 3 μL 扩增产物于１％的琼脂糖凝胶电泳检测，然后将 PCR 产物用胶回收试剂盒 Gel 

Extraction Kit(OMEGA)进行纯化回收。最后将纯化产物送公司测序(使用测序仪为 ABI，3730XL)。 

1.3 序列和系统发育分析 

将获得的 5个种群的DNA序列进行比对分析。用MEGA 4.0软件分别计算各种群间相应的 ITS-5.8S rDNA 

(ITS-1、5.8S 和 ITS-2 rDNA 联合序列)、ITS-1 rDNA、ITS-2 rDNA 的遗传距离及 AT 含量[21]。同时利用软件

RAxMLWeb-Servers 构建 ML 系统树[22]。 

2 结果 

多涅茨尾孢虫鉴定：孢子壳面观为圆形或椭圆形，缝面观透镜形，孢子有 2 个大小相等的极囊，壳片后

端形成两根等长和等粗尾突。孢子长(9.4±0.9) µm，范围 8.6～10.0 µm (n=26)；孢子宽(8.6±0.5) µm，范围 8.0～

9.5 µm (n=26)；极囊长(5.3±0.4) µm，范围(4.6～5.8) µm (n=26)；极囊宽(3.3±0.3) µm，范围(2.9～3.8) µm (n=26)；

极丝圈数 4～5 圈。通过形态和分子数据比对(NCBI BLAST)，确定所采集的种类为多涅茨尾孢虫(封三彩图 1)。 

AT 含量分析表明，粘孢子虫 ITS-5.8S rDNA 各

基因区段均表现为 AT 含量丰富模式 (AT-rich 

pattern)，其中 ITS-1 和 ITS-2 基因片段 AT 含量相对

偏高(表 1)。重庆大竹林种群 1(DZL1)和重庆两路种

群(LL)对应各基因区段的 AT 含量相同(表 1)。重庆地

区各种群的 ITS-1 的 AT 含量一致，有别于江西鄱阳

湖种群(JX)。ITS-1 和 ITS-2 序列分析结果显示，江

西鄱阳湖种群的AT含量相对于重庆地区种群有较明

显的差异，而 5.8S rDNA 并未表现出江西鄱阳湖种

群的这种差异性。 

 

表 1  多涅茨尾孢虫 5 个种群的 AT 含量 

Tab. 1  AT-content of Henneguya doneci in  

                     five populations               % 

 DZL1 DZL2 CQK LL JX 

ITS-1 59.21 59.21 59.21 59.21 59.08 

5.8S rDNA 54.12 54.71 54.71 54.12 54.71 

ITS-2 62.77 62.41 62.41 62.77 63.14 

ITS-5.8S rDNA 58.55 58.62 58.62 58.55 58.69 

注：DZL1-重庆大竹林种群 1;DZL2-重庆大竹林种群

2;CQK-重庆磁器口种群;LL-重庆两路种群;JX-江西鄱阳湖种

群。 

系统树结构显示，无论是 ITS-1、ITS-2 还是 ITS-5.8S 

rDNA 所构建的系统树，都呈现一致的拓扑结构(图 2)。

重庆大竹林 1 种群(H. doneci DZL1)与重庆两路种群(H. 

doneci LL)聚为一支，共同形成的进化支与江西鄱阳湖种

群(H. doneci JX)形成姐妹群关系，重庆瓷器口种群(H. 

doneci CQK)为最原始种群,而重庆大竹林 1(H. doneci 

DZL1)与重庆大竹林 2(H. doneci DZL2)种群没有聚在一

起(图 2)。 

遗传距离计算结果显示，重庆瓷器口种群(H. doneci 

CQK)在 ITS-1、ITS-2、ITS-5.8S rDNA 中遗传距离相对

其他种群最远，重庆大竹林 1(H. doneci DZL1)与重庆两

路种群(H. doneci LL)序列无任何差异,江西鄱阳湖种群

(H. doneci JX)未表现出与重庆种群明显差异，而同一地

理位置采到的重庆大竹林 1(H. doneci DZL1)和重庆大竹

林 2(H. doneci CQK)存在一定的遗传距离(表 2～表 4)。 
 

表2  基于 ITS-5.8 rDNA基因的各种群

间的遗传距离 

Tab. 2  Genetic distances between 

populations based on ITS-5.8 rDNA 

 1 2 3 4 

H.doneciDZL1     

H.doneciLL 0.000    

H.doneciJX 0.003 0.003   

H.doneciCQK 0.004 0.004 0.006  

H.doneciDZL2 0.007 0.007 0.006 0.006 

 

表 3  基于 ITS-1 rDNA 基因的各种群

间的遗传距离 

Tab. 3  Genetic distances between 

populations based on ITS-1 rDNA 

 1 2 3 4 

H.doneciDZL1     

H.doneciLL 0.000    

H.doneciJX 0.001 0.001   

H.doneciCQK 0.004 0.004 0.003  

H.doneciDZL2 0.004 0.004 0.003 0.003 

 

表 4  基于 ITS-2 rDNA 基因的各种群

间的遗传距离 

Tab. 4  Genetic distances between 

populations based on ITS-2 rDNA 

 1 2 3 4 

H.doneciDZL1     

H.doneciLL 0.000    

H.doneciJX 0.004 0.004   

H.doneciDZL2 0.004 0.004 0.007  

H.doneciCQK 0.011 0.011 0.007 0.007 

序列变异位点分析结果显示：在 1 203 bp 长度序列上，包含 11 个变异位点。重庆大竹林 1 种群和重庆两

路种群之间序列无变异。与其他种群相比，重庆瓷器口种群突变位点最多，为 9 个；重庆大竹林 2 突变位点

为 5 个；江西鄱阳湖种群突变位点为 3 个。第 945 位点、971 位点、1 033 位点、1 267 位点为重庆瓷器口种

注：结点分别为 ITS-1、ITS-2、ITS-5.8S rDNA 支序树的支持率。 

图 2  利用 ML 法构建多涅茨尾孢虫 ITS-1/ITS-2/ITS-5.8S 

rDNA 支序树的拓扑结构 

Fig. 2  Topological structure of Phylogenetic trees of 

Henneguya doneci generated by ML method based on the 

ITS-1, ITS-2 and ITS-5.8S rDNA sequences data, respectively  
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群特异性变异位点；第 823 位点和 1037 位点为重庆大竹林 2 种群特异性变异位点(图 3)。 

 
注：ITS-1 碱基范围：188～948；5.8S 碱基范围：949～1 118；ITS-2 碱基范围：1 119～1 392。 

图 3  各种群 ITS-5.8S rDNA 变异位点 

Fig. 3  Variable sites of ITS-5.8S rDNA in five populations  

 

3 讨论 

ITS-5.8S rDNA 作为分子标记在其他类群的种内关系方面已有不少研究，但对于粘孢子虫则相对匮乏
[17,19]，而在多涅茨尾孢虫不同种群的种内关系方面仍属空白。本文通过系统发育、遗传距离、变异位点和 AT

含量分析得到了一致的结果。从正常的地理距离与遗传距离的关系来考虑，江西鄱阳湖种群无论从遗传距离

还是序列变异度都应该是最大的变异种群，并在系统发育中应该处于一个独立的支系，而来自于同一个地区

的重庆多个种群应该具有较近的亲缘关系。然而，本实验结果表明，江西鄱阳湖种群与重庆大竹林 1 种群和

重庆两路种群有很近的亲缘关系。而处于同一地点所采集的重庆大竹林 1 与重庆大竹林 2 种群却没有表现出

相邻地理种群间应有的亲缘关系。在所研究的 5 个种群中，磁器口种群为变异最大的种群。 

鉴于江西鄱阳湖种群和除磁器口外的重庆其他种群如此近的亲缘关系，可以推断江西鄱阳湖的这个种群

可能是历史上由重庆种群通过人为因素(如来往商船携带等途径)到达江西鄱阳湖境内所发展起来的，由于所

经历的隔离时间不长而不足以形成较大的遗传差异。Foerstner 等人认为环境会对物种的碱基含量产生一定影
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响[23]。通过各种群各基因片段的 AT 含量分析，研究发现江西种群与重庆其他种群的 AT 含量整体上有较明

显的差异(表 1)，这可能表明来源于重庆的江西鄱阳湖种群由于受当地环境的影响，在碱基组成上已经出现了

一定的差异。而同样为重庆地区的种群，磁器口种群在遗传(遗传距离、变异位点和系统发育)上表现了极大

的差异，研究推断这个种群的起源可能不在重庆，可能是由其他地区通过某种人为方式(如前述的过往商船携

带等)迁入重庆而形成的。同时由于环境的影响，这个种群的 AT 含量出现了与重庆其他种群趋同的效应。重

庆大竹林 1 种群与重庆两路种群间的 ITS-5.8S rDNA 序列并未出现差异，这表明这两个种群可能存在较频繁

的基因交流。 

从不同种群间的 AT 含量来看，最低的 AT 含量都达到 54.12％，ITS-1 与 ITS-2 的 AT 含量相对较高。综

合 5 个不同种群的 AT 含量、分子系统发育、遗传距离以及变异位点分析表明 ITS-1 与 ITS-2 是变异度比较大

的基因，较高的 AT 含量有利于 DNA 序列变异，而这对于粘孢子虫种群水平上的地理变异分析是较理想的分

子标记。通过对 5.8S rDNA 在以上各方面的分析，表明这个基因在种群遗传差异性分析方面未表现出优势。

同时，不同于 ITS-1 和 ITS-2，由于这个基因的保守性，江西鄱阳湖种群并没有表现 AT 含量与环境的关联性

(表 1)。 
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Animal Sciences 

Population Geography of Henneguya doneci Base on ITS-5.8S rDNA  
 

GAO Yongjie, YANG Chengzhong, ZHAO Yuanjun 
(Chongqing Key Laboratory of Animal Biology, College of Life Sciences, Chongqing Normal University, Chongqing 401331, China) 

Abstract: In the present study, the geographic variability of Henneguya doneci, collected from Dazhulin, Lianglu, Ciqikou in Chongqing 

and Poyang Lake in Jiangxi, was investigated based on ITS-5.8S rDNA. Phylogeny,genetic distance, variable sites and AT content 

analysis for the five populations of Henneguya doneci were conducted, the results indicated that there was a relatively close genetic 

relationship between the population from Poyang Lake in Jiangxi and other population from Chongqing except Ciqikou; the population 

of Ciqikou was the greatest variation and ancient population. ITS-5.8S rDNA of population 1 from DazhuLin and Lianglu doesn't show 

any difference.  The content of AT on ITS-1 and ITS-2 in different population analyzed is comparatively high, while the content of 5.8S 

rDNA is low. Hence, we speculated that the population of Poyang Lake might be original from Chongqing by human factors; the 

population of Ciqikou was like an introduced population from somewhere; there could be a frequent gene exchange between population 

1 from Dazhulin and the population from Lianglu; The analysis of individual gene region of ITS-5.8S rDNA showed that ITS-1 and 

ITS-2 genes were quite variable, while 5.8S rDNA was more conservative. ITS-1 and ITS-2 genes are ideal genetic markers for the 

population lever of myxosporean, however, 5.8S rDNA doesn’t have advantages on this level.  

Key words: Henneguya doneci; ITS-5.8S rDNA; geographic variability 

 

 

 

 

 

 

 

 


