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口腔碘泡虫宿主新纪录及种群分化研究
*
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摘要:【目的】研究口腔碘泡虫(Myxobolusoralis)宿主新记录及种群分化。【方法】基于形态特征、18SrDNA序列相似度、

遗传距离、变异位点、系统发育以及18SrRNA序列V4区二级结构的预测,对口腔碘泡虫江西种群和湖北种群进行了比

较分析。【结果】口腔碘泡虫江西种群与湖北种群形态学特征基本一致;两种群18SrDNA序列相似度为99%,变异位点

数为6个,遗传距离为0.003,18SrRNA序列V4区二级结构无差异;口腔碘泡虫湖北种群先于江西种群分化出来。【结
论】口腔碘泡虫与宿主可能并未经历协同进化的自然历史过程;口腔碘泡虫可能先寄生于异育银鲫(Carassiusauratus

gibelio),然后少数个体偶然发生宿主转移事件而进入鲫(Carassiusauratusauratus)体内并在长期的进化中逐渐适应这

种新的寄生关系,最终形成新的种群或亚种。
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粘孢子虫(Myxosporea)是一类主要寄生于鱼类的寄生虫[1-4],也有少数寄生于环节动物、两栖动物、爬行动

物、哺乳动物等[2,5-6]。在中国,鲤(Cyprinuscarpio)、鲫(Carassiusauratusauratus)和银鲫(Carassiusgibelio)
具有悠久的养殖历史,是重要的经济鱼类;而异育银鲫(Carassiusauratusgibelio)是在1976—1981年间培育成

功的一种养殖新对象。由于异育银鲫生长速度明显快于银鲫和鲫,且具较好的经济价值,所以近些年来在国内

得到大力推广[7]。但在养殖过程中,异育银鲫的粘孢子虫病不断发生,严重危害了鱼类的生长,造成了很大的经济

损失。其中洪湖碘泡虫(Myxobolushonghuensis)、武汉单极虫(Thelohanelluswuhanensis)等都是异育银鲫养殖中常

见的病原粘孢子虫[8-10]。据不完全统计,寄生于异育银鲫的粘孢子虫约有40余种,其中多数为碘泡虫类[11-12]。
碘泡虫属(Myxobolus)是粘孢子中种类最为丰富、分布最为广泛的类群,目前已报道的物种已超过900

种[13-14]。由于多数碘泡虫的形态极为相似、个体微小,因此在实际工作中鉴别难度大,容易出现误差。大量的研

究表明,形态学与分子生物学研究手段的结合,大大提高了粘孢子虫分类鉴定的准确性和工作效率。近些年来,
也有学者从粘孢子虫与宿主的进化关系的角度来研究粘孢子虫的分类学问题[15],这给粘孢子虫的系统分类提供

了一条新的思路。为此,本研究在对所获的分属江西种群和湖北种群的口腔碘泡虫(Myxobolusoralis)[16]进行

形态和分子比较的基础上,进一步对该物种种群分化及其与宿主的系统关系进行了探讨,希望能更深入地理解

该物种的进化规律。

1材料与方法

1.1标本的采集与物种的鉴定

宿主鱼鲫于2014年8月采自江西省星子县。12条鱼体中有2条感染(感染率为16.7%),口腔碘泡虫孢囊

发现于宿主口腔上颚。口腔碘泡虫标本的获得及处理参照文献[17]。

1.2DNA提取与PCR扩增

1.2.1DNA提取 将获得的口腔碘泡虫孢囊立即镜检,再用溶质体积分数为95%的乙醇溶液保存于离心管中
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带回实验室,首先从装有实验材料的离心管底部吸取10μL获得的粘孢子虫,经超纯水清洗2~3次以除去杂

质,再进行基因组DNA的提取。DNA抽提采用DneasyTissueKit(QIAGEN,Germany)试剂盒,操作方法按

照厂家提供的说明书步骤进行。提取完成的基因组DNA置于-20℃冰箱保存备用。

1.2.2PCR扩增 用于扩增18SrDNA 基因的引物分别为 ERIB1(5′-ACCTGGTTGATCCTGCCAG-3′)和

ERIB10(5′-CTTCCGCAGGTTCACCTACGG-3′)[18]。PCR反应体系如下:10×ExTaqbuffer(Mg2+free)2.5μL,

25mmol·L-1的 MgCl22.5μL,25mmol·L-1的dNTP2.5μL,10μmol·L-1的上述两种引物各0.5μL,

1.2ng的模板DNA,5U·μL-1的ExTaq酶0.2μL,最后用灭菌超纯水补足至终体积25μL。PCR反应条件

为:95℃预变性5min;95℃变性50s,56℃退火1min,72℃延伸2min,35个循环;最后72℃延伸10min。取

3μLPCR产物在琼脂糖凝胶电泳中检测,然后将有目的条带的PCR产物用胶回收试剂盒GelExtractionKit
(OMEGA,America)纯化回收并送上海英骏生物技术有限公司测序(ABI,3730XL测序仪)。

1.3序列分析和系统发育

1.3.1序列的选取 根据Okamura等人[19]的分类系统,在碘泡科(Myxobolidae)所有属即碘泡虫属、旋缝虫属

(Spirosuturi)、单尾虫属(Unicauda)、双尾虫属(Dicauda)、焰孢虫属(Phlogospora)、侧尾虫属(Laterocau-
date)、尾孢虫属(Henneguya)、似尾孢虫属(Hennegoides)、四尾虫属(Tetrauronema)、单极虫属(Thelohannel-
lus)、新单极虫属(Neothelohanellus)、新尾孢子虫属(Neohenneguya)、三角孢子虫属(Trigonosporus)中选取代

表物种的18SrDNA序列。同时,将本研究中口腔碘泡虫江西种群18SrDNA序列在GenBank中进行BLAST
分析。根据BLAST结果,选取高同源性序列。共选取18SrDNA序列35条,另以Tetracapsuloidesbryosalmonae
(GenBank登录号:KF731712)和Buddenbrockiaplumatellae(GenBank登录号:AY074915)作为外群构建系统发育

树。

1.3.218SrDNA序列分析 序列相似度的计算用GenBank的BLAST工具。遗传距离用 MEGA6.0[20]计算

获得。变异位点利用Bioedit和DNAsp5.0软件完成。

1.3.3系统树的构建 利用在线软件 TheCIPRESScienceGatewayV.3.3(http://www.phylo.org/)构建

Maximum-likelihood(ML)树,选用模式为RAxML-HPC2XSEDE(7.6.3),Bayes(BI)树在 MrBayes3.1.2软

件[21]中构建,位点变异设置为invgamma分布,序列最佳进化模型为GTR+I+G,运行1000000代。最后用

FigTreev1.4.2和PhotoshopCS3完成系统树的绘制。

1.418SrRNA序列V4区二级结构预测

18SrRNA序列V4区二级结构预测以Sphaerosporatruttae (GenBank登录号:AM410773)[22]为参考模

型。RNA二级结构的预测是基于最小或次小自由能原理,并利用RNAstructure5.2软件进行构建[23-24],所有

的参数设置均为默认值。通过Rnaviz2.0进一步手动调整[25]。

2结果

2.1口腔碘泡虫江西种群的形态学描述

所获口腔碘泡虫孢囊为白色、卵圆形,大小为1mm左右。成熟孢子壳面观呈椭圆形或倒卵形,缝面观呈柠

檬形,孢子前端比后端更钝圆;两个极囊等大、梨形、两极囊中轴线约呈60°夹角排列于孢子前端,极丝缠绕7~8
圈,且孢子含有“V”形褶皱5~6个。孢子量度(n=25)为:孢子长(12.2±0.5)μm,范围为11.4~13.5μm;孢子

宽(9.2±0.5)μm,范围为8.4~9.9μm;唯一拍到的一个疑似缝面观的孢子厚为9.1μm;极囊长(5.0±0.2)

μm,范围为4.4~5.6μm;极囊宽(3.1±0.2)μm,范围为2.6~3.4μm(图1)。

2.2口腔碘泡虫18SrDNA分子特征

测得口腔碘泡虫18SrDNA序列长度为1960bp,已将该序列提交至GenBank,登录号为 MF375468。该序

列在NCBI的在线BLAST工具进行比对,结果显示:在可比范围内,本研究得到的口腔碘泡虫江西种群与湖北

种群(GenBank登录号:KC315782)[17]相似度高达99%。两个种群的18SrDNA序列共同区段只有6个变异位

点(图2)。且口腔碘泡虫江西种群与多涅茨尾孢虫(H.doneci)(GenBank登录号:LC011456)相似度为97%,
与倪李碘泡虫(M.nielii)(GenBank登录号:JQ690358)的相似度为96%,与住心碘泡虫(M.hearti)(GenBank
登录号:GU574808)的相似度为95% (表1)。
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      a 孢子壳面观             b 孢子壳面线条图          c 疑似孢子缝面观 (箭头指向处)

图1 口腔碘泡虫江西种群孢子形态图

Fig.1 MorphologyofM.oralisfromJiangxipopulatiom

    注:小圆点代表相同位点,下同。

图2 口腔碘泡虫江西种群与湖北种群18SrDNA序列变异分析

Fig.2 Analysisofthe18SrDANsequencevariationbetween
JiangxipopulationandHubeipopulationofM.oralis

表1 5种粘孢子虫基于18SrDNA序列相似度与遗传距离

Tab.1 Similaritiesandthegeneticdistancesoffivespeciesofmyxosporeans
basedon18SrDNAsequences

物种名及

Genbank登录号

M.nielii
(JQ690358)

M.hearti
(GU574808)

H.doneci
(LC011456)

M.oralis
(KC315782)

M.oralis
(MF375468)

M.nielii(JQ690358) 96% 98% 95% 96%

M.hearti(GU574808) 0.041 96% 95% 95%

H.doneci(LC011456) 0.028 0.039 97% 97%

M.oralis(KC315782) 0.045 0.053 0.033 99%

M.oralis(MF375468) 0.046 0.054 0.036 0.003

  注:序列相似度以百分数表示,遗传距离以小数表示。

基于18SrDNA 序列

片段的遗传距离分析结果

显示,口腔碘泡虫江西种群

与口腔碘泡虫湖北种群、多
涅茨尾孢虫、住心碘泡虫和

倪李碘泡虫的遗传距离分

别为0.003,0.036,0.054
和0.046(表1)。

将口腔碘泡虫与相似

度较高物种的18SrDNA
序列进行同源性比对,并
截取共同区段,进一步分

析变异位点,以倪李碘泡

虫作为比照。图3显示,
口腔碘泡虫的湖北种群比

江西种群具有更少的变异

位点。

    注:从上往下的数字表示碱基位点所在位置。

图3 口腔碘泡虫江西种群与相似度较高3个物种变异位点分析

Fig.3 AnalysisofthevariationofM.oralisandthreeotherspecies,

whichhaveahighsimilaritywithM.oralis

对倪李碘泡虫、住心碘泡虫、多涅茨尾孢虫的5个种群(GenBank登录号分别为LC011456,HM146129,

KJ725083,EU344898和EU344899)、口腔碘泡虫的江西种群和湖北种群等对象的18SrRNA序列V4区进行二

级结构的预测。发现5个不同种群的多涅茨尾孢虫此区域的二级结构无差异,而2个不同种群口腔碘泡虫的此

区域也呈现一致的二级结构。但是,不同物种之间的V4区有明显差异,具体表现在E23-1,E23-2,E23-4,E23-7
和E23-15的精细构型上的不同(图4)。
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图4 18SrRNA的V4区二级结构预测

Fig.4 PredictionofsecondarystructureofV4regionof18SrRNA

2.3系统发育

基于18SrDNA构建的 ML和BI树呈现出一致的拓扑结构。碘泡科中,除单极虫属所有物种聚在一支外,
其他属物种并未形成独立支系,显示了尾孢虫属、碘泡虫属、单尾虫属的非单系性。口腔碘泡虫的两个种群聚为

一支(支持率为100/1.00),该支与多涅茨尾孢虫的一个种群(GenBank登录号:LC011456)形成姐妹群关系,后
与倪李碘泡虫和住心碘泡虫聚支。在它们这一大支系即a支系(图5)中,倪李碘泡虫最先分化出来,而住心碘泡

虫次之。

3讨论

口腔碘泡虫首次在异育银鲫中检获并描述[16]。本研究将口腔碘泡虫江西种群成熟孢子与原报道种群即湖

北种群进行了形态比较后发现,两者形态学特征基本一致,江西种群孢子的极囊大小比原始种群的略大(表2)。
赵元莙等人[26]对碘泡虫的两个近缘种进行分类鉴定,认为特定长度的18SrDNA序列之间的变异位点数低

于10可能为种内变异。本研究所获得的口腔碘泡虫江西种群与湖北种群18SrDNA序列在1614bp长度内仅

有6个变异位点,这表明两种群可能为同种。口腔碘泡虫江西种群与湖北种群两者的遗传距离为0.003,而不同

物种之间的遗传距离均不小于0.028(表1)。这符合此前的研究结果,即种内水平遗传距离的主要分布范围为

0~0.007[27]。同时,口腔碘泡虫江西种群与湖北种群之间序列相似度为99%,而不同物种之间的相似度不大于

98% (表1),如此高的相似度应为种内水平。另外,以往的研究表明,微小动物的18SrRNA二级结构的V4区

具有相当的变异性,对于物种阶元的分类和演化分析具重要的参考价值[22,28-29]。本研究结果显示:口腔碘泡虫江

西种群和湖北种群18SrRNA序列V4区二级结构体现出了种内水平构型一致的特征,而不同物种构型在细微

结构(如E23-1,E23-2,E23-4,E23-7和E23-15)上则有差异。综上所述,尽管口腔碘泡虫的两个种群在孢子和极

囊的形态学量度上具有一定的差异,但从分子水平上来看,这两种群应为同种,两者的形态学差异则可能与寄主

种类及地理分布有关。
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图5 基于18SrDNA序列构建的 ML和BI系统进化树

Fig.5 PhylogenetictreegeneratedbyMLandBIbasedonthe18SrDNAgenesequences

表2 口腔碘泡虫两个种群的形态学比较

Tab.2 MorphologicalcomparisonoftwopopulationsofM.oralis

项目 江西种群(n=25) 湖北种群(n=30)

孢子长/μm 12.2±0.5(11.4~13.5) 11.7±0.4(10.8~12.8)

孢子宽/μm 9.2±0.5(8.4~9.9) 8.9±0.4(8.2~9.9)

孢子厚/μm 9.1 6.8±0.3(6.0~7.5)

极囊长/μm 5.0±0.2(4.4~5.6) 4.8±0.3(4.0~5.5)

极囊宽/μm 3.1±0.2(2.6~3.4) 3.0±0.2(2.9~3.6)

极囊圈数 7~8 6~7

宿主 鲫(C.auratusauratus) 异育银鲫(C.auratusgibelio)

地理分布 江西星子县 湖北武汉

资料来源 本研究 文献[16]

  异育银鲫是以兴国红鲤(Cyprinus
carpiovar.singuonensis)为父本、方
正 银 鲫 (Carassiusauratusgibelio
Bloch)为母本,并经人工授精所产生

的子代。而对于鲫与银鲫之间的遗

传进化关系,大部分学者认为银鲫起

源于鲫[30],因此异育银鲫应属于比银

鲫起源分化还晚的类群。口腔碘泡

虫江西种群的宿主为鲫,而湖北种群

的宿主为异育银鲫。从变异位点和

系统发育分析来看:与口腔碘泡虫江

西种群相比,湖北种群与先分化出来

的近缘种倪李碘泡虫、住心碘泡虫和

多涅茨尾孢虫具有更相近的位点变异规律;口腔碘泡虫湖北种群先于江西种群分化。然而,这与相应宿主的进

化相悖,这说明可能口腔碘泡虫与宿主并未经历协同进化的自然历史过程。故可以推测:口腔碘泡虫先寄生于

异育银鲫,但因异育银鲫和鲫的生境和食性几乎相同,在养殖过程中也总是混养,所以少数口腔碘泡虫偶然发生

宿主转移事件而进入鲫体内并在长期的进化中逐渐适应这种新的寄生关系,最终形成新的种群(或亚种)。
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AnimalSciences

NewHostRecordofMyxobolusoralisandItsPopulationDifferentiation

YANGShenghua,ZHAOYuanjun,CHENWei,YANGChengzhong
(ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]ItisaimedtoinvestigatethenewhostrecordofMyxobolusoralisanditspopulationdifferentiation.[Methods]

ComparativeanalyseswereconductedonM.oralisfromJiangxipopulationandHubeipopulationbasedontheirmorphologicalchar-
acteristics,18SrDNAsimilarities,geneticdistances,sequencevariation,phylogeneticanalysisandV4regionofsecondarystructure
of18SrRNA.[Findings]Basically,thepopulationsofM.oralisfromJiangxiandHubeisharedaconsistentmorphologicalcharac-
teristics;thetwopopulationshave99%similarityon18SrDNAsequences,6sequence-variationsites,0.003geneticdistance,no
variationofV4regionbasedon18SrRNAsequences;M.oralisfrom HubeipopulationdivergedearlierthanJiangxipopulation.
[Conclusions]M.oralisanditshostmayhavenotexperiencedaprocessofnaturalco-evolution;M.oralismayparasiteonCarassius
auratusgibeliofirstly,andthen(sincetheverysimilardietsandhabitatsofC.auratusauratusandC.auratusgibelio,thetwo
kindsoffisharealwaysyieldedinpolyculturepond)asmallnumberofindividualsofM.oralisfromC.auratusgibeliomigratedto
C.auratusauratus,andwiththeevolutionprocessforalongrun,themigratedparasitesgraduallyadaptedtothenewparasiticrela-
tions,andthentheyfinallybecameanewpopulation(orsubspecies)onanewhost.
Keywords:Myxobolusoralis;newhostrecord;populationdifferentiation;18SrDNA
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