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哈利特角形虫宿主新纪录及两个地理株系的比较
*
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摘要:【目的】研究哈利特角形虫(Ceratomyxahallettae)在不同地理分布和宿主种类下的遗传分化。【方法】基于哈利特

角形虫的形态学、18SrDNA的分子特征、系统发育、宿主、地理分布等特征对哈利特角形虫中国株系与澳大利亚株系间

的遗传分化进行研究。【结果】褐蓝子鱼(Siganusfuscescens)为哈利特角形虫的新宿主;形态学分析显示哈利特角形虫两

株系在形态量度上差异较小;分子特征分析显示两株系18SrDNA 序列之间存在7个变异位点,且两者相似度为

99.60%,遗传距离为0.0038;系统发育分析表明,哈利特角形虫中国株系聚于海洋角形虫进化支,且与澳大利亚株系形

成姐妹群关系。【结论】宿主种类差异与长期的地理隔离可能是造成哈利特角形虫中国株系与澳大利亚株系在分子(18S

rDNA)和形态上发生分化的主要原因。综合角形虫的系统发育、地理分布、宿主类群等信息可知,哈利特角形虫的原始宿

主可能为单斑裸颊鲷(Lethrinusharak),而褐蓝子鱼应为该寄生虫经历了宿主转移事件而获得的新宿主。
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黏孢子虫是一类个体微小、分布广泛、种类繁多的后生动物寄生虫,具有复杂的生活史(宿主涉及无脊椎动

物与脊椎动物),主要宿主为鱼类[1-2]。角形虫属(Ceratomyxa)隶属于刺胞动物门(Cnidaria)黏孢子虫纲

(Myxosporea)双壳目(Bivalvulida)角形虫科(Ceratomyxidae)[3],属下物种主要寄生于海水鱼,另有少数寄生于

淡水鱼,多为胆囊寄生;该属是黏孢子虫纲中包含种数较多的一个属,目前已有报道的该属物种达300余种[4-10]。
哈利特角形虫(Ceratomyxahallettae)最初由Gunter等人[11]于2009年在澳大利亚昆士兰州近海的单斑裸颊鲷

(Lethrinusharak)的胆囊中检获并描述(本研究中称澳大利亚株系)。2019年,笔者在中国厦门附近海域的褐蓝

子鱼(Siganusfuscescens)胆囊中也检获到这一物种(本研究中称中国株系),褐蓝子鱼为该物种的新宿主,中国

为该物种的地理新分布。本研究在对哈利特角形虫中国株系描述的基础上,进一步地对该物种现有的两个不同

株系进行了比较研究;同时,综合系统发育、宿主类群、寄生部位、地理分布、生境特征等资料,对角形虫各支系及

它们的进化关系进行了分析和讨论,以便深入了解角形虫这个特殊类群的进化模式。

1材料与方法

1.1样本采集与物种鉴定

哈利特角形虫的宿主褐蓝子鱼于2019年12月采自中国福建省厦门市附近海域(经纬度:北纬24°24′56″、
东经118°5′51″),共采集到6尾,取鱼体胆汁进行检测后发现寄生虫,感染率为17%,感染强度为重度感染,感染

强度参照文献[9]进行界定。寄生虫样本的收集、处理与鉴定按照文献[12]进行。

1.2DNA提取与扩增

使用DneasyTissueKit试剂盒(德国QIAGEN公司)对哈利特角形虫的基因组DNA进行提取,参照该试

剂盒的说明书进行有关操作。用于扩增18SrDNA序列的引物为ERIB1(5′-ACCTGGTTGATCCTGCCAG-3′)
和ERIB10(5′-CTTCCGCAGGTTCACCTACGG-3′)[13]。使用20μL的PCR扩增体系,其中包含两种引物各
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0.5μL、模板DNA5.8ng、Mix(英潍捷基(上海)生物公司)5μL,并添加超纯水至终体积。反应程序为:94℃预

变性90s,循环35次的94℃变性20s、55℃退火20s、72℃延伸2min,最后72℃再次延伸10min。反应完成后在

4℃下保温。反应产物经琼脂糖凝胶电泳检测后,将有条带的反应产物送至英潍捷基(上海)生物公司测序。

1.3系统发育分析

1.3.1序列的选取 用于构建系统发育树的序列为NCBI中可用的角形虫序列及与角形虫系统发育关系密切相

关物种 Myxodavisiabulani(GenBank登录号:KM273030),Unicapsulocaudum mugilum(GenBank登录号:

KP091845),Palliatusindecorus(GenBank登录号:DQ377712),Ceratonovashasta(GenBank登录号:AF001579)
与Ceratonovagasterostea(GenBank登录号:KF751186)的序列。选取Chloromyxumclavatum(GenBank登录

号:JQ793641)和Chloromyxumauratum(GenBank登录号:AY971521)作为外群构建系统发育树。

1.3.218SrDNA序列分析 使用BioEdit5.0.6和ContigExpressProject6.0进行18SrDNA序列的拼接;利
用网站http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa中的比对工具计算序列之间的相似度;使用 MEGA6.0[14]计算所选

角形虫序列之间的遗传距离,模型为Kimura2-parametermodel;使用BioEdit5.0.6进行序列变异位点的分析。

1.3.3系统树的构建 Bayes(BI)系统树的构建参照文献[15]进行,位点变异设置为invgamma分布,通过

Modeltest3.7计算获得序列最佳进化模型为GTR+I+G;运行10000000代,每200代抽样1次,在舍弃25%
的老化样本后,根据剩余样本构建一致树。利用在线工具TheCIPRESScienceGatewayV.3.3(http://www.
phylo.org/),在RAxML-HPC2XSEDE(7.6.3)下构建最大似然树(Maximumlikelihood,ML),使用GTR+G
模型进行1000次自举(Bootstrap)重复检测。使用PhotoshopCS3对系统树进行修饰。

a 成熟孢子显微图      b 成熟孢子线条图

图1 哈利特角形虫孢子形态

Fig.1 SporemorphologyofC.hallettae

2结果

2.1哈利特角形虫中国株系的孢子形态描述

哈利特角形虫中国株系的孢子在缝面观

呈弧形,缝线明显,等大的两个壳瓣从缝线处

向两端延伸并形成两个圆钝的末端(图1);孢
子 长 (5.85±0.01)μm(范 围 为 5.84~
5.85μm,n=25),厚(18.81±1.09)μm(范围

为17.72~19.89μm,n=25),两极囊等大且

位 于 缝 线 两 侧,呈 球 形,大 小 为 (2.69±
0.09)μm(范围为2.60~2.78μm,n=50),极
丝为2~3圈,孢子夹角为166.01°±5.54°(范
围为160.46°~171.55°,n=25)(表1)。

表1 哈利特角形虫中国株系与澳大利亚株系的孢子形态比较

Tab.1 ThemorphometriccomparisonofC.hallettaefromChinaandAustraliastrains

形态参数、宿主、

分布地及资料来源

株系

中国 澳大利亚

孢子长/μm 5.85±0.01(5.84~5.85)(n=25) 4.93(3.66~5.93)(n=30)

孢子厚/μm 18.81±1.09(17.72~19.89)(n=25) 20.46(13.89~26.49)(n=30)

极囊形态 球形 椭圆形

极囊大小/μm 2.69±0.09(2.60~2.78)(n=50) 2.07(1.16~2.99)(n=30),1.93(1.19~2.51)(n=30)

孢子夹角/(°) 166.01±5.54(160.46~171.55)(n=25) 176.1(150~190)(n=30)

宿主 褐蓝子鱼(S.fuscescens) 单斑裸颊鲷(L.harak)

分布地 中国厦门 澳大利亚昆士兰州

资料来源 本研究 文献[11]

  注:澳大利亚株系两个极囊大小不等,中国株系两个极囊等大
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2.2哈利特角形虫18SrDNA分子特征

哈利特角形虫中国株系18SrDNA 长度为1678nt,它的序列数据上传至 GenBank数据库,登录号为

MW035086。该序列经GenBankBLAST在线比对,结果显示哈利特角形虫中国株系与澳大利亚株系的相似度

为99.60%,遗传距离为0.0038;与其他相似种C.auratae,C.gurnardi和C.thalassomae的序列相似度在

89.10%~92.50%之间,遗传距离在0.0695~0.1084之间(表2)。哈利特角形虫的这两个株系的18SrDNA
共同区段长度为1389nt,其中存在7个变异位点,即:140,342,551,573,695,808和841位点。以澳大利亚株系

为基准,中国株系在342,551,573,841位点发生颠换(A→T,G→T,T→A,T→G),在140,808位点发生转换

(G→A,G→A);此外澳大利亚株系在695位点处为简并碱基 W(图2)。

2.3系统发育分析

图3显示:基于18SrDNA构建的BI系统发育树包含3个支系即CladeⅠ,CladeⅡ和CladeⅢ。其中

CladeⅠ由淡水新角形虫属(Ceratonova)的C.shasta和C.gasterostea构成,位于系统树的基部;CladeⅡ由

U.mugilum,M.bulani以及6个角形虫属的物种构成;CladeⅢ由绝大多数角形虫属物种构成,其中哈利特角

形虫中国株系与澳大利亚株系相聚后再与C.thalassomae和C.robertsthomsoni构成的一支形成姐妹群关系。

表2 哈利特角形虫与相似种的18SrDNA序列相似度(右上)与遗传距离(左下)

Tab.2 Similarities(upperrightdiagonal)andthegeneticdistances(lowerleftdiagonal)of
C.hallettaeanditssimilarspeciesbasedon18SrDNAsequences

物种名
GenBank
登录号

物种编号

C.hallettae(中国)C.hallettae(澳大利亚)C.auratae C.gurnardi C.thalassomae

C.hallettae(中国) MW035086 99.60% 90.10% 89.10% 92.50%

C.hallettae(澳大利亚) FJ204248 0.0038 88.80% 88.20% 92.10%

C.auratae KP765721 0.1084 0.1075 91.00% 88.10%

C.gurnardi MG554470 0.1036 0.1027 0.0698 87.50%

C.thalassomae EU045332 0.0695 0.0696 0.1182 0.1089

图2 哈利特角形虫中国株系与澳大利亚株系的18SrDNA变异位点的比较

Fig.2 Thecomparisonofvariationsitesof18SrDNAofC.hallettaefromChinastrainandAustraliastrain

3讨论

笔者在中国福建省厦门市沿海褐蓝子鱼的胆囊中检获到哈利特角形虫,这是在中国首次检出该寄生虫,褐
蓝子鱼为它的宿主新纪录。将哈利特角形虫中国株系与澳大利亚株系进行形态比较后发现,它们在形态学量度

上略有差异,两者孢子长均值相差0.9μm,孢子厚均值相差1.6μm,极囊均值相差0.62μm,孢子夹角均值相差

10°。以往的研究表明:以18SrDNA为分子标记的黏孢子虫遗传距离范围为0.000~0.007、相似度范围为

98.60%~100%时,应为同种[16-17]。在本研究中,哈利特角形虫两株系18SrDNA序列遗传距离为0.0038,相
似度为99.60%。因此哈利特角形虫中国株系和澳大利亚应为同一物种且两株系在形态量度与分子特征上的差

异属于种内水平。同时,哈利特角形虫中国株系与澳大利亚株系的18SrDNA序列间存在7个变异位点,且分歧

度为0.38,表明两个株系已发生分化而形成了不同的种群。宿主种类差异与长期的地理隔离可能是造成哈利特

角形虫中国株系与澳大利亚株系在分子(18SrDNA)和形态上发生分化的主要原因。
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  注:系统树节点的数值表示支持率(BI/ML);拉丁学名后为GenBank登录号

图3 利用BI和 ML法构建的角形虫18SrDNA系统发育树

Fig.3 Phylogenetictree(BI/ML)ofceratomyxidsgeneratedbasedon18SrDNAsequences
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基于18SrDNA构建的角形虫系统发育树主要形成3大支系:由肠道寄生的淡水新角形虫属物种构成的

CladeⅠ处于系统树的基部,为最早分化的支系;构成CladeⅡ的物种均为胆囊寄生,其中除C.leatherjacketi寄

生于海洋鱼类外,其余物种均寄生于淡水或广盐性鱼类。这一支系可能是角形虫淡水和海水适应辐射的一个过

渡类群[4,10,18];其余角形虫构成CladeⅢ,为角形虫系统中最大的支系,其中所含物种均为海洋鱼类胆囊寄生。
哈利特角形虫中国株系与澳大利亚株系形成的一支聚于CladeⅢ中的亚支 A中,它们与C.thalassomae和

C.robertsthomsoni所构成的一支具有最近的系统关系。有研究指出,角形虫的系统发育与宿主类群有着非常

密切的关系:一般而言,宿主亲缘关系越近,寄生于它们体内的角形虫具有更近的系统关系[9,19]。从图3可知:哈
利特角形虫中国株系的宿主褐蓝子鱼隶属鲈形目(Perciformes)蓝子鱼科(Siganidae),而澳大利亚株系的宿主单

斑裸颊鲷隶属鲈形目裸颊鲷科(Lethrinidae)。与亚支A中其他角形虫所寄生的宿主类群相比,裸颊鲷科与隆头

鱼科(Labridae)、鮨科(Serranidae)、天竺鲷科(Apogonidae)、鲷科(Sparidae)的亲缘关系更近,而与蓝子鱼科的亲

缘关系较远[20-22]。这表明哈利特角形虫的原始宿主应为单斑裸颊鲷,褐蓝子鱼为哈利特角形虫通过宿主转移并

经过长期的适应而获得的新宿主。
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ANewHostRecordofCeratomyxahallettaeandtheComparisonof
TwoDifferentGeographicStrains

HUANGYanmei,ZHAOYuanjun,YANGChengzhong
(ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,CollegeofLifeSciences,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]ToresearchthegeneticdifferentiationofCeratomyxahallettaefromdifferentgeographiclocalitiesandhosts.
[Methods]Basedonthe morphologicalcharacteristics,18SrDNAsequencefeatures,phylogeneticanalysis,hostspeciesand

geographicdistributionofdifferentstrains(ChinaandAustralia)ofC.hallettaetoinvestigategeneticdivergence.[Findings]

SiganusfuscescensisthenewhostforC.hallettae.ThemorphologicalanalysisofC.hallettaefromChinaandAustraliashowed
thatthereweresomeslightlymorphologicaldifferences.Themolecularcharacteristicanalysisofbothstrainsshowedthattherewere
sevenvariablesites,andthe18SrDNAsequencesimilarityandgeneticdistanceofbothwere99.60%and0.0038,respectively.
PhylogeneticanalysissuggestedthatChinesestrainofC.hallettaewasclusteredinthecladeofmarineCeratomyxaandformeda
sister-grouprelationshipwiththeAustralianstrain.[Conclusions]Thedifferenthostspeciesandlong-termgeographicalisolation
maybethemainreasonsforthemolecularandmorphologicaldifferentiationindifferentstrainsofC.hallettae.Combiningthe
analysesofphylogeny,geographicdistributionandhostaffinity,theresultsindicatedthattheoriginalhostofC.hallettaemightbe
Lethrinusharak,andtheS.fuscescensshouldbeitsnewhostaftertheparasiteexperiencedhostshiftevents.
Keywords:Ceratomyxahallettae;newrecord;hostshift;18SrDNA
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