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不同保存方式对吴李碘泡虫孢子形态的影响

柳　阳　郭庆祥　翟艳花　顾泽茂

华中农业大学水产学院/淡水水产健康养殖湖北省协同创新中心/农业部淡水生物繁育重点实验室,武汉４３００７０

摘要　研究了４种保存方式(５％甲醛、１０％甲醛、９５％乙醇、－２０℃冷冻)对吴李碘泡虫孢子形态的影响进

行研究,结果表明,５％甲醛保存７d后孢子各指标与新鲜孢子相比无显著性差异,但保存３０d后孢子部分指标

显著小于新鲜孢子,说明５％甲醛可以用于短暂(７d以内)保存吴李碘泡虫孢子.其他３种保存方式保存７d和

３０d均导致孢子形态学指标与新鲜样品存在显著性差异.保存过程中,孢子各形态指标的变化率不同,说明保

存时孢子发生不规则变形.保存相同时间,９５％乙醇对孢子各形态指标影响最大,其次依次为－２０℃冷冻、

１０％甲醛、５％甲醛.随着保存时间的延长,除１０％甲醛保存孢子总体变化率增大外,其他３种保存方式保存孢

子总体变化率均减小,说明延长保存时间吴李碘泡虫孢子并非一直收缩.
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　　粘孢子虫(Myxosporea)是一类重要的后生动

物寄生虫,除少数种类寄生两栖类、爬行类、鸟类和

哺乳类外,主要寄生鱼类[１Ｇ５].粘孢子虫可寄生于鱼

类体表、内脏器官或器官腔内,影响宿主生长发育,
降低商品鱼价值,严重时直接导致养殖鱼类大量死

亡,已成为我国鱼类养殖的重要寄生虫病原体[６Ｇ１０].
粘孢子虫物种多样性研究是该类群系统分类、

起源与进化、流行病学及病害防控的基础.同时,准
确的物种鉴定是粘孢子虫物种多样性研究的重要前

提.目前粘孢子虫物种鉴定主要依据成熟孢子的形

态学比较、分子序列分析及寄生特性分析[１１Ｇ１４].生

物进化的连续性决定了生物形态的稳定性,因此形

态学比较是最为基础和直观的物种鉴定方法[１５].
形态数据分析是粘孢子虫形态学鉴定的重要内容,
其中来源于新鲜孢子的形态学数据最具代表性[１６].
然而,由于野外采样时实验条件限制或其他原因,不
能获得新鲜孢子的形态学数据,保存样品的形态学

数据常用于粘孢子虫形态学鉴定[５,１７Ｇ２０].粘孢子虫

个体微小,不同保存方式、保存时间均会对孢子形态

造成不同程度的影响,进而影响粘孢子虫形态学鉴

定的准确性.为了提高粘孢子虫形态学鉴定的准确

性,本文对４种常用保存方式(５％甲醛、１０％甲醛、

９５％乙醇、－２０℃冷冻)对吴李碘泡虫孢子形态的

影响进行了系统研究.

1　材料与方法

1.1　样品收集与保存

寄生粘孢子虫的异育银鲫(体长１２．３cm,体质

量１９g)采自洪湖市某养殖池塘,活体带回实验室.
解剖病鱼,取出孢囊,新鲜孢子不经处理立即进行形

态学观察与测量,其他样品分别用５％甲醛、１０％甲

醛、９５％乙醇、－２０℃冷冻保存.
1.2　形态学数据测量

利用 NikonE８０i显微镜观察粘孢子虫新鲜孢

子并拍照,测量孢子长、孢子宽、孢子厚、大极囊长、
大极囊宽、小极囊长、小极囊宽(n＝３０)等数据.样

品分别保存７d与３０d后测量其形态学数据.根据

毛毛等[２１]方法计算粘孢子虫孢子各测量指标变化

率(即处理组某一测量指标相对于新鲜孢子测量值

减少或增加的百分率)与总变化率(即处理组所有测

量指标变化率的平均值).
1.3　基因组 DNA 提取及 18S rDNA 基因扩增与测序

　　将９５％乙醇固定的部分孢子移入５００μL细胞

裂解液中(１００mmol/L氯化钠,１０mmol/LTris,
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１０mmol/LEDTA,０．２％ SDS,２０mg/mL蛋白酶

K),５５℃水浴,过夜.利用细胞/组织基因组 DNA
提取试剂盒(BioＧTekeTM,北京)提取粘孢子虫的基

因组DNA.根据Liu等[２２]方法扩增粘孢子虫１８S
rDNA基因序列.PCR产物利用１％琼脂糖凝胶电

泳分离.目的条带利用琼脂糖凝胶回收试剂盒

(AxyPrepTM,杭州)纯化回收.回收产物直接在

ABI３７３０XL DNA 测 序 仪 (Applied Biosystems
Inc．,Foster,USA)上利用扩增引物双向测序.测

序结 果 利 用 SEQMAN 程 序 (DNASTARINC．,

Madisom,Wis)进行拼接,并根据测序峰图进行人

工校 正,将 拼 接 完 成 的 序 列 提 交 至 GenBank数

据库.
1.4　统计分析

形态学数据利用SPSS２１统计软件进行单因素

方差分析(OneＧwayANOVA).

2　结果与分析

2.1　物种鉴定

该粘孢子虫寄生于异育银鲫肝脏,造成宿主腹

部鼓起(图１A),在肝脏中形成１．５~４．３cm 的巨大

孢囊 (图 １B).孢 子 壳 面 观 呈 梨 形,后 端 钝 圆

(图１C),孢子长１７．７±０．６(１６．１~１８．６)μm,孢子

宽１２．０±０．４ (１１．０~１３．０)μm,孢子厚９．０±０．３
(８．０~９．６)μm;２个极囊呈梨形,大小稍有差别,大
极囊长９．６±０．５(９．０~１０．８)μm,大极囊宽３．９±
０．３(３．１~４．１)μm,小极囊长８．９±０．５(７．８~９．８)

μm,小极囊宽３．８±０．２(３．０~４．３)μm,极囊内极丝

７~９圈,极突明显;圆形嗜碘泡可见但不明显.该

粘孢子虫形态特征及测量数据与吴李碘泡虫形态特

征一致(表１).本文扩增获得１５２８bp的１８SrDＧ
NA序列(KJ７２５０８１).序列分析显示该序列与GenＧ
Bank中 吴 李 碘 泡 虫 １８SrDNA 序 列 (EF６９０３００,

HQ６１３４１２)一致.形态学特征比较与分子序列分析

均显示本文采集的寄生异育银鲫肝脏的粘孢子虫为

吴李碘泡虫.
2.2　不同保存方式保存 7 d 对吴李碘泡虫孢子形

态的影响

　　保存７d后,除５％甲醛外,其他保存方式均使

得吴李碘泡虫形态指标与新鲜样品相比发生了显著

变化(表２).但是不同保存方式对吴李碘泡虫各个

指标的影响不尽相同.在孢子长方面,仅１０％甲醛

对孢子具有显著收缩作用.在孢子宽方面,除５％
甲醛外,其他保存方式均对孢子具有显著收缩作用,

　A:异育银鲫寄生吴李碘泡虫导致腹部鼓起,标尺５cmCarassiusauratusgibelioinfectedbyMyxoboluswuliiwithswollenabdoＧ

men,scalebar５cm;B:异育银鲫腹部的孢囊(箭头所示),标尺２cmTheinfectedfishshowingenlargedhepatopancreas(arrow),scale

bar２cm;C:吴李碘泡虫新鲜孢子,标尺１０μmFreshsporesofMyxoboluswulii,scalebar１０μm．

图１　异育银鲫寄生吴李碘泡虫

Fig．１　MyxoboluswuliiinfectingCarassiusauratusgibelio

８８
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表１　不同种群吴李碘泡虫形态学比较

Table１　MorphologicalcomparisonofdifferentpopulationsforMyxoboluswulii

项目Items 吴李碘泡虫(本文)M．wulii(Thisstudy) 吴李碘泡虫[８]M．wulii 吴李碘泡虫[２３]M．wulii

宿主 Host
异育银鲫

C．auratusgibelio
异育银鲫

C．auratusgibelio
异育银鲫

C．auratusgibelio
寄生部位 Siteofinfection 肝脏 Hepatopancreas 肝脏 Hepatopancreas 肝脏 Hepatopancreas

孢子长/μmSporelength １７．７±０．６(１６．１~１８．６) １８．０±０．８(１６．０~１９．６) １７．７(１６．５~１８．９)

孢子宽/μmSporewidth １２．０±０．４(１１．０~１３．０) １１．３±０．６(９．８~１２．０) １０．６(９．１~１０．８)

孢子厚/μmSporethickness ９．０±０．３(８．０~９．６) ８．９±０．４(７．８~９．８) ８．３(７．２~９．０)

大极囊长/μm
Largepolarcapsulelength

９．６±０．５(９．０~１０．８) ９．２±０．６(７．８~１０．０) ９．３(８．４~９．９)

大极囊宽/μm
Largepolarcapsulewidth

３．９±０．３(３．１~４．１) ３．９±０．２(３．１~４．３) ３．７(３．４~４．０)

小极囊长/μm
Smallpolarcapsulelength

８．９±０．５(７．８~９．８) ８．６±０．５(７．５~１０．０) ９．０(８．１~９．２)

小极囊宽/μm
Smallpolarcapsulelength

３．８±０．２(３．０~４．３) ３．８±０．３(３．０~４．２) ３．６(３．４~３．８)

极丝圈数 No．filamentturns ７~９ ７~９ ７~９

其中,－２０ ℃ 冷 冻 对 孢 子 影 响 最 大 (变 化 率 为

７．５％).在孢子厚方面,除５％甲醛外,其他保存方

式均对孢子具有显著收缩作用,其中９５％乙醇对孢

子影响最大(变化率为１０％).在大极囊长方面,

１０％甲醛与－２０℃冷冻对孢子具有显著收缩作用.
在大极囊宽方面,４种保存方式均未对孢子造成显

著影响.在小极囊长方面,９５％乙醇与－２０℃冷冻

对孢子具有显著收缩作用.在小极囊宽方面,仅

９５％乙醇对孢子具有显著收缩作用.
2.3　不同保存方式保存 30 d 对吴李碘泡虫孢子形

态的影响

　　保存３０d后,４种保存方式均使得吴李碘泡虫

形态指标与新鲜样品相比发生了显著变化(表２).
但是不同保存方式对吴李碘泡虫各个指标的影响也

不尽相同.在孢子长方面,５％甲醛与９５％乙醇对

孢子具有显著收缩作用.在孢子宽方面,除５％甲

醛外,其他保存方式均对孢子具有显著收缩作用.
在孢子厚方面,４种保存方式均对孢子具有显著收

缩作用.在大极囊长方面,９５％乙醇与－２０℃冷冻

对孢子具有显著收缩作用.在大极囊宽方面,仅

１０％甲醛对孢子具有显著收缩作用.在小极囊长方

面,仅９５％乙醇对孢子具有显著收缩作用.在小极

囊宽方面,４种保存方式均未对孢子造成显著影响.
2.4　不同保存方式保存不同时间后吴李碘泡虫孢

子变化率

　　不同保存方式对吴李碘泡虫孢子具有不同程度

的影响(表３).在保存相同时间时,９５％乙醇对孢

子的收缩作用最大,其次依次为－２０℃冷冻、１０％
甲醛、５％甲醛.保存３０d与保存７d相比,１０％甲

醛保存孢子总体变化率增大,其他３种保存方式孢

子总体变化率均减小.另外,４种保存方式保存一

定时间后,吴李碘泡虫各形态指标的变化率不一致.

3　讨　论

形态学比较是粘孢子虫物种鉴定的重要内

容[３,６].毛毛等[２１]发现多种固定液均对粘孢子虫孢

子形态有显著影响,采用固定样品的形态学数据进

行形态学分析将会影响粘孢子虫物种鉴定的准确

性.为了解决野外采样无法获得新鲜孢子形态学数

据的问题并提高粘孢子虫形态学鉴定的准确性,本
文对４种保存方式对吴李碘泡虫孢子形态的影响进

行了系统研究.
本研究发现,４种保存方式均对吴李碘泡虫孢

子形态产生影响.保存时间相同时,９５％乙醇对孢

子的影响最大,其次依次为－２０℃冷冻、１０％甲醛、

５％甲醛.毛毛等[２１]通过研究８种固定液对粘孢子

虫孢子形态的影响,发现１００％乙醇对孢子的影响

最大.本研究与毛毛等[２１]研究均说明高浓度乙醇

对孢子具有较大的影响,其保存样品不适合用于形

态学研究.１０％甲醛保存武汉单极虫与咽碘泡虫

３０d 后 其 孢 子 总 体 变 化 率 分 别 为 １．３８％ 和

２．３３％[２１],但本研究发现１０％甲醛保存吴李碘泡虫

９８
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３０d后孢子总体变化率为２．７０％,说明同种固定液

对不同粘孢子虫孢子的影响并不相同.这可能是由

于不同粘孢子虫孢子壳瓣的结构与组成不同所致.
随着保存时间的延长,除１０％甲醛保存孢子总体变

化率增大外,其他３种保存方式保存孢子总体变化

率均减小,说明延长保存时间粘孢子虫孢子并非一

直收缩.毛毛等[２１]亦发现不同固定液随着保存时

间的延长孢子总体变化率变化趋势不同.另外,毛
毛等[２１]发现１０％甲醛保存样品随着时间的延长武

汉单极虫与咽碘泡虫孢子总体变化率均减小与本文

发现的吴李碘泡虫孢子总体变化率增大不同,说明

同种固定液对不同粘孢子虫孢子的变形趋势不同.
同时,本研究发现４种保存方式保存一定时间后孢

子各指标变化率不一致,说明在保存过程中孢子发

生不规则变形.
尽管４种保存方式均对吴李碘泡虫孢子形态产

生影响,但统计分析发现５％甲醛保存１周后孢子

形态学数据与新鲜孢子相比无显著性差异,保存

３０d后保存样品孢子长与孢子厚显著小于新鲜孢

子,说明５％甲醛可以用于短暂(７d以内)保存吴李

碘泡虫.由于不同粘孢子虫孢子壳瓣的结构与组成

不同,５％甲醛是否能用于短暂保存其他粘孢子虫仍

需进一步研究.
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Effectsofdifferentpreservationmethodsonmorphology
ofMyxoboluswuliispores

LIUYang　GUOQingxiang　ZHAIYanhua　GUZemao
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Abstract　Effectsof４commonpreservationmethods(５％formalin,１０％formalin,９５％alcoholand
－２０℃frozen)onsporemorphologyofMyxoboluswuliiwereinvestigatedinthepresentstudy．ComＧ
paredwithfreshspores,onlythesporespreservedin５％formalinfor７dshowednosignificantdifferＧ
encesinmeasurements(P＜０．０５),whichindicatedthat５％formalinisasuitablefixativeforM．wulii
sporespreservationforashortperiodoftime(lessthan７d)．Thechangeratesofmeasurementindexes
ofpreservedsporesweredifferent,indicatingthatthepresentpreservation methods madeM．wulii
sporesdeformirregularly．ForsporespreservedbydifferentpreservationmethodsinthesametimeperiＧ
od,９５％alcoholyieldedthemaximumcontraction,followingby－２０℃frozen,１０％formalinand５％
formalin．Thetotalchangeratesofspores,exceptforthatpreservedin１０％formalin,decreasedwiththe
extensionofpreservationtime,indicatingthatthepreservingsporesdoesn’talwaysshrinkcontinuously．
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