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秉志锥虫的重描述及其系统发育分析

吴　昊　顾泽茂

华中农业大学水产学院,武汉４３００７０

摘要　为丰富鱼类锥虫的物种资源,了解养殖鱼类锥虫的感染情况,通过调查湖北地区鱼类锥虫的感染情

况,在武汉市江夏区牛山湖渔场养殖的鲫血液中分离到一种锥虫,并采用形态学和分子生物学数据对该锥虫进

行描述.通过形态特征和衍征的比较与分析,发现该锥虫与秉志锥虫(Trypanosomapingi)形态一致,故鉴定为

秉志锥虫.扩增并获得秉志锥虫的１８SrDNA分子序列,通过序列比对分析,发现其与黄颡锥虫(Trypanosoma

pseudobagri)１８SrDNA序列相似性最高,为９４．６２％,分子系统发育树分析显示秉志锥虫落于淡水鱼类锥虫支

类,与黄颡锥虫(Trypanosomapseudobagri)形成姊妹群.
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　　锥虫(Trypanosoma)隶属于动基体目(KinetoＧ
plastida)、锥 虫 亚 目 (Trypanosomatina)、锥 虫 科

(Trypanosomatidae)、锥虫属(Trypanosoma).自

１８４１年研究人员首次在鲑鳟鱼类血液中发现锥虫

以来,其研究已经历了近２００年的历史.但国内鱼

类锥虫的研究起步较晚,最早由陈启鎏于 １９５５、

１９５６年[１Ｇ３]在青鱼、鳙和草鱼血液中发现锥虫寄生,
简单描述后分别命名为青鱼锥虫(Trypanosoma
mylopharyngodoni)、鳙锥虫(TrypanosomaarisＧ
tichthvsi)和鲩锥虫(TrypanosomactenopharyngＧ
odoni).１９９３年,张其中等[４]对四川省涪江合川江

段捕获的大鳍鳠寄生原虫种类进行调查时,发现并

鉴定了包括鳠锥虫(T．hemibagri)在内的１０种寄

生原虫.１９９４年,赵元莙等[５]在重庆市沙坪坝区采

得的泥鳅血液中发现锥虫寄生,对新种泥鳅锥虫

(T．miagurni)进行了描述和报道.
尽管我国早期关于鱼类锥虫的研究并不少见,

但是主要是以物种调查和简单形态学描述为主,且
大部分锥虫种类的形态学记录很不完善,描述过于

简单,缺乏光学显微镜照片等一些实质素材.近几

年,顾泽茂等[６Ｇ８]采用了１３种形态特征及衍征,对鳢

锥虫、鳜锥虫、黄颡鱼锥虫等一批物种进行了厘定,
发现了一些新记录种和新种,并有效补充了相应的

形态数据和分子数据.然而,我国目前有关鱼类锥

虫的调查和研究仍十分有限,许多种类缺乏详尽的

分类信息,导致我国鱼类锥虫分类学研究的滞后.
因此,亟需开展我国鱼类锥虫的区域分布及物种多

样性的深入研究,借助现有的分子生物学手段,补充

描述现有物种,发现或挖掘隐存种,丰富我国鱼类锥

虫的物种资源.
笔者拟对采自鲫血液中的一种锥虫进行研究,

通过形态学比较,将其鉴定为秉志锥虫,并对其进行

形态学补充描述和相关的系统发育分析,以期为补

充我国锥虫物种资源并完善鱼类锥虫的系统发育关

系奠定基础.

1　材料与方法

1.1　样品采集

试验用鱼采自湖北省武汉市牛山湖.活鱼运输

至实验室,使用０．２mg/mL 的 MSＧ２２２(Sigma)麻

醉,２mL注射器在试验前先用肝素钠浸润,采用尾

静脉取血法抽取全血,向全血中加入少许锥虫稀释

缓冲 液,混 合 后 用 离 心 机 ３０００r/min 离 心 １０
min,混合物分层后取位于白细胞上层的锥虫于玻

片上,在２００倍光学显微镜下观察锥虫活体运动

情况.
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1.2　薄血片的制作

取红细胞上层的锥虫层,采用薄血涂片的方式

涂片,自然干燥后,用无水甲醇固定,然后用磷酸缓

冲液配制的吉姆萨(pH＝６．７)染液染色,常规封片.
在１００倍油镜下观察虫体特征并拍照.选取完整虫

体进行形态学数据测量,测量值精确至０．１μm.
本研究采用了１３个形态度量参数对锥虫进行

形态学描述[９],这１３个形态度量参数分别为:体长

(BL)、体宽(BW)、自由鞭毛长度(FF)、全长(包括

自由鞭毛)(L)、胞核长(NL)、胞核宽(NW)、胞核中

心到前端的距离(NA)、后端到胞核中心的距离

(PN)、胞核参数(评定胞核在细胞中的位置)(NI＝
PN/NA)、动核到胞核中心的距离(KN)、后端到动

核的距离(PK)、动核参数(KI＝PN/KN)及鞭毛参

数(FI＝L/FF).
1.3　虫体的分离纯化

用Percoll试剂和DEAE纤维素层析柱分离纯

化虫 体[１０],具 体 操 作 为:抽 取 样 品 鱼 血 液,１５０
IU/mL的肝素钠抗凝处理.向抗凝血中迅速加入

与血液相同体积的 Percoll分离液;将含虫血样品

以３０００r/min离心１０min,静置３~５min后小心

从白细胞层吸取锥虫悬混液及上部血浆(应尽量避

免吸到红细胞层).加入与上部悬混液同等体积的

Percoll分离液,３１００r/min离心１０min,收集含虫

沉着物,加入２倍量的PSG混匀后放置４℃冰箱预

冷３０min,然后过 DEAEＧ纤维素柱,洗脱得到较纯

的锥虫悬混液.
1.4　DNA 提取

经分离纯化后 的 虫 体 集 中 至 PCR 管,使 用

REDＧExtractＧNＧAmpTM 组 织 DNA 提 取 试 剂 盒

(Sigma,St．Louis)提取虫体的基因组 DNA,具体步

骤参照试剂盒的说明书进行.
1.5　18S rDNA 片段的扩增及回收

PCR扩增引物为锥虫１８SrDNA 序列特异性

引物[１１](表１).PCR反应体系为２５μL,包括基因

组DNA２μL(５０ng),引物各１μL,２×ES Mix
１２．５μL(康为,北京),ddH２O８．５μL.扩增反应在

PCR仪(EppendorfnexusGX２)上进行,反应条件

设置如下:９４℃预变性５min,５个循环包括９４℃
１min,４８℃３０s,６８℃１min,随后的３５个循环包

括９４℃１min,５２℃３０s,７２℃１min,最后６８℃
延伸２０min.扩增产物采用１％的琼脂糖凝胶进行

电泳检测,并在紫外照胶仪下切取目的条带,参照快

速琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒(康为,北京)说明

书进行纯化和回收.
1.6　PCR 产物的连接和转化

纯化 后 的 PCR 产 物 参 照 说 明 书 连 接 于

pMD１８ＧT (TaKaRa,大连)载体,感受态细胞采用

DH５α(全 式 金,北 京).在 ３７ ℃ 下 用 含 有 氨 苄

(AMP)的固体 LB培养基培养８h,挑取单菌落进

行培养.通用引物 M１３(＋)/M１３(－)做PCR阳性

检测.对阳性克隆进行测序,拼接后获得１８SrDＧ
NA序列.
1.7　序列分析

将获得序列与 GenBank中其他锥虫序列进行

相似性比对,寻找同源性核苷酸序列,确定其种类.
将所测序列与从 GenBank上下载的相关序列,利用

MAFFT进行多序列比对,Gblock进行校正,使用

软件 Mrmodeltest计算最佳替代模型,分别使用

Mrbayes[１２]和 Phyml[１３]软件分别构建 BI和 ML
树,最后合并成一棵系统发育树.

表１　锥虫１８SrDNA序列扩增和测序所用引物

Table１　Primersequencesusedtoamplifyandsequence

１８SrDNAsequenceofTrypanosome

引物 Primer 序列 Sequence 文献 Reference
SＧ７６２ ５′Ｇgacttttgcttcctcta(at)tgＧ３′ Maslovetal[１３]

SＧ７６３ ５′ＧcatatgcttgtttcaaggacＧ３′ Maslovetal[１３]

MＧ４３ ５′ＧggccatgcaccaccattＧ３′ 本研究 Thisstudy
MＧ４４ ５′ＧggattgtcgtattcaatggＧ３′ 本研究 Thisstudy

2　结果与分析

2.1　秉志锥虫补充描述

２０１４年在中国湖北省武汉市牛山湖捕获的鲫

血液中采集到锥虫样本,在被检测的２０个鲫样品

中,有１４个样品感染锥虫,感染率达到７０％.在镜

检过程中,仅发现锥鞭毛期的锥虫,未发现其他发育

时期或形态的锥虫.随机选取８０个形态完整的样

本,通过形态特征值测量,对其进行了详细的描述,
补充了形态学数据及吉姆萨染色照片.同时,我们

获得了１８SrDNA 序列数据,构建系统发育树后分

析表 明,秉 志 锥 虫 与 黄 颡 锥 虫 (Trypanosoma
pseudobagri)形成姊妹群,具有较为相近的亲缘关

系,但二者的序列相似性只有９４．６２％,应为不同种

类.分类学描述如下:
秉 志 锥 虫 (Trypanosoma pingi Chen and

Hsieh,１９６４)
寄主:鲫 (Carassiusauratus)

０９
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寄生部位:血液

地点:湖北省武汉市牛山湖

流行情况:１４/２０(７０％)
标本保存.吉姆萨染色的样本:正模标本,标本

号２０１４Q０１７;副模标本,标本号２０１４Q０１８,均保存

于华中农业大学水产学院水生动物医学系,武汉.
分类学描述:虫体较长而窄,前后两端都比较尖

细.波动膜(UM)发达,一般有４~６个波状起伏,
波动膜宽为０．６０~１．４３μm,平均值为１．０９μm,细
胞质中存在一些深染的颗粒和少数空泡.虫体长平

均值为２８．７μm,虫体宽(BW)为０．７~１．６μm,平均

值为１．２μm.自由鞭毛较长,约为虫体本体长度的

一半,鞭毛长(FF)为１０．９~１５．４μm,平均值为１１．５

μm.细胞核长椭圆形,胞核长(NL)为２．１~４．５

μm,平均值为３．３μm,胞核宽(NW)为０．８~１．４

μm,平均值为１．１μm,胞核位于虫体中部稍微靠前

的位置,平行于虫体的长轴.胞核参数(NI)为１．０~
１．４,平均为１．２;动核圆形或卵圆形,位于身体后端,
动核参数(KI)为１．１~１．２,平均值为１．１.吉姆萨染

色照片见图１.手绘素描图见图２.

图１　秉志锥虫血液锥鞭毛期吉姆萨染色的光学显微镜照片(刻度尺１０μm)

Fig．１　PhotomicrographsofGiemsastainedbloodstreamformsofT．pingi(Scalebar１０μm)

2.2　分子特性

PCR扩增获得的秉志锥虫的基因序列包含２
２１５个碱基,平均C＋G含量为４９．５９％.该序列与

黄颡锥虫的１８SrDNA序列相似性为９４．６２％,存在

１１６个位点差异.
用 Phyml和 MrBayes２种建树方法分别构建

的系统发育树拓扑结构基本一致,因此,将其合并为

一棵树.结果显示所有淡水鱼类锥虫聚为一大支,
内分３个群,秉志锥虫处于淡水鱼类锥虫支内,与黄

颡锥虫有较高的置信值(１００/９９),与其他的鱼类锥

虫形成姊妹群(图３).

3　讨　论

本研究通过对比采集自鲫血液中的锥虫与早期

陈启鎏等[１４]报道的秉志锥虫发现,虫体的体长、自
由鞭毛长等体型特征值相差仅３μm 左右,且测量

值的范围有很大的重复.另外２种锥虫的细胞核和

动核在虫体中的位置也一致.尽管按照现行的形态

学分类标准,早期的描述缺乏 KN、PN、L、NI和 KI
等可度量值,但是根据锥虫的大小、形态特征、宿主

特性以及素描图等,本次在鲫血液中分离得到的锥

虫与秉志锥虫(T．pingi)十分相似.２００７年,顾泽

茂[９]在武汉牛山湖捕获的鲫的血液中同样发现某

种锥虫,并将其鉴定为秉志锥虫(T．pingi).本研

究通过和顾泽茂[９]描述的秉志锥虫比较后,发现

除虫体较小外,虫体的形态特征和形态学数据基

本一致.
本研究分离的秉志锥虫(T．pingi)形态特征的

１９
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　AＧD分别为图１AＧD的素描图,E、F引自陈启鎏等[１４],G、H 引自顾泽茂[９];刻度尺为１０μm.FigsAＧD,drawnfromFig．１AＧD;Figs

E,FredrawnrespectivelyfromChenetal[１４]．FigsG,HredrawnrespectivelyfromGu[９]．Scalebar１０μm．

图２　从鲫鱼血液分离的锥鞭毛期锥虫吉姆萨染色后的素描图

Fig．２　DrawingofGiemsa,stainedtypicaltrypomastigotesofT．pingifromcruciancarps

大小与陈启鎏等[１４]及顾泽茂[９]所描述的秉志锥虫

的形态参数的比较见表２.因此,本研究在鲫血液

中分离得到的锥虫应为秉志锥虫(T．pingi),并补

充完善了形态学数据.
利用１８SrDNA序列构建系统发育树,结果显

示淡水鱼类锥虫聚为一支,内分３个群.秉志锥虫

和黄颡锥虫(T．pseudobagri)[１５]以较高的置信值

形成姊妹群(１００/９９),将２条序列进行比对后发现,

它们 的 相 似 性 只 有 ９４．６２％,其 中 存 在 １１６ 个

位点的差异,这表明它们是不同的物种.而根据早

期对黄颡锥虫的报道,比较黄颡锥虫和秉志锥虫的

形态特征后发现,两者的体形明显不同,各项形态特

征值均差别较大,细胞核、动核在虫体中的相对位置

也有较大差别,就形态特征而言,两者差异明显.本

研究分离的秉志锥虫形态特征的大小与黄颡锥虫

(T．pseudobagri)形态参数的比较见表３.因此,根

２９
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各分支上的数值分别表示BI/MLThenumberatthenodesrepresentBI/ML．

图３　利用BI法构建的鱼类锥虫的１８SrDNA序列系统发育树

Fig．３　PhylogenetictreeoffishtrypanosomesusingBImethodinferredfrom１８SrDNAsequences

据形态特征及分子数据的比较分析,认为秉志锥虫

和黄颡锥虫是两个不同种的锥虫.
本文对秉志锥虫进行了重描述,补充了形态特

征数据,并提供了吉姆萨染色照片.然而,我国鱼类

锥虫研究起步较晚,至今只有不足３０种鱼类锥虫被

报道,且仅限于简单的形态学描述,不仅缺乏很多有

效的形态特征数据,还缺少吉姆萨染色照片及素描

图等实质资料.另外,早期鱼类锥虫的分类和命名

主要依据于特异的宿主模式,后通过交叉感染证明

这种宿主特异性并不一定存在[１６],因此,这可能导

致目前一些锥虫种类的有效性出现争议.而随着分

子生 物 学 技 术 的 发 展 以 及 PCR 技 术 的 应 用,

１８SrDNA 基因序列被广泛作为分子标记,用于物

种分类学鉴定,分子方法也成为淡水鱼类锥虫分类

鉴定的重要手段[１７Ｇ１９],然而早期的研究普遍缺乏分

子学信息,给鱼类锥虫的物种鉴定及系统发育研究

带来诸多障碍.我国幅员辽阔,鱼类资源丰富,现报

道的鱼类锥虫种类显然不足以涵盖我国所有的鱼类

锥虫物种.为丰富我国鱼类锥虫的物种资源,了解

鱼类锥虫的分布规律,阐明我国鱼类锥虫的起源与

进化关系,为鱼类锥虫疫情的预防监测,病源追踪和

防控策略的制定提供理论基础.因此,亟需通过更

加深入的鱼类锥虫物种调查,对已有物种或隐存种

开展进一步的研究,获得更多种类鱼类锥虫的形态

及分子数据,丰富我国鱼类锥虫的物种资源.
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RedescriptionandphylogeneticstudyofTrypanosomapingi

WU Hao　GUZemao

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Fishtrypanosomeisakindofflagellatedparasiticprotozoawhichparasitizesintheblood
offish,causingharmoffishandeconomiclosses．Clinicalsignsofthediseaseincludedepressed,general
oedemaandvisceralhemorrhage．Butthetaxonomicoftrypanosomeandbasicresearchisquitelimited
andbackward．Duringtheparasitefaunainvestigation,afreshwaterfishtrypanosomewasisolatedfrom
thebloodofcruciancarps．Accordingtothemorphologicalcomparisonbetweenthetrypanosomewegot
andothertrypanosomesdata,itwasidentifiedasTrypanosomapingiandwasredescribedusing１３morＧ
phometriccharacterizations．SSUrDNAsequenceswerealsocompared．Thesequencealignmentsrevealed
thatthepresentSSUrDNAsequencewasmostsimilartothatofTrypanosomapseudobagri(９４．６２％),

butthemorphologicalvariationweresignificantdifferent,suggestingthatT．pingiandT．pseudobagri
mightbedifferentgenotypes．

Keywords　Trypanosomapingi;redescription;１８SrDNA;phylogenetic
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