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摘要! 为了获知长江刀鲚寄生的异钩铗虫的分类学地位!采用光学%扫描电子显微镜和分子遗

传扩增 1:*A$%&基因 7Z端部分序列相结合的方法!对长江刀鲚寄生的异钩铗虫进行种属鉴

定和形态学研究$ 结果显示!后吸器与体前区分不明显!含有四对不对称的吸铗!其中一侧的

前 1 个开放几丁质吸铗明显大于其余 6 个封闭的吸铗!虫体尾部带有二对端钩!卵两端具有较

长的极丝$ 序列分析显示!林氏异钩铗虫与六棘异钩铗虫相似度为 322>!邻接法构建分子进

化树中处在同一分支$ 经形态及分子综合分析鉴定!此寄生虫为林氏异钩铗虫$

关键词! 刀鲚& 林氏异钩铗虫& 形态学& 寄生

中图分类号! ?87:18& *83019 4444444文献标志码'&

4 4 刀 鲚 # 9*(8(% )%-,-$ 隶 属 鲱 形 目

#-02L@:B/A8@C$

%

科 #,<DA920:E9@$鲚属"俗称刀

鱼"分布于北太平洋西部"中国东海(渤海和黄

海
)3 51*

"为长江中重要的洄游性鱼类"享有%长江

三鲜&美誉"其肉质鲜美"营养丰富"极受人们喜

爱"但因生态环境恶化导致刀鲚资源急剧下降+

自 122/ 年以来"刀鲚 %灌江纳苗&人工养殖方法

的应用"使其成熟繁殖(苗种培育技术逐步完

善
)/ 57*

"大规模养殖已初具规模"并逐渐成为淡水

养殖的优质资源+

生物与其周围的生长环境形成有机的统一

体"环境条件的改变对生物产生一定的影响+

早在 380: 年"徐
&

南等
)6*

对长江流域各段及周

边若干湖泊进行不定期采样检查"以刀鲚体上

的寄生虫作为 %生物指标& "对刀鲚在长江流域

的生殖洄游情况进行探讨+ Q/009A@H等
)0*

对 /

种生态型刀鲚中寄生蠕虫的群落结构和陈氏刺

棘虫的种群遗传结构进行了研究"结果表明"寄

生虫群落结构主要与刀鲚的生活环境相关"但

都未利用分子生物学与形态学相结合手段开展

系统学(分类学等方面的研究+ 本实验发现了

长江流域刀鲚鳃部寄生蠕虫"并分析了刀鲚寄

生虫的感染率(形态和遗传结构等重要特征值"

以期为刀鲚室内大规模养殖条件下的蠕虫流行

病学研究提供基础资料+

34材料与方法

!"!#样本采集

样品宿主刀鲚捕自长江流域江苏靖江段"采

集时间 1231 年 8 月+ 随机抽取 62 条刀鲚"平均

体长 31139 =8"体质量 917 D"在显微镜下观察鳃

部寄生虫并统计其数量"部分虫体清水冲洗干净

放至 87>的酒精保存+

!"$#形态结构观察

肉眼观察"将带有寄生虫刀鲚的鱼鳃取出并置

载玻片上"解剖镜下观察并将有虫体的鳃丝挑出"

放入离心管清水清洗数次后再置 "038L2C217N光

学显微镜下观察拍照+ 用于扫描电镜观测的样

品"清水冲洗干净后加入 117>的戊二醛固定 1 E

以上"磷酸盐缓冲液#6W*$洗涤"无水乙醇梯度脱

水"叔丁醇置换"真空冷冻干燥"粘片并镀金"之后

*7/222%扫描电镜下观察拍照+



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

444 水4产4学4报 /0 卷

!";#分子鉴定

模板4%&的制备44从 512 Y的 87>的酒

精保存液中取出虫体"置于 1 8'无菌离心管中"

无菌水清洗并放置 9 Y冰箱置换过夜"再次清洗

并采用 ?)&O,%?)&98L 4%&Q:<:R:H试剂盒

进行 4%&的提取"最后定容至 17

"

'无菌水中"

512 Y保存+

6-$扩增及扩增片段克隆44参照 Q/009A@H

等
)0*

"以 -43!#OF&OOFO&&--FO-OO&&OO&7

F-&FF$ 和 -417#FF&OFFF-FFFF--F--O-F$

为扩增林氏异钩铗虫#F1+1$*0%P*&$%1-8()30,1)($

1:*序列引物"由上海杰瑞有限公司合成+ 扩增

1:*序列6-$反应体系为 72

"

'!32 A6-$J2BB@A7

"

'"117 88/05'E%F6912

"

'"17 88/05'QD-0

1

912

"

'"32

"

8/05'引物各 112

"

'"#%D 酶#7 #5

"

'$217

"

'"4%&模板液 912

"

'"灭菌双蒸水 /217

"

'+ 反应条件为 87 Y预变性 7 8:<' 89 Y变性 /2

C"76 Y 退火 /2 C"01 Y延伸 62 C"循环 /7 次+ 扩

增产物经 3>浓度琼脂糖凝胶电泳检测分析+

将剩余 6-$产物跑回收胶并用 4%&凝胶回

收试剂盒纯化"纯化产物酶连到 LQ43:7F载体

上进行 F&克隆"筛选阳性克隆子提质粒送上海

杰瑞测序+

序列分析444%&序列拼接后"登录 %-W)

进行 J09CH比对分析"并下载相似性较高的序列+

-02CH90N多序列比对后采用 Q,O&软件中邻接

法构建了 1:*A4%&分子进化树+

14结果

$"!#形态描述

在长江流域捕获野生刀鲚中"发现其鳃部寄

生蠕虫"经形态观察鉴定"此寄生虫为林氏异钩铗

虫+ 虫体较大"近纺锥形"肉眼可见#图版
!

73$"

体表角质层较厚并有细密的环纹+ 林氏异钩铗虫

雌雄同体"具有 0 个睾丸"身体两侧具有发达的盲

肠"卵黄腺发达"布满肠两侧#图版
!

71$+ 虫体前

端钝圆"较窄"向后逐渐增宽#图版
%

73$+ 体前端

具向前凸口吸盘#图版
%

71$"口吸盘正下方为一

椭圆形生殖孔#图版
%

7/$"咽呈长筒型+ 虫体腹

面后端具高度分化的后吸器"后吸器与体前区分

不明显+ 后吸器不对称"具有 9 对"两侧边缘各自

平行排列"其中一侧 1 个为特大的开放几丁质吸

铗"其余为 6 个小的封闭型吸铗#图版
!

73"图版

%

73"9"7$+ 虫体尾部带有 1 对尖锐的弯钩"其中

边缘 3 对小钩较中间大#图版
%

76$+

图版
#

#林氏异钩铗虫的光学显微图
31林氏异构铗虫腹面观全貌#9 A$ ' 11林氏异构铗虫的后吸器#32 A$ ' /1虫卵#32 A$ +

):'.+

#

#O-30*-:-812':-(5+3@'.1-,-6="3./46'2/.(/ :18*.4123-52-0+

31"M@A900M:@K/BF;8()30,1)(#9 A$ ' 11+9LH/A/BF;8()30,1)(#32 A$ ' /1,DD /BF;8()30,1)(#32 A$1

44林氏异钩铗虫背(腹面体表均有明显的横向

皱褶"皱褶中发现有结节"结节表面含有分布较均

匀小孔"具有感觉和物质代谢交换的功能+ 此寄

生虫只发现于刀鲚鳃丝上"后吸器张开并吸铗鳃

丝上鳃小片#图版
%

70$"吸附后不移动"只是虫体

前端向前伸缩+ 破坏鳃丝的上皮细胞"引起其他

病原菌的入侵"造成炎症"引发烂鳃病症+ 8 月

份"刀鲚寄生林氏异钩铗虫较多"感染率高达

01>"刀鲚最高时寄生 0 条+ 林氏异钩铗虫喜栖

息于氧气充足的淡水或低盐度海水环境中"在合

1:23



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

0 期 徐钢春"等!长江刀鲚寄生的异钩铗虫分子鉴定及形态学研究 44

适的温度"低盐度水域中可促使其产卵并孵化+

卵两端具有较长的极丝#图版
!

7/"图版
%

7:$"易

于漂浮和传播+

$"$#分子系统学分析

实验以林氏异钩铗虫 4%&为模板"6-$扩

增 1:*A4%&7Z端序列"产物经 3>琼脂糖凝胶电

泳分析"显示扩增基因片段大小与预期一致 #如

图 3$+ 后经 F&克隆测序得出"序列总长度为

898 JL" O @- =7/1/1>" 基 因 登 陆 号 为

R-93126813+ 曹姗妹
):*

在南海鱼类钩铗虫科单

殖吸虫研究中测定了六棘异钩铗虫 1:*序列"总

长度 :82 JL"O@-=7/12/>"寄生于七丝鲚鳃丝

上+ 从 1:*分子进化树可以看出"参与比对 36 种

单殖吸虫在整体上被分成了 1 支"林氏异钩铗虫

与六棘异钩铗虫处在同一分支并且 W//HCHA9L 值

为 322#图 1$"同时两者之间 R:82A917L9A98@H@A

E:CH9<=@距离为 21221"并与其他微杯虫科(鲅铗

虫科等虫体遗传距离较大"结果显示"林氏异钩铗

虫与六棘异钩铗虫亲缘关系最近"进一步明确了

林氏异钩铗虫的分类地位+

图 !#林氏异钩铗虫 $CJ3MNG)EK产物的电泳结果

Q31Q9AU@A' Q114'3222' 31林氏异钩铗虫 1:*A4%&+

L18"!#G8'3-5+8+:+:+2.3-0*-3+515-6)EK6-3

$CJ3MNG-6="3./46'2/.

Q31

-

4%&5+:<E

(

Q9AU@A' Q114'3222' 311:*A4%&/BF;

8()30,1)(1

图 $#林氏异钩铗虫及 P+,R',W下载虫种 $CJ3MNG序列 NU 树

图中数字代表 W//HCHA9L 值+

L18"$#&*+O).3++-6="3./46'2/.',79-34563-4 P+,+R',W('5+7-,.*+$CJ3MNG5+=>+,2+

FG@<28J@A:<E:=9H@CW//HCHA9L M902@C1

/4讨论

钩铗虫科具有 33 个属
):*

"根据检索表中异钩

铗虫属吸器一侧的前 1 个吸铗特别大的特征"本

研究中虫体含有 9 对不对称的后吸器"具短柄"其

中一侧的前 1 个开放几丁质吸铗明显大于其余 6

个封闭的吸铗"虫体尾部带有 1 对尖锐的弯钩"符

合异钩铗虫属的特征"其它特征与张剑英等
)8*

和

/:23
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湖北省水生物研究所
)32*

描述一致"初步可确认为

林氏异钩铗虫+ 卵两端具有较长的极丝"与六棘

异钩铗虫无极丝的谷壳状卵不同
)33*

+

由于寄生虫形态特征的有限性"以及固定方

法差异等因素
)31*

"从形态特征上鉴定寄生虫比较

繁琐和困难+ 近年来"分子系统学的兴起和发展

给传统形态鉴定分类注入了新的活力"1:*A4%&

较为保守"具有可变区"可用于确定科之间及科以

下水平的系统分类地位
)3/ 539*

+ 丁雪娟等
)37*

测定

了伪指环虫属(异钩虫属和三钩虫属 1:*A$%&

基因 7Z端序列"明确了这 / 个属的分类地位+

PG9: 等
)36*

采 取 形 态 和 分 子 研 究

#$(%&+()*-@*0"!*)"并鉴定此寄生虫为一新种+

本实验通过测定 1:*A$%&"序列比对分析得出!

林氏异钩铗虫与六棘异钩铗虫亲缘关系最近"相

似度为 322>"无明显差异"1 种处于相同的进化

地位"其进化速率相差不大+ 进一步明确了林氏

异钩铗虫的分类地位+ 目前")F*序列也是寄生

虫系统与进化研究中重要的分子标记"具有进化

速率快"长度较保守的特点
)30*

+ 分子水平上"林

氏异钩铗虫与六棘异钩铗虫核糖体 4%&是否存

在差异"将通过扩增的 )F*序列进一步分析"并从

分子水平探讨其种内的系统发育关系+

林氏异钩铗虫最早发现于 380/ 年
):*

"是刀鱼

一种特异性寄生虫"在刀鲚寄生虫群落结构中起

主要作用+ 宋锐
)3:*

通过对不同生态环境刀鲚采

集"在鳃和消化道中共发现了 32 种寄生蠕虫"/

种生态型刀鲚林氏异钩铗虫感染率和平均丰度都

比较高"是淡水定居型和洄游型的优势种"其中淡

水洄游型安庆段感染率高达 0:>"本研究靖江段

林氏异钩铗虫感染率 01>"两者较吻合+ ':

等
)38*

通过采集崇明和舟山刀鲚"得出林氏异钩铗

虫在 : 月感染率和丰度比较低"显示刀鲚从淡水

向河口迁移洄游+ 其刀鲚样品为 3 龄以上"体长

大于 302 88

)12*

"本研究采集的刀鱼较小"均未达

标"尚未洄游至海洋"所得数据填补了首次将洄游

至河口刀鲚幼鱼寄生林氏异钩铗虫感染情况"对

于已洄游至崇明等河口刀鲚幼鱼寄生虫感染数据

有待研究统计+

感谢华南师范大学丁雪娟教授"淡水渔业研

究中心习丙文博士在实验形态鉴定及序列分析过

程中给予的支持和帮助$
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