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摘要    血卵涡鞭虫(Hematodinium spp.)是一类感染海水甲壳类的致病性寄生甲藻, 在全球主要经

济蟹、虾类中频繁导致流行性病害, 严重危害我国沿海重要经济蟹类的渔业生产。为进一步厘清血

卵涡鞭虫的生活史, 通过血涂片法、H&E染色法(hematoxylin-eosin staining, 苏木精-伊红染色法)和

体外培养方法系统研究了从我国沿海天津厚蟹(Helice tientsinensis)中分离的血卵涡鞭虫株系的生活

史, 描述并比较了血卵涡鞭虫在宿主体内(血淋巴、组织)和体外培养体系中各生活史阶段的细胞形态, 

并进一步探究了温度对血卵涡鞭虫生活史发展的影响。结果表明, 血卵涡鞭虫在感染宿主过程中经

历了丝状滋养体、类变形虫滋养体、蛛网状滋养体、团块状聚合体、孢子母细胞、孢子前细胞和孢

子等生活史阶段。温度显著影响血卵涡鞭虫的细胞生长发育与增殖过程; 在实验低温(10 °C)和高温

(30 °C)条件下, 血卵涡鞭虫不能在宿主体内顺利寄生增殖; 在 15~25 °C范围内, 温度越高其细胞生

长发育及细胞增殖速度越快, 而在 15 °C和 20 °C条件下, 血卵涡鞭虫可在感染的天津厚蟹体内产生

大量游动孢子并释放到水体中。 
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血卵涡鞭虫(Hematodinium spp.)是一类感染海水

甲壳类的致病性寄生甲藻 (parasitic dinoflagellates), 

目前在世界范围内感染 40 多种蟹、虾类, 包括多种

重要野生(如美国兰蟹、蛛雪蟹和挪威龙虾)及养殖经

济物种(如三疣梭子蟹和拟穴青蟹)(Stentiford et al, 

2005; Li et al, 2021a)。该寄生甲藻主要寄生在甲壳动

物宿主的血淋巴和血腔内, 在体内大量增殖, 引起宿

主重要器官、组织(如心脏、肝胰腺和鳃等)发生功能

紊乱甚至丧失 , 最终导致宿主死亡(Stentiford et al, 

2005; Wheeler et al, 2007; 王金凤等, 2015)。近年来, 

我国浙江舟山、广东汕头、山东半岛、河北和天津等 

沿海主要经济蟹类养殖区均报道发现了血卵涡鞭虫

的分布存在 , 其感染宿主包括三疣梭子蟹(Portunus 

trituberculatus)、拟穴青蟹(Scylla paramamosain)、脊

尾白对虾 (Exopalaemon carinicauda)和斑节对虾

(Penaeus monodon)(许文军等, 2007a, 2007b, 2010; Li 

et al, 2008, 2021a; 李才文等, 2014; Wang et al, 2017; 

王印庚等, 2017)。自 2013年首次被报道发现以来, 山

东沿海三疣梭子蟹养殖池塘中血卵涡鞭虫流行病频

繁暴发, 给当地养殖户造成了严重的经济损失(Li et 

al, 2013; Wang et al, 2017)。最近研究发现, 山东沿海

混合养殖池塘周边的野生天津厚蟹(Helice tientsinensis)
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是血卵涡鞭虫的重要轮转宿主和潜在病原来源 , 在

混合养殖系统中的血卵涡鞭虫传播扩散过程中发挥

重要作用(Huang et al, 2019, 2021; Li et al, 2021b)。 

血卵涡鞭虫的生活史比较复杂。基于体外连续培

养体系, 目前仅对分离自挪威龙虾(Nephrops norvegicus)

和美国兰蟹(Callinectes sapidus)的两个血卵涡鞭虫株

系开展了较为完整的生活史研究(Appleton et al, 1998; 

Li et al, 2011)。结果表明, 这两个株系具有大致相似

的生活史, 均经历了丝状滋养体、蛛网状滋养体、蛛

网状孢子体、团块状聚合体、孢子母细胞、孢子前细

胞和孢子等生活史阶段。感染我国近海三疣梭子蟹、

天津厚蟹的血卵涡鞭虫与感染美国兰蟹及欧洲港口

蟹(Liocarcinus depurator)的血卵涡鞭虫株系遗传进

化关系相近, 属于典型种Hematodinium perezi的不同

基因型(肖洁等, 2015; Huang et al, 2019)。团队研究人

员通过建立体外培养 , 前期也发现了分离自三疣梭

子蟹的血卵涡鞭虫株系的多个典型生活史阶段(Wang 

et al, 2017), 但是仍缺乏对于我国近海血卵涡鞭虫株

系完整生活史的系统研究。开展对分离于不同宿主的

血卵涡鞭虫株系的生活史研究 , 有助于了解该寄生

甲藻的复杂生活史 , 明确其传播扩散过程中的关键

生活史阶段 , 并进一步揭示血卵涡鞭虫的流行病学

特征。 

血卵涡鞭虫在野生和养殖甲壳类宿主群体中的

流行感染具有季节性特征 , 在挪威龙虾中的感染高

峰期为冬春季(Field et al, 1992, 1998; Stentiford et al, 

2001), 在美国兰蟹中的感染高峰期为秋季和次年春

季(Messick et al, 2000; Sheppard et al, 2003), 在白氏

雪蟹(Chionoecetes bairdi)和三疣梭子蟹中的感染高

峰期为夏季(Meyers et al, 1990; Eaton et al, 1991; 

Love et al, 1993; Wang et al, 2017)。Huang等(2021)

发现环境水体温度与血卵涡鞭虫宿主感染率呈显著

正相关关系, 当水温高于 25 °C时宿主感染率明显较

高。体外培养实验结果表明, 温度可显著影响血卵涡

鞭虫的细胞生长发育 , 感染挪威龙虾的血卵涡鞭虫

株系在 8~15 °C的体外培养条件下能够进行正常生长

发育(Appleton et al, 1998), 而感染美国兰蟹的血卵

涡鞭虫株系在低于 15 °C的体外培养条件下生长、增

殖缓慢甚至停滞, 无法完成生活史(Li et al, 2011)。此

外, 美国兰蟹体内血卵涡鞭虫形成、释放孢子的最适

温度为 25 °C (Huchin-Mian et al, 2018)。以上研究结

果表明, 温度与血卵涡鞭虫的生活史密切相关, 可能

是影响血卵涡鞭虫流行病发生的重要环境因子。 

本文通过血涂片法、H&E 染色法(hematoxylin- 

eosin staining, 苏木精-伊红染色法)和体外培养方法

系统研究了从我国沿海天津厚蟹中分离的血卵涡鞭

虫株系的生活史 , 详细描述了血卵涡鞭虫在感染宿

主体内(血淋巴、组织)和体外培养体系中的各生活史

阶段的细胞形态 , 并进一步探究了温度对血卵涡鞭

虫生活史发展的影响 , 以进一步丰富和完善我们对

于海洋寄生甲藻血卵涡鞭虫的科学认知 , 为经济甲

壳动物渔业生产中血卵涡鞭虫流行病的有效防控提

供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验天津厚蟹及病原采集 

实验用天津厚蟹采集自山东省青岛市黄岛区琅

琊水产养殖基地。在养殖池塘周边渠道中布置网笼诱

捕天津厚蟹, 后置于塑料箱中, 常温条件下运到中国

科学院海洋研究所。随后, 对采集的天津厚蟹进行血

淋巴检测确认其血卵涡鞭虫感染情况(方法见 1.2)。筛

选后的血卵涡鞭虫感染个体与健康个体分别置于独

立循环水系统中, 室温条件下[(20±2) °C]饲养, 定期

投喂适量蛤蜊肉并清理残饵以保持水质。 

1.2  血卵涡鞭虫感染检测 

血淋巴检测: 参照 Stentiford 等(2005)的血涂片

法对天津厚蟹中血卵涡鞭虫的感染程度和生活史阶

段进行检测。具体步骤如下: 75%酒精对天津厚蟹第

五腹肢基部擦拭消毒, 采用 1 mL 无菌注射器于其关

节膜处抽取约 200 μL血淋巴, 将 1~2滴血淋巴(剩余

血淋巴置于 100%乙醇中保存, 用于血卵涡鞭虫感染

的后续 PCR确认分析)滴于载玻片上并与等体积的中

性红溶液(重量体积比 0.04%, 过滤海水)混合, 在显

微镜(Olympus BX53)下进行观察并拍照。根据 200×

显微镜视野下观察到的血卵涡鞭虫数量(分别为<10, 

10~100, >100), 将每个个体的血卵涡鞭虫感染程度

分为轻度、中度和重度感染(Wang et al, 2017)。无明

显感染(血涂片中未观察到血卵涡鞭虫)的血淋巴样本

归为未感染 ; 对多次镜检无明显感染的个体进行

PCR检测确认(Huang et al, 2021), 仅通过 PCR检测

呈阳性的感染归为轻度感染, PCR检测呈阴性的感染

归为未感染。 

组织病理检测 : 采集经过血淋巴检测确定感染

的天津厚蟹肝胰腺、心脏、鳃和步足肌等组织样品, 

在波恩氏液中固定 48 h 后转移到 70%酒精中长期保

存或进行下一步处理; 参照 Wheeler 等(2007)的方法, 
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通过石蜡切片技术处理固定组织样品, 并用苏木精、

伊红 (H&E)染色 , 切片经脱水封片后于显微镜

(Olympus BX53)下观察天津厚蟹组织内的血卵涡鞭

虫形态并拍照记录。 

1.3  宿主体内血卵涡鞭虫生活史 

选取重度感染的天津厚蟹作为病原供体, 75%酒

精擦拭其第五附肢基部关节膜处, 采用 1 mL 无菌注

射器抽取血淋巴液 , 使用血球计数板对血淋巴中血

卵涡鞭虫进行计数。随后选取 30 只规格一致(甲宽

23~28 mm)、活性好的健康天津厚蟹, 每只个体从第

五附肢基部关节膜处注射 20 μL前述感染天津厚蟹的

血淋巴液(约 2×105个虫体细胞)。将注射后的天津厚

蟹个体单独装入带孔透明塑料盒(10.5 cm×10.5 cm× 

4.0 cm)中, 饲养于装有 30 L过滤海水的充氧塑料水箱

中[温度(20±2) °C, 盐度 30±1], 每周投喂蛤蜊肉 2次。

自注射感染开始, 每隔 5~6天对 30只感染天津厚蟹进

行随机抽样检测(初始样本量为 5), 进行血淋巴检测以

确定宿主感染程度及宿主体内血卵涡鞭虫的生活史阶

段, 并进行组织病理样品采集和处理(见 1.2)。 

1.4  体外培养条件下血卵涡鞭虫生活史 

参照分离自三疣梭子蟹中血卵涡鞭虫株系的体

外培养方法(Wang et al, 2017), 分离纯化天津厚蟹中

的血卵涡鞭虫进行体外培养。培养液组分包括三疣梭

子蟹血清、胎牛血清和 Nephrops saline缓冲液(Appleton 

et al, 1998)(体积比为 1︰2︰17), 且每 100 mL培养液

中加入 1 mL青链霉素混合液(规格: 100 μg/mL), 采

用 0.2 μm 针头滤器除菌备用。从重度感染的天津厚

蟹第五附肢基部的关节膜处抽取适量血淋巴液 (约

0.5~1.0 mL), 加入到含有 10 mL 培养液、底面积为

25 cm2 的无菌细胞培养瓶中, 室温黑暗条件下静置

20 min, 然后将悬浮液小心地转移到一个新无菌培养

瓶中, 室温黑暗条件再静置 20 min (可重复悬浮液转

移、静置操作数次, 直至去除宿主血细胞及其他杂质), 

分离纯化血卵涡鞭虫细胞。将分离纯化获得的血卵涡

鞭虫悬浮液 2 mL加入 10 mL培养液中, 形成终体积

为 12 mL的体外培养体系, 放置在培养箱中于 25 °C

黑暗条件下进行培养。定期(每隔 5~7天)更换 50%体

积的培养液 , 定期 (每隔 1~2 天 )采用倒置显微镜

(Olympus IX71)观察血卵涡鞭虫的生活史阶段, 并拍

照记录。 

1.5  温度对宿主体内血卵涡鞭虫生活史的影响 

通过前述血淋巴注射感染方法(见 1.3)人工注射

感染 90 只健康天津厚蟹, 分配到 10、15、20、25、

30 °C实验组, 其中 10 °C实验组 10只天津厚蟹、其

余实验组各 20只天津厚蟹, 分别饲养于装有 30 L过

滤海水的充氧塑料水箱(盐度 30±1)。为避免实验动物

对温度突变的应激反应, 各水箱自室温 20 °C开始每

隔 3 h缓慢调升或调降 2 °C至相应实验设定温度, 实

验期间每周投喂两次蛤蜊肉、去除残饵并及时换水保

持水质清洁。在注射感染第 10、第 15、第 20天分别

对 5 个实验组注射感染天津厚蟹进行随机抽样检测

(n=5), 进行血淋巴检测评估宿主感染程度并确定血

卵涡鞭虫生活史阶段(见 1.2), 记录各实验组天津厚

蟹存活个数 , 并根据各实验组存活个体数确定实验

过程中后续取样检测的时间点及样本量。 

1.6  温度对体外培养条件下血卵涡鞭虫生活史的影响 

从重度感染的天津厚蟹中分离纯化获得血卵涡

鞭虫, 参考前述血卵涡鞭虫体外培养方法(见 1.4)建

立体外培养。分别在 5 个温度梯度下(10、15、20、

25和 30 °C, 每个温度梯度设置 3个实验重复)进行体

外培养实验, 实验培养体系均为 12 mL、起始浓度均

为 104 cells/mL。培养瓶置于不同设定温度的培养箱

中黑暗条件下培养, 定期更换培养液、观察生活史阶

段并拍照记录。 

2  结果 

2.1  血卵涡鞭虫在宿主体内的生活史及其形态学特征 

在不同时间点对注射感染天津厚蟹的血淋巴进行

了血卵涡鞭虫感染程度及生活史阶段的取样检测(表

1)。在注射感染天津厚蟹的血淋巴中发现了血卵涡鞭

虫的多种生活史阶段, 包括丝状滋养体、类变形虫滋

养体、团块状聚合体、孢子母细胞、孢子前细胞和孢

子等。特别是丝状滋养体(图 1a), 又称蠕虫状滋养体, 

存在于轻度感染的宿主血淋巴中, 在常规显微镜观察

中往往不易被发现。丝状滋养体一般呈蠕虫状, 个体

大小差异大[(41.6±11.5) μm, n=25], 能够在宿主血淋

巴中进行蠕动、弯曲和伸展运动。血卵涡鞭虫大多数

生活史阶段细胞内的溶酶体能够主动吸收中性红而被

染成亮红色, 便于显微观察和鉴定。 

在感染前期(5~10天), 宿主血淋巴中存在少量的

血卵涡鞭虫丝状滋养体与类变形虫滋养体(图 1b), 仍

存在大量血细胞。在感染中期(10~25 天), 宿主血淋

巴中血卵涡鞭虫细胞数量显著增加 , 主要形态包括

类变形虫滋养体和团块状聚合体(图 1c), 以及少量丝

状滋养体。在感染后期(≥26天), 宿主血淋巴中充斥

大量血卵涡鞭虫细胞, 仅存在少量的血细胞; 部分宿 
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表 1  血卵涡鞭虫感染在天津厚蟹血淋巴中的发展过程 
Tab.1  The development of H. perezi infection in haemolymph of H. tientsinensis 

感染时间/天 感染程度 生活史阶段 样本量/只

5 +(5/5) 丝状滋养体*、类变形虫滋养体 5 

10 ++(5/5) 类变形虫滋养体*、丝状滋养体 5 

16 ++(4/5)+++(1/5) 类变形虫滋养体、团块状聚合体 5 

21 ++(1/5)+++(4/5) 类变形虫滋养体、团块状聚合体 5 

26 +++(9/9) 类变形虫滋养体、团块状聚合体(5/9); 孢子母细胞(3/9); 孢子前细胞、孢子(1/9) 9 

28 +++(6/6) 类变形虫滋养体、团块状聚合体(1/6); 孢子母细胞(2/6); 孢子前细胞、孢子(3/6) 6 

注: *: 表示主要生活史阶段; +: 轻度感染; ++: 中度感染; +++: 重度感染 

 

图 1  天津厚蟹血淋巴中血卵涡鞭虫各生活史阶段 
Fig.1  Life stages of H. perezi found in haemolymph of mudflat crabs H. tientsinensis 

注: a. 丝状滋养体(箭头); b. 类变形虫滋养体(箭头); c. 团块状聚合体(箭头); d. 孢子母细胞(箭头); e. 大孢子前细胞(箭头); f. 小孢子前

细胞(箭头); g. 大孢子(箭头); h. 小孢子(箭头)。血淋巴显微观察样品经 0.04%中性红染色, 血卵涡鞭虫细胞内溶酶体主动吸收中性红被

染成亮红色。 

 

主血淋巴中血卵涡鞭虫以类变形虫滋养体形式大量

存在 , 而部分宿主血淋巴中血卵涡鞭虫以大量孢子

母细胞(图 1d)、孢子前细胞(图 1e, 1f)及游动孢子(图

1g, 1h)形式存在; 且宿主陆续死亡。感染后期, 部分

濒死宿主释放孢子(局部密度可达 109 cells/mL)。 

组织病理学检测结果显示, 宿主的心脏、肝胰腺

和鳃等组织中均存在血卵涡鞭虫感染 , 并且发现了

血卵涡鞭虫的多个生活史阶段, 包括丝状滋养体、类

变形虫滋养体、蛛网状滋养体、团块状聚合体、孢子

母细胞、孢子前细胞和孢子等。丝状滋养体(图 2a)

零星发现于轻度感染宿主的组织中 , 类变形虫滋养

体(图 2b)、蛛网状滋养体(图 2c)和团块状聚合体(图

2d)常见于中度、重度感染宿主的组织中, 而孢子母细

胞(图 2e)、孢子前细胞(图 2f, 2g)和孢子(图 2h, 2i)出

现在重度感染宿主的组织中。 

2.2  血卵涡鞭虫在体外培养条件下的生活史及其形

态学特征 

从我国沿海野生天津厚蟹体内分离获得不同生

活史阶段的血卵涡鞭虫细胞 , 成功建立了由类变形

虫滋养体开始的体外连续培养体系。在以类变形虫滋 
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图 2  天津厚蟹组织中血卵涡鞭虫各生活史阶段 
Fig.2  Life stages of H. perezi found in tissues of mudflat crabs H. tientsinensis 

注: a. 肝胰腺中的丝状滋养体(箭头); b. 心脏中的类变形虫滋养体(箭头); c. 心脏中的蛛网状滋养体(箭头); d. 肝胰腺中的团块状聚合体

(箭头); e. 肝胰腺中的孢子母细胞(箭头); f. 鳃丝中的大孢子前细胞(箭头); g. 心脏中的小孢子前细胞(箭头); h. 心脏中的大孢子(箭头); i. 

心脏中的小孢子(箭头) 

 

养体为培养起点的体外培养过程中 , 血卵涡鞭虫先

后经历了类变形虫滋养体、蛛网状滋养体、团块状聚

合体、孢子母细胞、孢子前细胞、孢子等生活史阶段。 

类变形虫滋养体(图 3a)呈不规则的球形, 大小不

等, 直径约为 8~16 μm [(12.2±1.5) μm, n=25]; 类变形

虫滋养体在宿主血淋巴或体外培养中几乎没有运动, 

常规显微观察时其形态大小与血细胞相近 , 但是类

变形虫滋养体内部的溶酶体结构能够主动吸收中性

红变成亮红色, 而宿主血细胞几乎不能吸收中性红, 

因此可根据是否含有染成亮红色的溶酶体结构来区

分这两种细胞。培养初期, 类变形虫滋养体会逐渐贴

壁, 黏附在培养瓶底部, 随后形成伪足分支, 虫体之

间通过伪足相互连接 , 形成合胞体网络即早期的蛛

网状滋养体(图 3b)。随着伪足不断生长发育, 相互接

触的蛛网状滋养体彼此结合 , 形成成熟庞大的蛛网

状滋养体。 

蛛网状滋养体后期阶段 , 蛛网状滋养体逐渐从

培养瓶底部脱落, 伪足结构逐渐消失, 虫体细胞间互

相黏附形成大小不等的团块状聚合体(图 3c)(团块状

聚合体的大小由聚合的细胞数量决定), 之后团块状

聚合体中的虫体细胞逐渐分散, 形成分散的、单独的

类变形虫滋养体细胞。实验发现将团块状聚合体或团

块状聚合体分散后的类变形虫滋养体转移到新鲜培

养液中, 能够重新开始形成蛛网状滋养体。 

在蛛网状滋养体后期还有一条发展路径 , 蛛网

状滋养体从培养瓶底部脱落 , 形成孢子母细胞 (图

3d)。孢子母细胞呈不规则球形, 其直径约为 11~15 μm 

[(13.2±1.1) μm, n=25], 对于中性红染液的吸收能力

较弱, 不易被染色。孢子母细胞或形成聚集体, 或以

单个细胞的形式在培养液中分布 , 随后进一步发展

形成孢子前细胞。大孢子前细胞(图 3e)呈球形, 直径

约为 10~13 μm [(11.9±0.5) μm, n=25], 其大小形态与

类变形虫状滋养体相似 , 但是类变形虫状滋养的溶

酶体结构能够迅速吸收中性红染液而被染成亮红色, 

而孢子前细胞对于中性红染液吸收能力不强 , 染色

较弱。小孢子前细胞(图 3f)形状呈球形 , 直径约为

6~8 μm [(6.5±0.5) μm, n=25]。 
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图 3  分离自天津厚蟹的血卵涡鞭虫株系的体外培养各生活史阶段 
Fig.3  In vitro life stages of H. perezi isolated from mudflat crabs H. tientsinensis 

注: a. 类变形虫滋养体; b. 蛛网状滋养体; c. 团块状聚合体; d. 孢子母细胞; e. 大孢子前细胞; f. 小孢子前细胞; g. 大孢子; h. 小孢子 

 

孢子前细胞进一步发展形成具有游动能力的孢

子。在体外培养实验中观察到大孢子(图 3g)和小孢子

(图 3h)两种类型, 来源于单个宿主的血卵涡鞭虫在体

外培养中只能发展成为一种类型的孢子。大孢子的大

小约为 15~19 μm [(16.6±1.1) μm, n=25], 呈椭球形; 

小孢子的大小约为 6~9 μm [(7.5±0.5) μm, n=25], 呈

螺旋形。鞭毛发育后, 两种类型的孢子都能够在培养

液中游动, 大孢子游动缓慢、活动范围较小, 小孢子

游动能力强、能够在培养液中快速移动。孢子形成后

一段时间后逐渐停止运动 , 部分孢子的形态由椭球

形或螺旋形变为球形 , 之后孢子增殖发育停滞并逐

渐死亡。 

2.3  温度对宿主体内血卵涡鞭虫生活史的影响 

温度能够影响血卵涡鞭虫在宿主内的增殖。在注

射感染后第 10、第 15和第 20天(图 4)对各组注射感

染天津厚蟹进行随机抽样镜检(n=5), 在 10 °C下未发

现感染; 在 15、20和 25 °C下, 温度越高, 宿主感染

程度越重; 在 30 °C下未发现感染。在 15、20和 25 °C

下, 温度越高, 宿主死亡越快, 20、25 °C下注射感染

天津厚蟹分别在第 31 和第 28 天全部死亡, 而在

15 °C下注射感染天津厚蟹在第 33天开始死亡, 至第

91天才全部死亡, 在 15 °C下注射感染天津厚蟹平均

存活时间明显长于 20以及 25 °C组(图 5)。在注射感

染后第 30天分别对 10和 30 °C实验组剩余存活及实

验期间死亡的天津厚蟹进行血涂片镜检和 PCR 检测, 

均未发现血卵涡鞭虫感染。 

温度也显著影响了血卵涡鞭虫在宿主体内的生

活史发展。丝状滋养体是宿主感染血卵涡鞭虫早期的

常见生活史阶段 , 类变形虫滋养体是宿主感染血卵

涡鞭虫中、后期的常见生活史阶段; 实验第 10 天, 

15 °C 实验组中 40%的天津厚蟹血淋巴中发现丝状滋

养体, 40%的天津厚蟹血淋巴中未发现感染, 20%的天

津厚蟹血淋巴中发现类变形虫滋养体, 20 °C 实验组

中 20%的天津厚蟹血淋巴中发现丝状滋养体, 80%的

天津厚蟹血淋巴中发现类变形虫滋养体, 而 25 °C实

验组中所有抽检天津厚蟹均发现了类变形虫滋养体, 

而未检测出丝状滋养体(图 6)。孢子母细胞是宿主感

染血卵涡鞭虫后期的常见生活史阶段; 在 15 °C实验 



1436 海   洋   与   湖   沼 53卷 

 

图 4  不同温度下注射感染天津厚蟹体内的血卵涡鞭虫感染程度变化 
Fig.4  Intensity of H. perezi in experimentally infected mudflat crabs H. tientsinensis at different temperatures 

 

 

图 5  不同温度下注射感染天津厚蟹的存活情况 
Fig.5  Survival curves for mudflat crabs H. tientsinensis 

experimentally infected with H. perezi at different temperatures 
 

组中, 在第 37 天第一次在天津厚蟹血淋巴中检测到

孢子母细胞, 而在 20和 25 °C实验组中天津厚蟹血淋

巴中孢子母细胞的第一次检出时间分别为第 20 天和

第 15 天(图 6)。此外, 在 15 °C 实验组中, 有 55% 

(11/20)的天津厚蟹释放孢子到环境水体中 , 完成产

孢过程, 平均周期大约 59.7 天(n=11); 在 20 °C实验

组中, 有 30% (6/20)的天津厚蟹释放孢子, 完成产孢

过程, 平均周期大约 27.2天(n=6); 在 25 °C实验组中, 

始终没有发现注射感染的天津厚蟹释放孢子。 

2.4  温度对体外培养条件下血卵涡鞭虫生活史的影响 

温度影响体外培养血卵涡鞭虫的生活史发展。在

以类变形虫滋养体为起点的体外培养中, 在 10 °C下

培养 3天后, 大量类变形虫滋养体细胞死亡。在 15、

20和 25 °C培养条件下, 类变形虫滋养体均能发展为

蛛网状滋养体、团块状聚合体, 并重新分散成单独的

类变形虫滋养体; 血卵涡鞭虫细胞在 15 °C培养条件

下生长发展明显慢于 20、25 °C培养, 在 20、25 °C

培养条件下第 1天时已经开始形成蛛网状滋养体, 而

15 °C 培养到第 3 天时才开始形成蛛网状滋养体。

30 °C 培养条件下, 类变形虫滋养体细胞没有发展变

化, 在第 10天细胞死亡。 

以大孢子前细胞为起点的体外培养与以类变形

虫滋养体为起点的体外培养类似, 10 °C下培养的大量

大孢子前细胞到第 5天时死亡, 30 °C下培养的细胞到

第 7天细胞开始死亡。在 20、25 °C培养条件下, 第 6

天发现形成大孢子, 15 °C培养中第 8天出现大孢子。 

3  讨论 

本研究首次建立了分离自我国野生天津厚蟹的

寄生甲藻血卵涡鞭虫株系的体外连续培养 , 确定了

该寄生甲藻体外培养经历的主要生活史阶段 , 包括

类变形虫滋养体、蛛网状滋养体、团块状聚合体、孢

子母细胞、孢子前细胞、孢子等阶段。本研究所观察

的血卵涡鞭虫体外培养生活史与分离自挪威龙虾

(Appleton et al, 1998)、美国兰蟹(Li et al, 2011)的血卵

涡鞭虫体外培养生活史基本一致 , 但在体外培养过

程中未观察到丝状滋养体、丝状滋养体集合体、蛛网

状孢子体和裂殖体等生活史阶段。本研究中孢子经过

一段时间后便停止发育 , 这一实验结果与分离自蛛

雪蟹(Chionoecetes opilio)的血卵涡鞭虫体外培养观

察结果一致 , 其电镜分析结果表明体外培养的孢子

已经衰老, 不具备进一步发育的能力(Gaudet et al, 

2015)。上述血卵涡鞭虫株系体外培养的温度范围不

同(Appleton et al, 1998; Li et al, 2011; Gaudet et al, 

2015), 且在分类和系统发育分析中属于血卵涡鞭虫 
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图 6  不同温度下注射感染天津厚蟹体内血卵涡鞭虫的主要生活史阶段变化 
Fig.6  Life stages of H. perezi in experimentally infected mudflat crabs H. tientsinensis at 15, 20 and 25 °C 

注: a. 15 °C; b. 20 °C; c. 25 °C; 括号内为每次检查样本数 

 

属的不同种 , 或属于同一种的不同基因型 (Small, 

2012; 肖洁等, 2015; Huang et al, 2019), 可能是造成

生活史差异的原因。此外, 体外培养后期蛛网状滋养

体能够发育成团块状聚合体或孢子母细胞 , 但是其

决定机制尚有待进一步研究。 

本研究通过注射感染实验和连续取样检测 , 研

究了宿主血淋巴及主要组织器官内血卵涡鞭虫各生

活史阶段的细胞形态 , 刻画了血卵涡鞭虫在宿主体

内发展和增殖的完整过程。血卵涡鞭虫在宿主感染前

期以丝状滋养体和类变形虫滋养体形式存在 , 在感

染中期增殖形成大量类变形虫滋养体 , 并在宿主主

要组织器官内形成蛛网状滋养体 , 虫体聚合形成团

块状聚合体 , 虫体数量逐渐增多 , 感染程度逐渐加

重。在感染后期, 滋养体逐渐发展成孢子母细胞、孢

子前细胞, 并进一步转化出孢子, 最终大量孢子从宿

主体内释放到水体中。这一结果与感染美国兰蟹(Li 

et al, 2011)和三疣梭子蟹(王金凤等, 2015)的血卵涡

鞭虫在宿主体内的生活史一致。蛛网状滋养体被认为

是血卵涡鞭虫在体外培养过程中无性繁殖的主要阶

段(Li et al, 2011), 蛛网状滋养体后期形成的团块状

聚合体能够重新形成类变形虫滋养体 , 加入新的培

养中能够重新形成蛛网状滋养体 , 这一过程解释了

血卵涡鞭虫在宿主体内的快速增殖。 

由于宿主栖息温度范围不同 , 不同株系的血卵

涡鞭虫对温度表现出不同的适应性。在体外培养中分

离自挪威龙虾的血卵涡鞭虫生长发育的适宜温度范

围为 8~15 °C (Appleton et al, 1998), 分离自美国兰蟹

的血卵涡鞭虫在低于 15 °C条件下生长缓慢甚至停滞, 

并且在 23 °C下的生长状况优于 15 °C (Li et al, 2011), 

分离自蛛雪蟹的血卵涡鞭虫在体外培养中能够在
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0 °C条件下正常生长增殖(Gaudet et al, 2015)。而在

本研究中 , 分离自天津厚蟹的血卵涡鞭虫在体外培

养中 15~25 °C条件下能够正常生长, 但是在 15 °C条

件下生长缓慢, 而且在 10 和 30 °C下血卵涡鞭虫不

能正常生长发育。此外, 温度也会影响血卵涡鞭虫在

宿主体内的细胞生长发育和增殖, 在 15~25 °C 范围

内, 温度越高, 其细胞生长发育及细胞增殖速度越快; 

在 10 °C和 30 °C条件下, 血卵涡鞭虫不能在宿主体

内正常寄生增殖。在 15 °C和 20 °C条件下, 天津厚

蟹在感染第 10天和 15天时, 其感染程度无显著性差

异, 该结果反映了在以上温度条件下, 血卵涡鞭虫在

感染早期的宿主体内处于缓慢增殖和细胞累积时期; 

而在第 15天和 20天时, 宿主体内的血卵涡鞭虫增殖

积累到一定数量, 增殖速度加快, 宿主感染程度产生

显著性差异, 该结果表明实验感染第 15~20天是血卵

涡鞭虫在以上温度条件下在宿主体内的关键快速增

殖时期。尽管在 25 °C下血卵涡鞭虫能够在宿主体内

迅速增殖发育, 但由于死亡过快, 实验中没有宿主完

成孢子的形成与释放。与此类似, Shields 等(2000)推

断急性感染的美国兰蟹死亡迅速 , 血卵涡鞭虫生活

史不能完成, 不会产生和释放孢子。 

本研究观察到大孢子和小孢子两种孢子类型 ; 

与以往研究结果相同 , 来源于同一个宿主的血卵涡

鞭虫 , 以及分离自同一个宿主的血卵涡鞭虫建立的

体外培养中只产生一种类型的孢子(Appleton et al, 

1998; Li et al, 2011; Gaudet et al, 2015)。此外, 来源于

同一个宿主的血卵涡鞭虫在宿主体内以及体外培养

中能够大致同步发育成孢子。但决定大、小孢子的形

成机制(即产生大孢子或者小孢子)及大、小孢子的生

物学功能尚不明确。通过孢子进行水体传播被认为是

血卵涡鞭虫进行宿主间传播扩散的有效途径(Shields, 

1994; Stentiford et al, 2005), 且近年来多项研究通过

哨兵实验和宿主共居实验验证了水体传播的有效性

(Huchin-Mian et al, 2017; Shields et al, 2017; Huang et 
al, 2021)。此外, 一些研究者认为孢子可能是在宿主

蜕皮或者受到物理损伤期间侵入宿主体内(Meyers et 

al, 1990; Eaton et al, 1991; Stentiford et al, 2001; 
Shields et al, 2007), 但 Huchin-Mian等(2017)研究认

为血卵涡鞭虫感染与宿主蜕皮无关。然而, 迄今尚没

有孢子直接通过水体浸浴成功感染蟹类宿主的相关

报道 , 孢子在易感宿主间传播过程中的作用以及血

卵涡鞭虫侵入宿主的途径等都有待展开进一步的调

查研究。 

4  结论 

本研究系统研究了分离自我国沿海天津厚蟹的

血卵涡鞭虫株系的生活史 , 详细描述了血卵涡鞭虫

在宿主体内及体外培养体系中的各生活史阶段的细

胞形态 ; 并进一步发现温度可显著影响血卵涡鞭虫

的细胞生长发育及增殖过程 , 在一定温度范围内

(15~25 °C), 随着温度升高会促进血卵涡鞭虫的细胞

生长发育和增殖速度, 而在低温(10 °C)和高温(30 °C)

条件下不利于血卵涡鞭虫对宿主的寄生感染 , 且发

现 15 和 20 °C 条件下可形成、释放游动孢子。以上

研究成果进一步丰富和完善了寄生甲藻血卵涡鞭虫

的生活史研究 , 并为今后有效防控血卵涡鞭虫流行

病提供重要理论依据。 
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LIFE CYCLE OF MARINE PARASITIC DINOFLAGELLATE HEMATODINIUM  
PEREZI AND EFFECT OF TEMPERATURE ON GROWTH 

LYU Xiao-Yang1, 3,  HUANG Qian1, 3,  LI Meng1, 2,  LIU Wei-Xin1, 3,  LI Cai-Wen1, 2, 3, 4 
(1. CAS Key Laboratory of Marine Ecology and Environmental Sciences, Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, 

Qingdao 266071, China; 2. Marine Ecology and Environmental Science Laboratory, Pilot National Laboratory for Marine Science and 
Technology (Qingdao), Qingdao 266237, China; 3. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China; 4. Center for 

Ocean Mega-Science, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266071, China) 

Abstract    Hematodinium spp. is a type of parasitic dinoflagellate that infects marine crustaceans. It has infected more 

than 40 species of crabs and shrimps in the world and recently in China for causing epidemic diseases in cultured 

crustacean species and severe economic losses. To clarify the life cycle of Hematodinium spp., life cycle of H. perezi 

infecting mudflat crab Helice tientsinensis was studied systematically by a blood smear assay, H&E staining and in vitro 

culture. In addition, the effect of temperature on growth of H. perezi was investigated. Different life stages of H. perezi 

were identified and compared in haemolymph and main tissues of the infected mudflat crabs and in vitro cultures, including 

filamentous trophonts, amoeboid trophonts, arachnoid trophonts, clump colonies, sporoblasts, prespores, and dinospores 

(macrospores and microspores). Significant effect of temperature on growth of H. perezi was found in both in vivo and in 

vitro studies. H. perezi could not complete its parasitism in the host at a low (10 °C) or high (30 °C) temperature. In 15~ 

25 °C, growth and proliferation of H. perezi were positively related to temperature. At 15 °C and 20 °C, dinospores 

flourished in and released from infected mudflat crabs at the late stage of infection. 

Key words    Helice tientsinensis;  Hematodinium;  in vitro culture;  life cycle;  temperature;  dinospores 

 


