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摘要 采用体 内注射植物血细胞凝集素(PHA)和秋水仙素法制备条斑星鲽染 色体。实验鱼头肾 

细胞经体内短期培养，取出体外经低渗处理、卡诺氏固定液固定后，常规空气干燥法制作染色体标本。 

Giemsa染液染色后获得 中期分裂相进行核型分析。结果表 明，条斑星鲽有 46条染 色体，其核 型为 

2 n一46—2 sm+44 t，即有 1对亚中部着丝点染色体和 22对端部着丝点染色体，染 色体臂数为 NF 

一48，尚未发现有多倍体的现象，也未发现异型性染色体和随体染色体。 
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ABSTRACT The karyotype of Verasper moseri was studied through the chromosome prepa— 

rations obtained from head kidney by the method of injecting PHA and colchicines．After 1OW 

permeating and Carnoy’S fixation，air drying method was used to make chromosome samples， 

which were dyed by Giemsa afterwards．The results showed that the diploid chromosome num— 

ber of Verasper moseri was 2 n===46 and its karyotype formulae were 2 n一 46— 2 sm+ 44 t． 

Namely，there were one pair of submetacentric chromosome and 22 pairs of telocentric chromo— 

some．NF= 48．There was no visible evidence of polyploidy chromosome and sex chromosome． 

KEY W oRDS Verasper moseri Chromosome Karyotype PHA 

条斑星鲽Verasper moseri隶属于鲽形目Pleuronectiformes、鲽科 Pleuronectldae、星鲽属Verasper，为冷 

温性底层鱼类，在我国黄、渤海有分布记录；在 日本海侧分布在北海道至若狭湾沿岸，在太平洋侧分布在千岛至 

茨城县附近以及鄂霍次克海沿岸(李文姬等 2006)。条斑星鲽肉味鲜美，口感滑嫩，具有品质好、生长快、耐低 

温和抗逆性强的特点，经济价值高，是一种极具开发潜力和推广应用前景的优良养殖品种(杜佳垠 2003；黄华 

伟 2007；姜英俊 2006；于大国等 2003)。 
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我国 自2004年从 日本引进条斑星鲽苗种进行养殖和人工繁育技术研究。 目前 ，人工繁育技术 已获得突 

破，养殖业正在兴起(杜佳垠 2003；姜英俊 2006；李文姬等 2006；叶建生等 2007)。染色体存在于细胞核 

内，是主要的遗传物质载体。了解核型(染色体组型)对于研究鱼类的遗传、变异、分类、系统演化、性别决定和 

杂交育种等都具有重要意义(楼允东 1997)。国外有关条斑星鲽染色体核型的报道始见于 1970年 Fukuoka 

等发表的 10种鲽类的体细胞染色体的记录一文，但未见具体方法介绍；2006年，Okumura等以仔鱼为试验材 

料进行了条斑星鲽染色体核型的分析。国内有关于条斑星鲽的染色体核型的研究尚未见报道。本文作者在进 

行国家十一五“863”计划课题“名贵海水鱼类规模化苗种繁育技术”研究过程中对人工养殖的条斑星鲽进行了 

染色体核型分析，以期为条斑星鲽种质鉴定和资源保护、遗传育种等方面的研究提供技术参考。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

实验用条斑星鲽取自青岛忠海水产有限公司，试验共使用 2龄鱼 6尾，体重为 0．9～1．2 kg，体长为 31～ 

36 cm，体高为 16～18 am。试验鱼带回实验室后暂养于容积为 0．5 m。的圆形 FRP水槽 内，无投饵 ，养殖条件 

为 ：水温 16℃、盐度 3O，2 d后进行试验。 

1．2 方法 

1．2．1 注射 PHA 和秋 水仙 素 

首先 ，在试验鱼腹腔部位(靠近胸鳍基部)注射 PHA(上海伊华医药科技有限公司)溶液(0．7 生理盐水配 

制)，剂量 2O g／g(鱼体湿重)。注射后将试验鱼置于20℃±1℃(韩国产 401H型控温仪控制温度)海水中暂 

养 24 h后在同一部位注射秋水仙素(Sigma，美国)(0．7 生理盐水配制)，剂量 2．5／~g／g(鱼体湿重)。注射针 

头以30。角倾斜插入腹腔，不要插入过深，以免插到内脏器官造成注射不当。 

1．2．2 制备细胞悬液 

注射秋水仙素2～3 h后将试验鱼断尾放血约 20 min，鱼死前解剖，取头。肾，用镊子小心去掉表面血丝及其 

他杂质 ，用 0．7％生理盐水冲洗两次 。将头肾组织块置于装有少许生理盐水的培养皿中，用小型眼科解剖剪反 

复剪碎后用 2～3层纱布将细胞悬液过滤至离心管中，1 500 r／min离心 5 min，收集细胞。用生理盐水洗涤细 

胞两次后用 75 mmol／L KC1溶液低渗处理 25～30 min，1 500 r／min离心 5 min，弃去低渗液。用新鲜配制的 

预冷的卡诺氏固定液(甲醇 ：冰醋酸一3：1)固定 4次，用吸管吹打以充分固定，每次 20 min。最后一次制成 

细胞悬液 ，可放在常温或冰箱中过夜 。 

1．2．3 制 片 

采用冷滴片法滴片。将处理干净 的载玻片(60℃洗衣粉液浸泡 18 h一自来水冲洗一蒸馏水冲洗一无水 乙醇浸 

泡一酒精灯点燃使酒精蒸发)置于 4℃的冰箱 中预冷 20 min后取 出用于滴片 ，滴片高度在 50~60 cm，用吸管吸 

取细胞悬液，每一玻片上滴约 3滴。玻片在室温下空气 自然干燥后用 10 吉姆萨染液(pH一6．8的磷酸缓冲 

液配制)染色 40~60 min，自来水 冲洗后在室温下 自然干燥。 

1．3 核型分析 

将染色体制片置于Olympus MS800型显微镜下观察，选取 100个分散良好的分裂相，计算染色体数目，并 

从中选取 1O个分散良好且数 目完整的分裂相在油镜下进行显微拍照。对染色体进行测量并按其特点进行同 

源染色体配对，方法按 Levan等(1964)提出的命名和分类标准，即按臂比将染色体分为4组：(1)中部着丝点染 

色体为 m组，臂比为 1．O0～1．70；(2)亚中部着丝点染色体为 sm组，臂比为 1．71～3．00；(3)亚端部着丝点染 

色体为 st组，臂比为3．01～7．00；(4)端部着丝点染色体为t组，臂比≥7．01。m和 sm染色体臂数为 2，st和 

t染色体臂数为 1。臂比一长臂／短臂，染色体相对长度一(每条染色体长度／单倍体组染色体总长度)×100 。 
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2 结果 

2．1 条斑星鲽染色体数 目的确定 

在显微镜下对条斑星鲽分散 良好的 100个染色体中期分裂相进行计数 。观察结果表明，条斑星鲽 的中期 

分裂相均为二倍体 ，染色体众数为 46，占分裂相总数 的 80 (表 1)。非众数部分 的染色体数 目可能是 由于制 

片过程中染色体丢失或细胞重叠造成的。通过核型分析知条斑星鲽染色体核型为 2 n一46—2 sm+44 t，即有 

1对亚中部着丝点染色体(sm)和22对端部着丝点染色体(t)，臂数 NF=48，不具有异型性染色体。条斑星鲽 

染色体的中期分裂相和核型图谱见图 1(图中箭头示 2个亚中部着丝点染色体)。 

表 1 条斑星鲽二倍体染色体计数结果 

Table 1 Chromosome counts in the diploid of Verasper moseri 

染色体数 目 

Number of chromosome 

分裂相数 目 
Number of metaphase 

所 占百分比( ) 

Percentage of metaphase 

≤4o 42 43 44 45 46 90 璺和 
um  

图1 条斑星鲽中期染色体分裂相及其核型(箭头示两条亚中部着丝点染色体) 

Fig．1 The metaphase chromosomes and karyotype of Verasper moseri 

(The arrows show the submetacentric chromosome) 

2．2 染色体相对长度分析结果 

通过测量与数据统计分析，条斑星鲽染色体相对长度、臂比及染色体类型如表 2所示。条斑星鲽具有 23 

对染色体，其中1对臂比为 2．06(1．71<2．06<3．oo)，为亚中部着丝点染色体，其余 22对臂比为CxD，为端部着 

丝点染色体。相对长度最长为 5．83±0．3，属于端部着丝点染色体；最短为2．3±0．42，也属于端部着丝点染色 

体。各对相邻染色体之间相对长度差异不明显。 

3 讨论 

3．1 染色体的制备方法 
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5．39±0．59 

5．83士0．3O 

5．39士0．17 

5．24土0．12 

5．08士0．11 

4．93土0．09 

4．86±0．09 

4．77土 0．06 

4．67士 o．10 

4．56士 0．11 

4．48± o．06 

4．41土 0．11 

4．33±O．11 

4．26士0．15 

4．15土O．18 

4．05士o．11 

3．98±o．1O 

3．85士0．11 

3．69士0．16 

3．42士0．23 

3．28土o．24 

3．1O士0．36 

2．3O±0．42 

采用林义浩(1982)提出的植物血细胞凝集 

素(PHA)体内注射法制备条斑星鲽染色体，此 

方法不需进行细胞体外培养和无菌操作 ，不受 

季节限制，实验设备简单，制片周期短，在 1～2 

d内便可获得大量 的可供分析 的中期分裂相 ， 

特别适用于实验室的染色体制备工作。采用此 

方法获得的有丝分裂指数较高。本研究制片得 

到的有丝分裂指数平均为 0．1 ～0．2 ，高于 

Okumura等(20O6)采用的仔鱼秋水仙素浸泡 

法得到的条斑星鲽有丝分裂指数 0．048 。不 

同鱼类不同剂量和不同效应时间得到的分裂相 

数 目不同，林义浩 (1982)报道 的用 PHA 体 内 

注射法获得的不同种鱼的细胞有丝分裂指数见 

表 3。通过表 3可知，采用 PHA体内注射法制 

备染色体在多数鱼类中都能获得较高的有丝分 

裂指数。沙珍霞等(2003)在研究花鲈的染色体 

制备方法 中用 PHA体 内注射法获得 的有丝分 

裂指数为 1．1 ，较其用的小鱼游泳法 和组织 

浸泡法得到的分裂指数 0．5 和 0．3 高很多 ， 

但较其用的外周血培养法和胚胎干细胞培养法 

得到的分裂指数 1．5 和 6．3 低，后两种方法 

需在无菌条件下操作，对一般实验室要求较高。 

PHA体内注射法会由于注射不当造成试 

验鱼死亡，致使试验无法继续，因此要求试验人 

表 3 不同种鱼用 PHA体内注射法获得的细胞有丝 

分裂指数(引白林义浩 1982) 

Table 3 Mitosis index of different fishes obtained by PHA injection 

1 北京鳊 Parabramis pekinensis 

2 团头鲂 Megalobrama amblycephala 

3 广东鲂 Megalobrama hoffmanni 

4 倒刺钯 Barbodes(Spi．)denticulatus denticulatus 

5 
．  鲮鱼 Cirrhinus molitorella 

6 细鳞斜颌鲴 PZ口 0g n旃0ps microlepis 

7 青 鱼 Mylopharyngodon piceus 

8 草鱼 Ctenopharyngodon idellus 

9 鲢鱼 Hypophthalmichthys molitrix 

1O 鳙鱼 Aristichthys nobilis 

1 1 鲫鱼 Carassius auratus auratus 

12 泥鳅 Misgurnus ∞“d口抛s 

13 胡子鲶 Clarias S~US 

14 黄鳝 Monopterus albus 

15 鳗鲡 Anguilla japonica 

16 乌鳢 Ophiocephalus argus 

l7 圆尾斗鱼 Macropodus chiensis 

18 莫桑比克罗非鱼 Tilapia mossambica 

7．1 ～11．4％ 

7．7％～12．3％ 

8．6 ～13．5％ 

7．0％～12．1％ 

19．4 ～ 14．6 

6．9 ～ 9．8 

7．8％～11．2％ 

8．6 ～13．8％ 

9．O ～14．8％ 

7．6 ～13．2％ 

9．2 ～13．8％ 

6．8％～10．9 

9．6 ～ 14．2 

7．2 ～9．8％ 

5．8 ～8．4％ 

6．3 ～9．8％ 

8．6％～11．7％ 

7．4 ～ 10．6 

员有较高的技术。另外，PHA及秋水仙素的使用剂量及作用时间上难以把握，林义浩(1982)报道 PHA的剂 

量在 8～1O／~g／g体重及作用时间在4～36 h对鱼体是安全的，超过2O t~g／g会导致某些鱼类死亡，注射次数 1 

次或 2～5次(海 燕等 2001)都可显著起到增殖淋巴细胞的作用；秋水仙素的浓度和处理时间要适中，秋水 

¨ M ¨ ” 加 

1  2  3  4  5  6  7  8  9  
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仙素浓度过低 ，难以获得较多的分裂相，秋水仙素的浓度过高或处理时间过长 ，会引起染色体收缩成粒状或短 

棒状，影响结果分析。处理时间过短，则中期分裂相的染色体较少(沙珍霞等 2003)。本试验根据参考文献 

(周丽青等 2005)采用 20 t~g／g(鱼体湿重)的 PHA和 2．5#g／g(~-体湿重)的秋水仙素处理试验鱼 ，得到的 

分裂相中染色体有不同程度的伸长或缩短，表明处于不同时期的分裂细胞对秋水仙素的敏感性不同。由此说 

明，只要正确掌握各种鱼类对 PHA、秋水仙素的效应时间和浓度，便可获得较多的肾细胞中期分裂相。 

3．2 染色体核型比较 

与淡水鱼类相 比，有关海水鱼类染色体核型的研究开展得较晚，据卓孝磊等(2007)综述 ，我国己进行染色 

体研究的海水鱼类有 77种，分属于 7个 目26科 。其中以鲈形 目种类最多 ，有 51种；其次分别 为妯形 目8种， 

鲽形 目6种 ，纯形 目 5种 ，鳗鲡 目3种，鲱形 目两种和鲻形 目两种 。染色体数 目最少 的是鲈形 目锦鲥科的云鲥 

Enedrias nebulosus为2n一26，其次是线鲥科的短颌小绵鲥 Zoarchiasmicrostomus为2 n一28，染色体数目最 

多的是鲈形 目线鲥科的燧鲥 Azumaemmnion为 2 n一56，其次为鲻形 目、触形 目和鲈形 目的多数种。核型 2 n 

一48的共有 56种 ，占总数的 72．7 ，2 n一44的共有 9种 ，占总数的 11．7 ，2 n一46的共有 3种 ，占总数 的 

3．9 。鱼类染色体核型结构及其演化情况比较复杂，同一科属近缘种的核型不一定类似，甚至很不相同。鲽 

形目鲆、鲽 2科 6种鱼核型报道中，只有角木叶鲽 Pze r0 c s∞r72“￡“s(Temminck et Schlege1)的核型 2 n 

一48—12 m+2 sm+34 t比较特殊，其余 5种(褐牙鲆 Platycephalus indicus、桂皮斑鲆 Pseudorhombus cin— 

namomeus、钝吻黄盖鲽 PsP“ 0声zP ro 8c觚 yokohamae、石鲽 Karesus btcoloralus和亚洲 油鲽 Mscrastomus 

achne)核型相 同，均为 2 n一48 t(王梅林等 2000)。2007年 ，李鹏飞等报道 了漠斑牙鲆 Paralichthys letho— 

stigma的染色体核型也是 2 n一48 t。大菱鲆 Scophthalmusmaximus染色体核型则是 2 n一44，NF=48(Bou— 

za et a1． 1994；Chen et a1． 2004)，半滑舌鳎 Cynoglossus semilaevis染色体核型为 2 n一42 t，NF=42(周丽 

青等 2005)。沙珍霞等(2007)报道了圆斑星鲽的染色体核型为 2 n一46 t，即有 23对端部着丝点染色体，相 

对长度最长为 5．21±0．16，最短为 2．9±0．1；本研究得出条斑星鲽染色体核型为 2 n一46—2 sm+44 t，即有 

23对染色体 ，包括 1对亚中部着丝点染色体和 22对端部着丝点染色体 ，与 Fukuoka等(1970)和 Okumura等 

(2006)的报道一致 。实验得出条斑星鲽染色体相对长度最长为 5．834-0．3，最短为 2．3±0．42，与圆斑星鲽不 

同。条斑星鲽和圆斑星鲽染色体核型不同可能是种的差异造成的染色体发生了不同程度 的变异(沙珍霞等 

2007) 

3．3 染色体与鱼类进化的关系 

一 般认为 ，在鱼类的核型演化进程中有染色体加倍的倾向。在一定的分类阶元中，具有较多 t染色体的物 

种较为原始，而具有较多 m和 sm染色体的物种是特化种类 ，即染色体臂数较多的种类为进化类型(李树深 

1981)。小岛吉雄(1979)对 800余种已做过核型研究的鱼类染色体统计结果表明，真骨鱼类划分为低位类 、中 

位类和高位类 3个演化类群 。鱼类的进化程度与染色体有一定关系：进化上越是处于上位 ，染色体越收敛 ，端 

部着丝粒染色f小多，臂数少 ，在鱼类系统进化上属于高位类。条斑星鲽染色体核型为 2 n一46—2 sm+44 t， 

NF=48，未发现有多倍体的现象 ，也未发现异型性染色体 和随体染色体，在鱼类系统上属于高位类 ，是 比较原 

始的类群。 
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