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DNA 相对含量与染色体组型的比较
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摘要 利用二倍体(D)、四倍体(T)泥鳅与大鳞副泥鳅(P)间的自交与杂交,获得9种细胞型子代,分别为

(♀×♂):D×D、D×T、D×P、T×D、T×T、T×P、P×D、P×T和P×P。采用流式细胞计数法和染色体制片技

术分别对其进行了DNA相对含量测定和染色体组型分析。DNA相对含量结果显示:D×D、D×P、P×D和P×
P属于二倍体;D×T、T×D、P×T和T×P属于三倍体;T×T属于四倍体,且3种类型DNA含量比值接近

2∶3∶4。D×D的染色体数2n=50,核型为8m+6sm+36t,臂数 NF=64;T×T染色体数为4n=100,抗型

16m+12sm+72t,NF=128;P×P为2n=48,12m+4sm+32t,NF=64;D×P和P×D为2n=49,10m+5sm+
34t,NF=64;D×T和T×D为3n=75,12m+9sm+54t,NF=96;T×P和P×T为3n=74,14m+8sm+52t,

NF=96。经比较分析可知,杂交子代染色体是由双亲各提供一组单倍体染色体组成。
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  泥鳅(Misgurnusanguillicaudatus)和大鳞副

泥鳅(Paramisgurnusdabryanus)分别隶属于鳅科

(Cobitidae)、花鳅亚科(Cobitinae)中的泥鳅属(Mi-
sgurnus)和副泥鳅属(Paramisgurnus)[1]。杂交是

一种鱼类育种的基本手段,能够生产出具有杂种优

势的杂种[2]。赵振山等[3]通过对泥鳅(♀)与大鳞副

泥鳅(♂)杂交子代染色体的观察,探讨了2种泥鳅

远缘杂交的可能性。龙良启等[4]利用分子生物学方

法对其杂交子代及其亲本进行了遗传变异分析,探
索了2种泥鳅杂交的遗传规律。已有的研究表明泥

鳅的染色体存在着广泛的核型多态性[5-7]。我国不

仅有二倍体泥鳅与大鳞副泥鳅,还广泛分布有四倍

体泥鳅,且个体较大[8-11]。同时,大鳞副泥鳅具有生

长快和抗病力强的特点,而泥鳅具有较理想的体形

与体色[12]。因此,利用2种泥鳅的杂交,有望获得

生长速度快、抗病力强、个体大、体形与体色较好的

杂交新品种。
笔者利用天然二倍体、四倍体泥鳅与大鳞副泥

鳅间的杂交与自交,获得9组子代,然后对其进行了

DNA相对含量检测和染色体组型的比较分析,旨在

探讨不同倍性泥鳅以及泥鳅与大鳞副泥鳅杂交后代

遗传结构组成和亲缘关系,也为泥鳅的良种选育奠

定基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

用于繁殖的泥鳅和大鳞副泥鳅亲本均购买于武

汉市水产品市场。根据陈景星[1]的分类标准区分出

泥鳅和大鳞副泥鳅后,再利用流式细胞计数法鉴别

二倍体与四倍体泥鳅,然后进行人工催产。将二倍

体、四倍体泥鳅与大鳞副泥鳅的卵子和精子各自分

成3等份,两两人工授精,获得如下自交与正、反杂

交组合(♀×♂):D×D、D×T、D×P、T×D、T×T、

T×P、P×D、P×T、P×P。将这9组子代人工饲养

至8月龄时,进行DNA相对含量测定与染色体标

本的制备。
1.2 DNA 相对含量测定

将每种细胞型泥鳅的雌、雄各随机选出30尾,
用于 DNA 含量测定和染色体标本制备。经 MS-
222(100mg/L)麻醉鱼体后,用1mL无菌注射器
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(1%肝素湿润)从尾静脉取血,将血液用PBS(NaCl
8.0g,KCl0.2g,Na2HPO41.42g,KH2PO4
0.27g,ddH2O1000mL)稀释至血细胞浓度为106

个/mL。用实验室内饲养的二倍体泥鳅血样做参照,
处理方法与待测组相同。染色方法为:将二倍体泥

鳅血样与待测组血样同时加入样品杯中,再用DA-
PI染液进行染色,三者体积比为1∶1∶2,染色

5min后即可用流式细胞仪(CellLabQuantaTMSC,

BeckmanCoulter)进行检测。
1.3 染色体标本制备

采用PHA体内注射法制备染色体标本,具体

方法参考文献[13]。染色体标本制备后,油镜下选

取分散良好、形态清晰的分裂相,每种鱼至少计50
个完整分裂相,计算其众数,确定染色体数,并选择

长度适中、无重叠的中期分裂相进行核型分析。核

型分析参照Levan等[14]的方法进行。

2 结果与分析

2.1 红细胞核的 DNA 相对含量

泥鳅杂交子代红细胞核DNA相对含量直方图

(荧光值)见图1。由于采用内参进行检测,当试验

组与对照组DNA含量相同或比较接近时,荧光峰

值重合,当DNA含量不同时,荧光峰值分离。由图

1中试验组与对照组荧光值的比例可以将检测结果

分为3类,图1-A,C,G,I为一类,图1-B,D,F,H为

第2类,图1-E为第3类。根据图中荧光值之比可

以得到以上3类的 DNA 含量之比约为2.00∶
3.10∶4.16,这一比值基本符合二倍体、三倍体、四
倍体DNA含量的理论比值(2∶3∶4)。因此,可以

判定D×D、D×P、P×D和P×P属于二倍体,D×
T、T×D、P×T和T×P属于三倍体,T×T属于四

倍体。

 A,C,G,I:二倍体,试验组与对照组峰值重合;B,D,F,H:三倍体,左峰为对照组,右峰为试验组;E:四倍体,左峰为对照组,右峰为试

验组。A,C,G,I:Diploid,thepeaksofexperimentalgroupandcontrolgroupareoverlapped;B,D,F,H:Triploid,thepeakofcontrol

groupistheleftone,thepeakofexperimentalgroupistherightone;E:Tetraploid,thepeakofcontrolgroupistheleftone,thepeakof

experimentalgroupistherightone.

图1 红细胞核的DNA相对含量直方图

Fig.1 FlowcytometrichistogramsofRBC(redbloodcell)nuclearrelativeDNAcontent
2.2 染色体计数与核型分析

泥鳅杂交子代的染色体数、染色体中期分裂相

以及核型如图2所示。所有正交子代与其对应的反

交子代的染色体数与核型均相同,且染色体数与臂
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数都为双亲之和的一半。经比较分析可知,杂交子

代染色体由双亲各提供一组单倍体组成。染色体计

数结果表明D×D、D×P、P×D和P×P属于二倍

体,D×T、T×D、P×T和 T×P属于三倍体,T×T
属于四倍体,与流式细胞仪测定结果一致。

3 讨 论

3.1 DNA 相对含量

DNA是染色体的主要组成部分,可以反应染色

体数量和细胞倍性。Ojima等[15]测定了15种鲤科

鱼类的DNA含量,结果显示细胞核DNA含量与倍

性成正比关系。因此,可以通过测定鱼类细胞的

DNA含量来确定其倍性。但是,由于不同的研究者

在测定方法、仪器设备,尤其是参照标准上有所不

同,从而会出现同一研究对象有不同的研究结果。
本文针对研究对象的特点,用二倍体泥鳅作为参照,
测定DNA相对含量。结果显示,子代泥鳅中四倍

体、三倍体、二倍体类型的DNA含量与对照组比值
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 D×D:2n=50,8m+6sm+36t,NF=64;T×T:4n=100,16m+12sm+72t,NF=128;P×P:2n=48,12m+4sm+32t,NF=64;

D×T,T×D:3n=75,12m+9sm+54t,NF=96;D×P,P×D:2n=49,10m+5sm+34t,NF=64;T×P,P×T:3n=74,14m+8sm+

52t,NF=96.

图2 子代泥鳅的染色体中期分裂相及相应的核型

Fig.2 Metaphasespreadsandcorrespondingkaryotypesoftheprogenies
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分别为2.08、1.55和1.00,杂交子代DNA含量接

近双亲之和的一半,与染色体计数结果一致。另外,
由于采用内参(试验组和对照组血样在同一样品杯

中,同时染色,同时检测)进行检测,避免了因为染色

时间不同或检测结果偏移而造成的误差,且试验组

和对照组荧光峰值(DNA含量)在同一张图中显示,
便于观察比较。本研究结果表明选择已知倍性的同

一物种或近缘种作为内参照,能够更快速、准确、直
观地反应研究对象的倍性。
3.2 染色体组型比较与泥鳅的杂交

泥鳅与大鳞副泥鳅分别属于鳅科鱼类中的泥鳅

属和副泥鳅属,其中泥鳅的染色体主要为2n=50和

4n=100两种,据报道泥鳅的核型曾发生过2n=50
到4n=100的自然加倍过程,四倍体泥鳅 m、sm、t
染色体以及臂数均是二倍体泥鳅的2倍[8-10],本研

究也证实了这一结论。从核型分析结果可以看出,

P×P染色体数为2n=48,比D×D少2条染色体,
而其臂数却相同(NF=64)。P×P与D×D相比多

了1对明显偏大的m染色体,而少了2对t染色体。
这一结果表明,P×P可能是由D×D罗伯逊易位而

来。罗伯逊易位在其他鱼类中也有过报道[9]。这也

说明了泥鳅与大鳞副泥鳅具有较近的亲缘关系,因
而将它们进行正反杂交才能顺利获得杂交后代。

鱼类的属间杂交可能造成单倍体、二倍体、多倍

体以及雌核发育、雄核发育等情况的发生,核型分析

则是确定杂交后代遗传结构组成的较好的方法[2]。
本试验中杂交子代的染色体总数以及各类型的染色

体数均是双亲单倍体数目之和,而且在泥鳅与大鳞

副泥鳅所有杂交子代中均有1条未配对且明显偏大

的m染色体(图2)。比较泥鳅与大鳞副泥鳅的核型

后不难发现,这一较大的 m染色体来自P×P。这

些结果表明,本试验得到的杂交子代染色体是由双

亲各提供一组单倍体组成,是精子与卵子经过正常

受精发育而成,而不是雌核发育等其他发育类型。
一般认为,鱼类杂交不亲和性产生的原因在于

双亲基因组间的差异,双亲核型越相近,杂交越可能

成功,反之胚胎发育越难正常进行[16]。在自然状态

下,许多鱼类存在杂交现象,李雅娟等[6]、Ojima
等[15]都曾发现过有少量天然三倍体泥鳅(3n=75)
的存在,而印杰等[11]发现少量的天然三倍体泥鳅的

染色体数为3n=74。结合本试验杂交子代的染色

体组型,可以推测3n=75的天然三倍体应该是二倍

体与四倍体泥鳅自然繁殖的结果;而3n=74的天然

三倍体则是四倍体泥鳅与大鳞副泥鳅自然繁殖的结

果。关于二倍体、四倍体泥鳅和大鳞副泥鳅的地理

分布已有很多报道[8-11],二倍体与四倍体泥鳅存在

明显的地理种群现象,但是在有些地区也存在两者

共存情况[17],而泥鳅与大鳞副泥鳅则是 普 遍 共

存[1]。根据本文杂交试验结果可知二倍体、四倍体

泥鳅和大鳞副泥鳅彼此杂交可以得到正常生长的后

代,但是自然界中检测到的杂交类型个体却很少。
这可能是因为由于染色体数目的不同,杂交后代无

法顺利完成减数分裂形成正常的配子,从而不能进

行繁殖与扩大种群数量。那么,杂交后代性腺发育

情况如何、能否进行繁殖,则有待于进一步研究。
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ComparisononkaryotypesandrelativeDNAcontentsofreciprocal
hybridsamongdiploid,tetraploidloach(Misgurnusanguillicaudatus),

andlargescaleloach(Paramisgurnusdabryanus)
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Abstract Diploid(D)andtetraploid(T)loach(M.anguillicaudatus),largescaleloach(P.dabry-
anus)(P)andtheirreciprocalhybridswereproducedbyartificialfertilization.Ninegeneticcrosseswere
made.Thesewere(♀×♂):D×D,D×T,D×P,T×D,T×T,T×P,P×D,P×TandP×P.Therelative
DNAcontentsoftheprogenieswereexaminedbyflowcytometry.TheresultsshowedthatD×D,D×P,

P×DandP×Pwerediploid,D×T,T×D,P×TandT×Pweretriploid,T×Tweretetraploid.Therati-
oofrelativeDNAcontentsofthethreetypeswasabout2∶3∶4.Thekaryotypesoftheprogenieswere
analyzedandcomparedbythePHAcolchicinehypotonic-airdryingtechnique.D×Dhas2n=50chromo-
somes,consistingof8metacentrics(m),6submetacentrics(sm)and36telocentrics(t)chromosomes.
P×Phas2n=48chromosomes,consistingof12m,4smand32t.Bothspecieshaveafundamentalarm
number(NF)of64.T×Thas4n=100chromosomes,consistingof16m,12sm,72t,NF=128.D×Pand
P×Dare2n=49,10m+5sm+34t,NF=64;D×TandT×Dare2n=75,12m+9sm+54t,NF=96;T×
PandP×Tare2n=74,14m+8sm+52t,NF=96.Bycomparativeanalysis,thekaryotypesofdiploidand
triploidhybridsareintermediatebetweentheparentalspecies,consistingofahaploidmaternalsetanda
haploidpaternalset.

Keywords Misgurnusanguillicaudatus;Paramisgurnusdabryanus;hybridization;relativeDNA
content;karyotype
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