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麦穗鱼的组型分析和 DNA 含量测定
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摘要 采用PHA和秋水仙素活体注射、肾细胞短期培养和空气干燥制片法,对麦穗鱼染色体数目和核型

进行研究;以麦穗鱼外周血细胞为样本,鸡血细胞DNA为标准(2.30pg),使用美国贝克曼库尔特公司CellLab
QuantaSC流式细胞仪测定了麦穗鱼二倍体细胞的DNA含量。结果显示:麦穗鱼染色体数目2n=50,未观察到

次缢痕及性染色体,亦未发现有随体,核型公式为18m+22sm+10st,NF=90;麦穗鱼二倍体细胞DNA含量

为鸡血对照的1.38倍,绝对含量为3.18pg。
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  麦 穗 鱼 (Pseudorasboraparva),属 鲤 形 目

(Cypriniformes)鲤科(Cyprinidae)鮈亚科(Gobio-
ninae)麦穗鱼属(Pseudorasbora),起初分布于亚洲

中部(中国、蒙古、韩国、日本等),后随着经济鱼类的

引种被带入欧洲地区,现广泛分布于亚洲、欧洲、非
洲的阿尔及利亚等地[1-2]。麦穗鱼是一种常见的淡

水小型鱼类,其分布广泛,在鱼类养殖生产中属于野

杂鱼,常被视为清除对象,但有时也作为经济鱼类的

一种饵料鱼。麦穗鱼生长速度快,在室内室外均容

易养殖,分批产卵,1龄便可达性成熟,且对环境耐

受能力强,因此其具有被开发成为一种新的模式鱼

种的潜能。
目前关于麦穗鱼的研究主要涉及其生长繁殖、

食性、毒理等方面[3-4],而对其染色体和DNA含量

的研究较少[5-8]。染色体是生物遗传物质的主要载

体,其数目和形态不仅具有种的特征,且能反映出生

物进化的历史。研究鱼类染色体核型对了解鱼类的

遗传组成、遗传变异、系统演化、发育机制等具有重

要意义[9];脱氧核糖核酸(DNA)是绝大多数生物的

遗传物质,一个细胞核中所含的DNA总量对于某

物种是一定的。生物DNA含量的研究不仅是研究

物种间差别的重要方法,而且对分类和系统演化的

探讨、物种进化研究等具有参考意义,也是种质资源

和种质质量的主要指标之一[10]。因此,笔者对麦穗

鱼的染色体核型和DNA含量进行研究,以期为开

发麦穗鱼成为模式鱼种方面的研究提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材 料

供试麦穗鱼取自湖北省武汉市江夏区汤逊湖,3
雄1雌,体长78~85mm,体质量7~10g,在室内

水族箱内暂养至少1周后开始试验。
1.2 麦穗鱼核型分析

肾细胞染色体标本的制备参照林义浩[11]的植

物血球凝集素(PHA)体内注射法。按照10μg/g
(鱼体质量)的剂量在麦穗鱼腹腔注射PHA,4h后

再按照8μg/g(鱼体质量)注射秋水仙素,2h后取

鱼剪鳃及断尾放血15min。解剖鱼体取肾脏组织,
置于盛有少量淡水鱼用生理盐水(PSF)的培养皿

中,并用镊子除去明显的血块和组织膜;用镊子磨碎

肾脏组织,然后用0.154mm过滤筛过滤,取细胞悬

液移入15mL离心管中,用吸管反复吹打数次,然
后在1000r/min条件下离心3次,每次5~6min,
每次离心完后更换少量淡水鱼用生理盐水,并轻轻

混匀细胞悬液。
加5~6mL0.5% KCl溶液至离心管中,混匀
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细胞并室温低渗处理30min,低渗后1000r/min
离心9min,去掉上清液,然后加入新配制的卡诺氏

固定液(V甲醇 ∶V冰醋酸 =3∶1)固定15min,然后

1000r/min离心9min,并重复固定2次;在最后一

次固定并离心后,弃去上清液,加入0.5mL卡诺氏

固定液,制成悬液并滴于预先冰冻过的载玻片上,按
常规空气干燥法制备染色体玻片。

将染色体玻片用10% Giemsa液(用pH=7.4
的磷酸缓冲液(PBS)配制)染色10min,最后用自来

水简单冲洗,随水倾去染液,待玻片干燥后在显微油

镜下选取100个分散良好、形态清晰、数目完整的中

期分裂相,用Optimas软件系统手工统计每个分裂

相的染色体数目,找出出现频率最高的染色体数目,
并确定其为该地区麦穗鱼的染色体数目,然后选取

11个数目完整的最佳中期分裂相显微拍照、放大、
测量,按Levan等[12]的标准测量染色体的有关参

数,配组分析。
1.3 麦穗鱼 DNA 含量测定

用浸有肝素钠的1mL一次性注射器在麦穗鱼

尾静脉采血0.2~0.5mL,然后加入到含有1mL
磷酸缓冲液(PBS)的EP管中,在4℃避光条件下用

DAPI染料按V样品∶V染液=1∶1染色5~10min;
用同样的方法采集公鸡血液,样品染色后用流式细

胞仪(CellLabQuantaSCAnalysis,美国贝克曼库

尔特公司)进行检测。
1.4 数据统计与分析

选择国际上通用的鸡血细胞 DNA 绝对含量

(2.30pg)作对照进行检测。测量数据和图由计算

机进行相应资料处理,然后将对照血样及被检样品

的处理资料按照统计学方法进行计算、统计。麦穗

鱼DNA含量依照以下公式计算:

P1=E2/E1×P2

式中:P1表示麦穗鱼血细胞的DNA含量,pg;

P2表示对照鸡血细胞DNA含量,pg;E1表示鸡血细

胞消光值;E2表示麦穗鱼血细胞消光值。

2 结果与分析

2.1 麦穗鱼的染色体数目

试验中选取100个中期分裂相染色体,其计数

结果见表1。由表1可看出,麦穗鱼染色体的数目

为45~51,在100个中期分裂相中,染色体数为

45~49的细胞有29个,染色体数为50的细胞有66
个,染色体数为51的细胞有5个。染色体数为50

的细胞个数占观察细胞总数的66%。因此,可以确

定该地区麦穗鱼体细胞的染色体数目为2n=50。
此外,未观察到次缢痕及性染色体,亦未发现有随

体。麦穗鱼的染色体中期分裂相照片见图1。
表1 麦穗鱼细胞染色体数目出现频率

Table1 Frequencyofoccurrenceofchromosome

numberinthecellofP.parva

染色体数目

No.ofchromosomes
细胞数

No.ofcells
出现频率/%

Frequencyofoccurrence

45 1 1

46 5 5

47 9 9

48 5 5

49 9 9

50 66 66

51 5 5

合计 Total 100 100

图1 麦穗鱼肾细胞中期分裂相

Fig.1 Metaphasechromosomesof
kidneycellofP.parva

2.2 麦穗鱼的染色体核型

将11个形态清晰、数目完整的中期分裂相染色

体拍照放大,测定染色体长、短臂长度,然后计算染

色体的相对长度、臂比和着丝粒指数,得到麦穗鱼的

染色体核型指数(表2)。根据表2的结果,可将麦

穗鱼二倍体体细胞50条染色体配成25对,根据

Levan等[12]按照着丝点的位置进行染色体命名和

分类的原则,可将这25对染色体分为3组。其中中

部着丝粒染色体(m)为9对,亚中部着丝粒染色体

(sm)为11对,亚端部着丝粒染色体(st)为5对,未
发现有端部着丝粒染色体(t),因此麦穗鱼的核型公

式表示为18m+22sm+10st,染色体臂数(NF)为

90。由此排列麦穗鱼的染色体核型见图2。
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图2 麦穗鱼染色体核型

Fig.2 ThekaryotypeofP.parva

表2 麦穗鱼肾细胞中各染色体对的相对长度、

臂比、着丝点指数及其分类类型1)

Table2 Relativelength,armratio,centromeric

indexandclassifiedtypesofeachchromosome

pairinkidneycellsofinP.parva

染色体序号

Chromosome
No.(n=10)

相对长度/%
Relativelength
(M±S)

臂比

Armratio
(M±S)

着丝点指数

Centromeric
index(M±S)

类型

Types

1 4.35±0.46 1.01±0.19 49.56±6.75 m
2 4.18±0.38 1.01±0.09 49.54±5.71 m
3 4.03±0.40 1.10±0.25 47.62±4.62 m
4 3.95±0.25 1.02±0.21 49.51±3.81 m
5 3.80±0.21 1.06±0.21 48.48±3.97 m
6 3.76±0.34 1.04±0.19 48.98±8.87 m
7 3.69±0.32 1.04±0.19 48.96±3.79 m
8 3.18±0.32 1.02±0.24 49.40±3.72 m
9 3.14±0.36 1.16±0.11 46.34±6.24 m
10 5.18±0.78 2.29±0.38 30.37±4.32 sm
11 4.80±0.52 1.84±0.36 35.20±3.26 sm
12 4.45±0.45 1.90±0.37 34.48±3.09 sm
13 4.41±0.41 1.88±0.34 34.78±3.15 sm
14 4.11±0.44 1.89±0.24 34.58±5.28 sm
15 3.92±0.44 1.91±0.44 34.31±6.43 sm
16 3.92±0.48 2.00±0.30 33.33±2.58 sm
17 3.80±0.26 1.83±0.41 35.35±3.73 sm
18 3.45±0.44 1.73±0.35 36.67±2.68 sm
19 3.38±0.24 1.93±0.52 34.09±8.45 sm
20 2.80±0.49 2.17±0.28 31.51±2.46 sm
21 5.41±0.54 3.70±0.61 21.28±2.63 st
22 4.30±0.53 3.48±0.54 22.32±2.33 st
23 3.95±0.42 3.29±0.41 23.30±1.93 st
24 3.84±0.32 3.17±0.47 24.00±2.11 st
25 3.72±0.32 3.41±0.36 22.68±1.73 st

 1)n:细胞数 Cellcount;M:平 均 数 Meanvalue;S:标 准 差

Standarddeviation.

2.3 麦穗鱼的 DNA 含量测定

对15尾麦穗鱼的血细胞DNA含量进行了测

定,测定结果为:麦穗鱼血细胞消光值为275.32,公
鸡血细胞消光值为199.26,血细胞消光值比值(鱼/
鸡)为1.38,以公鸡血细胞DNA绝对含量值2.30
pg作为标准,可算出麦穗鱼血细胞DNA绝对含量

为3.18pg。麦穗鱼DNA含量的流式细胞仪图见

图3。

 A:表示鸡血细胞核DNA含量DNAcontentofchickenerythro-
cytenucleus;B:表示麦穗鱼血细胞核DNA含量 DNAcontentof

P.parvaerythrocytenucleus.

图3 麦穗鱼和鸡血细胞DNA含量对照直方图

Fig.3 DNAhistogramoferythrocytesofP.parva

3 讨 论

3.1 麦穗鱼的核型分析

对鱼类 染 色 体 的 研 究,始 于 1966 年 Ojima
等[13]用低渗处理细胞和空气干燥法研究鲫和金鱼

的染色体。随后,各国对鱼类染色体的研究越来越

广泛,研究方法也逐步发展到用外周血液培养法、鳞
上皮细胞培养和肾细胞培养法等方法。据报道,到

1983年为止,已有1634种鱼类的染色体被研究,占
世界上现存鱼类的8%左右[14]。而我国对鱼类染色

体的研究始于20世纪70年代,据余先觉等[15]报

道,我国已有200多种鱼类被研究过。
关于麦穗鱼的染色体核型报道较少。Ojima

等[5]最早报道了麦穗鱼的染色体数目为2n=50,核
型公式为14m+36sm,臂数NF=100。随后我国

学者李树深等[6]报道了麦穗鱼染色体数目为2n=
50,核型公式为20m+26sm+4st,臂数NF=96;
李康等[7]报道麦穗鱼染色体数目为2n=50,核型公

式为18m+22sm+10st,臂数NF=90。在这些研

究结果中,染色体数目都为2n=50,但其核型公式

和臂数却不尽相同。本研究得出麦穗鱼的染色体数

目为2n=50,核型公式为18m+22sm+10st,臂
数NF=90,染色体数目与众学者研究结果相同,但
是核型公式和臂数只与李康等[7]报道的结果一致。
因此可以推断麦穗鱼的染色体数目应该不具有多态

性,至于各研究者对麦穗鱼核型公式研究结果的不
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一致,可能是由于不同研究者所使用的方法、仪器不

同,测量染色体的时相不一致,以及测量和配组误差

所造成的。
小岛吉雄[14]在研究鱼类染色体时,曾将真骨鱼

类划分为低位类、中位类和高位类3个演化类群,并
探讨了鱼类的进化与染色体的关系,通过对大量资

料的分析提出:在进化上越是处于上位的鱼类,其染

色体越收敛,端着丝粒染色体多,臂数少。而从本试

验结果看,麦穗鱼染色体核型中没有发现端部着丝

粒染色体,可认为麦穗鱼在鱼类系统进化上属于低

位类鱼类。
关于鱼类性染色体是否存在的问题,至今仍没

有确切的说法。据统计,全世界大约有2000多种

真骨鱼类被做过染色体组型的研究,可能有近100
种鱼类被认为有性染色体存在,而在细胞遗传学研

究上能分辨出来的并且有较好性染色体形态分化的

鱼类可能只有40种左右[16]。在所有麦穗鱼染色体

核型研究中均未发现性染色体,这是否与其性染色

体处于进化的原始状态有关,仍尚待研究。此外,由
于本研究采用常规染色方法,未观察到次缢痕及随

体,在今后研究中需要采用染色体显带方法以进一

步研究确认。
3.2 麦穗鱼的 DNA 含量

流式细胞仪是20世纪70年代末发展起来的一

种能快速、准确测量细胞大小、DNA含量的高技术

仪器。目前,已广泛运用于鱼类、虾类等DNA含量

和倍性检测[17-18]。到目前为止,用流式细胞仪测定

鱼类细胞含量的方法已比较完善和普遍。李渝成

等[8]曾运用显微分光光度计法测得麦穗鱼的DNA
含量为2.5pg,所用的对照标准为人淋巴细胞;而
本文采用流式细胞仪测得麦穗鱼DNA含量为3.18
pg,所用的对照标准为鸡血(DNA 含量为2.30
pg),所得结果与其报道的结果有差异,这差异可能

是因所用方法、仪器及对照标准不同而产生的。
测定一种生物的DNA含量是研究其基因组的

一个手段,它可以反映出该生物基因组大小、染色体

数量和细胞倍性。然而,由于不同作者研究方法、仪
器设备不尽相同,更重要的是使用的对照标准不同,
因而使不同的研究结果失去了比较的意义。一般情

况下,DNA含量测定主要以人淋巴细胞、鸡血及鲑

血细胞作为对照,本文采用鸡血作为对照,主要是因

为鸡血为国际上通用的一种标准对照材料,且也容

易获得。

近年来测定鱼类细胞DNA含量的方法主要是

采用显微分光光度计和流式细胞仪2种方法,采用

2种不同方法或仪器所测得的结果必定会产生一定

的差异。例如仪器设计原理、型号、功能、标准对照

材料(鸡血细胞、人淋巴细胞等)和绝对DNA含量

标准(鸡血细胞,有人以3.22pg计算,有人以2.30
pg计算,也有人以2.50pg计算)的不同,甚至测量

时人为操作,特别是采用显微分光光度计法时的人

为操作都可能引起测量结果差异的产生。但是,以
目前的技术水平来看,采用流式细胞仪测定鱼类

DNA含量要比采用显微分光光度计法更准确些。
与此同时,因流式细胞术操作方便、快速以及测量结

果准确、客观,它在测定细胞DNA含量方面的应用

将会更为广泛。
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KaryotypicanalysisandcellularDNAcontentsofPseudorasboraparva

YANGKun1 WANGZi-jian2 ZHUDong-mei1 FANGLi-bao1 WANGWei-min1

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.ResearchCenterforEco-environmentalSciences,

ChineseAcademyofSciences,Beijing100085,China

Abstract ThechromosomenumberandkaryotypeofPseudorasboraparvawereanalyzedusinga
routinemethodincludingintraperitonealinjectionofPHAandcolchicine,cultivationinvivo,andslides
preparationwithair-drying.WhilsterythrocytenuclearDNAcontentofP.parvawasdeterminedbyu-
singaflowcytometer(BeckmanCoulterInc.,USA)withservingthechickenerythrocytes(theirDNA
contentis2.30pg)asreferencecells.Resultsobtainedinthisstudyshowedthat:thediploidchromo-
somenumberofP.parvawas50(2n=50);thekaryotypeofthisspecieswas2n=18m+22sm+10st,

NF=90,whilethesecondaryconstriction,heterosomeandsatellitechromosomewerenotobserved;the
diploidcellularDNAcontentsofP.parvawas3.18pg,whichwas1.38timestothechickenerythro-
cytes’.

Keywords Pseudorasboraparva;chromosome;karyotypicanalysis;flowcytometry;DNAcon-
tent
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