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厚颌鲂核型分析与 DNA 含量的测定
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摘要 为了解厚颌鲂(Megalobramapellegrini)的细胞遗传学特征,分析了厚颌鲂的染色体核型并对其

DNA含量进行了测定。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,经Giemsa染色,

对厚颌鲂染色体数目和核型进行研究,结果表明:厚颌鲂2n=48,染色体核型公式为24m+20sm+4st,臂数

NF=92,具有1对特大染色体,未发现性染色体。以厚颌鲂外周血细胞为样本,鸡血细胞DNA为标准(2.30

pg),使用流式细胞仪测定了厚颌鲂二倍体细胞的DNA含量,厚颌鲂DNA含量为鸡血的1.23倍,绝对含量为

2.82pg。
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  厚颌鲂(Megalobramapellegrini)隶属于鲤科

(Cyprinidae)鲌亚科(Cultrinae)鲂属(Megalobra-
ma)。曾一度被当作三角鲂(Megalobramatarmi-
nalis)的同种异名,1930年,罗云林首次对厚颌鲂进

行了性状差异分析,确定为有效种[1]。厚颌鲂分布

仅限于长江上游地区,由于长江上游的水利建设导

致环境急剧变迁,加之存在较大的捕捞压力,其分布

范围和种群规模已经呈明显的下降趋势[2],属于长

江 上 游 急 切 保 护 鱼 类,研 究 和 保 护 工 作 迫 在

眉睫[3-4]。
厚颌鲂作为鲂属中惟一分布于长江上游地区的

物种,其研究主要涉及个体生物学、种群生物学、遗
传标记、毒理等方面[5-8],还未见对其染色体及DNA
含量进行研究的报道。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[9]。核型(karyotype)是指生物

染色体的数目、大小和形态特征的总和,是细胞遗传

学的研究基础。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,同时还对预测种间杂交和多倍体育种结果

的鉴定等问题都具有重要的意义[10]。脱氧核糖核

酸(DNA)是绝大多数生物的遗传物质,细胞核中所

含的DNA总量对于物种是一定的。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[11]。笔者对厚颌鲂的染色体核型与DNA含

量进行分析,旨在了解其细胞遗传特性,为厚颌鲂的

遗传育种研究和资源保护积累基础资料。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试厚颌鲂于2011年9月采自四川省泸州市

龙溪河,暂养于湖北省鄂州市团头鲂原种场,共12
尾,雌雄各半,体质量为150~300g。
1.2 厚颌鲂核型分析

厚颌鲂肾细胞染色体标本的制备参照林义浩的

植物血球凝集素(PHA)体内注射法[12]。按照11

μg/g(鱼体质量)的剂量腹腔注射PHA,4h后再按

照8μg/g剂量注射秋水仙素,2h后剪鳃及断尾放

血,15min后解剖鱼体取肾脏组织进行试验。染色

体玻片制备的具体步骤参考杨坤等[13]的制备方法。
将制备好的染色体玻片用10% Giemsa染液染

色13min,最后用双蒸水缓缓冲洗,待玻片干燥后

在显微镜下选取100个分散良好、形态清晰、数目完

整的中期分裂相,用AdobePhotoshop12.1软件系

统手工统计每个分裂相的染色体数目,找出出现频
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率最高的染色体数目,并确定其为该地区厚颌鲂的

染色体数目,然后选取10个数目完整的最佳中期分

裂相显微拍照、放大,进行染色体绝对长度及长臂与

短臂长度的测量,再计算出染色体的平均相对长度

和臂比,确定染色体的着丝粒位置,按Levan等[14]

的标准测量染色体的有关参数,配组分析。
1.3 厚颌鲂 DNA 含量测定

用浸有肝素钠的1mL一次性注射器在厚颌鲂

尾静脉采血0.2~0.5mL,然后加入到含有1.5mL
磷酸缓冲液(PBS)的EP管中。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,相同方法采集公鸡血液后,将厚颌鲂血样与公鸡

血样同时加入3mL样品杯中,再用DAPI染液进

行染色,三者体积比为1∶1∶2,4℃下避光染色

5min,用流式细胞仪(CellLabQuantaSCAnaly-
sis,美国贝克曼库尔特公司)进行检测。

厚颌鲂DNA含量依照以下公式计算:
P1=E2/E1×P2

式中:P1表示厚颌鲂血细胞的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表示厚颌鲂血细胞消光值。

2 结果与分析

2.1 厚颌鲂染色体数目

在显微镜油镜下选取100个染色体中期分裂

相,进行染色体计数,其计数结果见表1。由表1可

以看出,在100个中期分裂相中,厚颌鲂染色体数

为48的细胞有66个,占观察细胞总数的66%,其
表1 厚颌鲂细胞染色体出现频率

Table1 Theoccurrencefrequencyofchromosome

numberinthecellofM.pellegrini

染色体数目

No.ofchromosomes
细胞数目

No.ofcells
出现频率/%

Occurrencefrequency

<42 11 11
42 3 3
43 2 2
44 3 3
45 2 2
46 3 3
47 3 3
48 66 66
49 1 1
50 2 2
51 2 2
52 2 2
合计 Total 100 100

余染色体数目的细胞数所占比例均小于5%。因

此,可以确定厚颌鲂为二倍体鱼类,体细胞染色体数

目为2n=48。此外,未观察到次缢痕及性染色体,
亦未发现有随体。厚颌鲂的染色体中期分裂相图片

见图1。

图1 厚颌鲂肾细胞中期分裂相

Fig.1 metaphasechromosomeofkidneycell
ofMegalobramapellegrini

2.2 厚颌鲂染色体核型分析

选取8个染色体数目完整、形态清晰的中期分

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,并进

行统 计 分 析。得 到 厚 颌 鲂 的 染 色 体 核 型 指 数

(表2)。根据表2的结果,可将厚颌鲂二倍体细胞的

48条染色体配成24对,根据Levan等[14]按照着丝

点的位置进行染色体命名和分类的原则,可将这24
对染色体分为3组。其中中部着丝粒染色体(m)为

12对,亚中部着丝粒染色体(sm)为10对,亚端部着

丝粒染色体(st)为2对,未发现有端部着丝粒染色

体(t),具有1对特大染色体位于sm组,没有发现

与性别有关的异型染色体,也没有发现有次缢痕及

随体 等 标 志 性 特 征。因 此 厚 颌 鲂 核 型 公 式 为

24m+20sm+4st,染色体臂数(NF)为92,厚颌鲂

的染色体核型见图2。根据统计结果计算出厚颌鲂

染色体相对长度,并作出核型模式图,见图3。

图2 厚颌鲂染色体核型

Fig.2 ThekaryotypeofM.pellegrini
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表2 厚颌鲂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,centromericindexandclassifiedtypesofeach

chromosomepairinkidneycellsofM.pellegrini

染色体序号

ChromosomeNo.
臂比 Armratio
(M±SD)

相对长度/%
Relativelength(M±SD)

着丝点指数

Centromericindex(M±SD)
类型

Types

1 1.31±0.11 5.80±0.28 43.42±2.30 m

2 1.18±0.14 4.78±0.33 45.96±1.40 m

3 1.44±0.18 4.50±0.65 41.09±1.27 m

4 1.44±0.16 4.32±0.25 41.06±2.56 m

5 1.35±0.15 4.16±0.34 42.80±2.80 m

6 1.31±0.13 4.14±0.39 43.29±1.46 m

7 1.06±0.23 3.94±0.22 48.70±1.58 m

8 1.18±0.17 3.92±0.49 45.94±2.26 m

9 1.58±0.19 3.80±0.34 38.78±1.12 m

10 1.33±0.13 3.50±0.32 41.41±2.51 m

11 1.28±0.20 3.12±0.36 44.32±1.66 m

12 1.35±0.18 2.88±0.26 42.55±1.13 m

13 2.54±0.15 6.62±0.21 28.03±1.82 sm

14 2.20±0.21 5.60±0.33 31.28±0.88 sm

15 1.82±0.11 3.02±0.54 35.89±1.18 sm

16 1.92±0.12 3.92±0.30 34.22±0.45 sm

17 1.85±0.12 3.78±0.28 35.17±1.56 sm

18 2.03±0.13 3.78±0.39 32.70±1.60 sm

19 1.81±0.14 3.70±0.20 35.86±2.04 sm

20 2.53±0.16 3.60±0.25 28.38±1.34 sm

21 2.45±0.13 3.39±0.28 29.07±2.28 sm

22 2.43±0.20 3.25±0.34 29.27±1.65 sm

23 3.48±0.15 4.55±0.30 22.36±1.50 st

24 3.17±0.13 4.04±0.32 24.05±1.44 st

 1)M:平均数 Meanvalue;SD:标准差Standarddeviation.

图3 厚颌鲂核型模式图

Fig.3 IdeogramofM.pellegrini
2.3 厚颌鲂的 DNA 含量测定

用公鸡血细胞作为参照,对6尾厚颌鲂(雌雄各

半)外周血红细胞DNA含量进行测定,结果如下:
公鸡血细胞荧光峰值为199.7,厚颌鲂血细胞荧光

峰值为245.3,二者血细胞荧光峰值比值为1.23。
以公鸡血细胞DNA绝对含量值2.30pg作为标准,
计算出厚颌鲂血细胞DNA绝对含量为2.82±0.07
pg(M±SD)。厚颌鲂血细胞荧光密度峰型见图4。

 G0/G1表示公鸡血细胞 DNA含量 G0/G1representsDNA

contentofchickenerythrocytenucleus;Sphase表示厚颌鲂血

细胞DNA含量 SphaserepresentsDNAcontentofM.pelle-

grinierythrocytenucleus.

图4 厚颌鲂与鸡血细胞DNA含量对照直方图

Fig.4 DNAhistogramoferythrocytesofM.pellegrini

3 讨 论

3.1 厚颌鲂核型分析

我国对鱼类染色体的研究始于20世纪70年

28
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代,据余先觉等[10]报道,我国已有200多种鱼类染

色体被研究过。关于鲂属鱼类的染色体研究始于

1975年,国内学者[15]最早对团头鲂(Megalobrama
amblycephala)的染色体进行了研究,得出团头鲂

染色体数目为2n=52。1979年,昝瑞光等[16]分析

了团头鲂的染色体组型,得出团头鲂染色体数目为

2n=48,核型公式为20m+24sm+2st。随后,国内

学者对团头鲂染色体的研究越来越广泛[17-19],在这

些研究结果中,染色体数目都为2n=48,但其核型

公式和臂数却不尽相同。朱新平等[20]报道了广东

鲂的染色体数目为2n=48,NF=88,核型公式为

26m+18sm+4st。刘思阳[21]运用空气干燥法对三

角鲂染色体组型进行了研究,结果为2n=48,核型

公式为18m+22sm+8st。厚颌鲂染色体组型的研

究还未见报道。
本研究得出厚颌鲂为二倍体鱼类,染色体数目

为2n=48,核型公式为24m+20sm+4st,臂数

NF=92,未发现与性别有关的染色体。厚颌鲂染色

体数目与鲂属其他鱼类的染色体数目一致,染色体

配组与染色体臂数与鲂属其他鱼类存在差异,可能

是由于厚颌鲂为长江上游特有鱼类,其生活的地理

位置与鲂属其他鱼类不同,造成了这种差异。这一

结果与徐革峰等[22]对细鳞鱼研究时不同的地理环

境鱼类的染色体组型存在多态性的结论相符。同

时,各研究者对鲂属鱼类的核型分析实验中可能由

于所使用的方法、仪器不同,测量染色体的时相不一

致,以及测量和配组误差从而造成鲂属鱼类核型的

差异 性。国 内 学 者 研 究 发 现 团 头 鲂[18]、广 东 鲂

(Megalobramahoffmanni)[20]、三角鲂[21]均具有1
对特大染色体位于sm组,在本研究中,厚颌鲂也具

有1对特大染色体位于sm组,这与之前鲂属其他

鱼类的研究结果是一致的。
鱼类染色体与进化存在密切的联系,小岛吉

雄[23]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,根据现代鱼类演化的理论:
在进化上越是处于上位的鱼类,其染色体越收敛,端
部着丝粒染色体多,染色体臂数少。而从本研究结

果看,厚颌鲂染色体核型中没有发现端部着丝粒染

色体,大部分染色体为中部着丝粒与亚中部着丝粒

染色体,可认为厚颌鲂在鱼类系统进化上属于低位

类鱼类。

3.2 厚颌鲂的 DNA 含量

流式细胞仪测定鱼类细胞DNA含量的方法始

于20世纪70年代,流式细胞仪技术较显微分光光

度技术具有操作方便、快速以及测量结果准确、客观

的优点,目前已广泛运用于鱼类、虾类等DNA含量

和倍性检测[13]。同一种鱼类的 DNA含量是恒定

的,具有种的特异性,可作为一个物种种质的特征性

参数[24],而目前还未见厚颌鲂 DNA 含量的研究

报道。
本试验运用流式细胞仪,以鸡血(DNA含量为

2.30pg)作为参照,测定了厚颌鲂血细胞核的DNA
含量为2.82pg,稍高于团头鲂[18]DNA含量(2.65±
0.06pg),但明显高于同科具有相同染色体数目的草

鱼(Ctenopharyngodonidellus)(2.18±0.07pg)、鲢
(Hypophthalmictuthysmolitrix)(2.18±0.07pg)、
鳙 (Aristichthysnobilis)(2.15±0.07pg)以及青鱼

(Mylopharyngodonpiceus)(2.20±0.07pg)[24]的
DNA含量。厚颌鲂与团头鲂为同属鱼类,在进化过

程中进化方式较为相似,血缘关系较近,DNA含量

的较小差异可能是种间差异的体现。而厚颌鲂与草

鱼、鲢、鳙以及青鱼为不同属鱼类,血缘关系较远,因
而DNA含量差异较大。
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KaryotypeandcellularDNAcontentanalysisofMegalobramapellegrini

YIShao-kui ZHANGXin-hui YANGKun GAOZe-xia WANGWei-min

CollegeofFisheries,KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics,BreedingandReproduction
ofMinistryofEducation/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,MinistryofAgriculture,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract InordertoinvestigatethecytogeneticcharactersofMegalobramapellegrini,thekaryo-
typeandDNAcontentwerestudiedinthepresentstudy.Thechromosomenumberandkaryotypewere
analyzedbyaroutinemethodincludingintraperitonealinjectionofPHAandcolchicine,cultivationinvi-
vo,andslidespreparationwithair-dryingandGiemsastaining.TheresultsshowedthatM.pellegrini
hadachromosomenumberof48(2n=48),withalargeandlongchromosomepairandnoheterosome,

andthekaryotypewas2n=24m+20sm+4st,NF=92.ErythrocytenuclearDNAcontentofM.pellegri-
niwasdeterminedbyflowcytometryusingthechickenerythrocytes(DNAcontentis2.30pg)asa
standard.TheDNAcontentofM.pellegriniis2.82pgandtheratioofDNAcontentbetweenM.pelle-
griniandchickenis1.23.

Keywords Megalobramapellegrini;chromosome;karyotype;DNAcontent
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