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梁子湖中华沙塘鳢染色体核型和核 DNA 含量
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摘要　为了丰富中华沙塘鳢的细胞遗传学内容,并为中华沙塘鳢的种质鉴定、育种及沙塘鳢科的进化研究

提供基础资料,采用PHAＧ秋水仙素体内注射法、空气干燥法及 Giemsa染色等方法分析中华沙塘鳢模式种产地

梁子湖的中华沙塘鳢的染色体数目、核型、染色体臂数等;以国际通用的公鸡血细胞核 DNA 绝对含量(２．５０

pg/２C)为参照标准,利用流式细胞仪测定中华沙塘鳢血细胞核 DNA 含量.结果表明:梁子湖中华沙塘鳢的染

色体数目２n＝４４,核型为４４T,染色体臂数 NF＝４４.染色体相对长度３．３３２％~５．９１４％.未见与性别有关的异

型染色体,也没有观察到随体或次缢痕.中华沙塘鳢的核 DNA 绝对含量为２．３８pg/２C,基因组大小为１．１７×
１０９bp.
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　　染色体核型是指一种生物的染色体数目、大小

及形态等特征的总和.核型分析是染色体研究的基

本方法,有助于了解生物的遗传组成及发育机制,对
物种鉴定和多倍体育种有重要意义[１].鱼类染色体

标本的制备方法主要有头肾ＧPHA 注射法、小鱼游

泳法、外周血培养法、细胞培养法、组织浸泡法、头
肾ＧPHA注射Ｇ淋巴细胞富集法等,其中,头肾ＧPHA
注射法由于操作简单,实验周期短,在鱼类染色体标

本制备中广泛应用.
多数生物以 DNA 作为遗传物质,物种的一个

细胞核DNA含量是一定的,可以反映生物基因组

的大小、非编码区的相对比例等[２],为种质鉴定提供

参考依据,丰富物种的细胞遗传学数据,对于系统分

类和物种进化等也具有一定的参考价值.目前测定

核DNA含量的方法有福尔根Ｇ显像密度计法、福尔

根Ｇ图像 分 析 法、荧 光 定 量 分 析、流 式 细 胞 术 法

(FCM)等,但是,由于流式细胞术法具有准确、快
速、敏感性高、采集数据量大、分析全面和操作简单

等优点,现已成为测定 DNA 含量的一种重要手段.
在流式细胞术法中比较常见的参照标准有人淋巴细

胞和鸡、鳖、鳟及鲑的红细胞.其中,由于鸡红细胞

具有来源丰富、着色性好、大小均匀等优点,在 DNA

含量测定中被广泛采用.
沙塘鳢属(Odontobutis)是一类小型淡水底栖

鱼类,形态差异非常小,主要分布在长江、珠江、鸭绿

江、辽河及海南岛等地.伍汉霖[３]根据梁子湖沙塘

鳢头部没有感觉管孔 C的鉴别特征,将其定名为中

华沙塘鳢(Odontobutissinensis).中华沙塘鳢又称

沙乌鳢、蒲鱼、土布鱼、虎头鱼等,广泛分布于长江

中、上游的江西、湖南、湖北及珠江水系的广东、广西

和海南岛等地.多栖息在湖泊、河沟的静水区或近

岸浅水区,以小鱼、小虾为主要食物.中华沙塘鳢肉

质细嫩、味道鲜美,是一种上品鱼类.目前,有关中

华沙 塘 鳢 的 研 究 主 要 有 生 物 学 特 性[３]、胚 胎 发

育[４Ｇ５]、线粒体[６Ｇ７]、微卫星[８]等,核型方面的研究仅

见洞庭湖水域[９].本文采用头肾ＧPHA 体内注射法

和流式细胞术法研究梁子湖中华沙塘鳢的染色体核

型和核DNA含量,旨在丰富中华沙塘鳢的细胞遗

传学内容,为中华沙塘鳢的种质鉴定、育种及沙塘鳢

科的进化研究提供基础资料.

1　材料与方法

1.1　试验材料

中华沙塘鳢于２０１５年４月采自湖北省鄂州梁
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子湖,试验前先暂养于华中农业大学南湖基地.共

检测１８尾(８♀,１０♂),体质量１６．７７~３４．７３g,体
长８．９５~１１．２０cm.水温２３~２５℃.
1.2　核型分析

参考林义浩[１０]的头肾ＧPHA 体内注射法并稍

作修改.自中华沙塘鳢的腹腔注射PHA(惠州鸿雨

科技有限公司,１０mg/瓶)２０μg/g,１２h后注射秋

水仙素(Biosharp,１００mg/瓶)１０μg/g;５h后取头

肾制备肾细胞悬液.１０００r/min离心７min,弃上

清液并收集细胞;加入０．０７５mol/LKCl低渗液,

３７℃水浴６０min;新配制的卡诺氏固定液预固定,
混匀 后 离 心 并 收 集 细 胞;冰 上 固 定 ３ 次,每 次

３０min;冰 冻 滴 片,空 气 干 燥,１０％ Giemsa染 色

７min,镜检、拍照.
用 AdobePhotoshopCS５软件统计１２８个分

散良好、形态清晰的中期分裂相的染色体数目,确定

染色体众数,即为梁子湖中华沙塘鳢的染色体数目.
再选取７个染色体数目完全、轮廓清晰且分散良好

的中期分裂相,参考Levan等[１１]的染色体分类标准

进行中华沙塘鳢的同源染色体配对.实验数据用

Excel和SPSS１７．０进行统计分析.

1.3　DNA 含量测定

将１mL一次性注射器用１％的肝素钠充分润

洗后于中华沙塘鳢(３♀,７♂)尾静脉采血０．２mL,
加入１．５mL磷酸盐缓冲液.以国际上通用的公鸡

血细胞 DNA 绝对含量(２．５０pg/２C)[１２]为参照标

准,用相同方法采集公鸡血液.外标法.在避光条

件下用 DAPI染液(美国贝克曼库尔特公司)按

V鱼血/公鸡血 :V染液 ＝１∶１,染色５min后,流式细胞仪

(美国贝克曼库尔特公司)检测.中华沙塘鳢的血细

胞核 DNA 绝对含量的计算参考易少奎等[１３]的

方法.

2　结果与分析

2.1　中华沙塘鳢的染色体核型

统计１２８个图像清晰、分散状态良好的染色体

中期分裂相(表１).结果表明:梁子湖中华沙塘鳢

为二倍 体 鱼 类,染 色 体 数 目 ２n＝４４ 的 细 胞 占

６１．７２％,因此,中华沙塘鳢的染色体数目２n＝４４.
未见与性别有关的异型染色体,也没有观察到随体

或次缢痕.根据染色体相对长度和臂比的分析测量

结果(表２),梁子湖中华沙塘鳢的４４条染色体可配

表１　梁子湖中华沙塘鳢的染色体数目分布

Table１　DistributionofchromosomenumbersofO．sinensisinLiangziLake

染色体数目 No．ofchromosomes ＜４０ ４０ ４１ ４２ ４３ ４４ ４５

细胞数 No．ofcells ８ ４ ８ １３ １５ ７９ １

出现频率/％ Occurrencefrequency ６．２５ ３．１３ ６．２５ １０．１６ １１．７２ ６１．７２ ０．７８

图１　梁子湖中华沙塘鳢的染色体

中期分裂相及染色体核型

Fig．１　Themetaphasechromosomeandkaryotype
ofO．sinensisinLiangziLake

成２２对,均为端部着丝粒染色体(T),核型公式为

２n＝４４T(图１),染色体臂数 NF＝４４.
2.2　中华沙塘鳢血细胞核 DNA 含量

采用外标法,并以公鸡血细胞 DNA 绝对含量

(２．５０pg/２C)为参照标准,用流式细胞仪检测１０尾

(３♀,７♂)中 华 沙 塘 鳢 的 血 细 胞 核 DNA 含 量

(图２).统计结果显示,个体之间的 DNA 含量无显

著差异(P＞０．０５);梁子湖中华沙塘鳢的血细胞核

DNA绝对含量为(２．３８±０．０３)pg/２C;根据公式:基
因组大小(bp)＝单倍体 DNA 含量(pg)×０．９７８×
１０９,得出中华沙塘鳢基因组大小为１．１７×１０９bp.

3　讨　论

3.1　中华沙塘鳢的染色体核型

梁子湖中华沙塘鳢的染色体数目与洞庭湖中华

沙塘鳢及沙塘鳢属其他种完全相同,但核型和洞庭

湖水系的中华沙塘鳢不同,与沙塘鳢属其他种也有

差异(表３).
不同学者对同一物种的核型分析产生不同的结

果可能是由于:(１)染色体自身的多态性[１５],种间甚

４９
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表２　梁子湖中华沙塘鳢染色体核型数据(平均值±标准差)

Table２　Thekaryotypedataofthechromosomepairs

ofO．sinensisinLiangziLake(Mean±SD)

染色体序号

Chromosome
No．

相对长度/％
Relative
length

臂比

Arm
ratio

染色体类型

Classification
ofchromosome

１ ５．９１４±０．４０５ ∞ T

２ ５．７０７±０．３７１ ∞ T

３ ５．４０９±０．２１３ ∞ T

４ ５．１９６±０．１６２ ∞ T

５ ５．０００±０．１０９ ∞ T

６ ４．８８７±０．０７６ ∞ T

７ ４．８００±０．０５３ ∞ T

８ ４．７０４±０．０６７ ∞ T

９ ４．６３０±０．０６３ ∞ T

１０ ４．５９３±０．０６４ ∞ T

１１ ４．５４１±０．０５３ ∞ T

１２ ４．４９３±０．０５８ ∞ T

１３ ４．４３４±０．０７８ ∞ T

１４ ４．３６３±０．１００ ∞ T

１５ ４．２５９±０．１０３ ∞ T

１６ ４．１８６±０．１２１ ∞ T

１７ ４．１４１±０．１２２ ∞ T

１８ ４．０３３±０．１２８ ∞ T

１９ ３．９１１±０．１６０ ∞ T

２０ ３．７３５±０．２１４ ∞ T

２１ ３．５５４±０．１９８ ∞ T

２２ ３．３３２±０．２３９ ∞ T

图２　中华沙塘鳢血细胞DNA直方图(A)和
公鸡血细胞标准DNA直方图(B)

Fig．２　DNAhistogramoferythrocytesofO．sinensis
(A)anderythrocytesofGallussp．(B)

表３　沙塘鳢属鱼类的染色体核型比较

Table３　KaryotypesofOdontobutisfishes

序号

No．
物种

Species
染色体数目

No．ofchromosomes
核型

Chromosomeformula
臂数

NF
参考文献

References

１ 中华沙塘鳢Odontobutissinensis
４４ ４４t ４４ 本文 Thisstudy
４４ ８st＋３６t ４４ [９]

２ 沙塘鳢O．obscura
４４ ４４t ４４ [１４]

４４ ４sm＋４０t ４８ [１５]

４４ ８st＋３６t ４４ [１６]

３ 鸭绿沙塘鳢O．yaluensis ４４ ２st＋４２t ４４ [１７]

４ 河川沙塘鳢O．potamophila
４４ ２st＋４２t ４４ [１７]

４４ ４４t ４４ [１８]

至是同种的不同地理群体之间的核型分化的根本原

因可能是由于地理环境的差异,染色体出现多倍化

或罗伯逊易位,造成染色体数目不同,产生了生殖隔

离,形成了在形态结构上难以辨别的孟德尔式群

体[１９].洞庭湖水系中华沙塘鳢的第一背鳍棘数(全

为Ⅶ)与伍汉霖等[３]描述的梁子湖中华沙塘鳢(多

为Ⅵ,鲜有Ⅶ)明显不同.至于梁子湖和洞庭湖的中

华沙塘鳢是否由于地理环境的差异而导致２个地理

群体核型及形态的差异进而产生孟德尔式群体甚至

是已经分化成不同的种,还有待进一步研究.(２)测
量误差,不同学者在测量分析时所选择的分裂相可

能并不都是正中期,而相邻２条染色体的形态特征

５９
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差异较小,导致难以对其进行精确划分[１４].多数鱼

类的染色体数目多且较小,仅仅根据目前采用的

Levan等[１１]的染色体分类标准,无法满足鱼类染色

体分类的需要,因此,目前迫切需要制定一种适合鱼

类染色体分类的更细致的通用标准,建议在进行同

源染色体配对时引进更多的参数,如银染、CＧ带、GＧ
带等带纹特征,从而使染色体核型更能体现物种自

身的特点,以便不同水系的地理隔离所产生的染色

体多态性的分析结果具有横向比较的意义.
3.2　中华沙塘鳢染色体核型在探讨鰕虎鱼亚目鱼

类进化中的应用

　　鲈形目是鱼类中最大的目,而中华沙塘鳢所属

的鰕虎鱼亚目是鲈形目中最大的亚目.巨大的物种

数目以及为了适应多样化的栖息环境而产生的形态

分化导致鰕虎鱼的分类一直是一个难以攻克的难

题[２０].本文结合梁子湖中华沙塘鳢的染色体核型

以及其他学者[２１Ｇ２３]有关鰕虎鱼亚目鱼类的染色体核

型研究结果,从染色体水平探讨了鰕虎鱼亚目鱼类

的系统演化.这些核型数据的分析结果表明,该类

群的染色体数目(３０~５６)、类型(m,sm,st,t/a)和
臂数(３８~９８)变化较大,说明鰕虎鱼亚目在进化过

程中变异较多、分化活跃,这与鰕虎鱼的分布范围广

泛、种类繁多、适应能力强的特性是一致的.
染色体核型表现出随着生物特化程度的上升而

染色体臂数(NF)增加的进化趋势.为使 NF值具

有可比性并消除染色体数目(２n)的影响,余祥勇

等[２４]提出了新的参数 NF/２n,随着鱼类特化程度的

上升,NF/２n值也出现上升的进化趋势.根据现有

的鰕虎鱼亚目鱼类的染色体核型数据[２１Ｇ２３]计算得到

其中４科的平均 NF/２n大小顺序是:带鰕虎鱼科

(Microdesmidae)(１．００)＜沙塘鳢科(OdontobutidＧ
ae)(１．１１)＜塘鳢科(Eleotridae)(１．２４)＜鰕虎鱼科

(Gobiidae)(１．３６).据此推测,带鰕虎鱼科的进化地

位在这４科中最低,其次是沙塘鳢科和塘鳢科,鰕虎

鱼科的进化地位最高.这与 Thacker等[２５]根据

ND１、ND２、COⅠ和cytb 基因分析沙塘鳢科、塘鳢

科及鰕虎鱼科之间的系统发育关系所得的结果

一致.
3.3　中华沙塘鳢血细胞核 DNA 含量

本文以国际公认的公鸡血细胞核 DNA 绝对含

量(２．５０pg/２C)为标准并以流式细胞术法测得的梁

子湖 中 华 沙 塘 鳢 的 血 细 胞 核 DNA 绝 对 含 量

((２．３８±０．０３)pg/２C)和Cui等[２６]以相同参照标准

并以福尔根Ｇ显像密度计法测得的采自武汉的沙塘

鳢(O．obscura)的DNA含量((２．５４±０．２０)pg/２C)
有一定的差别.这是由于Cui等[２６]所用的 DNA含

量的测定方法与本试验完全不同.本文采用目前测

定DNA含量的主要手段———流式细胞术法[２７],每
条鱼检测的细胞数超过６００个,一共检测了１０尾

鱼,且个体之间无显著差异(P＞０．０５).中华沙塘

鳢血细胞核DNA含量的确定为鰕虎鱼亚目鱼类的

系统演化及亲缘关系的鉴定等提供了基础资料.
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KaryotypeandnuclearDNAcontentofOdontobutissinensisinLiangziLake

XU Hongxia１　YANGXuefen１,２　YANGRuibin１,２

１．CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．FreshwaterAquacultureCollaborativeInnovationCenter
ofHubeiProvince,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ToenrichthecytogeneticsofOdontobutissinensisandprovidefundamentalinformation
fortheestablishmentofthegermplasmstandard,breedingofO．sinensisandevolutionofOdontobutidae
species,karyotypeofO．sinensiscollectedfromLiangziLakewereanalyzedbyintraperitonealinjectionof
PHAandcolchicines,cultivationinvivoandslidespreparationwithairＧdryingandGiemsastaining．The
erythrocytenuclearDNAcontent(２．５０pg/２C)ofGallussp．wasusedasthestandardreference,andthe
erythrocytenuclearDNAcontentofO．sinensisweremeasuredbyflowcytometry．Cytogeneticanalysis
ofO．sinensisinferredadiploidchromosomenumberof２n＝４４,withachromosomeformulaequalto
４４T (NF＝４４),irrespectiveofsex．Thekaryotypeexhibitedlargeandsmallchromosomepairs:telocenＧ
tricpairs１(５．９１４％)andtelocenticpair２２(３．３３２％)．NeitherthesecondaryconstrictionnorthesatelＧ
liteswerefound．NuclearDNAcontentanalysisofO．sinensissuggestedanaveragevalueof２．３８pg/２C,

whilethegenomesizeofthespecieswas１．１７×１０９bp．
Keywords　LiangziLake;Odontobutissinensis;karyotype;nuclearDNAcontent;evolution

(责任编辑:边书京)

７９


