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摘要：以青蛤成体鳃组织和性成熟的雌、雄青蛤性腺为材料，采用常规制片方法，分别
制备青蛤二倍体染色体和单倍体染色体，统计染色体数目。结果显示，青蛤二倍体与单
倍体染色体数目分别为2n=38和n=19；核型分析发现，青蛤核型组成为11m+6sm+2st，
NF=76，未发现性染色体和随体染色体。本研究以青蛤成熟性腺为制备材料，成功制备
单倍体染色体，与青蛤二倍体染色体互相印证，弥补了以往研究的不足，进一步丰富了
对青蛤染色体数目及核型组成的认知。同时，也为青蛤染色体水平全基因组测序组装提
供更加科学的基础资料。
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青 蛤 ( C y c l i n a  s i n e n s i s ) 属 瓣 鳃 纲

(Lamellibranchia)，帘蛤目 (Venerida)，帘蛤科

(Veneridae)，是我国南北沿海习见的一种肉质鲜

美、营养丰富的经济滩涂贝类 [1]。近年来，随着

近海环境的恶化和青蛤种质资源的退化，使

得青蛤自然资源日益减少。但由于其巨大的商

业潜在价值，迫切需要发掘青蛤优良的种质资

源，而开展良种选育需要遗传学和生物学基础

作为支撑。

染色体是遗传物质的载体，是研究细胞遗

传学的基础 [2]。对染色体的研究，不仅可以在分

类系统中探讨其地位，了解系统演化过程，还

可以为一些重要养殖种类杂交育种及分子生物

学研究等提供理论依据和实践指导 [3]。据不完全

统计，到2014年，我国已经发现的软体动物有

4 000余种，已进行染色体核型研究的81种，双

壳纲(Bivalvia)贝类52种，已对帘蛤目中染色体有

研究的为帘蛤科9种、蛤蜊科(Mactridae)4种、紫

云蛤科 (Psammobiidae)1种、竹蛏科 (Solenidae)
3种、刀蛏科 (Cultellidae)2种 [4]。关于青蛤染色

体，王立新等[5]的研究结果表明青蛤染色体数为2n=
36，核型分析结果为6m+1sm+11t。但是其染色

体形态与目前已发表的其他帘蛤科贝类染色体

形态有很大不同，且没有进行染色体配对，着

丝点位置不清晰，这些都可能造成核型分析不

准确。所以，本研究运用更加成熟的染色体制

备方法和核型分析技术对青蛤染色体再分析，

以期为青蛤细胞遗传学研究提供更加准确的基
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础资料，进而推动青蛤优良种质资源开发与利

用的进程。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验材料由国家贝类产业技术体系连云港

综合实验站提供的小规格青蛤(壳长1.0~1.5 cm)
50粒以及性成熟青蛤50粒，将所有青蛤分别于实

验室内充氧养殖，每天投喂小球藻 (Chlorella
vulgaris)和叉鞭金藻(Dicrateria inornata)，以保证

青蛤的正常生理状态。

1.2    实验方法

参照周丽青等 [6]的实验方法制备青蛤二倍体

染色体，并稍作改动。解剖小规格青蛤剪取鳃

瓣外缘组织，置于提前配制的含有0.02%秋水仙

素的过滤海水中，室温处理30 min，随后将鳃组

织置于0.075 mol/L的KCl溶液中低渗40 min，小心

倒掉低渗液，加入卡诺固定液 (甲醇∶冰醋酸=
3∶1)反复固定3次，使总固定时间为1 h，固定温

度为4 °C。制片前先用50%的冰醋酸将鳃组织解

离为细胞悬液，用热滴片法滴片，滴片温度为

56 °C，而后10% Giemsa 染液染色30 min，自然

晾干，镜检。

用发育成熟的青蛤性腺制备单倍体染色

体。解剖，分辨雌雄，卵巢、精巢分别用100目、

300目筛绢网过滤，制备悬浊液。参照青蛤二倍

体染色体制备方法，每次需要换溶液时，1 000
r/min离心2~3 min。制片前，把握细胞悬液密

度，适当稀释，避免因为太多细胞堆叠而影响

染色体分散。

1.3    青蛤染色体计数与核型分析

选取染色体分散良好、形态完整的二倍体

中期分裂相和单倍体减数第二次分裂中期分裂

相，显微拍照并利用Nikon NIS-Elements BR 3.1软
件测量染色体绝对长度，使用Office 2019软件

进行数据整理，并计算相对长度和臂比，利用

Photoshop 软件提取每条染色体，并根据Levan等[7]

确定的染色体分类标准进行结果统计，绘制染

色体核型图。相关公式：

= £ 100

=

2    结果

2.1    青蛤染色体数目的确定

青蛤二倍体染色体数目的确定　　选取

66个分散较好的青蛤中期染色体视野，统计染色

体的数目及各数目所占百分比。其中，2n=38占
比最高，为42.42%(图1)，结果表明，青蛤二倍

体染色体众数为2n=38。

青蛤单倍体染色体数目的确定　　对32个
染色体分散较好的青蛤成熟性腺单倍体染色

体数目进行统计，结果表明，染色体数目n=19占
比最高，为71.88%(图  2)，这也证明了青蛤二倍

体染色体2n=38。图3是青蛤性腺单倍体染色体分

裂相。

16.67%

42.42%

30 31 32 33 34

35 36 37 38

 
图 1    青蛤中期分裂相二倍体染色体计数

图例中数字代表染色体数目，图2同

Fig. 1    Mitotic metaphase diploid chromosome
count of C. sinensis

Numbers in the legend represent the number of chromosomes, the same
as Fig. 2

71.88%

≤15 16 17 18 19

 
图 2    青蛤性腺单倍体染色体计数

Fig. 2    Haploid chromosome count of
gonad of C. sinensis
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2.2    青蛤二倍体染色体的核型分析

选取10个染色体收缩适中、分散良好的中

期分裂相视野进行显微测量、数据分析，计算

每对染色体的相对长度和臂比，数据以平均值±
标准差(mean± SD)表示(表1)。结果显示，青蛤染

色体组型为11m+6sm+2st，臂数NF=76，未发现

性染色体和随体。图4为青蛤核型分析图。

3    讨论

3.1    青蛤染色体的制备材料与方法

在青蛤染色体制片过程中发现，寻找最优

的制备材料是至关重要的，除了选用具有较强

细胞分裂增殖能力的稚贝和幼贝鳃组织以外，

还发现以性成熟期的青蛤精巢为制片材料能够

获得较为清晰的单倍体图像，但是由于减数分

裂时存在多种复杂形态 [8]，且这一时期的染色体

形态很小，不利于核型分析 [9]。所以，本研究以

所得单倍体视野来统计青蛤单倍体染色体数，

不做核型分析。蔡岩等 [4]提出利用贝类生殖腺、

胚胎或幼虫制备染色体会受到繁殖季节的限

制，但也有研究表明通过冷冻保存精卵而后解

冻活化再受精[10]，可以在一定程度上使得反季操

作成为可能。关于以性腺制备单倍体染色体并

做核型分析，证明性染色体是否存在的想法，

还需进一步研究证实。

3.2    青蛤染色体总数与染色体组型

本研究结果在青蛤染色体总数及染色体组

表 1    青蛤染色体类型、相对长度及臂比

Tab. 1    Relative length and arm ratio of metaphase
chromosome of C. sinensis

染色体序号

chromosome no.
相对长度

relative length
臂比

arm ratio
类型

type

1 1.31 ± 0.29 2.88 ± 0.43 m

2 1.05 ± 0.03 2.47 ± 0.63 m

3 1.62 ± 0.15 2.62 ± 0.52 m

4 1.11 ± 0.11 2.67 ± 0.41 m

5 1.49 ± 0.15 2.73 ± 0.62 m

6 1.26 ± 0.10 2.62 ± 0.61 m

7 1.33 ± 0.11 2.70 ± 0.50 m

8 1.16 ± 0.05 2.49 ± 0.44 m

9 1.60 ± 0.17 2.69 ± 0.57 m

10 1.39 ± 0.12 2.50 ± 0.48 m

11 1.11 ± 0.04 2.42 ± 0.35 m

12 2.32 ± 0.39 2.74 ± 0.39 sm

13 1.82 ± 0.19 2.60 ± 0.40 sm

14 2.02 ± 0.27 2.69 ± 0.38 sm

15 2.47 ± 0.61 2.75 ± 0.52 sm

16 1.79 ± 0.16 2.67 ± 0.34 sm

17 1.73 ± 0.16 2.50 ± 0.51 sm

18 3.20 ± 0.72 2.63 ± 0.34 st

19 3.87 ± 0.91 2.59 ± 0.45 st

5 μm5 μm

(a) (b)
 

图 3    青蛤性腺单倍体染色体

(a)青蛤精巢单倍体染色体；(b)青蛤卵巢单倍体染色体

Fig. 3    Gonad haploid chromosome of C. sinensis
(a) testicle haploid chromosome of C. sinensis; (b) ovarian haploid chromosome of C. sinensis
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型方面与王立新等 [5]对青蛤染色体的研究有很大

程度的不同，早期研究结果为青蛤二倍体染色

体2n=36，染色体组型为6m+1sm+11t。出现这种

差别的原因可能与所用制片青蛤材料的数量、

染色体统计中的有效样本数和实验研究手段存

在一定的差异有关。另外，本研究中也观察到

有相当一部分视野是非整数倍染色体，这可能

是因为染色体制备过程中有丢失现象存在，也

可能是青蛤的遗传组成或者受外界条件的影

响，导致了染色体数目的永久性畸变 [11-12]。相同

物种的染色体核型多样性在贝类中较为常见 [13]，

张建鹏等 [14]对皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai)、
西氏鲍(H. gigantea)、绿鲍(H. fulgens)和杂色鲍(H.
diversicolor)染色体核型的研究结果表明，4种鲍

所拥有的染色体组型有明显的差别。研究者采

用不同的秋水仙素浓度、低渗液浓度以及处理

时间也会影响到染色体的长度和形态[15]。

郑小东等 [3]总结的89种贝类染色体组型中，

大多数贝类具有半数以上的中部 (M)和亚中部

(SM)着丝粒染色体。在动物的进化过程中，端

部着丝粒染色体是染色体的原始核型，具有较

多中部染色体和亚中部染色体的种类要比具有

较多端部着丝粒染色体和亚端部着丝粒染色体

的种类更加高级或特化 [16-17]。这在一定程度上支

持了本研究中对青蛤核型的研究结果，也表明

了青蛤具有一定的遗传稳定性。青蛤二倍体染

色体为2n=38，也符合多数帘蛤科贝类的染色体

具有一定遗传保守性的特征(表2)。周丽青等 [6]在

栉江珧(Atrina pectinata)染色体研究中发现，栉江

珧存在初级的性别分化，且属于XX/XY型性别

决定方式，并对性染色体进行了定位。除此之外，

其他双壳贝类中尚未发现明显的性染色体，本

表 2    帘蛤科贝类染色体研究现状

Tab. 2    Current status of chromosome research of Veneridae

序号

no.
种名

species
核型

karyotype
染色体数目

chromosome number (2n)
参考文献

reference

1 菲律宾蛤仔　Ruditapes philippinarum 14m + 5sm 38 [18]

2 文蛤　Meretrix meretrix 9m + 7sm + 3t
9m + 10sm

38 [19]
[20]

3 紫石房蛤　Saxidomus purpurata 16m + 1sm + 2st 38 [21]

4 硬壳蛤　Mercenaria mercenaria 14m + 4sm + 1st 38 [22]

5 波纹巴非蛤　Paphia undulata 14m + 12sm + 4st 38 [23]

6 等边浅蛤　Gomphina aequilatera 8m + 10sm 36 [24]

7 日本镜蛤　Dosinia japonica 5m + 6m+ 4st 30 [25]

8 青蛤　Cyclina sinensis 11m + 6sm + 2st 38 本研究

9 江户布目蛤　Protothaca jadoensis 4m + 11t 30 [26]

5 μm

m

sm

st

5 μm

(a) (b)
 

图 4    青蛤中期分裂相染色体及核型

(a)青蛤中期分裂相染色体；(b)青蛤染色体核型

Fig. 4    Metaphase chromosome and karyotype of C. sinensis
(a) metaphase chromosomes of C. sinensis; (b) karyotype of C. sinensis
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研究结果与大多数双壳贝类一致，未发现青蛤

存在性染色体。

3.3    青蛤系统发育地位

本研究利用成熟的制片方法和先进的仪

器、软件，再认识青蛤染色体核型，所得结果

又在一定程度上深化了对青蛤遗传地位已有的

看法。有研究表明，青蛤与等边浅蛤(2n=36)有
着较为密切的亲缘关系[27]，而本研究结果表明青

蛤染色体2n=38，所以就染色体数目而言，青蛤

与等边浅蛤可能不存在较为密切的亲缘关系；

但是青蛤与文蛤(2n=38)[19]在染色体数目上相同，

二者可能存在较为密切的亲缘关系。程汉良等[28]

基于16S rDNA序列对帘蛤科贝类的系统发育进

行研究，结果表明，青蛤与文蛤有着较为密切

的亲缘关系，而与等边浅蛤在分子发育系统上

亲缘关系较远。赵婷等[29]对我国重要帘蛤科贝类

16S rDNA序列系统学分析也得出类似的结果。

此外，m/sm染色体组型较稳定，而st/t染色体较

多变，端部着丝粒染色体是染色体的较原始核

型 [17]。比较青蛤和文蛤的染色体组型可以发现，

青蛤没有端部着丝粒染色体，可能是较文蛤在

进化系统中更为高级的帘蛤科贝类。但常建波

等[20]对文蛤染色体组型的研究结果中，文蛤染色

体均为m或sm，可能又较青蛤在帘蛤科系统发育

中更高级。关于贝类分类和早期进化规律，以

及解决诸如此类的矛盾结果，还需要更多的研

究数据证明和更多分子水平上的探讨。

综上，本研究成功地在青蛤成熟性腺中制

备了较为完整的单倍体染色体，为贝类染色体

研究以及细胞遗传学研究提供了新思路；对青

蛤染色体数目和染色体组型的新发现，修订了

以往的研究成果，进一步丰富了对青蛤染色体

数目及核型组成的认知，有助于双壳贝类尤其

是帘蛤科贝类的系统发育研究和遗传学研究，

对青蛤细胞遗传学和相关研究具有重要的科学

和应用价值。
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Abstract: The clam Cyclina sinensis is an economically important shellfish in China, and it is urgent to explore the
excellent germplasm resources of C. sinensis. This requires the support of accurate genetic and biological basic
materials. In order to accurately understand the number of chromosome and its karyotype composition of C.
sinensis, we prepared diploid chromosomes and haploid chromosomes from the gill tissue and mature gonad of C.
sinensis, respectively. The results showed that the chromosome number of diploid was 2n = 38 and haploid was
n = 19. On the basis of the above experiments, the well dispersed visual field of diploid chromosomes was
measured by microphotography, and the karyotype was analyzed. The result of experiment indicates that the
karyotype is 11m+6sm+2st, NF=76, and no heterosome and satellite chromosome were found. In this study, the
haploid chromosome was successfully prepared by the mature gonads of the calm, which was to provide a new
idea for molluscs chromosome studying. Moreover, the new discovery on chromosome number and karyotype of
C. sinensis makes up for the results of previous studies, which was 2n = 36. And it contributed to the more correct
direction of phylogenetic research and genetic research of bivalve molluscs, also provided more scientific basis for
whole genome sequencing assembly of C. sinensis.

Key words: Cyclaina sinensis; chromosome; heterosome; haploid; karyotype analysis

Corresponding author: DONG Zhiguo. E-mail: dzg7712@163.com

Funding projects: China Agriculture Research System (CARS-49); Natural Science Foundation of the Jiangsu
Higher Education Institutions of China (18KJA240001);  Central  Public-Interest  Scientific Institution Basal
Research Fund, Yellow Sea Fisheries Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences (20603022018004); Project
of Jiangsu Fisheries Science and Technology (Y2018-27); Priority Academic Program Development of Jiangsu
(Marine Sciences); Postgraduate Research & Practice Innovation Program of Jiangsu Province (SJCX190979,
SJCX190981)

5 期 段海宝，等：青蛤染色体制备及核型分析 741

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries http://www.scxuebao.cn

http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.1003-1111.2012.11.005
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.1003-1111.2012.11.005
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.1003-1111.2012.11.005
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.1003-1111.2012.11.005
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.1003-1111.2012.11.005
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.1003-1111.2012.11.005
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.1003-1111.2012.11.005
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.1003-1111.2012.11.005
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.1003-1111.2012.11.005
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.0517-6611.2008.12.092
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.1003-1111.2012.11.005
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.1003-1111.2012.11.005
http://dx.doi.org/10.3969/j.issn.1003-1111.2012.11.005
http://www.scxuebao.cn

