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菲律宾蛤仔雌核发育二倍体与单倍体染色体
制备及核型

 

黎    强1,2，  聂鸿涛1,2*，  王    滨3，  周    贺2，  霍忠明1,2，  闫喜武1,2

1. 大连海洋大学，辽宁省贝类良种繁育工程技术研究中心，辽宁 大连　116023；
2. 大连海洋大学水产与生命学院，辽宁 大连　116023；3. 大连金砣水产食品有限

公司，辽宁 大连　116400 

摘要：

 【目的】研究菲律宾蛤仔雌核发育二倍体、单倍体和正常二倍体的
核型。
 【方法】选取菲律宾蛤仔雌核发育二倍体、单倍体以及正常二倍体幼
虫 (对照组)，采用热滴片法分别制作染色体滴片，统计染色体数目并
进行核型分析。
 【结果】菲律宾蛤仔雌核发育二倍体和正常二倍体染色体数目为 38条，
单倍体为 19条。核型分析结果显示，菲律宾蛤仔雌核发育二倍体和正
常二倍体核型公式为 2n=18m+20sm，NF=76，单倍体核型为 n=9m+
10sm，NF=38，本实验从染色体形态上未发现性染色体和随体。
 【结论】菲律宾蛤仔仅有 m和 sm两种类型的染色体，雌核发育二倍
体核型同正常二倍体核型相同，单倍体染色体类型同正常二倍体一致
且数目为二倍体的一半。本研究以菲律宾蛤仔担轮幼虫为材料，利用
热滴片法获得了菲律宾蛤仔雌核发育二倍体、单倍体和正常二倍体的
染色体中期分裂相及核型分析结果，丰富了菲律宾蛤仔雌核发育和单
倍体染色体相关研究以及对菲律宾蛤仔染色体数目及核型组成的认知。
同时，对菲律宾蛤仔细胞遗传学以及遗传育种相关研究具有重要参考
价值。
关键词: 菲律宾蛤仔；雌核发育；单倍体；核型分析；担轮幼虫；染
色体
 

菲律宾蛤仔 (Ruditapes philippinarum)隶属于双壳纲 (Lamellibran-
chia)帘蛤目 (Venerida)帘蛤科 (Veneridae)蛤仔属 (Ruditapes)，是我国

重要的海产经济贝类[1]。据联合国粮食及农业组织 (FAO)统计，2022
年菲律宾蛤仔世界总产量约为 426.6万 t，是海洋滩涂贝类养殖的重要

种类[2]。近年来，由于沿海环境逐渐恶化，人为过度捕捞等原因，导

致菲律宾蛤仔自然资源逐渐减少，种质资源日益退化[3]。菲律宾蛤仔

“南苗北养”的模式导致北方种群出现混杂，近几年也出现养殖成活率

低等问题[4]。因此，开展菲律宾蛤仔的种质资源保护与遗传育种研究

变得十分重要。
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染色体相关研究是细胞遗传学的基础，在
现代分类学、生物进化以及遗传育种学等领域
被广泛应用 [5]。在贝类中，已经开展了大量核
型分析相关研究，如西施舌 (Coelomactra anti-
quata)[6]、硬壳蛤 (Mercenaria  mercenaria)[7]、青
蛤 (Cyclina sinensis)[8]、波纹巴非蛤 (Paphia und-
ulata)[9]、彩虹明樱蛤 (Moerella iridescens)[10] 等。
关于菲律宾蛤仔核型分析相关研究目前仅见于
王金星等 [11] 及 Borsa等 [12]，他们的研究结果表
明，菲律宾蛤仔染色体为 2n=38条，核型分别
为 28m+10sm和 18m+20sm。雌核发育是一种能
在较短的时间内提高家系遗传纯合度的育种方
法，能够快速建立纯系，并且雌核发育个体是
遗传学分析重要的材料 [13]。在贝类中，雌核发
育研究起步较晚，研究内容主要集中在诱导条
件地摸索、雌核发育二倍体遗传学分析以及雌
核发育后代细胞学研究等方面 [14]，而关于菲律
宾蛤仔雌核发育材料的染色体相关研究还未见
报道。

本研究选用前期诱导的雌核发育菲律宾蛤
仔及正常二倍体幼虫为实验材料，利用热滴染
色体制备方法对菲律宾蛤仔雌核发育二倍体、
单倍体及正常二倍体进行核型分析，为菲律宾蛤
仔遗传育种及细胞遗传学研究提供参考资料。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

菲律宾蛤仔雌核发育二倍体幼虫为 2023
年 7—8月在大连金砣水产食品有限公司贝类育
苗场进行培育，菲律宾蛤仔亲本采自山东威海
沿海，为性腺发育良好的 2龄种贝。将所有菲
律宾蛤仔分别于育苗池中充气培养，每天投喂
单胞藻。对性腺发育成熟的菲律宾蛤仔亲贝进
行人工催产，使雌雄亲本单个产卵和排精，分
别获得精子和卵子，镜检确保无污染后进行雌
核发育诱导实验。雌核发育二倍体诱导方法参
考聂鸿涛等 [13] 在皱纹盘鲍 (Haliotis discus han-
nai)和栉孔扇贝 (Chlamys farreri)雌核发育二倍
体研究中的诱导方法，并稍作调整，使用 230
µw/cm2 的紫外线照射精子 9  s，照射剂量为

2 070 µw·s/cm2，之后同卵子进行受精，通过显
微镜观察受精卵，当 80%的受精卵排出第一极
体 (PB1)时采用细胞松弛素 B (CB，0.75 mg/L)
持续处理 20 min，随后采用 0.1%的二甲基亚砜

海水溶液冲洗受精卵，最后将受精卵置于干净
的海水中进行培养。未经 CB加倍处理的为单
倍体组，精子未经紫外线照射的为正常二倍体
组，雌核发育二倍体组、单倍体组和正常二倍
体组幼虫在相同条件下培养，待胚胎发育至担
轮幼虫时期进行染色体制备的取样。实验过程
严格遵守实验动物伦理规范。 

1.2    实验方法

菲律宾蛤仔雌核发育幼虫染色体滴片制备
参考袁美云等[15] 的方法，并稍作改动。取少许
担轮幼虫于离心管中 (单倍体组取原肠胚进行
实验)，加入 0.1%秋水仙素海水溶液处理 3 h，
随后转移至 0.075 mol/L的 KCl溶液中反渗透
80 min，离心去除 KCl溶液，加入预冷的卡诺
固定液 (甲醇∶冰醋酸=3∶1，体积比)固定 3次，
每次不少于 15 min，−20 °C过夜，次日取出离
心去其上清液后，加入体积分数为 50%的冰醋
酸吹打，采用热滴片法制片，然后用 Giemsa染
液扣染 30 min，自然晾干后镜检。 

1.3    染色体计数与核型分析

选取染色体形态完整，分散均匀的雌核发
育二倍体中期分裂相、雌核发育单倍体中期分
裂相以及正常二倍体中期分裂相进行染色体计
数，使用 CCD相机 (Leica DF 450C)拍摄。利
用 Photoshop 21.2 (2020)软件分别进行染色体长
臂和短臂的测量，用于 Microsoft Excel 2010软
件进行数据整理，计算染色体相对长度和臂比，
分离每条染色体并且进行配对，进行染色体的
分类与结果统计，绘制核型图[8,16]。 

2    结果
 

2.1    染色体数目的确定

菲律宾蛤仔雌核发育二倍体、单倍体及正
常二倍体染色体数目统计结果显示，正常二倍
体组统计的分裂相数目为 60个，染色体数目
2n=38的核型占比为 83% (图 1-a)；单倍体组统
计的分裂相数目为 83个，染色体数目 n=19的
核型占比为 67.47%；雌核发育组统计的分裂相
数目为 79个，染色体数目 2n=38的核型占比
为 41.77%。 

2.2    核型分析

每组选取 10个染色体形态清晰分布均匀
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的分裂相进行长臂和短臂的测量，计算相对长
度和臂比，结果用平均值±标准差 (mean±SD)表
示。雌核发育二倍体、单倍体及正常二倍体染
色体相对长度、臂比及类型结果见表 1。菲律
宾蛤仔正常二倍体和雌核发育二倍体核型公式

同为 2n=18m+20sm，臂数 NF=76。单倍体核型
公式为 n=9m+10sm ，NF=38。图 2为菲律宾蛤
仔核型图。 

3    讨论
 

3.1    菲律宾蛤仔染色体制片

贝类的担轮幼虫细胞具有很强的分裂能
力 [10]，因此，本研究采用菲律宾蛤仔的担轮幼
虫为实验材料，而王金星等 [11] 和 Borsa等 [12] 在
对菲律宾蛤仔核型分析研究中分别采用的是幼
体和成体的鳃。成体鳃组织的细胞分裂能力相
对幼虫而言较差，制片所得的染色体中期分裂

相数目有限，但相较于担轮幼虫不受季节影
响 [17]。贝类雌核发育诱导后代发育至成体较为
困难，因此雌核发育后代一般用幼虫进行核型
分析 [13]。菲律宾蛤仔单倍体幼虫发育停滞在原
肠胚期，在单倍体组本研究选用囊胚期胚胎进
行染色体制片。周丽青等 [18] 在栉江珧 (Atrina
pectinata)染色体制备中，采用鳃丝创面愈合组
织进行热滴片，取得了较好的效果。在青蛤[8]、
波纹巴非蛤 [9]、毛蚶 (Scapharca subcrenata)[11]、
等边浅蛤 (Gomphina veneriformis)[19]、三角帆蚌
(Hyriposis cumingii)[20] 等种类中同样采用鳃组织
进行染色体制片。在个体较大的双壳类，曾
起[21] 对池蝶蚌 (H. schlegelii)染色体核型鉴定研
究中，采用的是肾细胞进行的制片。汪晓晶等
[20] 在三角帆蚌的核型分析研究中，采用内脏团
作为材料。在繁殖季节，幼虫是做核型分析的
理想材料，其他时间段则可以用鳃代替 [10]。秋
水仙素具有诱导效率高、价格便宜等优点，所
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图 1    菲律宾蛤仔中期分裂相染色体数目统计

(a) 正常二倍体组；(b) 单倍体组；(c) 雌核发育组；“n”为细胞数目。

Fig. 1　Frequency distribution of chromosome number in metaphase of R. philippinarum
(a) normal diploid group; (b) haploid group; (c) gynogenetic group; "n" means number of cells.
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以贝类核型分析研究常采用秋水仙素进行处理，
也有研究表明采用植物血球凝集素处理能显著
提高鳃细胞的分裂能力[22]。 

3.2    菲律宾蛤仔染色体数目及核型

本实验结果同以往研究结果都表明菲律宾

蛤仔染色体数目 2n=38条，但是在染色体类型

上存在不同的结果。在贝类进化中，染色体数

目往往被认为是保守的，大多数染色体数目

为 38 条 (表 2)，而彩虹明樱蛤[10]、等边浅蛤[17] 、
日本镜蛤[24]、江户布目蛤[25] 染色体数目分别为

30、30、36、36条，这表明同菲律宾蛤仔亲缘

关系相对较远 [8, 10]。硬壳蛤染色体数目 2n=38，
可能同菲律宾蛤仔亲缘关系较近 [7]。也有学者

表示帘蛤科种类染色体数目最初为 2n=38条，

染色体数目的增加和减少是贝类核型进化的两

个方向[10]，而蔡岩等[32] 指出帘蛤科贝类染色体

数目少于 38条的种类可能是过度类型。Borsa
等[12] 在菲律宾蛤仔核型研究中所取得的结果同

本实验相似，而王金星等[11] 的研究表明菲律宾
蛤仔核型为 28m+10sm，二者在中部 (m)和亚中
部着丝粒 (sm)类型染色体数目差异较大，这可
能是使用不同材料和统计核型数量不同造成的
差异[8]，Dixon也指出环境条件的不同可能也会
导致遗传上的变化 [33]。贝类大多具有 m和 sm
类型染色体，端部着丝点染色体 (t)是贝类原
始的染色体类型 [5]，具有 m和 sm类型染色体
物种一般被认为比具有 t和亚端部着丝点染色
体 (st)物种进化更加高级[34−35]，说明菲律宾蛤仔
在进化上可能比波纹巴非蛤、青蛤等更高级
(表 2)。

在栉孔扇贝雌核发育二倍体诱导研究中，
对雌核发育后代染色体制片和计数结果显示，
雌核发育后代与母本染色体数目同为 38条，单
倍体染色体数目为 19条[36]。Li等[37-38] 在长牡蛎
(C. gigas)和皱纹盘鲍单倍体诱导研究。Wang
等[39] 在兰州鲇 (Silurus lanzhouensis)倍性和染色
体研究中均对染色体数目进行了统计，但是并

 

表 1    菲律宾蛤仔雌核发育二倍体、单倍体及正常二倍体染色体相对长度、臂比及类型

Tab. 1    Relative chromosome length, arm ratio and type of normal diploids, haploids and gynogenetic diploids

染色体序号
chromosome no.

正常二倍体　control diploid 单倍体　haploid 雌核发育二倍体　gynogenetic diploid
染色体类型
classification相对长度

relative length
臂比

arm ratio
相对长度

relative length
臂比

arm ratio
相对长度

relative length
臂比

arm ratio

1 5.80±0.20 1.26±0.03 5.60±0.50 1.27±0.11 5.90±0.60 1.45±0.20 m

2 5.50±0.10 1.10±0.09 5.50±0.40 1.09±0.05 5.90±0.30 1.27±0.14 m

3 5.40±0.30 1.42±0.04 5.30±1.20 1.15±0.07 5.80±1.70 1.14±0.12 m

4 5.20±0.20 1.15±0.08 5.00±0.50 1.32±0.15 5.50±1.20 1.34±0.16 m

5 5.20±0.40 1.11±0.10 4.90±0.90 1.34±0.17 5.30±0.20 1.18±0.14 m

6 5.00±0.80 1.37±0.07 4.90±1.10 1.20±0.06 5.30±0.60 1.30±0.16 m

7 5.00±0.40 1.03±0.03 4.80±1.70 1.46±0.09 5.30±0.30 1.03±0.03 m

8 4.90±0.40 1.21±0.06 4.50±0.70 1.04±0.01 4.80±0.20 1.39±0.16 m

9 4.30±0.40 1.34±0.06 4.30±2.00 1.50±0.05 4.80±0.60 1.12±0.11 m

10 6.10±0.20 1.76±0.03 6.00±0.40 2.11±0.39 6.30±1.30 2.50±0.34 sm

11 5.60±0.60 1.72±0.01 5.90±0.80 2.26±0.54 6.20±0.90 2.72±0.19 sm

12 5.60±0.40 1.72±0.08 5.60±0.40 1.72±0.03 5.90±0.80 1.83±0.06 sm

13 5.60±0.80 1.71±0.01 5.50±0.80 2.41±0.42 5.80±1.20 1.94±0.08 sm

14 5.40±0.50 1.97±0.09 5.50±0.90 1.96±0.31 5.70±0.50 1.87±0.06 sm

15 5.40±0.40 1.88±0.06 5.40±0.40 2.03±0.40 5.50±0.80 1.77±0.05 sm

16 5.40±0.60 1.73±0.01 5.40±0.70 1.82±0.14 5.60±1.00 1.71±0.01 sm

17 5.00±0.60 2.23±0.10 5.30±0.10 1.87±0.16 5.30±0.50 2.14±0.13 sm

18 5.00±1.10 1.83±0.08 5.20±1.30 1.74±0.04 4.90±1.10 1.72±0.01 sm

19 4.80±1.90 2.50±0.23 5.20±0.70 1.73±0.03 4.20±0.40 2.03±0.06 sm
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未进行核型分析。刘启智等[40] 研究表明，雌核

发育锦鲤 (Cyprinus carpio)核型与母本基本一致。

刘 静 等 [41] 对 雌 核 发 育 牙 鲆 (Paralichthys oli-
vaceus)研究也取得类似的结果。毛庄文[42] 采用

异源精子诱导草鱼 (Ctenopharyngodon idella)雌
核发育的研究显示，母本同雌核发育后代具有

相同的染色体类型，但操文杰等 [43] 对彭泽鲫

(C. auratus var. pengsenensis)雌核发育子代的异

精效应研究中发现子代同亲本染色体数目和种

类都存在差异。在本研究中菲律宾蛤仔雌核发

育后代与正常二倍体个体核型没有明显差异，

单倍体只具有一套染色体，染色体类型同正常

二倍体一致。 

4    结论

综上，本研究对热滴片制作染色体滴片的
方法进行了调整，该方法较为可靠，对其他贝
类核型滴片制作具有参考价值。本实验首次开
展了菲律宾蛤仔雌核发育二倍体、单倍体及正
常二倍体的核型研究，丰富了贝类雌核发育后
代染色体核型分析研究资料，进一步印证了前
人的研究，为菲律宾蛤仔系统发育、细胞学和
遗传育种研究提供了参考，对菲律宾蛤仔种质
资源保护也具有积极意义。
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图 2    菲律宾蛤仔雌核发育二倍体、单倍体及正常二倍体染色体中期分裂相

(a) 正常二倍体中期分裂相；(b) 雌核发育二倍体中期分裂相；(c) 单倍体中期分裂相；(d) 正常二倍体染色体核型；(e) 雌核发育二倍体染色

体核型；(f) 单倍体染色体核型。M. 中部着丝粒染色体； SM. 亚中部着丝粒染色体。

Fig. 2　Chromosome metaphase of gynogenetic diploids, haploids and normal diploids of R. philippinarum
(a) the metaphase of normal diploid; (b) the chromosome metaphase of gynogenetic diploid; (c) the chromosome metaphase of haploid; (d) normal dip-
loid  chromosome karyotype;  (e)  gynogenetic  diploid  chromosome karyotype;  (f)  haploid  chromosome karyotypes.  M.  mesocentric  chromosome;  SM.
submetacentric chromosome.
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Chromosome preparation and karyotype analysis of gynogenetic diploids and
haploids in Ruditapes philippinarum

LI Qiang 1,2,     NIE Hongtao 1,2*,     WANG Bin 3,     ZHOU He 2,     HUO Zhongming 1,2,     YAN Xiwu 1,2

1. Engineering Research Center of Shellfish Culture and Breeding in Liaoning Province,
Dalian Ocean University, Dalian　116023, China;

2. College of Fisheries and Life Science, Dalian Ocean University, Dalian　116023, China;
3. Dalian Jintuo Aquatic Food Co., Ltd., Dalian　116400 , China

Abstract: Gynogenesis is an important breeding method for rapid establishment of pure lines. Karyotype analysis of gynogen-

etic offspring of Ruditapes philippinarum has not been reported. In order to clarify the karyotype of gynogenetic diploid, hap-

loid and normal diploid of R. philippinarum. In this experiment, the gynogenetic diploid, haploid and normal diploid larvae of

R. philippinarum were selected. The chromosome drops were made by air-drying technique, and the number of chromosomes

was counted and karyotype analysis was carried out. The results showed that the number of chromosomes in gynogenetic dip-

loid and normal diploid of R. philippinarum was 38, and the haploid was 19. The results of karyotype analysis showed that the

karyotype formula of gynogenetic diploid and normal diploid of R. philippinarum was 2n=18m +20sm, NF=76, and the hap-

loid karyotype was n=9m+10sm, NF=38.  No sex chromosome and satellite  were found in  chromosome morphology.  Studies

have shown that clams have only two types of chromosomes, m and sm. The karyotype of gynogenetic diploid is the same as

that of normal diploid, and the type of haploid chromosome is the same as that of normal diploid and the number is half of that

of diploid. In this study, the metaphase division phase and karyotype analysis results of gynogenetic diploid, haploid and nor-

mal  diploid  of R.  philippinarum were  obtained  by  air-drying  technique  using  the  trochophore  larvae  of R.  philippinarum  as

materials, which enriched the related research of gynogenetic and haploid chromosomes of R. philippinarum and the cognition

of chromosome number and karyotype composition of R. philippinarum. At the same time, it has important reference value for

the study of cytogenetics and genetic breeding of R. philippinarum.

Key words: Ruditapes philippinarum; gynogenesis; haploid; karyotype; trochophore; chromosome
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