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摘要: 采用体内注射 PHA 和秋水仙素, 肾细胞短期培养, 常规空气干燥法制备俄罗斯鲟( Acipenser gueldenstaedti

Brandt)的染色体 ,对其肾细胞染色体数目统计分析表明, 俄罗斯鲟染色体组由 236? 2 条染色体组成, 其中具有

明显着丝点的染色体为 120条, 其余为小染色体(点状染色体) ;核型公式为 80m+ 16sm+ 24st, t+ 116mc, NF=

332;采用德国 PartecpasÓ 型流式细胞分析仪, 以鸡红细胞为标准 DNA(含量为 2. 3 pg#N - 1
) , 测定俄罗斯鲟体细

胞 DNA 含量为 12. 24 pg#N- 1, 与染色体分析结果比较倍性一致。综合以上两项结果可得出, 俄罗斯鲟为八倍

体鱼。
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Cyt ogeneti c analysis of Acipenser gueldenstaedti Brandt
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Abst r act :Metaphase chromosome specimens of Acipenser gueldenstaedti Brandt injected with PHA and colchicin, were prepared from

shor-t term culture of kidney cells with air-drying technique. It diploid chromosome number is 2n= 236? 2. The kinetic bodies of the

120 chromosomes were watched and the others are micro chromosome. Karyotype consists of 80m + 16sm + 24st, t+ 116mc, NF=

332. Diploid nucleus DNA content was measured from the somatic cell of A cip enser gueldenstaedti Brandt, using flow cytometer (

Partec pasÓ , made in Germany ) and the DNA content ( 2. 3 pg#N - 1 ) of erythrocytes of chick ( Gallus sp) as standard. It DNA

content is 12. 24 pg#N- 1, which corresponds with the result measured chromosome number as ploidy. Synthesizing above results, the

conclusion was obtained that Acipenser gueldenstaedti Brandt is o ctalpo id. Compared with the reports about sturgeons and paddlefishes,

the results of this paper were identical with the one measured by Song Shu-xiang et al . about A . schrenckii( DNA content is 11. 73 pg

#N- 1; chromosome number is 238 ? ) using flow cytometer , but is different from the ones of P . sp athuta ( 3. 96 pg ) , P . gladius

(4. 11 pg ) , A . dabry anus ( 8. 26 pg ) , A . schrenckii ( 6. 07 pg ) , A . sinensis ( 9. 07 pg ) by Zhang siming using

microspectrophotometer. These differences are relevant to the methods used( flow cytometer or micro spectrophotometer ) , standard

DNA( erythrocytes of chick or human lymphocyte ) and the DNA absolute content ( for example, the DNA absolute content of

erythrocytes of chick is 2. 3 pg or 3. 22 pg) .

Ke y wor ds: Acipenser gueldenstaedti; karyotype; DNA content; ploidy

  鲟形目( Acipenseriformes)是一类比较原始且

又具有较高渔业价值的鱼类, 分布在北半球的北

美洲和欧亚大陆。全世界鲟鱼类均处于不同程度

的濒危状态, 有的种类已近灭绝[ 1, 2]。俄罗斯鲟

( Acipenser gueldenstaedti Brandt )主要分布在与前苏

联相通的流域中, 我国于 1999年和 2001年从俄
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罗斯引进俄罗斯鲟发眼卵后, 遗传多样性分析
[ 3]

和肌肉营养成分分析[ 4]等方面的研究已有报道,

但关于俄罗斯鲟染色体核型及倍性的细胞遗传学

研究方面国内尚无报道。

鲟鱼类的核型构成和进化与我国多见的鲤型

目鱼类差异较大,主要区别是染色体数目众多,染

色体由大染色体 ( macrochromosome) 和微型染色

体也称小染色体 ( microchromosome ) 两部分组

成[ 5, 6] ,是一类多倍体起源的鱼类, 以染色体加倍

方式形成的。这也意味着通过细胞 DNA含量测

定便可预测其染色体数目,确定其倍性[ 7] ,以了解

其在细胞水平的进化地位。本文报道了俄罗斯鲟

的染色体数目,核型和 DNA含量, 以求在细胞水

平上探讨俄罗斯鲟的进化地位, 旨在为鲟鱼类种

质标准的建立、种质保存和合理开发利用提供基

础资料和科学依据。

1  材料与方法

1. 1  材料
  俄罗斯鲟 1龄鱼 15尾, 体重 320~ 400 g, 采

自于中国水产科学研究院北京房山鲟鱼繁育工程

技术中心。

1. 2  方法
  染色体制片   采用活体肾细胞直接制片法

制备染色体玻片标本。实验鱼在实验前一周暂养

于室内控温、充气水族箱中, 水温为 18~ 20 e 。
按10 Lg#g- 1鱼体重胸鳍注射 PHA(小牛血清溶

解) , 16~ 18 h 后按 1~ 2 Lg#g- 1鱼体重注射秋

水仙素溶液 , 2~ 4 h 后剪鳃放血, 取出肾脏,

置于盛0. 75%生理盐水的平皿中,用镊子将肾组

织磨碎,使其中的细胞游离出来,然后将细胞悬浮

液吸入 10 mL 离心管中, 以 1 000 r#min- 1离心 6

min,弃掉上清液, 加低渗液( 0. 5%氯化钾)处理

40 min。

  细胞悬液然后用卡诺氏固定液( 3 倍甲醇B1

倍冰醋酸)固定 3次,每次 15 min,用预先处理好

的冰玻片滴片, 酒精灯烤干, 用 4% Giemsa 染色

液染色20 min, 自来水冲洗,晾干,观察。

  在显微镜下选择分散度好、形态清晰、数目完

整的中期分裂相,统计每个分裂相的染色体数目,

确定染色体数目。选择 6 个数目完整、分散良好

和形态清晰的分裂相拍照, 放大,按照 Levan 等[ 8]

的标准测量染色体的有关参数, 做出俄罗斯鲟的

染色体核型图。

  体细胞 DNA含量检测   取实验鱼( 7 尾)

的尾鳍用 70%乙醇固定送检。机械法切取待测

样品一定量的组织于小培养皿中, 加入适量( 10

mg#L - 1)的 DAPIP, 用手术刀片剁碎组织块,振荡

器中振荡, 用 20~ 40目尼龙丝网过滤悬液 1. 5~

2. 0 mL 于样品管中, 样品细胞最终浓度为 105~

10
6
cell#mL- 1, 用德国产 Partec pas Ó 型流式分析

仪进行样品分析。

  每个样品稳定计数为 5 000个细胞以上。本

文以鸡( Gallus sp. )红细胞做对照,鸡血细胞为国

际上公认的对照标准, 其绝对 DNA 含量按 2. 30

pg#N- 1计算。本试验采用外定标法。外定标法

是流式细胞仪开机稳定后首先测定 1 个鸡血样

品,每测定 5~ 10个鱼样品后再测 1次鸡血样,如

果两次鸡血样数据无误差,则数据可靠,否则重新

测定。

2  结果

2. 1  俄罗斯鲟体细胞染色体数目

  计数 88个中期分裂相的染色体数目, 结果见

表1。俄罗斯鲟的中期分裂相的染色体数目在

226~ 252条,其中在 236~ 240条之间的分裂相相

对集中,众数占 35. 22%, 所以认定 236~ 240的中

间值为众数染色体。即俄罗斯鲟二倍体染色体数

(2n)为( 236 ? 2) , 其中具有明显着丝点的染色体

数为 120条,其余为小染色体(点状染色体)。

表 1  俄罗斯鲟的染色体数分布频率

Tab . 1  T he amoun t and p er c en ta ge of t h e ch romosome of A. gueldenstaedti

染色体数  chromosome no. 226~ 230 231~ 235 236~ 240 241~ 245 246~ 252 总数 total

细胞数  cell no. 15 18 31 19 5 88

百分比( % )  percentage 17. 05 20. 45 35. 22 21. 59 5. 68 100

182 水  产  学  报                    30卷



2. 2  俄罗斯鲟的核型
  根据 Levan等[ 8]的分类标准, 对俄罗斯鲟 6个

中期分裂相进行放大测定, 按染色体臂比及相对

长度把俄罗斯鲟染色体分为 4组: 中部着丝点染

色体( m) 80条、亚中部着丝点染色体( sm) 16条、亚

端部着丝点染色体( st)和端部着丝点染色体( t ) 24

条、微小染色体( mc) 116条。染色体臂数( NF)为

322 ? ,其核型公式为 80m+ 16sm+ 24st, t+ 116mc,

NF= 322 ? 。俄罗斯鲟染色体的中期分裂相见图

1,俄罗斯鲟核型见图 2。对 7尾俄罗斯鲟体细胞

DNA含量进行测定其结果见表 2。DNA绝对含量

为 12. 24 pg#N- 1。

图 1 俄罗斯鲟染色体的中期分裂相

Fig. 1  Chromosome of A . gueldenstaedti

图 2 俄罗斯鲟核型

Fig. 2  Karyotype of A . gueldenstaedti

3  讨论

  鲟鱼类系较古老的生物类群, 在进化过程中

处于较原始的阶段, 然而全面系统地从不同层次

开展鲟鱼类的系统演化研究是很有意义的。用细

胞遗传学方法研究鲟鱼类系统演化是其中之一。

  鲟鱼染色体数是迄今研究报道较多的鱼类,

如中华鲟( A. sinensis )
[ 5]
染色体数达 264 ? ,而且

具有相当数量的小染色体。本研究共计数俄罗斯

鲟88个中期分裂相的染色体数目,认定俄罗斯鲟

二倍体染色体数( 2n)为( 236 ? 6) ,其中具有明显
着丝点的染色体数为 120条,其余为小染色体(点

状染色体)。鲟鱼类是多倍体起源的鱼类,其染色

体数 60为其原始核型, 120为其四倍体, 240为八

倍体,因此, 俄罗斯鲟是染色体数为 236 ? 2的八
倍体;其中部着丝点染色体( m) 80条、亚中部着丝

点染色体( sm ) 16条、亚端部着丝点染色体( st )和

端部着丝点染色体( t ) 24条,具有明显的 8倍染色

体同源的倾向, 因此本研究进一步证明俄罗斯鲟

是 8倍体起源。

小染色体数含量高 (约占染色体总数的一

半) , 是俄罗斯鲟以及其他鲟鱼在染色体组型上的

一大特点。小染色体数含量高给研究者做染色体

组型分析,确定染色体数目带来了困难。有人认

为鲟鱼类染色体中含有大量小染色体可能与其进

化滞后有关
[ 6]
,但是这样推测对否;小染色体在鲟

鱼类染色体组进化过程中如何形成的, 是染色体

的罗伯逊易位, 还是染色体缺失或结构重排产生

的; 由于鲟型目鱼类具有比较大的基因组( DNA

含量) ,其中必然有大量的冗余基因, 小染色体可

能是鲟型目冗余基因的载体, 大量冗余基因的存

在也可能是鲟鱼类存在大量小染色体的原因。小

染色体上包含着哪些基因,这些基因在鲟鱼类染

色体组进化过程中又是如何表达起着怎样的作

用,以上诸点迄今均难定论,有待进一步的研究。
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表 2  俄罗斯鲟 DNA含量测定值

Ta b. 2  DN A con t en ts of A. gueldenstaedti

序号
no.

消光值
extinct ion

鸡血对照
control of

erythrocytes of chick

鱼鸡比
ratio of

f ish to chick

含量(pg#N- 1)
content

1 665. 34 129. 57 5. 13 11. 81

2 650. 82 128. 32 5. 07 11. 66

3 654. 68 128. 23 5. 11 11. 74

4 650. 00 113. 47 5. 73 13. 17

5 653. 33 110. 25 5. 93 13. 62

6 660. 00 126. 36 5. 22 12. 01

7 655. 20 126. 13 5. 19 11. 94

平均值  average 655. 62? 27. 89 123. 19 ? 9. 85 5. 32 ? 0. 78 12. 24 ? 1. 45

  通过细胞 DNA 含量的检测分析来确定染色

体数量及其倍性是目前国内外通用方法。所用仪

器有显微分光光度计和流式细胞仪两种。本研究

采用流式细胞仪,以鸡红细胞(国际公认的对照标

准)作对照,以其绝对含量按 2. 30 pg#N- 1计算测

得俄罗斯鲟体细胞 DNA 绝对含量为 12. 24 pg#

N
- 1
。综合以上两项结果可得出如下结论, 俄罗

斯鲟是染色体数为( 236 ? 6)的八倍体, DNA绝对

含量为12. 24 pg#N- 1。与有关鲟鱼染色体组型及

倍性的研究报道结果比较,本文的俄罗斯鲟和宋

苏祥等[ 6] 用流式细胞仪测得的施氏鲟 ( A.

schrenckii ) ( DNA绝对含量 11. 73 pg#N- 1,染色体

为238 ? 的八倍体)的结果一致; 与张四明等[ 9]用

显微分光光度计测得的匙吻鲟( P . spathuta) ( 3. 96

pg) ,长江白鲟( P . gladius ) ( 4. 11 pg ) , 达氏鲟( A.

dabryanus ) ( 8. 26 pg) , 施氏鲟 ( A . schrenckii ) ( 6. 07

pg) ,中华鲟( A. sinensis ) ( 9. 07 pg)的结果具有一

定的差异。这些差异与所用方法(流式细胞仪法

和显微分光光度计法)有关, 与标准 DNA(人淋巴

细胞和鸡红细胞)以及DNA的绝对含量(例如,鸡

红细胞DNA的绝对含量 2. 30 pg 与3. 22 pg)等均

有关系。从上述差异可见,利用细胞DNA含量的

检测分析进行染色体数量及其倍性比较,只有选

择相同的方法,相同的标准才具有可比性。
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