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摘要! 为获知大黄鱼染色体的物理长度!实验采用流式细胞术测定了大黄鱼基因组大小!并利

用显微图像分析技术测定了大黄鱼 25 对染色体的面积和累积光密度$)"5%!据此估算了大黄

鱼染色体的物理长度# 结果显示!大黄鱼基因组大小约为$921121 @45181% 2O&染色体相对

面积最小为 2128J @3130J!最大为 510/J @3130J&染色体相对 )"5最小为 4103J @

31/2J!最大为 1135J @3141J&物理长度最小的是 25 号染色体!为$4/14 @/1/9% 2O!其他

染色体的物理长度为$2515 @8124% <$/818 @4182% 2O# 染色体的物理长度与相对面积"相

对长度分别成正线性相关# 其中!物理长度 7相对面积的相关系数大于物理长度 7相对长度#

显微图像还显示!同一基因组中的染色体碘化丙啶$7)%着色不完全均一!非同源染色体间"部

分同源染色体间以及染色体不同位置均存在荧光强度的差异# 研究结果为大黄鱼染色体识别

与配对提供了新的数量标记!也为深入解析大黄鱼基因组结构提供基础数据#

关键词! 大黄鱼& 染色体& 基因组大小& 染色体的物理长度& 图像分析

中图分类号! B/5/12& *:811/22666666 文献标志码'&

66染色体的形态结构是遗传学研究的重要内容

之一* 染色体分析的起源和发展离不开其他科学

领域的技术进步* 近年来"染色体分析的技术变

革主要是由分子生物学和信息学领域的技术发展

推动* 其中"图像分析软件的出现与发展丰富了

染色体的测量内容"提高了测量水平"为细胞遗传

学研究提供更丰富+更准确的基础数据"拓展了该

领域研究的深度和广度
(4 72)

* 目前"图像分析技

术已在人类+畜禽和植物的细胞遗传学研究中广

泛应 用
(/ 71)

" 在 水 产 生 物 中 也 开 始 有 少 量

尝试
(8 79)

*

大黄鱼 #7*$%=%)><>"()$+),*$隶属于鲈形目

#7FGA;V/G:F<$"石首鱼科 #*A;F3>;N3F$"黄鱼属

#7*$%=%)><>"($"是我国近海特有鱼种"也是我国

重要的海水养殖鱼类* 为了支持大黄鱼养殖产业

的可持续发展"我国研究人员分别以厦门火烧屿

养殖大黄鱼
(0)

+连江养殖大黄鱼
(:)

+官井洋野生

大黄鱼
(43)

和舟山野生大黄鱼
(44)

子 4 代为材料"

得到了 5 种不同的核型公式!2> A50E+2> A2<E=

58E+2> A8<E=52E和 2> A8:=8<:=/8E* 这些报

道初步揭示了大黄鱼染色体组的基本特征"为染

色体操作育种提供了基础数据* 然而"这些研究

多采用人工测量和比对"测量参数范围和结果的

准确性均存在较大局限性"已很难满足结构基因

组学和功能基因组学研究快速发展的需要* 因

此"本研究利用荧光染色和软件辅助分析大黄鱼

染色体"测量了染色体的面积和累积光密度

#;>EFIG3EFN /DE;A30NF><;E4")"5$"并基于 )"5估

测了染色体的物理长度"拓展染色体测量的参数

并提高测量的准确性"以期为染色体识别与配对

提供新的标记"并为正在进行的大黄鱼基因组组

装工作提供基础数据*

46材料与方法

$%$&总 ()*含量测定

大黄鱼总 5%&含量的测定参考蔡明夷等
(42)

的方法"并作少许修改"具体为取 /3 尾大黄鱼苗

#体长约 4 A:$"剪下尾柄"放入 4 :'5&7)染色
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液#43 ::/06'CG;<8+-0D+ 915"1 :I6'5&7)"

458 ::/06'%3-0" 2 ::/06'-3-0

2

" 2 ::/06'

2I-0

2

"314J CG;E/> W8433"31331J小牛血清$'

轻轻震荡让细胞游离到染色液中"过筛网"染色操

作全程共 / :;>* 然后"用流式细胞仪 #7&*8))"

73GEFA"9FG:3>$检测荧光强度平均值* 基因组大

小参照品采用鸡#?*--'(.*--'($红细胞"其单倍体

基因组大小为 4 3581:/ 2O

(4/ 745)

"约合 4139

DI

(41)

* 鸡血细胞的制备参考童金苟等
(48)

描述的

方法* 参照品用外定标法"与大黄鱼样品间隔测

量* 取 4

!

'鸡血红细胞样品加入 4 :'5&7)染

色液"其他程序同大黄鱼细胞荧光强度测量* 计

算大黄鱼与鸡血红细胞荧光强度比值"根据比值

计算大黄鱼总5%&含量# A4139 DI B比值$和基

因组大小# A4 3581:/ 2O B比值$*

$%'&染色体物理长度测定

染色体制备66用于制备染色体的大黄鱼取

自宁德市横屿岛水产有限公司"共 43 尾"雌性 1

尾"雄性 1 尾"平均体质量约 133 I* 大黄鱼的头

肾细胞有丝分裂染色体标本的制备方法参考王德

祥等
(49)

的方法* 染色体制片滴加 23

!

'含 4

!

I6

:'碘化丙啶 #7)"$/AMF$的抗褪色剂"用指甲油

封片* 使用 "04:D=<KW1/ 荧光显微镜完成显微

观察与拍照* 通过绿光荧光滤片组#9T$观察 7)

荧光"利用显微镜相连的 579/ 电荷藕合器件图

像传感器#--5$拍摄图像"使用 AF00*F><软件控

制摄像机并采集数字图像*

核型排列与图像分析66选取 1 个染色体完

整+分散良好的中期相数码图像"应用 ):3IF8DG/

D0=<813#)77813$软件的自动排列工具初步排列

染色体"再利用 7M/E/<M/D -*113 软件调整染色

体完成配对与排列* 配对根据形态+大小和荧光

强度目测"染色体核型图按染色体相对长度降序

排列* 利用 ):3IF8DG/ D0=<813 软件自动测量功

能测量每条染色体的面积和 )"5"再用软件的手

工测量功能沿染色体中轴测量染色体的相对长

度* 染色体的臂比用 -+)&*).系统
(40)

测量*

数据分析66染色体相对长度按%染色体绝

对长度6单倍体染色体组总长度 B433J&计算*

染色体相对 )"5按%染色体绝对 )"56单倍体染

色体组 )"5B433J&计算* 根据相对)"5计算每

条染色体的估测物理长度#大黄鱼基因组大小 B

相对)"5$* 用 "G;I;> 013 分别作物理长度 7相对

长度+物理长度 7相对面积的线性拟合*

26结果

'%$&基因组大小

/3 尾大黄鱼的细胞悬液经 5&7)染色后"用

倍性分析仪测定* 结果显示"大黄鱼细胞的荧光

强度与作为参考的鸡血细胞荧光强度相比"比值

的平均值为 318:/ @31345* 据此估算"大黄鱼基

因组大小约为#921121 @45181$2O"5%&含量约

为#3195 @3134$DI*

'%'&染色体估测物理长度

1 个大黄鱼中期相染色体根据形态+大小和

荧光强度目测配对"然后按染色体相对长度降序

排列#图 4$* 基于)77813 测定数据"计算各对染

色体相对长度+臂比+相对面积和相对 )"5#表

4$* 结果显示"除 25 号染色体外"大黄鱼染色体

相对长度+相对面积和相对 )"5的分布均比较

连续*

根据大黄鱼基因组大小 (#921121 @45181$

2O)及各对染色体相对 )"5"估测每条染色体的

物理长度"结果显示"4 号染色体物理长度最大

(#/818 @4182$2O)"25 号染色体物理长度最小

(#4/14 @/1/9$2O)* 除 25 号染色体外"其他染

色体的物理长度为 # 2515 @8124 $ <# /818 @

4182$2O 之间较均匀分布"/1 </9 2O 有 1 对"

/3 </1 2O 有 0 对"25 </3 2O 有 : 对*

此外"/5光强度图#图 48A$可以直观显示染

色体荧光强度的二维分布* 大黄鱼染色体 7)着

色不完全均匀"主要表现在 / 个方面!#4$非同源

染色体间存在荧光强度差异"如 4 号染色体平均

荧光强度比 25 号染色体高'#2$部分同源染色体

间存在荧光强度差异"如 24 号和 25 号染色体同

源染色体间荧光强度存在明显差异'#/$染色体

不同位置存在荧光强度差异"具体表现为中间高

周边低+着丝粒高端部低*

'%+&染色体估测物理长度与相对长度"相对面积

的关系

染色体估测物理长度与相对长度之间+染色

体估测物理长度 7相对面积之间均存在正线性相

关"但两对数据之间的相关系数均小于 4"存在离

散点* 例如"9 号染色体在染色体组中"按降序相

对长度排在第 9 位"相对面积排在第 0 位"而物理

长度排在第 / 位#图 2$*
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图 $&大黄鱼染色体中期相"核型图和染色体的 +(光强度图

#3$中期相' # O$染色体核型' #A$/5光强度图* 标尺 A1

!

:

@3;%$&A85,B<,48#O,/:.5:B8,72+(.B53C,1287435: <345.;/,0 .9C</.0.4.08437!/,'.,0-

#3$:FE3DM3<F' # O$ U3G4/E4DF' #A$/5/DE;A30NF><;E4 M;<E/IG3:1*A30FO3GA1

!

:

表 $&大黄鱼染色体相对长度"相对面积"相对 PQ(和估测物理长度

",-%$&?81,53D8187;5<#/81,53D8,/8,#/81,53D8PQ(,7284530,582B<:43C,1187;5<.9C</.0.4.08437!/,'.,0-

编号

>/1

相对长度6J

GF03E;HF0F>IEM

臂比

3G:G3E;/

相对面积6J

GF03E;HF3GF3

相对 )"56J

GF03E;HF)"5

物理长度62O

DM4<;A300F>IEM

4 5102 @3145

C

510/ @3130 1135 @3141 /818 @4182

2 5194 @3123

C

515: @3122 51:3 @3124 /111 @2140

/ 5180 @31/2

C

5189 @313: 5188 @3135 //10 @3155

5 511: @3149

C

1132 @3143 5109 @3124 /11/ @2125

1 5112 @31/3

C

51// @31/8 512: @312: /414 @/138

8 51/: @3123 /1/2 @3188 5198 @31/0 5115 @315/ /21: @5114

9 51/0 @31/3

C

5158 @3140 510: @3148 /115 @4189

0 51/1 @31/3

C

5128 @3130 5129 @3148 /413 @4193

: 51/2 @3123

C

5198 @3135 5101 @3144 /112 @4148

43 51/2 @3124 2113 @3143 5194 @3122 5100 @313/ /115 @3120

44 51/3 @314:

C

5148 @3143 51/9 @3143 /419 @4152

42 512: @314:

C

51/0 @3144 5141 @318/ /314 @8183

4/ 5124 @3145

C

51/1 @3130 5192 @313: /51/ @31:9

45 514: @3153

C

5153 @313: 5143 @313: 2:10 @31:1

1/8
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续表 $

编号

>/1

相对长度6J

GF03E;HF0F>IEM

臂比

3G:G3E;/

相对面积6J

GF03E;HF3GF3

相对 )"56J

GF03E;HF)"5

物理长度62O

DM4<;A300F>IEM

41 514: @3148

C

5120 @313: 5155 @3144 /212 @4123

48 5138 @3128

C

/192 @3143 /195 @3130 2914 @3102

49 5138 @3122

C

5130 @3138 513: @314: 2:19 @41:0

40 5133 @314:

C

5130 @3128 /194 @3155 281: @5185

4: /1:0 @3129

C

/18/ @31/2 /114 @3153 2115 @5124

23 /10/ @3125

C

/182 @3143 /18: @3134 2810 @3142

24 /103 @31/0

C

/1/1 @312/ /1/8 @311: 2515 @8124

22 /185 @3149

C

/103 @3144 /181 @3122 2811 @212:

2/ /114 @314/ /144 @31/1 /110 @313: /150 @3134 2112 @313/

25 2108 @3149

C

2128 @3130 4103 @31/2 4/14 @/1/9

图 '&染色体估测物理长度 R相对长度散点图$,%和染色体估测物理长度 R相对面积散点图$-%

@3;%'&SC,558/93;6/8.95<884530,582B<:43C,1187;5<,72/81,53D8187;5<.9C</.0.4.084$,%#

,725<,5.95<884530,582B<:43C,1187;5<,72/81,53D8,/8, .9C</.0.4.084$-%

66染色体估测物理长度与相对长度的回归方程

为 "A74819 =441/@#A

2

A310/0':?31334$'染

色体估测物理长度与相对面积的回归方程为 "A

75118 =01/5@#A

2

A31:3:':?31334$* 估测物

理长度 7相对面积的相关系数高于估测物理长度

7相对长度的相关系数*

/6讨论

现有的大黄鱼染色体核型研究报道仅涉及手

工测量染色体相对长度和臂比两个常规参

数
(0 744)

* 然而"和其他鱼类染色体一样"大黄鱼

染色体存在规格小+形态相似和长度分布连续的

特点"仅凭相对长度和臂比两个参数很难鉴别和

配对* 近年来"随着荧光原位杂交技术#()*+$和

图像分析技术在染色体分析领域的应用与发展"

准确识别小型+长度连续染色体已经成为可

能
(1"4:)

* 本研究结合使用 ):3IF8DG/ D0=<813+

7M/E/<M/D -*1 和基于 ):3IF!的 -+)&*).系统

等图像分析软件工具分析了大黄鱼核型* 除了常

规的染色体相对长度+臂比外"本实验还测量染色

体的相对面积和相对 )"5"使用于染色体核型分

析的形态特征参数从二维增加至四维"提高了染

色体识别和配对的准确性"也为开发染色体自动

识别系统奠定了基础*

本研究采用流式细胞术"以鸡血细胞为参照"

测定大黄鱼基因组约为 # 921121 @45181 $ 2O"

5%&含量约为#3195 @3134$ DI* 本实验还进一

步利用图像分析技术首次估测了大黄鱼各对染色

体的物理长度"为了解大黄鱼基因组特征+推进大

黄鱼全基因组序列分析与组装工作提供了基础数

8/8
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据* 利用图像分析估计染色体大小的方法也见于

人+鸡和牙鲆 #:*$*-%)><>"+-%/*),'($等生物的染

色体研究中
(23 722)

*

研究结果还显示"大黄鱼染色体 7)着色不完

全均匀"主要表现在 / 个方面!非同源染色体间+

部分同源染色体间+以及染色体不同位置存在荧

光强度差异#图 48A$* 7)是 5%&定量分析中最

常用的荧光染料"对 5%&染色几乎没有区域选

择性"可以使染色体比较均一地染色
(2/)

* 造成大

黄鱼染色体 7)着色不均匀可能原因包括!#4$在

有丝分裂过程中"非同源染色体间的浓缩程度存

在差异是导致非同源染色体间平均荧光强度不等

的主要原因'#2$染色体浓缩程度存在区域差异

可能是导致染色体着丝粒部位荧光强度高+端部

低的主要原因'#/$染色体圆杆状形态导致荧光

强度呈中轴高周边低'#5$着色不完全均匀可能

是导致部分同源染色体间 )"5存在较大差异#图

4 中 42 号染色体$的原因* 非同源染色体间平均

荧光强度不等的现象提示"平均荧光强度或 )"5

可以作为染色体识别及配对的辅助标记"但与臂

长和臂比这两个常规参数一样也要考虑到偶然误

差的存在*

此外"大黄鱼染色体的估测物理长度与相对

长度+相对面积均有线性相关* 物理长度 7相对

面积的相关系数要高于物理长度 7相对长度的相

关系数* 这表明同一基因组中的非同源染色体纵

轴方向的浓缩程度并不均一'染色体的宽度或面

积可以作为染色体识别的辅助标记*

大黄鱼是我国重要的海水养殖鱼类"其基因

组和功能基因研究正快速发展"细胞遗传学领域

的研究需要同步发展* 本研究首次应用图像分析

技术测定了大黄鱼染色体的面积和 )"5"并估测

了染色体的物理长度"为大黄鱼染色体识别与配

对提供了新的标记"也为大黄鱼全基因组序列的

组装工作提供数据支持*
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