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克氏原螯虾染色体及其核型
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摘要：染色体是遗传物质的载体，是研究细胞遗传学的基础，为研究克氏原螯虾染色体
及其核型，实验以性未成熟雄性个体的精巢为材料，采用低渗和空气干燥常规方法制备
细胞分裂中期染色体标本，研究了克氏原螯虾染色体及核型。Giemsa和DAPI染色后在显
微镜下观察到清晰的精母细胞减数分裂中期二价体和精原细胞有丝分裂中期染色体时
相。对减数分裂中期二价体及有丝分裂中期染色体进行了数目上的统计。结果显示，克
氏原螯虾二倍与单倍染色体数目分别为2N=188和N=94。由于有丝分裂染色体形状微
小，核型分析困难，故选取减数分裂中期二价体，根据长度及着丝点位置对其进行了初
步核型分析，核型公式为N=55M+22(SM, ST)+17T，未发现异形性染色体。
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克氏原螯虾(Procambarus clarkii)，俗称小龙

虾，但在分类学上不属于龙虾科 (Palinuridae)，
而属于蝲蛄科 (Astacidae)，原蝲蛄属 (Procam-
barus)。克氏原螯虾原产于美国东南部，特别是

密西西比河路易斯安那州，最初作为饲料来源

引种到日本，20世纪又由日本引进中国，并迅速

在我国上海、江浙、安徽、湖北等地扩展 [1]。克

氏原螯虾具有生长速率快、养殖周期短、肉质

鲜美等优点，现已成为我国重要的淡水养殖品

种。因此，开展克氏原螯虾染色体研究可为遗

传改良及新品种培育提供基础资料。

至今国内外的学者已对近100种十足目(De-
capoda)甲壳动物的染色体数目进行了研究，大

多数报道集中在对虾科(Penaeidae)[2-5]和长臂虾科

(Palaemonidae)[6-7]、单肢虾科(Sicyonidae)[8]、海螯

虾科(Nephropidae)[9]、螯虾科(Astacidae)[10]、蝲蛄

科(Cambaridae)[11]、拟河虾科(Parastacidae)[12]等。

研究表明，对虾科的染色体数目比较恒定，大

多数为2N=88[13]，长臂虾科物种间的染色体数目

却不稳定，即使同一个属的物种染色体数目相

差也较大，如沼虾属的罗氏沼虾(Macrobrachium
rosenberguii)二倍体(2N=118)[8]，日本沼虾(M. nip-
ponense)二倍体(2N=104)[6]。螯虾类不同物种染色

体数目变化范围更大(2N=116~376)，其中亚太螯

虾(Astacus trowbridgii)是迄今报道的染色体数目

最多的物种(2N=376)。
由于甲壳动物染色体数目庞大，而且细胞

有丝分裂指数低，进行染色体的核型分析比较

困难，因此核型方面的研究报道很有限。本实

验利用常规空气干燥法制备克氏原螯虾精巢细

胞染色体标本，采用Giemsa和DAPI两种染色方

法，获得了清晰的精巢细胞有丝分裂和减数分

裂中期分裂相，对其进行了数目统计及初步核

型分析。

1    材料与方法

1.1    实验材料

克氏原螯虾购自上海浦东新区临港新城芦

潮港镇果园农贸市场。暂养于实验室的水族缸
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中。每天给予其充足的氧气以及新鲜的食物，

保证其生命活力。

1.2    实验方法

染色体的制备　　 (1)秋水仙素处理：向克

氏原螯虾第二步足侧夹缝中注射浓度为0.01%的

秋水仙素，注射剂量为10 μg/g虾体质量。注射后

暂养2~4 h。
(2)采样：解剖取出克氏原螯虾的精巢于生

理盐水中剪碎。

(3)低渗：将剪碎后的组织1 000 r/min离心

10 min，吸去上清液。加入75 mmol/L的KCl低渗

液，低渗时间为1 h。
(4)固定：1 000 r/min离心10 min，去除上清

液。加入新配的卡诺固定液(甲醛∶冰醋酸=3∶1)，
固定0.5 h，1 000 r/min离心10 min，吸去上清液

加入新的固定液，重复3次。最后将新加入固定

液的细胞悬液置于–20 °C，过夜处理。

(5)解离：–20 °C中取出已经固定好的细胞

悬液，离心去上清液(同上)。加入50%的冰醋酸

2~3滴进行细胞解离后，加入新配的卡诺固定液。

(6)滴片：将细胞悬液滴在载玻片上(载玻片

提前冷冻在–80 °C冰箱中)，滴片的高度为1~2 m。

(7)干燥：立刻将滴有细胞悬液的载玻片置

于酒精灯下烘烤，一边用嘴吹气使细胞完全

分散。

( 8 )染色：将载玻片置于 G i e m s a染缸中

(pH=7.0的磷酸缓冲液配制)染色15 min，用清水

冲洗干净，或者将载玻片进行酒精梯度脱水后

用DAPI染色8 min。
(9)观察：将染色体标本置于显微镜下观

察、拍照。

染色体的核型分析　　选取了76个细胞分裂

中期分裂相清晰的染色体图片进行数目统计以

及核型分析。

2    结果

2.1    克氏原螯虾染色体的形态

实验选取克氏原螯虾的精巢组织制备染色

体标本，Giemsa和DAPI染色后，在显微镜下观

察到了清晰的精原细胞有丝分裂和精母细胞减

数分裂Ⅰ中期的分裂时相以及精母细胞减数分

裂细线期 /偶线期、粗线期的分裂相。克氏原螯

虾精原细胞有丝分裂中期的染色体形状大多呈

X型，为中部着丝点染色体(图1-a)，精母细胞减

数分裂中期二价体为短棒状  (图1-b)。减数分裂

细线期 /偶线期发生同源染色体的联会过程，形

成二价体，二价体呈细丝状相互缠绕在一起

(图1-c)，无法辨认出是细线期还是偶线期。粗线

期二价体变粗(图2-a)，呈长条状，每条二价体上

有染色较深的颗粒状小点，为异染色质(箭头)部

分(图2-b, c)。在显微镜下观察克氏原螯虾的精巢

细胞染色体标本可以发现大多数分裂相处于减

数分裂时期，证明了细胞分裂的同步性。

5 μm 5 μm5 μm5 μm

(a) (b) (c)
 

图 1    克氏原螯虾精巢细胞分裂染色体时相(Giemsa染色)
(a) 精原细胞有丝分裂中期染色体，(b) 精母细胞减数分裂中期二价体，(c) 精母细胞减数分裂细线期/偶线期二价体

Fig. 1    The phase of chromosomes of the testis cells in P. clarkii (Giemsa staining)
(a) chromosomes in mitosis metaphase of spermatogonium, (b) bivalents in meiosis metaphase of spermatocyte, (c) bivalents in meiosis leptonema/zy-
gonema of spermatocyte
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2.2    克氏原螯虾染色体的数目及核型分析

克氏原螯虾染色体分裂相共 76个，其中

50个为精母细胞减数分裂时期，26个为精原细胞

有丝分裂时期。对染色体数目及出现的频率进

行了统计，其中初级精母细胞二价体数目N=94

出现了28次，占总数的56%，2N=188出现了

20次，占有丝分裂精原细胞个数的77%(表1)。结

果显示，克氏原螯虾二倍体染色体数目为2N=

188，单倍体数目N=94。由于精原细胞有丝分裂

染色体微小，核型分析困难，实验对精母细胞

减数分裂中期二价体做了初步的核型分析(图3)，

根据着丝点的位置将克氏原螯虾减数分裂二价

体分为3组：A组(1~55号)共有55条，可以清楚地

辨别着丝点的位置，为中部着丝点二价体；B组

(56~77号)共有22条，为亚中部或者亚端部着丝

点二价体；C组(77~94号)共有17条，找不到着丝

点，且二价体呈小点状，归为端部着丝点二价

体。所以克氏原螯虾二价体核型公式为N=55M+

22(SM，ST)+17T。绝大多数二价体上都存在异

染色质，位于染色体的端粒区。核型分析结果

未发现异形性染色体。

3    讨论

3.1    染色体的制备

实验材料的选取　　甲壳动物染色体的制备

关键在于实验材料的选取，最常见的是精巢组

织，其优点是精巢组织处于细胞分裂旺盛的阶

段，更容易获得细胞的分裂相，也有人选用卵

巢、胚胎、无节幼体等材料[14]，处理方式也会有

相应的变化，包括秋水仙素的注射浓度、低渗

时间等等。本实验选用克氏原螯虾精巢组织为

实验材料，在显微镜下观察到了清晰的精原细

胞有丝分裂和精母细胞减数分裂中期分裂相。

实验过程中也尝试使用心、鳃、触角腺等组织

来制备染色体标本，但是都未观察到处于中期

的细胞分裂相，甚至找不到分裂的细胞，说明

这些组织不适合用于克氏原螯虾制备染色体标本。

染色体制备过程　　经过实验分析，克氏原

螯虾染色体制备时的低渗液KCl浓度为75 mmol/L，

表 1    克氏原螯虾精巢细胞染色体和二价体数目出现频率

Tab. 1    Frequency of chromosomes and bivalents number of testis cell in P. clarkii

结果

result

初级精母细胞二价体数目(N)
the number of bivalents in primary spermatocyte

精原细胞染色体数目(2N)
the number of chromosomes in spermatogonium

80 84 87 88 90 91 92 94
总计

total 126 133 160 186 188
总计

total
出现频率/次
frequency

2 2 2 5 7 1 3 28 50 1 2 2 1 20 26

所占百分比/%
percentage

4 4 4 14 16 2 6 56 100 3.8 7.7 7.7 3.8 77 100

5 μm5 μm 5 μm

(a) (b) (c)
 

图 2    克氏原螯虾精母细胞减数分裂染色体时相(DAPI染色)
(a) 精母细胞减数分裂粗线期二价体，箭头指的是异染色质小块，(b) (c) 精母细胞减数分裂中期二价体

Fig. 2    The phase of chromosomes of the spermatocyte meiosis in P. clarkii (DAPI staining)
(a) means bivalents in meiosis pachynema of spermatocyte, arrows show heterochromatin, (b) and (c) mean bivalents in meiosis metaphase of
spermatocyte
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低渗时间为1 h左右；滴片的作用是使染色体均

匀的散落在载玻片上，高度过低会使染色体集

中在一起难以计数，过高则染色体会过于分散

或丢失，同样不利于计数，一般滴片高度为

1.5~2 m为最佳。由于克氏原螯虾染色体数目庞

多，肉眼进行的核型分析都会有一定的人为误差。

所以要得到准确的核型需要进一步的分子遗传

学分析，比如GISH (genomic fluorescence in situ
hybridization)技术可以利用荧光信号在同源染色

体上的位置相似来判定同源染色体，用于核型

分析[15]。

3.2    克氏原螯虾染色体的数目及核型分析

已有研究报道过克氏原螯虾减数分裂二价

体数目N=94[16]，但并未获得有丝分裂染色体分

裂相，无法进行2N数目统计验证，近年国外也

报道过克氏原螯虾染色体数目为2N=188，但没

有关于染色体核型公式的描述，本研究在显微

镜下观察到清晰的精原细胞有丝分裂中期染色

体和精母细胞减数分裂中期二价体分裂相，经

过对染色体数目的统计分析，得到克氏原螯虾

精母细胞减数分裂中期二价体数目(N=94)，精原

细胞有丝分裂染色体数目(2N=188)。本实验总结

出了相对准确的二价体核型公式N=55M+22(SM,
ST)+17T，完善了克氏原螯虾染色体核型分析的

信息。克氏原螯虾精原细胞有丝分裂时期染色

体有丝分裂指数较低、数目庞大、形态较小等

原因导致核型分析不准确。减数分裂中期二价

体变粗，呈短棒状，相比有丝分裂的染色体要

大很多，染色体形态更为清晰，便于进行核型

分析。所以，本实验选择精母细胞减数分裂中

期进行染色体核型分析，确保了实验数据的准

确性。邱高峰 [7]也曾经选择日本沼虾精母细胞减

数分裂时期进行了核型分析，证明了分析的可

行性。本实验使用Giemsa和DAPI两种方法对克

氏原螯虾染色体进行染色，相比于Giemsa染色法

A

1 2 3 4

B

C

5 6 7 8 9 10 11

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55

56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66

67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77

78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88

89 90 91 92 93 94 5 μm
 

图 3    克氏原螯虾精母细胞减数分裂时期二价体核型图

图中数字代表二价体的编号，A组为中部着丝点二价体，B组为亚中部或亚端部着丝点二价体，C组为端部着丝点二价体

Fig. 3    The karyotype of bivalents in meiotic metaphase of spermatocyte in P. clarkii
The numbers in the figure represent the bivalent number.The group A includes metacentric divalent, the group B includes sub-metacentric or acrocentric
bivalent, the group C includes telocentric bivalent
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不容易上色，DAPI的染色效果更明显，染色体

的轮廓更加分明，异染色质清晰可见，更加有

利于染色体的核型分析，减少因染色体不清晰

带来的实验误差。

蝲蛄科二倍体染色体的数目在100~200变化

(表2)，虽然没有直接证据显示染色体数目的多

少与其进化方面有直接关系，但是染色体的数

目可以作为物种进化过程中亲缘关系判定的依

据[17]。根据一些关于十足目染色体倍数进化的观

点 [18]，虾类染色体数目在进化过程中成倍增加，

将虾类分为3组： (1)2N组 :二倍体染色体数目

70~90； (2)4N组：二倍体染色体数目140~180；
(3)8N组：二倍体染色体数目280~360。染色体数

目越少，则进化更为原始。克氏原螯虾二倍体

染色体数目为2N=188，应该归为4N组。P. digueti
和P. llamasi属于2N组，而其他则属于4N组，也

进一步证明染色体在进化过程中数目呈倍数性

增加(表2)。本实验统计的克氏原螯虾二倍体染

色体数目2N=188，为亚太螯虾染色体数目的一

半，具体二者之间在进化上的关系还需要进一

步开展分子遗传学研究。

参考文献：

徐增洪, 周鑫, 水燕, 等. 克氏原螯虾繁殖行为生态学

的实验研究[J]. 中国水产科学, 2014, 21(2): 382-389.

Xu Z H, Zhou X, Shui Y, et al. Experiment study on re-

productive behavioral ecology of crayfish Procambarus

clarkii[J]. Journal of Fishery Sciences of China, 2014,

21(2): 382-389(in Chinese).

[  1  ]

相建海. 中国对虾染色体的研究[J]. 海洋与湖沼, 1988,

19(3): 205-209.

Xiang J H. The chromosome study on chinese shrimp,

Penaeus orientalis kishinouye[J]. Oceanologia et Limno-

logia Sinica, 1988, 19(3): 205-209(in Chinese).

[  2  ]

姜叶琴, 谢树海, 周琴, 等. 秀丽白虾染色体核型的初

步分析[J]. 水产科学, 2008, 27(9): 470-472.

Jiang X Q, Xie S H, Zhou Q, et al. Chromosome karyo-

type in freshwater prown Exopalaemon modestus[J].

Fisheries Science, 2008, 27(9): 470-472(in Chinese).

[  3  ]

周岭华, 张晓军, 相建海. 鹰爪虾染色体数目与核型的

研究[J]. 海洋与湖沼, 1999, 30(3): 250-254.

Zhou L H, Zhang X J, Xiang J H. Study on number and

karyotype of a marine shrimp Trachypenaeus cur-

virostris[J]. Oceanologia et Limnologia Sinica, 1999,

30(3): 250-254(in Chinese).

[  4  ]

李洋, 刘萍, 李健, 等. 脊尾白虾染色体制备及核型的

初步研究[J]. 大连海洋大学学报, 2012, 27(5): 453-456.

Li Y, Liu P, Li J, et al. The chromosome preparation and

karyotype in ridgetail white prawn Exopalaemon carini-

cauda[J]. Journal of Dalian Ocean University, 2012,

27(5): 453-456(in Chinese).

[  5  ]

邱高峰, 堵南山, 赖伟. 日本沼虾染色体及其核型的研

究[J]. 海洋与湖沼, 1994, 25(5): 493-498.

Qiu G F, Du N S, Lai W. Chromosomal and karyologic-

al studies on the freshwater prawn Macrobrachuim nip-

ponense (Crustacea, Decapoda)[J]. Oceanologia et Lim-

nologia Sinica, 1994, 25(5): 493-498(in Chinese).

[  6  ]

邱高峰. 细螯沼虾染色体的研究[J]. 中国水产科学,[  7  ]

表 2    蝲蛄科染色体数目
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Chromosome and karyotype of the crayfish (Procambarus clarkii )

ZHANG Sha ,     YU Shuhui ,     QIU Gaofeng *

(Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources,
Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture,

National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education,
Shanghai Ocean University, Ministry of Agriculture, Shanghai    201306, China)

Abstract: The crayfish Procambarus clarkii was introduced into China in the last century and has become a com-
mercially important cultured species. Most of previous research of P. clarkii focus on physiology, ecology and re-
productive biology. Little is known about its genetic basis. Chromosomes are carriers of genetic material. The
study of chromosome in P. clarkii can provide indispensable basic data for genetic improvement and breeding of
new varieties. In this paper, the chromosome and karyotype of the crayfish P. clarkii were studied by preparing
metaphase spreads from the tissue of immature testis using the conventional method of hypotension and air-dry.
Well-spreads in meiotic metaphase of spermatocyte and mitotic metaphase of spermatogonium were obtained after
DAPI and Giemsa staining. Most of chromosomes in mitotic metaphase were X-shaped, which are regarded as
metacentric chromosomes. The bivalents in meiotic metaphase were short rod with heterochromatin located at the
end. The number of chromosomes in mitotic metaphase and bivalents in meiotic metaphase was statistically calcu-
lated based on 50 spermatocytes and 26 spermatogonia division phases, respectively. The number of bivalents
which was N=94 appeared 28 times, accounting for 56% of spermatocyte. The number of chromosomes with
2N=188 appeared 20 times, accounting for 77% of the number of mitotic spermatogonia. Thus we concluded that
the number of diploid and haploid chromosomes of P. clarkii was 2N=188 and N=94, respectively. Since the mi-
totic chromosome is too small to perform karyotype analysis, we conducted a preliminary meiotic karyotype ana-
lysis based on bivalent length and position of the centromere. The karyotype formula is N=55M+22(SM, ST)+17T,
including 55 metacentric bivalents, 22 sub-metacentric or acrocentric bivalents, and 17 telocentric bivalents. No
sex chromosome was identified.
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