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摘要:以皱纹盘鲍的血细胞为材料, 采用植物血球凝集素( PHA)体外浸泡法,运用正交实验设计, 探讨PHA 处理

时间、PHA 浓度、抽血时间对细胞分裂频度的影响。根据正交实验直观分析结果,得出用血细胞直接制备染色

体标本进行三倍体皱纹盘鲍活体倍性检测的最优组合: PHA处理时间 18h、PHA浓度 0. 04% ,抽血时间 22: 00-

24: 00, 3 因素的主次顺序: PHA 处理时间 � PHA 浓度 �抽血时间。并可获得大量图象清晰、长度适中、分散良

好的中期分裂相,是皱纹盘鲍活体倍性检测的最佳方法。同时, 通过流式细胞仪测定皱纹盘鲍血细胞 DNA 相

对含量进行三倍体皱纹盘鲍活体倍性检测, 该方法制样简单,测试速度快。
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Living ploidy detection of triploid Haliotis discus hannai
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Abstract: In this paper , the orthogonal experiment of three factors and three levels L 9 ( 3
4
) was adopted

using blood corpuscle of Haliotis discus hannai which were in vitro immersing in PHA solution . There

were three factors and three levels which included PHA treatment t ime : 6 h , 1 2h , 18 h ; PHA

concentration : 0. 02%, 0. 04%, 0. 06% ; sampling time: 16: 00- 18: 00, 22: 00- 24: 00, 4: 00- 6: 00,

respectively . The tests were repeated two times. The results showed that the optimal combination of three factors

and three levels in the detection of triploid Haliotis discus hannai by using chromosome specimens from blood

cells of living bodies was: PHA treatment time 18h, PHA concentration 0. 04% and sampling time 22: 00- 24:

00. The order of the three factors was PHA treatment time � PHA concentration � sampling time. Under the

optimal combination of the three factors and three levels many clear, proper length and wel-l scattered metaphase

chromosomes could be obtained. It is the best method of detecting the ploidy of living Haliotis discus hannai .

Determining the relatively content of blood corpuscles� DNA with flow cytometry could also make ploidy

detection. But the device was expensive and the method was diff icult to be spread.
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随着贝类增养殖业的不断发展,运用染色体工程进行贝类三倍体育种的研究与日俱增。三倍体贝

类具有生长周期短、一般不育、生长快、肉质改善、抗逆性增强等特点。在养殖上具有重要意义[ 1]。倍性

检测是多倍体育种中的一个重要环节,由于三倍体的珍贵性需要保持其健康存活状态,因此, 活体倍性

检测技术尤为重要。关于贝类活体倍性检测国内外已有报道[ 2- 8]。但在皱纹盘鲍活体倍性检测方面,

已发表的多数用流式细胞仪测定,由于仪器昂贵, 故不能普及。用上足触手、外套膜活体组织制备染色

体标本,展片率不高,易造成感染而至死亡。近几年来,作者结合皱纹盘鲍多倍体诱导工作,在原来研究

的基础上,以血细胞为材料,采用 PHA体外浸泡法制备染色体标本及用流式细胞仪测定血细胞 DNA相

对含量进行三倍体活体倍性检测, 探讨了制备皱纹盘鲍染色体标本的方法,为开展皱纹盘鲍多倍体育种

及各项实验提供重要依据。

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料

1. 1. 1 � 实验动物

2龄皱纹盘鲍( Haliotis discus hannai Ino) , 体长约 3~ 4cm,系 1996大连水产学院采用咖啡因结合热

休克进行三倍体诱导处理获得的个体, 暂养温度 20 � 。
1. 1. 2 � 仪器

� � 德国产Partec PAS- �流式细胞仪。

1. 2 � 方法

1. 2. 1 � 正交实验设计

以血细胞为材料,选用 L9( 3
4)设计[ 9] , 进行三

因素三水平的正交实验 (表 1 )。PHA 处理时

间 A 设 6h、12h、18h ; PHA 浓度 B 设0. 02%、0.

04%、0. 06%; 抽血时间 C, 设 16: 00~ 18: 00、22: 00

~ 24: 00、4: 00~ 6: 00。试验平行重复两次。影响

细胞分裂频度的三因素的主次顺序和最优水平组

合以直观分析法获得。

表 1� 正交实验设计

Tab. 1� The orthogonal test design

试验号
no.

PHA 处理时间( h)
PHA treatment time

PHA浓度( % )
PHA concentrat ion

抽血时间
sampling t ime

1 1( 6) 1( 0. 02) 1( 16: 00- 18: 00)

2 1 2( 0. 04) 2( 22: 00- 24: 00)

3 1 3( 0. 06) 3(4: 00- 6: 00)

4 2( 12) 1 2

5 2 2 3

6 2 3 1

7 3( 18) 1 3

8 3 2 1

9 3 3 2

1. 2. 2 � 染色体标本的制备

在无菌条件下用灭菌的注射器在供试鲍鳃基血窦 ( 足中线距头 1/ 3 偏左) 处取血0. 6mL,

分别放入 0. 05%秋水仙素和不同浓度的 PHA混合液中处理不同时间, 离心 5 min( 1000r�min- 1
)后收集

细胞,用 0. 075mol�L- 1 KCl低渗处理40~ 60min,离心弃去上清液加入新配制的 Carnoy氏固定液(甲醇�

冰醋酸= 3�1) 2~ 3mL 固定,重复 3次,每次 15min,放入冰箱冷冻室( - 18 � )中保存 12h 以上,离心弃去

上清液加入 1~ 2滴 50%冰醋酸溶液,使其成为细胞悬浊液,再滴入新的 Carnoy 氏固定液 5~ 10滴进行

冷滴片,风干后用 10%Giemsa染液扣染 2h以上, 流水冲洗,风干,镜检。统计分裂相数目。试验重复 2

次,每次计数 4张片子,计数结果取平均值。

1. 2. 3 � 流式细胞仪测定法

抽取鲍鳃基血窦(足中线距头 1/ 3偏左)的血液 0. 02~ 0. 04mL,注射到预先装有 0. 05~ 0. 1mL 超滤

海水的测试小管中,加入 1. 0~ 1. 5mL DAPI 染液,上机进行测试, 每秒通过的细胞数维持在 100~ 150

个。测试结果以直方图表示。
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2 � 实验结果

2. 1 � 正交实验结果

根据直观分析结果(表2)中的极差 R值,影响细胞分裂频度的三因素的主次顺序为: PHA处理时间

�PHA浓度�抽血时间。为了更直观地了解细胞分裂频度与各因素水平的变化情况, 作各因素水平对

细胞分裂频度的效应图(图 1)。

表 2� 正交实验结果

Tab. 2� The results of orthogonal test

试验号
no.

PHA处理时间( h)
PHA treatment time

PHA浓度( % )
PHA concentration

抽血时间
sampling t ime

细胞分裂频度( 10- 4)
mitosis frequency

1 1( 6) 1(0. 02) 1( 16: 00~ 18: 00) 4. 20

2 1 2(0. 04) 2( 22: 00~ 24: 00) 5. 01

3 1 3(0. 06) 3(4: 00~ 6: 00) 3. 95
4 2( 12) 1 2 6. 65

5 2 2 3 6. 67

6 2 3 1 6. 31

7 3( 18) 1 3 7. 09

8 3 2 1 6. 92

9 3 3 2 6. 18
K1 13. 16 17. 94 17. 43
K2 19. 63 18. 6 17. 84
K3 20. 19 17. 71 17. 71
k1 4. 39 5. 98 5. 81
k2 6. 54 6. 2 5. 95

k3 6. 73 5. 9 5. 90

R 2. 34 0. 3 0. 14

图 1 � 三因素对细胞分裂频度的影响

Fig. 1 � Effect of three factors on mitosis frequency
A. PHA处理时间( h) ; B. PHA 浓度( % ) ; C.抽血时间

A. PHA treatment time; B. PHA concentrat ion( % ) ; C . sampling time

在图 1中, A、B因素直线陡度大, 说明 A、B因素对细胞分裂频度影响效应大, 即 A、B是主要因素,

C 因素为次要因素。得到的最优水平组合为: PHA处理时间 18h、PHA浓度 0. 04%、抽血时间 22: 00-

24: 00。染色体制片可获得图像清晰、分散良好、长度适中的染色体中期分裂图像,二倍体个体染色体数

2n= 36(图 2) ,三倍体个体染色体数 3n= 54(图 3)。

2. 2 � 流式细胞仪检测结果

检测结果以 DNA直方图的形式表示(图 4) , 图中横坐标代表 DNA 的相对含量, 纵坐标代表细胞频

率。每个样品至少测定 10 � 104个细胞, 重复 2次。获得了较好的峰值图谱, 二倍体个体血细胞的DNA

4275期 � � � � � � � � � � � � � � � � 李雅娟等:三倍体皱纹盘鲍活体倍性检测



图 2� 二倍体中期分裂相( 2n= 36)

Fig . 2� The metaphase of diplo id

图 3 � 三倍体中期分裂相( 3n= 54)

Fig . 3� The metaphase of triplo id

图 4� 皱纹盘鲍二倍体和三倍体血细胞的 DNA 相对含量

Fig . 4� DNA relative content of diploid and

triplo id blood cell in Haliotis discus hannai

相对含量有2 个峰, 其中一个 DNA 相对含量较低,

细胞频率较高的是 G1 期的细胞; 另一个 DNA 相对

含量较高, 细胞频率较低的是 G2/ M 期的细胞。三

倍体个体血细胞 DNA的相对含量也有 2个峰,其中

一个 DNA相对含量较低,细胞分裂频率高的是有丝

分裂中 G1 期的细胞,另一个 DNA相对含量较高, 细

胞分裂频率低的是有丝分裂中 G2/ M 期的细胞。从

图中可看出,三倍体血细胞的 DNA相对含量是二倍

体的 1. 5倍。

3 � 讨论

3. 1 � 关于用血细胞直接制备染色体标本

多倍体倍性检测是多倍体育种的重要环节。目

前,鲍多倍体的倍性检测主要方法有染色体计数法、极体计数法、核体积法、电泳法、显微荧光和流式细

胞仪测定法等
[ 1]
。染色体计数法是倍性检测最准确、最可靠的方法。用低渗处理、空气干燥法制备鱼类

染色体标本,国内外已有若干报道。但在皱纹盘鲍方面,国内已发表的有关染色体研究,孙振兴用担轮

幼虫为材料滴片鉴定
[ 10]

,这种方法可以作为早期鉴定。关于成体鲍倍性检测, 孙振兴、王桂云等以及

Arai等用成体鲍的鳃组织通过切碎法制备染色体[ 10- 12] ,但必须将鲍处死。在多倍体育种中, 由于三倍

体的珍贵性需要保持其健康存活状态。因此,活体倍性检测尤为重要。在鲍活体倍性检测方面国内外

很少报道, 用上足触手、外套膜活体组织制备染色体,展片率不高, 由于创伤面大易造成感染导致鲍死

亡[ 7, 8]。关于用皱纹盘鲍的血细胞直接制备染色体标本进行活体倍性检测目前尚未见报道。

鲍是软体动物门腹足纲动物, 为开放式循环, 血液经心脏、动脉最终进入血窦,鳃基血窦是循环系统

中最大的一个血窦, 此处血量丰富,且处在肌肉中,取血容易,而且,在此处抽血量不超过 0. 4mL 对鲍的

生长发育没有影响。对于鲍血细胞的形态目前只有一些初步的了解,如李太武等[ 13]将皱纹盘鲍血细胞

分为 3种:第 1种细胞大,圆球形,核较小,细胞质中颗粒多;第 2种细胞较大,卵圆形,核较大,细胞质中

颗粒少;第 3种细胞较小,圆形, 细胞核圆形,染色深,胞质少, 较透明。我们在实验中也观察到 3种血细
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胞,其中细胞较小,染色深的没有看到分裂相,其余 2种血细胞都能看到分裂相。同时发现鲍的血细胞

再生能力很强, 1枚鲍隔 1天就可以再抽血1次。这说明血细胞的分裂速度比其他组织的细胞快, 细胞

分裂周期短。

制备并获得清晰的染色体分裂相, 是确定染色体数目、进行多倍体倍性检测的重要环节。用皱纹盘

鲍的血细胞直接制备染色体标本与用活体组织相比具有展片率高、不易感染、制备过程简单等特点。贾

志良等研究认为以鳃为材料制备染色体标本,其分裂相中至少有一部分是来自血细胞的
[ 14]
。作者在以

上足触手和外套膜为材料制备染色体标本时也发现有血细胞,这说明直接用血细胞制备染色体标本是

活体倍性检测的最好材料。

3. 2 � 流式细胞仪测定法

流式细胞术是对单个细胞或细胞器快速测量 DNA含量的高新技术。关于利用细胞核DNA含量的

高低来检测倍性的研究已在鱼类[ 15]、对虾[ 16]和贝类[ 17- 19]有过报道。流式细胞仪检测倍性水平的基本

原理是用 DNA- RNA特异性荧光染料(如 DAPI)对细胞进行染色,在流式细胞计上用激光或紫外光激

发结合在细胞核的荧光染料,检测每个细胞的荧光强度, 与已知的二倍体细胞或单倍体细胞(如同种的

精子)荧光强度对比,判断被检查细胞群体的倍性组成。与二倍体相比, 三倍体染色体数目增加了 0. 5

倍,与此相应,三倍体细胞核 DNA 含量也应是二倍体的 1. 5倍。本实验采用成鲍的血细胞通过细胞流

式仪测定 DNA相对含量进行倍性检测。该方法制样简单, 测试速度快,一个样只需几秒时间,如果用标

准粒子进行校准,还可知到所测样品中 DNA的绝对含量。但仪器很昂贵, 一般单位不具备该条件,顾不

能普及。

3. 3 � 植物血球凝集素

植物血球凝集素已在染色体研究的许多血培养中得到广泛应用。它能够促进动物血细胞分裂[ 14] ,

但在海产贝类的染色体研究中应用较少。王金星等[ 20]借鉴鱼类染色体研究中常用的 PHA活体注射

法,在缢蛏中获得了较好的结果, 经 PHA处理的鳃细胞分裂相明显多于未经处理组。贾志良等[ 14]取

鳃放入含 PHA 的 MEM 培养基中培养 , 发现不同时间制片的鳃细胞分裂相比例比对照组提高

6. 8倍。在本实验中, 采用 PHA 体外浸泡法, 探讨了不同浓度的 PHA及不同处理时间对血细胞分裂频

度的影响。根据正交实验直观分析结果,得出用血细胞直接制备染色体标本进行三倍体皱纹盘鲍活体

倍性检测的最优组合: PHA 处理时间 18h、PHA 浓度 0. 04%, 抽血时间 22: 00- 24: 00, 3 因素的主次顺

序: PHA 处理时间 �PHA浓度�抽血时间。从上述结果可以看出, PHA 体外浸泡能提高血细胞分裂频

度,而且方法简便,易于操作,避免体内注射药物残留及体外培养的麻烦。这对生长较慢的鲍来说提高

细胞分裂频度对制备染色体标本具有重要意义,也为其他类似生物的染色体标本制备工作提供了一条

线索。

总之,在皱纹盘鲍活体倍性检测中,以血细胞为材料,采用 PHA体外浸泡制备染色体标本可获得大

量的图象清晰、长度适中、分散良好的中期分裂相,是皱纹盘鲍活体倍性检测的最佳方法。
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