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摘要：为了支持棘头梅童鱼基因组学和细胞遗传学研究的发展，本研究采用流式细胞
术 (flow cytometry，FCM) 首次估测了棘头梅童鱼基因组的大小，并利用碘化丙啶染色与
图像分析软件测定棘头梅童鱼 24 对染色体的相对面积、相对长度以及相对累积荧光强
度，估算了染色体的物理长度。结果显示，雌性和雄性棘头梅童鱼的基因组大小分别为 (802.91±
2.19) Mb 和 (786.52±1.95) Mb。雌性基因组显著大于雄性基因组 (约 16.39 Mb)。雌性的核
型公式为 2n=48=48t，臂数 NF=48，染色体估测物理长度为 (22.17±0.72)~(46.30±1.06) Mb。
雄性的核型公式为 2n=47=1m+46t，臂数 NF=48。其中，雄性特有的 m 染色体为 Y 染色
体，其估测物理长度为 (62.95±2.89) Mb。染色体的估测物理长度与相对面积、相对长度
均成正线性相关。研究结果为棘头梅童鱼染色体的识别、配对提供更丰富的信息，为棘
头梅童鱼 Y 染色体的组装及石首鱼科鱼类染色体进化提供参考数据。
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棘头梅童鱼 (Collichthys lucidus) 属石首鱼科

(Sciaenidae)、梅童鱼属 (Collichthys)，为短距离洄

游的浅海鱼类，主要栖息在河口咸淡水交汇处，

生长速率快，适温、适盐范围广 [1-2]。棘头梅童

鱼终年可以捕获，盛产期为 5—7 月的繁殖季节，

在长江口附近棘头梅童鱼最高年产量达 200 t[3]，

具有较高的经济价值，是中国重要的海水经济

鱼类。棘头梅童鱼具有特别的多性染色体系统

(X1X1X2X2/X1X2Y)，雄性有一条特殊的中间着丝

粒 (m) 染色体[4]。在已有核型数据的石首鱼科中，

棘头梅童鱼是唯一一种具有异形性染色体和多

性染色体系统的石首鱼 [5-6]。进一步研究棘头梅

童鱼性染色体的结构和进化，将有助于理解性

染色体—常染色体融合的进化驱动力、性染色

体—常染色体融合对物种发生与适应力的影响，

以及性染色体进化等问题 [7-8]。目前，染色体级

的雌性棘头梅童鱼参考基因组已经组装并注释[9]，

但 Y 染色体的组装尚未完成。因此，实验采用

流式细胞术 (flow cytometry，FCM) 估测了雌性和

雄性棘头梅童鱼基因组的大小，并采用荧光染

色与显微图像分析技术分析其染色体的特征、

估算染色体的物理长度，可为棘头梅童鱼性染

色体的发生与进化机制的研究、以及 Y 染色体

的组装提供基础数据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

本实验使用的棘头梅童鱼均为福建宁德三

都澳海域捕捞的成年性成熟野生个体。

1.2    实验方法

　　鸡红细胞的制备与固定　　用 1 mL 注射器

(5 mg/mL 肝素钠溶液浸润并吸入 0.7 mL) 从健康
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雄性成年鸡 (Gallus gallus domesticus) 翅膀下静脉

采血 0.3 mL，随后加到 15 mL 离心管中 (内含 10
mL 生理盐水)，1 500 r/min 离心 5 min，弃上清液，

重复该步骤 2 次。

取乙醇细胞固定液 (70 mL 无水乙醇加 30 mL
生理盐水和 10 mL 甘油 ) 和甲醛细胞固定液 (10
mL 35% 甲醛加 90 mL 生理盐水和 10 mL 甘油 )
各 10 mL，缓缓滴加纯净鸡红细胞悬浮液，颠倒

混匀数次，封口后 4 °C冰箱固定保存。

　　基因组大小的测定　　基因组大小测定参

考陈紫瑩等 [10] 的描述，具体步骤：从棘头梅童

鱼尾柄取血，同时解剖检查性腺，判断鱼体性

别；将鱼血细胞与鸡血细胞以 2∶1~5∶1 的比例

混合，加入 1 mL 碘化丙锭 (propidium iodide, PI)
染色液(5 mg/L PI、0.2 mg/L RNA 酶、1% Triton X-
100、 2  mmol/L  CaCl2、 2  mmol/L  MgCl2 和 146
mmol/L NaCl)，4 °C 染色 0.5 h，样品 300 目筛网

过滤；样品在流式细胞仪 (PAS-II，Partec，Ger-
man) 上进行测定，读取棘头梅童鱼红细胞和鸡

红细胞荧光强度平均值 (mean)。基因组大小计算

公式：N=X1 / X2×H，式中，N 表示待测鱼的 DNA
含量，X1 表示棘头梅童鱼红细胞荧光强度；X2

表示鸡红细胞荧光强度，H 表示标准鸡红细胞

DNA 含量 (1.07 pg/C)。用 t 检验分析雌、雄性基

因组大小平均值差异的显著性。

　　染色体的制备与核型排列　　头肾细胞的

准备与固定参考王德祥等 [11] 描述的方法，鱼体

性别通过解剖检查性腺判断。取固定好的细胞

悬液滴片，每片滴 1~2 滴，60 °C 条件下老化 1 h，
在染色体制片上滴加 1 μg/mL PI 抗褪色剂 10 μL，
盖上盖玻片，用指甲油封片。在 Olympus BX53
荧光显微镜下镜检，用 CCD(带有 DP85 电荷藕

合器件图像传感器) 拍照，选取 14 个 (7 雌 7 雄)
分散良好的中期分裂细胞进行染色体计数。染

色体的长度、面积和总荧光强度 (IOD) 的测量及

3D 荧光强度展示应用 Image-pro  plus  6.0 软件。

棘头梅童鱼雌、雄个体的染色体数目不同 [4]，故

分别排列其核型图。染色体按 Levan 等[12] 确定的

标准进行分类，按照相对长度降序排列。

　　染色体数据的分析　　按以下公式分别计

算各对染色体的相关参数：

相对长度 (%)=染色体绝对长度/染色体组总

长度×100%；

相对面积 (%)=染色体绝对面积/染色体组总

面积×100%；

相对 IOD(%)=染色体绝对 IOD/染色体组总

IOD×100%；

估测物理长度=基因组大小×染色体的相对

IOD；并统计其平均值与标准差。Y 染色体相关

参数的计算中，所称的染色体组是指包含常染

色体、X1 染色体和 X2 染色体的一组染色体。

2    结果

2.1    基因组大小

雌性棘头梅童鱼血细胞的荧光强度与鸡血

细胞荧光强度的比值为 0.767±0.002。据此推算，

雌性棘头梅童鱼基因组大小约为 (802.91±2.19) Mb，
DNA 含量约 (0.821±0.002) pg。雄性棘头梅童鱼

血细胞的荧光强度与作为参考的鸡血细胞荧光

强度的比值为 0.751±0.002。据此推算，雄性棘头

梅童鱼基因组大小约为 (786.52±1.95) Mb，DNA
含量约 (0.804±0.002) pg。雌性基因组比雄性基因

组约大 16.39 Mb，2 组平均值的差异达到显著性

水平 (P<0.05)。

2.2    染色体组型特征

选取 14 个棘头梅童鱼 (7 雌和 7 雄 ) 的中期

相染色体，在荧光显微镜下观察并统计了雌、

雄棘头梅童鱼染色体的数目，结果显示，雌性

染色体组包括 48 条端部着丝粒染色体 (图版Ⅰ-1)，
雄性的染色体组包括 46 条端部着丝粒染色体和

1 条中间着丝粒染色体 (图版Ⅰ-2)，根据其染色

体相对长度排列雌雄染色体核型图 (图版Ⅰ-3，
Ⅰ-4)，通过 3D 光强度图进一步对同源染色体进

行识别配对 (图版Ⅰ-5，Ⅰ-6)。结果显示，雌性

核型公式为 2n=48=48t，臂数 NF=48；雄性核型

公式为 2n=47=1m+46t，臂数 NF=48。
利用 Image-pro plus 6.0 软件测量并计算，雌

性基因组染色体的物理长度为 22.17~46.30 Mb，
分布较连续 (表 1)。以单倍体染色体组 (常染色

体+X1 染色体+X2 染色体) 数据为分母计算得到，

Y 染色体的相对长度为 8.88±0.30，相对面积为

7.73±0.35，相对 IOD 值为 7.84±0.36。据此计算，

Y 染色体估测的物理长度约为 (62.95±2.89) Mb。

2.3    染色体估测物理长度与相对长度和相对

面积的关系

棘头梅童鱼染色体的估测物理长度—相对
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y = 10:309x ¡ 9:493(R 2
1 = 0:982)

y = 8:440x¡1:704(R 2
2 = 0:992)

长度，以及估测物理长度—相对面积的散点图

显示，染色体物理长度和相对长度呈线性相关，

回归方程为 。染

色体物理长度和相对面积也呈线性相关，回归

方程为 (图 1)。

3    讨论

本研究首次利用流式细胞术估测了棘头梅

童鱼基因组的大小，结果显示，雌性和雄性棘

头梅童鱼的基因组大小分别为 (802.91±2.19) Mb

和 (786.52±1.95) Mb。Zhang 等 [4] 曾报道，棘头梅

童鱼的性染色体系统为 X1X1X2X2/X1X2Y，雌性

的核型公式为 2n=48=48t，雄性的核型公式为 2n=
47=1m+46t；并基于分子细胞遗传学分析提出，

X1 和 X2 染色体融合产生 Y 染色体，Y 染色体形

成时 (或后) 发生了片段缺失，丢失了 X1 染色体

上的臂间端粒。结果显示，雌性棘头梅童鱼基

因组比雄性基因组约大 16.39 Mb。这一结果证明，

Y 染色体融合后，雄鱼或雌鱼基因组结构发生了

变化，导致雄性基因组小于雌性基因组。导致
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图版    棘头梅童鱼染色体的中期相 (1、2)、核型图 (3、4) 和 3D 光强度图 (5、6)

1、3、5. 雌性，2、4、6. 雄性；X2？. 根据配对结果初步推测，7 号染色体为雌性棘头梅童鱼的 X2 号染色体

Plate    Metaphase spreads (1, 2), the karyotypes (3, 4) and the
3D optical density maps (5, 6) of chromosomes in C. lucidus

1, 3 and 5. female, 2, 4 and 6. male; X2？ . based on the preliminary speculation of the pairing results, chromosome 7 is the X2 chromosome of female C.
lucidus
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这一差异的原因可能是原 Y 染色体的片段缺失，

但也不能排除原 X1 染色体的片段插入或局部扩

增的可能性。

已报道基因组大小的石首鱼约 16 种 (表 2)，
C-值的平均值约为 (0.77±0.11) pg。本实验测得雌

性棘头梅童鱼 C-值约为 (0.820±0.002) pg；雄性棘

头梅童组的 C-值约为 (0.804±0.002) pg，均大于其

近缘种大黄鱼 (Larimichthys crocea) 的 C-值 (0.74
pg)。棘头梅童鱼与大黄鱼的参考基因组均已组

装并注释 [9, 13]。棘头梅童鱼基因组共注释到蛋白

编码基因 28 602 个，重复序列 304.4 Mb；大黄鱼

基因组注释到蛋白编码基因 23 172 个，重复序

列 189.3 Mb。棘头梅童鱼蛋白编码基因数和重复

序列含量均多于大黄鱼。可见，与大黄鱼分化

后，棘头梅童鱼基因组 (特别是重复序列 ) 发生

了扩增。现有的石首鱼系统发生研究结果普遍

支持：叫姑鱼亚科 (Johniinae) 是石首鱼科中最原

始的类群，然后是白姑鱼亚科 (Argyrosominae)，
而黄鱼亚科 (Pseudosciaeninae) 是较晚出现的类

群 [2, 14-15]。目前已有的石首鱼基因组大小数据初

步显示，C-值与其亲缘关系存在一定相关性，后

生的大黄鱼和棘头梅童鱼的 C-值大于较早出现

表 1    棘头梅童鱼染色体的测量数据

Tab. 1    Data of chromosomes of C. lucidus

编号

number
相对长度/%

relative length
相对面积/%
relative area

相对IOD/%
relative IOD

物理长度/Mb
physical length

  1 5.61±0.15 5.85±0.11 5.77±0.13 46.30±1.06

  2 5.04±0.05 5.30±0.06 5.37±0.09 43.11±0.69

  3 4.84±0.04 5.05±0.05 5.17±0.10 41.55±0.82

  4 4.65±0.03 4.88±0.04 4.90±0.07 39.34±0.58

  5 4.55±0.03 4.70±0.03 4.85±0.08 38.95±0.65

  6 4.48±0.02 4.58±0.02 4.63±0.03 37.20±0.27

  7 4.44±0.02 4.48±0.03 4.60±0.05 36.95±0.41

  8 4.38±0.02 4.41±0.03 4.42±0.07 35.53±0.54

  9 4.33±0.02 4.34±0.03 4.36±0.04 35.02±0.34

10 4.28±0.02 4.28±0.03 4.35±0.05 34.90±0.42

11 4.23±0.02 4.24±0.03 4.17±0.04 33.53±0.31

12 4.19±0.02 4.16±0.03 4.20±0.06 33.76±0.48

13 4.12±0.02 4.07±0.03 4.05±0.06 32.50±0.47

14 4.07±0.02 3.99±0.03 4.00±0.05 32.12±0.40

15 4.03±0.02 3.94±0.02 3.84±0.05 30.85±0.39

16 3.96±0.02 3.87±0.02 3.84±0.05 30.80±0.43

17 3.90±0.02 3.82±0.02 3.81±0.05 30.62±0.38

18 3.84±0.03 3.75±0.03 3.68±0.05 29.54±0.39

19 3.78±0.02 3.67±0.03 3.62±0.03 29.06±0.26

20 3.71±0.02 3.61±0.02 3.55±0.04 28.50±0.34

21 3.60±0.03 3.50±0.04 3.51±0.06 28.17±0.49

22 3.48±0.04 3.38±0.04 3.33±0.06 26.76±0.52

23 3.39±0.05 3.24±0.05 3.21±0.05 25.79±0.43

24 3.10±0.09 2.88±0.08 2.76±0.09 22.17±0.72
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的黄姑鱼 (Nibea albiflora)、箕作氏黄姑鱼 (N. mit-
sukurii)、腋斑白姑鱼 (Argyrosomus hololepidotus)

等鱼类 (表 2)，但要总结石首鱼科 C-值的变化规

律，尚需要更多的数据。

本研究利用 PI 染色和显微图像分析测算了

棘头梅童鱼染色体的物理长度 (表 1)。PI 是一种

用于 DNA 定量分析的荧光染料，其可穿过破损

的细胞膜并嵌入双链 DNA 中，对 DNA 的染色几

乎没有区域选择性[23]。PI 显微荧光法也用于估测

黄姑鱼、大黄鱼和牙鲆 (Paralichthys olivaceus) 等
鱼类的染色体的物理长度 [10, 16, 24]。通过比较本实

验中所估测的棘头梅童鱼染色体的物理长度与基于

Pacbio 测序和 Hi-C 互作数据组装的染色体大小[9]，

结果发现 2 组估测值基本相符 (图 2)。这一结果

证明，利用 PI 结合图像分析测定的染色体物理

长度，可以为基因组组装提供参考标准，特别

是杂合度高、重复序列含量高的复杂基因组。

目前棘头梅童鱼的参考基因组已经组装 [9]，但 Y
染色体的组装仍然很困难，本研究所估测的棘

头梅童鱼 Y 染色体的物理长度将有助于 Y 染色

体的后续组装。

核型分析是分析生物染色体组结构特征的

基本方法。人  (Homo sapiens) 和植物的核型分析

均有特定的标准 [25]，但鱼类核型分析尚无标准。

鱼类的染色体排列和编号通常采用 2 种方法，一

种是染色体大小降序排列、编号；另一种方法

是先按 Levan 等 [12] 的分类标准将染色体分为 m、

sm、st 和 t 这 4 类，每一类再按染色体全长降序

排列。因此，在染色体的识别和排列，全长和

表 2    石首鱼科基因组大小的研究概况

Tab. 2    Summary of C-value of the Sciaenids

种类

species
C-值/pg
C-value

参考文献

references

黄姑鱼　N. albiflora 0.61 [16]

弗氏绒须石首鱼　Micropogonias furnieri 0.62 [17]

箕作氏黄姑鱼　N. mitsukurii 0.67 [18]

腋斑白姑鱼　A. hololepidotus 0.67 [19]

非洲锤形石首鱼　Atractoscion aequidens 0.68 [19]

海湾无鳔石首鱼　Menticirrhus littoralis 0.68 [20]

团头叫姑鱼　Johnius amblycephalus 0.73 [19]

大黄鱼　L. crocea 0.74 [10]

0.76 [17]

银色贝氏石首鱼　Bairdiella chrysoura 0.76 [21]

黑唇孔石首鱼　Cheilotrema saturnum 0.78 [21]

美洲无鳔石首鱼　M. americanus 0.79 [22]

波纹无鳔石首鱼　M. undulatus 0.80 [21]

美洲无鳔石首鱼　M. americanus 0.80 [21]

棘头梅童鱼雄性　C. lucidus male 0.80 本研究

棘头梅童鱼雌性　C. lucidus female 0.82 本研究

波纹无鳔石首鱼　M. undulatus 0.93 [20]

佛罗里达多须石首鱼　Pogonias cromis 0.98 [21]
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图 1    棘头梅童鱼染色体的相对长度—估测物理长度 (a) 与相对面积—估测物理长度 (b) 的散点图

Fig. 1    Correlation scatter diagrams of the estimation physical length and the relative length (a),
the relative area (b) of chromosomes of C. lucidus
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着丝粒的位置是最重要的 2 个参数。而海水鱼类

染色体多为 2n=48t[5]，且染色体长度常常连续分

布 (表 1)，识别、配对比较困难。因此，利用染

色体面积、总荧光强度和 3D 荧光强度图来辅助

识别染色体 [10, 16]。本研究应用上述方法辅助棘头

梅童鱼核型分析，提高了棘头梅童鱼染色体识

别与配对的效率和准确性 (图 1)。近年来，鱼类

基因组学研究发展迅速，基因组已组装、注释

的鱼类已超过 300 种 [26]。相比之下，染色体水平

的研究发展较缓慢。因此，要支持鱼类基因组

学的发展，实现染色体与基因组研究成果的链

接与互通，亟需制定鱼类专用的核型分析标准，

并加速发展先进的染色体分析技术。

综上，本研究首次估测了棘头梅童鱼基因

组的大小，并测定棘头梅童鱼染色体的相对长

度、相对面积和相对 IOD，以及物理长度。这些

结果为棘头梅童鱼染色体识别与配对提供新的

数量标记，为研究棘头梅童鱼性染色体进化机

制及 Y 染色体的组装提供参考依据。
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图 2    PI 法和基因组组装法估测的棘头梅童鱼染色体物理长度比较

Fig. 2    Comparison of the estimated physical lengths with PI-staining and with genome assembly
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Physical length of metaphase chromosomes in Collichthys lucidus

LUO Hanjiao ,     LIU Fujiang ,     CHEN Junnan ,     LIU Xiande ,     LIU Yansu ,     CAI Mingyi *

(Key Laboratory of Healthy Mariculture for the East China Sea, Ministry of Agriculture and Rural Affaris,
Fisheries College, Jimei University, Xiamen    361021, China)

Abstract: In order to support the development of genomics and cytogenetics of Collichthys lucidus, in the present
study, the genome size of C. lucidus was determined by using flow cytometry, and the relative length, the relative
area and the integrated optical density (IOD) of 24 pairs of chromosomes were determined using PI staining and
microscopic image analysis software, and the physical length of chromosomes was estimated based on the values
of IOD. The results showed that male and female's genome sizes were respectively estimated at (786.52±1.95) Mb
and (802.91±2.19) Mb. Female genome was significantly larger than male genome (by about 16.39 Mb). The gen-
ome of female comprised 24 pairs of telocentric chromosomes, the karyotype formula is 2n=48=48t, NF=48, with
the physical  length ranging from (22.17±0.72) Mb to (46.30±1.06) Mb. The genome of male comprised 46 telo-
centric  chromosomes  and  one  metacentric  chromosome,  the  karyotype  formula  is  2n=47=46t+1m,  NF=48.  The
male specific metacentric chromosome was Y chromosome, with an estimated physical length of (62.95±2.89) Mb.
Physical lengths of chromosomes are correlated linearly with the relative area and the relative lengths. In conclu-
sion, new parameters of chromosomes present in this paper will facilitate to chromosome identification and pair-
ing of C. lucidus, which will serve as reference data for the assembly of the Y chromosome and the evolution of
chromosome in Sciaenidae.
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