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薄片牡蛎的核型及 18S-28S 核糖体 rRNA 基因的染色体定位
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摘 要 以薄片牡蛎(Dendostrea folium)成体鳃组织为材料制备有丝分裂中期染色体标本，对其染色体核型

进行了分析，并运用荧光原位杂交技术(FISH)将 18S-28S 核糖体 RNA 基因定位于中期染色体上。FISH 探针

是通过 PCR 扩增介于 18S-28S rRNA 基因之间的 ITS 和 5.8S rRNA 基因序列，并在 PCR 扩增过程中掺入了

Biotin-11-dUTP 进行生物素标记。结果显示，薄片牡蛎的单倍染色体数目为 n=10，全部为中部着丝粒染色

体。与大多数已知巨蛎属牡蛎的染色体核型相似。ITS 探针在薄片牡蛎中期分裂体相上产生两簇 FISH 信号，

分别杂交于 2 号染色体短臂的近端粒区域。本研究首次报道了薄片牡蛎的中期染色体核型以及 18S-28S 核

糖体 RNA 基因在染色体上的定位。
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Abstract Karyotype and chromosomal location of the major ribosomal RNA genes were studied in the leaf
oyster (Dendostrea folium) using fluorescence in situ hybridization (FISH). Metaphase chromosomes were obtained
from gill tissue of adult oysters. Probes were prepared by PCR amplification from the internal transcribed spacers
(ITS, containing the 5.8S rRNA genes) between the 18S and 28S ribosomal RNA genes, and labeled by PCR
incorporation of Biotin-11-dUTP. The results showed that the leaf oyster (D. folium) had a haploid number of 10
chromosomes with a karyotype of ten metacentric chromosomes (10 M), which was similar to most species in
genus Crassostrea. FISH with the ITS probes generated two signals per metaphase,which were hybridized to the
telomere regions of the short arms of chromosome 2. This study is the first report of karyotype and chromosomal
assignment of the major RNA genes in D. folium.
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染色体作为生物遗传物质的载体，有着特殊的结

构和功能。但染色体是众多基因高度凝缩的结构，很

难洞察其内部每个基因变化的细节。染色体核型研究

是从形态和数目上确定基因组的染色体组织形式，而

基因组重复元件在染色体上的 FISH 定位，使个别染

色体具有了物理地标。对染色体的鉴定和识别是基因

组研究的必要基础，有助于了解其遗传组成、遗传变

异的规律、近缘种的鉴定以及染色体的重排。而染色

体的重排和分化又是生物生殖隔离和物种形成的重

要机制(White, 1978; King, 1995)，因此相关的系统研
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究具有重要意义。
近年来，由于牡蛎科的巨砺属(Crassostrea)和牡

蛎属(Ostrea)的少数种类在世界水产养殖业中产量和

规模上的重要地位，国际上对牡蛎的养殖与繁殖、遗
传改良、抗病抗逆机理，分子标记开发及其辅助育种

等各方面的研究逐步深入。其中太平洋牡蛎(Crasso-
strea gigas)作为双壳贝类的代表，首先完成了全基因

组的测序工作。同时，在巨砺属和牡蛎属的许多种类

中进行了染色体核型研究(Nakamura, 1985)，染色体

的特性和条带分析(Rodriguez-Romero et al., 1979; In-
sua and Thiriot-Quiévreux, 1993; Leit觔o et al., 1999 a;
1999b)。此外，还进行了核仁组织者区(NOR) (Thiri-
ot-Quiévreux and Insua, 1992; Ladron de Guevara et al.,
1994)、染色体上重复元件，如 18S-28S 核糖体 RNA
基因(Zhang et al., 1999; Xu et al., 2001; Cross et al.,
2003; Wang et al., 2004)、5S 核糖体 RNA 基因(Wang
et al., 2005)和脊椎动物端粒序列(TTAGG)n (Guo and
Allen, 1997; Wang and Guo, 2001)等的荧光原位杂交

(FISH)定位。Wang 等(2005)还利用地高辛标记的噬

菌体 P1 克隆鉴定和识别了美洲牡蛎(Crassostrea vir-
ginica)的染色体。有关染色体的综合研究为巨砺属种

类的系统发育和生殖隔离研究提供补充证据，揭示

了染色体水平的基因组变化，为牡蛎的遗传改良、三
倍体育种和基因组学研究奠定了基础。随着 FISH 技

术的发展，该技术越来越多地应用于双壳贝类染色

体的识别鉴定，如扇贝(Wang et al., 2004; Huang et al.,
2007; Zhang et al., 2007)、贻贝(Insua et al., 2001)、硬

壳蛤(Wang and Guo, 2007)和冲浪蛤(Wang and Guo,
2008)等。渐成系统的研究结果揭示了染色体在双壳

贝类基因组进化过程中的变化趋势和进化意义。
Wang and Guo (2004)根据扇贝科(Pectinidae)种类染

色体核型以及 18S-28S 和 5S 核糖体 RNA 基因的

FISH 定位分析，结合牡蛎相应染色体的研究成果，

提出了双壳贝类在进化过程中至少进行过一次染色

体加倍事件的假设，即染色体数目 n=19 的扇贝相当

于四倍体，n=10 的牡蛎相当于二倍体，相应地，n=14
的珍珠贝相当于三倍体。但是，要系统研究双壳贝类

染色体的进化趋势和变迁机制，在更广泛的种类，尤

其是亲缘关系较近的类群中进行系统性完整的染色

体研究是非常必要的。
薄片牡蛎(Dendostrea folium)隶属于软体动物门

(Mollusca)双壳纲(Bivalvia)珍珠贝目(Pterioida)牡蛎

科(Ostreidae)，齿缘牡蛎属(Dendostrea)，主要分布于

亚热带和热带海区，常栖息在潮间带低潮线至潮下

带。在中国主要分布在广东、广西、海南岛和台湾等

地。由于其体型较小和分布的限制，其细胞学及遗传

学特征尚不清楚。本文首次报道了薄片牡蛎的中期

染色体核型以及 18S-28S 核糖体 RNA 基因在染色

体上的 FISH 定位，为牡蛎科动物染色体变化趋势的

研究提供证据，为揭示其系统进化过程中类染色体的

变化趋势和染色体水平的基因组变化，以及该属种类

的系统发育和生殖隔离研究提供补充证据，并为其遗

传改良、三倍体育种和基因组学研究奠定了基础。

1 结果与分析

1.1 染色体计数及核型分析

对薄片牡蛎鳃细胞中期分裂相染色体数目进行

统计。117 个分裂相中，染色体数目为 20 条的分裂相

有 100 个，出现频率为 85.5%。小于和大于 20 条染色

体的分裂相分别为 10 个(8.5%)和 7 个(6.0%)。由此

可以判断薄片牡蛎的二倍体染色体数目为 20。
挑选 10 个分散好，形态清晰的中期分裂相进行

染色体臂长测量，对相对长度及臂比进行统计，对染

色体类型进行分析判断(表 1)。
根据染色体的相对长度、着丝粒的位置和形态

特征，可把全部染色体配成 10 对同源染色体。这 10对

同源染色体全部为中部着丝粒染色体，无亚中部、亚
端部与端部着丝粒染体，2n=20m，染色体的总臂数

NF=40。其染色体中期分裂相及核型图见图 1。

1.2 18S-28S rRNA 基因的 FISH 分析

以薄片牡蛎 DNA 为模板，以 18S-28S rRNA 基

因引物进行 PCR 扩增，扩增片段长度约为 1 200 bp，

表 1 薄片牡蛎染色体相对长度、臂比统计结果及染色体分类

Table 1 Karyotype analysis of 10 metaphases in leaf oyster (D.
folium)

染色体编号

Chromosome No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

相对长度

Relative length
6.30±0.05
6.25±0.03
6.25±0.03
5.88±0.09
5.30±0.17
4.42±0.16
4.42±0.13
4.47±0.12
4.08±0.06
3.48±0.17

臂比

Arm ratio
1.15±0.04
1.15±0.06
1.15±0.03
1.16±0.03
1.15±0.03
1.17±0.06
1.25±0.09
1.24±0.12
1.17±0.06
1.15±0.03

类型

Type
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
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标记 Biotin-16-dUTP 后的片段长度约为 1 400 bp
(如图 2)。

采用荧光原位杂交技术，对薄片牡蛎染色体标

本进行标记。结果发现，18S-28S rDNA 在薄片牡蛎

染色体上检测到两簇荧光信号，位于第 2 号染色体

臂的近端粒区域(图 3)。

图 1 薄片牡蛎染色体中期分裂相(A)及核型图(B)(标尺=5 μm)
Figure 1 The metaphase chromosomes (A) and Karyotypes (B) of
leaf oyster (D. folium) (scale bar=5 μm)

图 2 18S-28S rRNA 基因引物 PCR 扩增产物的凝胶电泳检测

注 : M: 2 kb DNA Ladder Marker; 1: 扩增的 ITS 片段 ; 2: Bi-
otin-16-dUTP 标记的扩增 ITS 片段

Figure 2 Electrophoresis of PCR Products of ITS between 18S-

28S rRNA genes
Note: M: 2 kb DNA Ladder Marker; 1: Amplicons of ITS; 2: Bi-
otin-16-dUTP labeled amplicons of ITS

图 3 18S-28S rDNA 基因在薄片牡蛎染色体上的 FISH 定位

注: A: 中期分裂相(箭头); B: 染色体核型

Figure 3 Fluorescence in situ hybridization (FISH) signals (ar-
rows) and chromosomal location of 18S-28S rRNA genes in leaf
oyster (D. folium)
Note: A: Metaphase (arrow); B: Karyotypes

2 讨论

牡蛎是一种营养价值很高的海产品，目前已发现

的有 100 多种，全世界濒海各国几乎都有养殖。中国

沿海所产的牡蛎约有 20 多种，作为主要的养殖种类

有巨砺属的近江牡蛎(Crassostrea Rivularis)、褶牡蛎

(C. plicatula)、长牡蛎(C. gigas)、大连湾牡蛎(C. tali-
enw)和牡蛎属的密鳞牡蛎(Ostrea denselamellosa)等
(王宁等, 2003)。现今已报道染色体核型的牡蛎有二

十六种(郑小东等, 2000)，得到公认的牡蛎染色体数

目均为 2n=20。本文所研究的薄片牡蛎(D. folium)，其

染色体数 2n=20m，染色体的总臂数为 NF=40，全部

为中部着丝粒染色体，与国内外报道的大多数牡蛎

的染色体核型相似。
迄今为止，各种相关的研究结果表明，牡蛎科已

知染色体组型的种类其组型较原始简单，种与种之

间变化不大。核型仅由中部着丝粒染色体(m)和亚中

部着丝粒染色体(sm)组成，其间差异仅表现为 m 和

sm 占比例的不同。Ahmed (1973)曾解释这一现象是

由于两侧倒位或者着丝粒移动造成的。部分同种牡

蛎 2n 染色体数目相同，染色体类型却存在差异，如

美洲巨牡蛎(Crassostrea virginiva)，有报道其核型为

12m+8sm (Marquez, 1992)，也有报道其核型为 16m+
4sm (Leit觔o et al., 1999a)和 18m+2sm (Xu et al., 2001)。
造成这种差异的原因可能是低渗或秋水仙素处理的

时间不同，导致染色体伸展程度的差异；也有可能是

实验材料不同，有的以鳃组织为材料，有的以早期胚

胎等为材料(卵黄可能形成比较重的背景, 影响染色

体的伸展和观察)；或者是在后期分析过程中，人为判

断染色体着丝粒位置的主观影响。
而 FISH 技术可以弥补以上单纯靠研究核型来

识别和鉴定染色体的不足。尤其在牡蛎科中，因为种

类间染色体核型的差异较小，染色体组中 sm 型染色

体的数目，带有 18S-28S rRNA 基因的染色体的大小

和性状成为不同种间染色体的主要差异和染色体鉴

定的依据。Wang 等(2004)曾利用 ITS 1 序列在染色

体组上的 FISH 定位，将巨砺属中分布于大西洋的美

洲巨牡蛎(C. virginica)、红树林巨牡蛎(C. rhizophorae)
与分布于太平洋的太平洋牡蛎(C. gigas)、褶牡蛎(C.
plicatula)和有明巨牡蛎(C. ariakensis)区分开来。其中

两个大西洋的牡蛎种类具有 1~2 个 sm 型染色体，而

太平洋的三种牡蛎均无亚中型着丝粒染色体。并且

在三种太平洋种类中 18S-28S rRNA 基因定位于染

色体组中最短的染色体的长臂(10q)端粒区域，而在

两种大西洋种类则定位于第二长染色体的短臂(2p)
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端粒位置。在本研究中，主要分布于印度洋和太平洋

的齿缘牡蛎属的薄片牡蛎，其相应 rRNA 基因的定

位与两种分布于大西洋的巨砺属种类相似，也是定

位于第二长染色体的短臂(2p)端粒位置，但染色体核

型(20 m)却与分布于太平洋的三种牡蛎更为接近。这

说明不仅是巨砺属，处于印度 - 太平洋热带亚热带

海区的牡蛎科的小型种类如齿缘牡蛎属的染色体的

变异在核型上也是相当保守的。而地理隔离和基因突

变在牡蛎的物种形成和 生 殖 隔 离 中 起 重 要 作 用

(Wang et al., 2004)，那么同分布于太平洋地区的大型

巨砺属和小型齿缘牡蛎属种类间生殖隔离的存在，

这种染色体分化可能就是原因之一。
分布于印度洋与太平洋区域的小型牡蛎主要有

牡 蛎 属 (Ostrea)，小 蛎 属 (Saccostrea)和 缘 齿 牡 蛎 属

(Dendostrea)。目前牡蛎的染色体核型和条带研究主

要集中于巨砺属和部分牡蛎属种类，对这些小型牡蛎

的染色体的研究还非常有限。但从巨砺属牡蛎染色体

的研究结果看，对这些小型牡蛎染色体核型和鉴定的

研究，将会提供染色体在生殖隔离和物种形成过程中

所起作用的证据，或会发现非常有趣的结果。
主要 rRNA (18S-28S)基因在生物的基因组中通

常集中串联存在，而不是分散于基因组中。由于其一

个或多个位点有成千甚至上万个拷贝，很容易通过

FISH 检测到其在染色体上的定位。具有同样特征并

已证明在双壳贝类近缘种中具有多态分布、可做为

FISH 探针的基因组重复元件还有 5S rRNA 基因(In-
sua et al., 2001)、组蛋白 H3 基因(Zhang et al., 2007)
和微卫星序列(Bouilly et al., 2008)。尽管如此，可用

的 FISH 探针依然非常有限，单凭这些有限的探针进

行 FISH 定位研究要阐明生物进化过程中染色体的

变迁动力学和变化规律是非常困难的。此外高分辨

率中期染色体分类项的制备技术也将对这一研究领

域的突破性发现提供必要的支持。

3 材料与方法

3.1 材料

薄片牡蛎(Dendostrea folium)采自海南省陵水黎

安港海域。随机挑选雌雄个体各三只用于染色体制

备，寄养于实验室水槽内。标本经广东海洋大学蔡英

亚教授鉴定，贝壳存于海南大学海洋生物实验教学

中心标本馆。

3.2 染色体制备

染色体制备参照黎明等(2009)。将 6 只薄片牡蛎

置含 0.01% PHA 海 水 中 处 理 24 h， 之 后 放 入 含

0.005%秋水仙素海水中处理 8 h。活体取鳃组织，置

KCl 低渗液中剪碎。冰浴低渗处理 30 min，500 目筛

绢过滤至刻度离心管中。1 500 r/min 离心 10 min，弃

上清。加入新配的卡诺固定液至 6 mL，用吸管吹打

至细胞散开，冰浴固定 20 min，重复 3 次。4℃过夜。
1 500 r/min 离心 10 min，弃上清，加入新配的卡诺固

定液至 2 mL，制成细胞悬液。向干净的预热至 56℃
的载玻片上滴加细胞悬液。空气干燥，用 10%吉姆萨

使用液染色 30 min (扣染)，用流水冲洗标本载玻片。
空气干燥。标本制成后在油镜下观察，确定染色体众

数(2n)，并选择分散好的中期分裂相 10 个，在油镜下

拍摄，用 Photoshop CS 对图像进行清晰化处理，用

Motic Images 染色体分析软件对染色体进行测量，并

计算相对长度(相对长度=每条染色体长度×100/ 单倍

染色体总长)、臂指数(臂指数=长臂的长度 / 短臂的

长度)，求得 10 个完整中期分裂相染色体的平均值和

标准误，按 Leavan 等的标准分类，确定染色体类型

(王子淑, 1987)。依据相对长度和染色体类型排队编

号，获得染色体核型图。

3.3 荧光标记探针的制备

牡蛎基因组 DNA 提取：称取用于制备染色体标

本的薄片牡蛎个体闭壳肌(酒精固定)样品 0.02 g 左

右，用清水冲洗后剪碎，加入 SDS 缓冲液和蛋白酶 K
消化，用酚 - 氯仿法进行提取。DNA 提取方法参见

石耀华等(2007)。
探针合成与标记：扩增 18S-28S 核糖体 rRNA基

因间 ITS 序列引物由上海生工合成，前后端引物序列

分别为：5'-GTTTCTGTAGGTGAACCTGC-3'、5'-CT
CGTCTGATCTGAGGTCG-3' (Huangetal., 2006)。PCR
反应体系(总体积为 100 μL)含有 1 μmol/L 的前、后
端引物，1×buffer，1.5 mmol/LMg2+，分别为 0.2 mmol/L
的 dATP、dGTP、dCTP 以 及 0.13 mmol/L 的 dTTP；

0.07 mmol/L Biotin-16-dUTP，2.5U Taq DNA 聚合酶

20 μL，1 μg 牡蛎基因组 DNA。PCR 反应条件：95℃预

变性 5 min，30 个循环 (95℃ 1 min, 50℃ 1 min, 72℃
1 min)，72℃延伸 5 min，4℃维持。

3.4 18S-28S rRNA 基因在染色体上的 FISH 定位

FISH 定位方法参照黎明等(2009)，染色体标本

预处理：向带有染色体标本的载玻片滴加 100 μL
RNA 酶后小心地放到盖玻片上，37℃下在湿盒中

孵育 0.5~2 h。轻轻拿掉盖玻片，室温下 2×SSC 洗涤
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3次，每次 3 min。在 -20℃的 70%、90%和 100%的冷

乙醇中脱水，每步 3~5 min。玻片脱水后空气干燥。随

后玻片放入 70℃水浴、盛有新变性液(含 70%甲酰胺

的 2×SSC)的染色缸中，2 min 后取出，立即用冷乙醇

脱水，而后空气干燥(步骤同上)。
探针的变性与杂交：将 100%乙醇沉淀的探针溶

于 37℃预热的杂交缓冲液(50%去离子甲酰胺, 10%
硫酸葡聚糖, 2×SSC)中，浓度为 5~20 ng/μL。探针在

80℃水浴中孵育 10 min，然后直接放在冰上。向

37℃预热的载玻片滴加 12~15 μL 探针并加上盖玻

片，指甲油封片。载玻片放入密闭湿盒中，于 37℃烤

箱中过夜。
免疫检测及复染：小心去除盖玻片周围的指甲

油，在洗液 A (2×SSC 含 50%v/v 甲酰胺)、B (2×SSC)
中各洗涤 3 次，每次 5 min。擦去过量的洗液。每张载

玻片滴加 40 μL 阻断液(5% BSA 3 mL, 20×SSC 1 mL,
三蒸水 1 mL, TWEEN20 5 μL)，加盖玻片 37℃下孵

育 20 min。轻轻取下盖玻片，擦干过量的阻断剂。加

30 μL 10 μg/mL 的 Avidin-FITC (Roche)生物素抗体

使用液，加盖片孵育。去掉盖玻片，在 3 个含 37℃
预热的洗脱液(4×SSC)的染色缸中振荡清洗载玻

片，每个 5 min。之后每张载玻片滴加 30 μL 浓度为

1 μg/mL 的 PI/DAPI 复染，盖上盖玻片，指甲油封片

后置于干燥、避光的片盒中，4℃储存。荧光显微镜观

察 FISH 结果，FITC 的激发波长为 490 nm。细胞被

PI 染成红色，而经 FITC 标记的探针所在的位置发出

绿色荧光。
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