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　　[摘　要 ]　以青蛤 (Cy clina sinensis Gm elin) 的鳃、外套膜、精巢为材料, 用细胞培养法对青蛤进行了染色体研

究。结果表明, ①青蛤的腮、外套膜、精巢在培养液为L 215+ 160 gökg 的小牛血清+ 400 m göL PHA + 双抗, 盐度

32. 2～ 33. 8 gökg, pH = 7. 1～ 7. 3, 温度 26℃的培养条件下有较强的分裂能力; ②青蛤的二倍体染色体数目为 2n=

36, 核型为 6m + 1sm + 11t。
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　　贝类是动物界中的第二大门类, 大多数与人类

关系密切, 很多种类具有很高的经济价值, 是目前人

工养殖的主要种类。进行贝类染色体研究对贝类遗

传育种、繁殖发育机理、贝类分类和系统演化以及环

境监测均具有重要意义[1 ]。长期以来, 贝类的染色体

研究由于很难获得理想的染色体制备材料而进展缓

慢, 其主要原因是成体组织分裂相很少, 而幼体和胚

胎虽能获得较多的分裂相, 但常受季节和取材的限

制[2 ]。利用细胞培养进行染色体研究是一种非常普

遍和先进的方法。国外在扇贝和珍珠牡蛎的细胞原

代培养中获得了部分贴壁生长的单层细胞[3, 4 ]。本试

验以青蛤为材料, 用细胞培养法进行青蛤的染色体

核型分析, 以期为贝类的染色体研究提供参考。

1　材料和方法
1. 1　实验动物

　　本实验所用贝类为青蛤, 购自青岛水产品市场,

采集于青岛沿海, 经鉴定后饲养于实验室水族箱中,

饲养水温 25～ 26℃, 盐度 34 gökg。为使实验贝保持

正常生理状态, 每日喂螺旋藻 1～ 2 次, 并换水 1 次。

1. 2　PHA 的注射

实验贝在进行组织培养前约 20 h, 参照王金星

等[5 ]的方法, 给活动力较好的 20 个青蛤按每克体重

8～ 10 Λg 注射植物血凝素 (PHA ) , 以增加青蛤体内

细胞的分裂能力。

1. 3　组织处理及接种

将已注射 PHA 的实验贝在超净工作台中剖开

贝壳, 用高温灭菌的眼科镊、眼科剪剪取少量外套

膜、鳃、精巢、闭壳肌等组织, 立即放入 700 mL öL 的

乙醇中浸洗消毒约 15 s, 取出后用盐度为 22. 8 gökg

的 过 滤 消 毒 海 水 冲 洗 3～ 4 次, 放 入 500

Λmolö(L ·m in) 制菌霉素B、500 Λmolö(L ·m in) 新

霉素、40 Λmolö(L ·m in) 硫酸阿米卡星的盐度为

22. 8 gökg 的灭菌海水中浸泡消毒 1～ 2 h。然后用

手术剪剪成约 1 mm 3 的组织碎块, 再用盐度为 22. 8

gökg 灭菌海水冲洗 3～ 4 次, 用吸管移入25 mL 培养

瓶或 35 mm 培养皿中, 每瓶 (皿) 接种约30 块组织

碎块, 置于无菌室中阴干 3～ 4 h 后, 再加入预先配

制好的培养液, 放入 26℃生化培养箱中培养。

1. 4　细胞培养

参照童裳亮[6 ] 培养中国对虾的方法, 以及

M arrec2C roq 等[3 ]培养扇贝心脏细胞的方法, 并加以

修改。用过滤消毒海水配制L 215 培养基, 使培养液

最终组成为: L 215+ 16 gökg 小牛血清+ 400 m göL
PHA + 双 抗, 盐 度 32. 2 ～ 33. 8 gökg,

pH = 7. 1～ 7. 3。最后放入 26℃生化培养箱中培养

48 h, 培养结束前 6 h, 各培养皿加秋水仙素 20 m gö

mL , 以终止细胞分裂。

1. 5　染色体制备

经培养的青蛤组织取出后, 先用 75 mmolöL 的

KC l溶液室温下低渗 30 m in。然后用 3∶1 的甲醇、

冰醋酸固定 3 次, 每次 30 m in, 40℃过夜。将固定好

的组织块用压片法制片, 空气干燥后再用100 mL öL
的吉姆萨染色 10 m in, 凉干后于显微镜下观察, 选
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取分散良好且无丢失的中期分裂相进行显微拍照,

并按L evan 等[7 ]的标准进行核型分析。

2　结　果

2. 1　细胞培养结果

　　本试验对青蛤的鳃、外套膜、精巢以及闭壳肌等

组织均进行了培养。从染色体中期分裂相看, 在本试

验条件下, 青蛤的鳃和外套膜有较强的分裂能力, 培

养后在染色体片中能观察到较多的中期分裂相; 精

巢虽也有较强的分裂能力, 但制片效果差, 而闭壳肌

的分类能力则很差, 未观察到中期分裂相。

2. 2　青蛤的二倍体数目

从鳃和外套膜染色体制片中共选取了 83 个分

散良好的中期分裂相, 计数青蛤的染色体数目。结果

表明, 青蛤的二倍体数目 2n= 36 (表 1)。图 1 是青蛤

细胞有丝前期分裂相, 其染色体数目也为 36。

表 1　青蛤的二倍体染色体数目统计表

Table 1　D ip lo id ch romosom e num ber of

Cy clina sinensis Gm elin

二倍体数
D ip lo id

34 35 36 37 38

细胞数 Cell 11 7 62 2 1

百分率ö%
Percentage

13. 3 8. 4 74. 7 2. 4 1. 2

图 1　青蛤的细胞前期分裂相

F ig. 1　The p rophases of Cy clina sinensis Gm elin

2. 3　青蛤的核型分析

通过对 8 个分散良好的中期分裂相的测量和统

计, 在青蛤的 18 对染色体中, 有 6 对为中着丝粒染

色体 (m ) , 1 对为近中着丝粒染色体 (sm ) , 11 对为端

着丝粒染色体 ( t) , 未发现异形染色体 (表 2, 图 2)。

在所有染色体中, 5 对中着丝粒染色体和 1 对亚中

着丝粒染色体相对长度较大, 着丝粒清楚, 容易鉴

别, 而 17 号染色体着丝粒不清楚, 较难鉴别。因此,

青蛤的染色体核型为 6m + 1sm + 11t。

表 2　青蛤染色体核型分析结果

Table 2　The result of the ch romosom e karyo type in Cy clina sinensis Gm elin

组别
Group

序号
Chromo2
som e pairs

相对长度
Relative length

臂比指数
A rm ratio

染色体
形态
Type

组别
Group

序号
Chromo2
som e pairs

相对长度
Relative length

臂比指数
A rm ratio

染色体
形态
Type

A

1 9. 012±0. 24 1. 19±0. 15 m
2 8. 504±0. 11 1. 13±0. 11 m
3 7. 822±0. 08 1. 33±0. 18 m
4 7. 510±0. 21 1. 48±0. 04 m
5 6. 378±0. 42 1. 11±0. 04 m
6 3. 073±0. 10 1. 43±0. 12 m

B 7 6. 897±0. 23 2. 08±0. 08 sm

C
8 6. 852±0. 15 t
9 6. 193±0. 21 t

C

10 4. 980±0. 13 t
11 4. 934±0. 18 t
12 4. 656±0. 37 t
13 4. 622±0. 27 t
14 4. 229±0. 16 t
15 4. 090±0. 20 t
16 4. 067±0. 41 t
17 3. 281±0. 37 t
18 2. 854±0. 05 t

3　讨论与分析
1)对青蛤的鳃、外套膜、精巢以及闭壳肌等组织

的培养, 在培养液为L 215+ 160 gökg 小牛血清+

400 m göL PHA + 双抗, 温度为 26℃, pH = 7. 1～

7. 3, 盐度为 32. 2～ 33. 8 gökg 的条件下, 取得了较

好的培养效果。这和童裳亮等[6 ]培养中国对虾细胞

的条件相近, 说明海产贝类在细胞培养上可借鉴海

产虾类的细胞培养方法; 另外, 本试验结果表明, 贝

类的体细胞在离体条件下仍具有较强的分裂能力,

特别是外套膜和鳃组织。目前贝类细胞培养难以成

功的主要原因可能是培养基不符合贝类细胞的代谢

需要, 以及一些特殊添加因子如贝血清难以获得。

2)青蛤是雌雄异体动物, 但本试验对近 20 个青

蛤染色体的研究, 均未发现性染色体, 这和已有的关

于软体动物的染色体研究的报道相同[8 ]。说明贝类

控制性别的基因较原始, 尚处于初始进化阶段。

3)关于贝类染色体的研究在国内外报道的并不

多, 中国海产贝类已报道染色体数目及核型的种类
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只有近 30 种[2 ]。国内姜卫国等[9 ]、王桂云[10 ]、相建海

等[11 ]、王琼等[12 ]对海产贝类的染色体进行过较多研

究。这些研究都是以贝类成体组织、早期胚胎或幼体

为材料进行的。本试验运用细胞培养法进行青蛤的

染色体研究, 不受季节和材料的限制, 且较易获得分

散良好的中期分裂相。结果表明, 青蛤的二倍体染色

体数为 2n= 36, 染色体核型为 6m + 1sm + 11t。

图 2　青蛤的细胞中期分裂相和核型

F ig. 2　The m etaphase and karyo type of Cy clina sinensis Gm elin
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Abstract: T he ch romosom es of Cy clina sinensis Gm elin w ere studied in th is paper. T he gill, out2velar and
sperm ary of Cy clina sinensis Gm elin w ere cultured to study the ch romosom es of Cy lina sinensis Gm elin. T he
karyo type of Cy clina sinensis Gm elin is 2n= 36, 6m + 1sm + 11t.
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