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摘要    为了解栉江珧(Atrina pectinata)的细胞遗传学特征，取暂养促熟的雌雄亲贝共 12 枚为研究

对象，通过调节暂养水温、采用鳃丝及鳃丝对应部位创面的愈合增生组织为染色体制备材料来改良

染色体制备方法，采用常规的热滴片法制备出大量形态好且分散均匀的染色体标本，并进行染色体

核型分析。结果显示，适度调节暂养水温和给鳃组织制造微创并以创面愈合增生组织为染色体制备

材料均能有效增加组织细胞的分裂增生能力，为染色体制备提供了充足的材料；栉江珧二倍体染色

体数目 2n=34，雄性染色体组型为 2n = 8m+10sm+16st，雌性染色体组型为 2n = 6m+10sm+18st，染

色体组型中，雌雄两性中期分裂相的染色体排序基本一致，都有 1 对染色体相对长度明显大于其他

染色体；两性染色体组型有两处明显不同，其一，雄性第 14 对染色体为中着丝粒染色体，而雌性

相对应的是亚端着丝粒染色体；其二，雄性栉江珧相对长度最大的染色体存在异形情形，雌性最大

的染色体对则为同形，基本确定栉江珧存在初级的性染色体分化，属于 XX/XY 型性别决定方式。

大型贝类染色体制备方法的改进将有助于丰富贝类细胞遗传学和分类学的研究内容。 

关键词    栉江珧；染色体核型；异形染色体；分类 
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栉江珧(Atrina pectinata Linnaeus)广泛分布于印

度太平洋地区海域，形态变异较大，仅在我国沿海

就已经发现了多个不同的形态类型(任建峰等, 2005)，

给栉江珧的分类带来了极大的困惑，分类地位比较混

乱。Liu 等(2011)通过基因序列比较和形态特征分析，

研究了 16 个中国沿海地理群体和 1 个日本沿海群体

栉江珧的遗传分化及演化历史，认为栉江珧存在 5 个

遗传分化较大的进化支系，并可能存在 5 个隐存种。

Yan 等(2013)和严加坤等(2013a、b)基于线粒体基因

组、16S rRNA、28S rRNA 和 COⅠ基因等序列，分

析了我国不同地理群体栉江珧遗传多样性及系统发

生的状况，并推测我国栉江珧可能由于地理隔离而分

化为南方、北方两个不同亚种。但至今有关栉江珧分

类、遗传分化等方面研究报道仍不多。长期滥捕导致
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栉江珧野生资源严重衰退，很多海域已经很难采捕

到。由于栉江珧的经济价值和在海水养殖业上的巨大

发展潜力，其人工育苗日益受到重视，这需要更多的

种质资源和生物学基础资料的支撑。 

各种生物的染色体具有一定的类型和组数，染色

体组型或核型一般是以处于体细胞有丝分裂中期的

染色体数目和形态来表示，常采用由 Levan 等(1964)

所提出的根据着丝粒的位置进行分类的方法。研究物

种染色体不仅可以探讨其分类地位和系统演化，也有

助于近缘物种的鉴定和群落分析。迄今为止，未见栉

江珧染色体核型分析的报道，本研究从改变暂养条件

和取材方法上刺激成贝体细胞应激性增生，有效增加

中期分裂相数目，建立大型贝类染色体制备技术并研

究其核型，对于丰富贝类遗传学和分类学内容、探究

该物种的起源及分类进化地位、指导遗传育种生产实

践都有重要的意义。 

栉江珧多为雌雄异体，但存在雌雄同体现象  

(王梅芳等, 2000)。栉江珧个体发育各阶段尚未发现

明显的雌雄性别特征，只有繁殖盛期性腺充分发育

时，通过解剖依据性腺色泽才能准确判断雌雄，尚无

有效剔除雌雄同体个体的方法，这更加限制了栉江珧

规模化人工苗种繁育技术的研究。本研究拟建立快捷

便利的染色体制备技术，通过核型分析，为鉴定育苗

亲贝的性别奠定细胞遗传学基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

2016 年 6 月 17 日和 2017 年 6 月 8 日，2 批次从

山东省日照市海洋与渔业研究所取健康的人工促熟

栉江珧亲贝共 12 枚，5♀，7♂。雄性壳绞合部长为

(21.77±3.72) cm，体重为(291.46±40.72) g，雌性壳绞

合部长为(20.98±1.07) cm，体重为(283.26±53.06) g。

雌雄分开暂养于 25 L 水槽中，暂养水温为 20~23℃，

高于原养殖场水温 3℃左右，饲以实验室培育的扁藻

(Platymonas)和叉鞭金藻(Dicrateria inornata)，每天早

晚各投饵 1 次，每天换水 1 次，每次换一半过滤海水。 

1.2  实验方法 

提前准备好染色体制片的载玻片，要求干净、无

油污、不挂水。栉江珧细小前端朝下斜靠墙角阴干

10~30 min，宽大的后端双壳即张开，用一个厚约 1 cm

的软塑料板塞在壳腹缘处使双壳无法闭合，迅速沿鳃

丝边界剪取 0.2 cm 宽、0.3 cm 长的鳃丝，制造微小

创面，把栉江珧放回水体中精养 2~3 d 后，再取该创

面的愈合增生组织。所取鳃丝和愈合增生组织在过滤

海水中漂洗后，立即放入含有 0.04%秋水仙素的 50%

无菌海水(纯净水与海水等体积混合)处理 30~45 min，

用镊子取出组织放入 0.075 mol/L KCl 溶液中低渗

30~45 min，再取出组织用预冷的新鲜配制的卡诺氏

(Carnoy´s)液(甲醇∶冰醋酸=3∶1)充分固定。制片时

先用 50%的冰醋酸将固定的组织解离成细胞悬浊液，

热滴片法制片，10%的 Giemsa 染液染色 30 min，自

来水冲洗，晾干后镜检，拍照。 

1.3  栉江珧核型分析与比较 

选取染色体收缩适中、分散好的雄性栉江珧中期

分裂相 18 个，雌性中期分裂相 16 个，进行显微照相

并放大测量，并用下式计算相对长度和臂比： 

相对长度=(实测染色体长度/ 

  全部染色体长度总和)×100 

臂比=长臂长度/短臂长度 

用 Excel 求出它们的平均数和标准差，按 Levan

等(1964)确定的标准进行染色体分类，臂比值 1~1.7

为中着丝粒染色体，1.7~3 为亚中着丝粒染色体，3~7

为亚端着丝粒染色体，7~∞为端着丝粒染色体。依据

染色体相对长度由大到小排序配对，得出栉江珧的染

色体核型公式，中、亚中、亚端着丝粒染色体臂数(NF)

均记为 2 条。 

2  结果 

2.1  栉江珧染色体数目的确定 

5枚雌性和7枚雄性栉江珧均观察到清晰分裂相，

雌雄分别随机挑选50个中期分裂相进行染色体众数

统计，结果见表1，确定二倍体染色体众数2n=34。 

2.2  栉江珧染色体相对长度和臂比值分析结果 

雌雄栉江珧染色体相对长度和臂比值见表 2，二

者中期分裂相皆为二倍体，雌雄都有 1 对相对长度特

大型的染色体，序号为 1。其中雄性第 1 对染色体的

相对长度存在明显差异，雄性最大的染色体比雌性最

大的染色体略大，其余各对染色体间相对长度差异不

明显，但第 14 对染色体的类型在雌雄中明显不同，

雄性为中着丝粒染色体，雌性为亚端着丝粒染色体。 

2.3  栉江珧染色体组型 

雌性和雄性的染色体依据相对长度从大到小依

次排序，二者染色体排序基本一致，雄性染色体组型

为 2n = 8m+10sm+16st，臂数 NF=68 (图 1)；雌性染

色体组型为 2n=6m+10sm+18st，臂数 NF=68 (图 2)， 
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表 1  雌性和雄性栉江珧中期分裂相二倍体染色体计数 
Tab.1  Mitotic metaphase cells number, chromosome number, and percentage of male and female Atrina pectinata 

 
雄性细胞数 
Male cells 

雌性细胞数 
Female cells 

细胞总数 
Meiotic metaphase cells 

百分比 
Percentage (%) 

染色体数 
Chromosome number 

 12 15 27 27 31-33 

 36 35 71 71 34（2n） 

 2 0 2 2 ≈68（4n） 

总数 Total 50 50 100 100  

注: 中期分裂相二倍体染色体众数(2n)= 34    Note: Modal diploid chromosome number(2n)=34 

 
表 2  栉江珧染色体类型、相对长度及臂比 

Tab.2  Relative length and arm ratio of metaphase chromosome of A. pectinata 

雌 Female♀ 雄 Male♂ 染色体序号 
Chromosome No. 臂比 Arm ratio 类型 Type 相对长度 Relative length 臂比 Arm ratio 类型 Type 相对长度 Relative length

1 1.21±0.14 m 5.35±0.33 1.22±0.12 m 5.79±0.45 

1 1.20±0.16 m 5.13±0.39 1.23±0.16 m 4.93±0.36 

2 5.46±1.95 st 3.96±0.37 4.88±1.59 st 3.84±0.29 

3 4.71±1.93 st 3.52±0.22 4.24±1.10 st 3.55±0.20 

4 4.36±1.32 st 3.30±0.29 4.76±1.75 st 3.23±0.19 

5 2.45±0.38 sm 3.27±0.31 2.49±0.41 sm 3.24±0.32 

6 4.44±1.99 st 3.01±0.16 4.36±1.56 st 3.04±0.19 

7 2.37±0.36 sm 2.89±0.22 2.48±0.39 sm 2.85±0.18 

8 4.67±1.92 st 2.88±0.15 4.15±1.06 St 2.79±0.17 

9 1.23±0.18 m 2.59±0.17 1.47±0.22 m 2.78±0.31 

10 2.48±0.31 sm 2.78±0.20 2.48±0.40 sm 2.68±0.20 

11 4.45±1.78 st 2.66±0.13 4.60±1.46 st 2.66±0.16 

12 2.26±0.35 sm 2.59±0.25 2.49±0.43 sm 2.46±0.21 

13 4.28±1.48 st 2.54±0.13 4.30±1.60 st 2.47±0.18 

14 4.71±1.67 st 2.39±0.18 1.27±0.18 m 2.39±0.21 

15 2.33±0.44 sm 2.32±0.27 2.40±0.40 sm 2.35±0.23 

16 1.26±0.17 m 2.34±0.20 1.28±0.21 m 2.19±0.22 

17 4.68±1.54 st 2.02±0.24 4.36±1.14 st 2.12±0.26 

注：m: 中部着丝粒染色体；sm: 亚中部着丝粒染色体；st: 亚端部着丝粒染色体 
Notes: m: Metacentric; sm: Submetacentric; st: Subtelocentric 

 
雌雄栉江珧的染色体组型略有不同，第 1 对染色体为

最大号中着丝粒染色体，雄性第 1 对染色体呈现异形

的性别分化，或 1 大 1 小(图 1d)，或有些大小分化不

是特别明显，但形态(着丝点位置)明显不同(图 1b)，

雄性最大的染色体分化比雌性最大的染色体分化更

加突出。由此可见，最大的 1 对染色体出现了性染色

体分化，但不完全等同于人类(Homo sapiens)、果蝇

(Drosophila melanogaster) 和 线 虫 (Caenorhabditis 

elegans)性染色体的分化，推测是低等生物的初级分

化，属于 XX/XY 型性别决定方式。第 14 对染色体在

雄贝中属于中着丝粒染色体(图 1b、图 1d)，在雌贝中

属于亚端着丝粒染色体(图 2b)。 

3  讨论 

3.1  栉江珧染色体的遗传分化 

本研究所取的 12 枚栉江珧亲贝从当地养殖场购 

得，并饲养于相同的环境中，但研究发现，雌雄个体

间存在染色体组型差别，不仅存在 1 对染色体类型的

区别，还存在雄性相对长度最大的 1 对染色体呈异形

的情形，这是本研究的意外发现。迄今为止，国内已

报道过的贝类染色体中均未发现异形的性染色体，国

外仅在腹足类报道发现有 XO 型或 XY 型性染色体，

这似乎与腹足纲贝类一般具有第二性征(交接器官)相

吻合(陈宇, 2007)。Twyman(2002)认为，大部分雌雄 
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图 1  雄性栉江珧中期分裂相染色体及核型 
Fig.1  The metaphase chromosome and karyotype of A. pectinata 

a、c: 雄性栉江珧中期分裂相染色体; b、d: 雄性栉江珧染色体核型 
a and c: Metaphase chromosomes of male A. pectinata; b and d: Karyotype of male A. pectinata 

 

 
 

图 2  雌性栉江珧中期分裂相染色体及核型 
Fig.2  The metaphase chromosome and karyotype of female A. pectinata 

a: 雌性栉江珧中期分裂相染色体; b: 雌性栉江珧染色体核型 
a. Metaphase chromosomes of female A. pectinata; b. Karyotype of female A. pectinata 
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异体型动物原始性别是由性染色体决定的，第二性征

可以仍由性染色体决定，但还要受发育过程中性腺释

放的荷尔蒙调控。本研究还发现，栉江珧的染色体组

成基本稳定，但雄性最大的 1 对染色体的异形情况不

太稳定，可能处于初级的性别分化阶段，也有可能是

正常的同种异体核型多态性现象。高等哺乳动物染色

体中，罗伯逊异位(包括着丝粒融合或断裂)、存在 B

染色体、结构重排(导致染色体长度变化)等是引起同

种异体核型多态现象的主要原因(粘伟红, 2006)。雌

雄个体间第 14 对染色体类型的区别是否属于性别分

化还不能完全确定，这是今后要解决的问题之一。从

事贝类染色体核型分析的科研人员也发现，贝类核型

存在多态性，即同一种贝类的核型会有差异，孙振兴

(1991)认为，各研究者采用实验方法不同，如秋水仙

素浓度、低渗液的种类和浓度以及处理时间等，均可

对染色体的形态和长度产生影响。Komaru 等(1985)

也发现，以同一种贝类的不同组织为材料，即使采用

同样方法制片后的染色体长度也有变化。王琼等

(1994)则认为地域差异形成的不同地理种群之间会有

核型多态现象。 

目前，北方海域栉江珧人工育苗还处于试验阶

段，尚未见有大规模人工育苗成功的报道，主要原因

是人工诱导栉江珧亲贝排放精卵量少，幼虫上浮粘连

常导致幼虫大量死亡，不能满足生产需求(郑言鑫等, 

2015)。正如前言所述，栉江珧分类和系统进化尚存

在很多疑问，课题组前期在对栉江珧遗传变异分析中

发现，即便是同一群体中的不同个体的微卫星标记都

存在很大的区别，如：同一对引物在某个个体中能扩

增出条带，而在另一个个体中却扩增不出条带，不同

个体间微卫星等位基因杂合度(HO 和 HE)变化范围分

别为 0.0714~0.9231 以及 0.1948~0.9237(Wu et al, 

2014)，栖息同一海区的栉江珧种内差异也十分明显

(任建峰等, 2005)。本实验结果显示，不同个体的最

大号出现性别分化的染色体形态存在一定的多态性。

栉江珧群体内个体间分子标记遗传多样性丰富的原

因是什么？亲贝遗传组成差异大或染色体存在多态

性是否与人工育苗难点有关？排序相同的一对染色

体类型不同，以及雄性最大一对染色体异形是否真的

是性别分化染色体？这些问题都有待进一步考证。 

纵观动物由低等向高等进化历程，遗传分化中遗

传因素的作用逐渐增强，环境因素的影响渐渐减弱

(Volff et al, 2003)。贝类是无脊椎动物漫长进化过程

中较独特的一支，性别表型多样，雌雄同体和性变的

现象时有发生，大多数人认为双壳贝类的性别是在相

同遗传背景下生殖细胞分化的结果，分化过程如受环

境影响可能会发生性别逆转。王梅芳等(1999)在江珧

科栉江珧和二色裂江珧中发现，性逆转及雌雄同体的

个体，雌雄滤泡在性腺中分布有两种类型：一种为滤

泡混合型，另一种为滤泡并存型。性变方向有雄性转

化为雌性、雌性转化为雄性及两种性别均衡发育等三

种类型，且以雄性转化为雌性为主。并据此推测，性

变及雌雄同体在江珧科是较普遍的现象。栉江珧性变

是否与染色体变异有关也有待进一步的实验论证。 

3.2  大型贝类染色体制备方法的改进 

北方海区尚未见有栉江珧人工育苗技术成功的

报道，很难获得组织细胞分裂增生能力强的幼虫和稚

贝，杨青等(2009)观察人工诱导栉江珧第 1 卵裂抑制

型雌核发育二倍体的染色体时，认为栉江珧二倍体细

胞染色体数为 32，与本研究观察的二倍体染色体众

数 34 有出入，且论文中展示的幼虫细胞中期分裂相

染色体图片中未见有本研究观察到的特大号染色体，

他们观察雌核发育二倍体胚胎倍性为 1N=16±1，

2N=32±2，其他视为非整倍体，则与本研究观察结果

稍吻合，他们的结果是否也预示栉江珧染色体较容易

发生变异？这也有待进一步考证。本研究所获得的栉

江珧大多都是野生采捕的成年贝，生长缓慢，组织细

胞分裂增生的能力较弱，而要制备大量的染色体收缩

适中、分散好的中期分裂相需要细胞分裂增生能力强

的组织材料，如胚胎、幼虫、幼贝和成贝的鳃、生殖

腺、肾脏等(吴宝铃, 1999)，但这些取材都需要解剖

杀死试验动物。早在 1991 年，Alvarez 提出通过取鱼

类的尾鳍进行原代培养获得成纤维细胞制备染色体

的方法(Alvarez et al, 1994)，尽管该方法理论上对鱼

体损伤很小，一个样品还可重复取样或进行其他研

究，但细胞培养的操作要求严格，实验条件要求也较

高，并不是每次或每个物种的细胞培养都能成功，且

时间跨度较长，一般数天或者数周。但到目前为止，

贝类的组织培养还未取得突破性的进展，多停留在原

代培养的探索阶段(李建军等, 2015; 陈宇, 2007)，仅

有建立了一种淡水蜗牛担轮幼虫胚胎(Biomphalaria 

glabrata embryonic, BGE)细胞系(Hansen, 1976)的报

道，除此之外，未见有其他贝类细胞建系的报道。因

此，采用培养细胞制备贝类染色体标本目前尚不可

取 。 作 者 曾 建 立 直 接 剪 取 波 纹 唇 鱼 (Cheilinus 

undulates)鳍条边缘及剪鳍后的愈合增生组织制备染

色体的方法，未对鱼体健康造成明显伤害，且整个过

程操作简便，可在实验基地或生产单位随时开展(周

丽青等, 2010)。基于实验对象少而珍贵的情况，作者

借鉴这种方法，利用贝类鳃丝也具有伤口修复的能
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力，获取大量分裂增生的愈合增生组织的细胞用于染

色体制备，取得了相当好的结果，而且还能保证实验

动物仍能健康存活，取鳃丝时还能观察性腺色泽进行

性别的初步判断。 

众所周知，成贝的生长速率随着年龄的增长而下

降甚至停滞，体细胞的分裂增生能力有限。通过适当

地改变成贝的暂养条件来刺激生物体体细胞的分裂

增生能力，尚未见有报道。本研究通过改变暂养温度

和加强营养供给，使实验成贝的体细胞在短期内出现

应激性的增生高峰，取得了非常好的实验效果。采用

创口愈合增生组织制备动物中期分裂相染色体的报

道也较少，仅见合浦珠母贝(Pinctada martensii)成贝

外套膜再生组织染色体制备技术的报道，而且分析的

核型与其他学者使用不同的材料和方法制备的染色

体核型有较大的差异(沈亦平等, 1993)，这与本研究

的结果类似。本研究建立的调节暂养水温、采用鳃丝

及鳃丝对应部位创面的愈合增生组织制备大型贝类

染色体技术简单快捷、实用性强、可重复操作。 
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Chromosome Preparation and Karyotypes Analysis of  
Both Male and Female Atrina pectinata 
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Abstract    The pen shell, Atrina pectinata, has high commercial and scientific research value because 

of the lack of large-scale culture in China. In recent decades, many problems such as overfishing, 

deterioration of marine eco-environment, and failure of artificial seedling breeding, have drastically 

reduced the amount of wild sources. However, there are few reports on A. pectinata systematic 

classification and no karyotype reports until now. To explore the cytogenetical characters and identify the 

status of germplasm resources of A. pectinata in northern China, by adjusting the water temperature of 

temporary rearing, and using the healing hyperplasia tissue of gills for chromosomal investigation, we 

improved the methods of chromosome preparation, and obtained many well-spread mitotic chromosomal 

plates of seven male and five female A. pectinata. The results revealed that a certain degree of 

temperature-change stress during temporary rearing could promote the proliferation of somatic cells 

effectively in the short term; gill-healing hyperplastic tissue has mass proliferation of cells in mitotic 

metaphase. The karyotypes of both sexes were examined separately. A. pectinate has 17 pairs of 

chromosomes (i.e. n=17, and 2n=34); there were obvious differences in karyotype between males and 

females; male karyotype formula is 2n=8m+10sm+16st；female karyotype formula is 2n=6m+10sm+18st. 

The first pair of the particularly larger chromosomes were heterotypic in male somatic cells; the No.14 

pair of chromosomes was metacentric in males but telocentric in female metaphase somatic cells; the 

primary sex-determination mechanism is XX/XY type. The newly improved methods for chromosome 

preparation could be beneficial to large-scale shellfish germplasm identification and classification. 

Key words    Atrina pectinata; Chromosome karyotypes; Heterotypic chromosome; Phylogeny 
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