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贝类多倍体技术在细胞 2染色体育种技术体系

中占有重要地位 而倍性的鉴定是多倍体育种中的一

个重要环节 ∀以往人们主要用细胞染色体计数技术进

行倍性的检测≈ ∀但该技术操作复杂 技术要求高且

不稳定 耗时长 而且在大多情况下还要杀死取样对

象或对其造成较大的生理伤害 ∀由于在杂交多倍体育

种中四倍体的珍贵性 需要保持其健康存活状态 ∀因

此 其快速的活体倍性检测技术的重要性尤显突出 ∀

等 年用流式细胞法 ƒ ≤ 测定了

经人工三倍体诱导的鱼类和贝类的倍性 取得了较好

的结果 ∀周岭华等≈ 报道了用流式细胞仪检测虾类倍

性的结果 ∀

本研究将流式细胞仪用于海洋双壳贝类长牡蛎

Χρασσοστρεα γιγασ的快速活体倍性检测 取得了较好的

结果 为开展进一步的四倍体研究和应用奠定了必要

的基础 ∀

材料和方法

材料来源

本研究所用长牡蛎取自大连开发区大孤山海区

人工养殖群体 该牡蛎 年用 2⁄ °进行了三倍

体诱导处理 ∀

仪器

° ≥2 流式细胞仪 ≥ 2 ∂ ¬∀

方法

样本的获得 牡蛎干露 ∗ 放

入 ∗ ≥ 海水中 投入少量单胞藻 微量充

气 牡蛎间避免互相挤压 ∀经过 ∗ 牡蛎开壳 ∀用

经 酒精消毒过的眼科剪刀剪取 ∗ 的鳃组

织 加入 ∗ ⁄ ° 染液 于冰箱中 ε 保

存待测 ∀

倍性分析 将样品在 ∂ ¬上振荡 ∗

得到单个细胞悬浮液 经 Λ 筛网过滤至样

品管中 上机测定 ∀各项指标为 值 ≥

∗ 通过的细胞数的 ∗ 个 被测样品细胞总

数 ∗ 个 ∀

结果与讨论

长牡蛎是较早进行多倍体诱导操作的一种双

壳贝类 ∀以往在进行倍性检测时采取的打孔取样法

操作复杂 要求高 对贝类损伤大 孔不易愈合 影响

贝类生长和发育 ∀作者采取硫酸镁浸泡法 使其自然

开壳 取样后立即将牡蛎放回养殖海水中 牡蛎很快

即能正常开启双壳进行摄食 ∀该方法操作快捷方便

对实验牡蛎的损伤小 !效率高 ∀

贝类开壳的原因是硫酸镁使贝类闭壳肌麻痹 不

能维持闭壳状态 ∀用不同浓度的硫酸镁对牡蛎进行浸

泡 在 ε 时 和 的硫酸镁效果较好 在 时

开壳率分别达到 和 ∀ 的硫酸镁可使其开

壳 但麻痹程度不够 触碰贝类后贝壳又关闭 ∀ 浓

度的硫酸镁在相同时间内开壳率不如 和 的高

表 ∀取样后 将牡蛎放回养殖海水 ∗ 内

即可闭壳 ∀

本研究为 2 主题研究的部分内容 ∀

本文的实验设计得到了中科院海洋所阙华勇博士的大

力协助 在此表示衷心感谢 ∀
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现往往滞后 ∀由此可见 在温暖季节海水富营养化比

较严重时期 可以通过监测海水中浮游藻类的种类和

数量变化来监控贝类毒素 预警该水域的贝类有否被

毒化的可能 ∀但要做到这一点 还需要对浮游植物监

测的方法和频率进行改进 ∀
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图 二倍体长牡蛎 ⁄ 相对含量

流式细胞术是 世纪 年代发展起来的一种

能快速测量细胞的物理化学性质 并可对其分类收集

的高技术 ∀它可对悬液中的细胞及颗粒性物质进行快

速测量 悬浮在液体中的分散细胞一个个地依次通过

检测区 每个细胞通过测量区时产生电信号 这些信

号可以代表荧光 !散射光 !光吸收或细胞的阻抗等 反

映了细胞的一系列重要的物理特性和生化特性≈ ∀流

式细胞仪倍性检测法是用对 ⁄ 2 具有特异性的

荧光染料对细胞核进行染色 ∀细胞解离制成悬液后

用激光激发 然后通过细胞荧光分析仪的光敏区 其

荧光强度就会被显示出来 ∀荧光强度与细胞的 ⁄

含量成正比 可以反映出被测细胞群体的相对 ⁄

含量 ∀与染色体计数法相比 流式细胞技术是一种简

单 !快速的检测方法 ∀它取样量少 不必杀死被测动物

对多倍体诱导来说 可以得到已知倍性的活体生物≈ ∀

用流式细胞仪做倍性分析 必须用已知 ⁄ 含

量的细胞群体做参照 ∀在实验中 作者用二倍体长牡

蛎做标准 理想的三倍体细胞中 ⁄ 含量是二倍体

的 倍 ∀测定的结果以直方图的形式表示 ∀图 和

图 分别表示二倍体和三倍体长牡蛎 ⁄ 相对含

量 ∀图中的 Ξ轴代表荧光强度 , Ψ轴代表细胞数目 ∀

从图中可以看到 各直方图中均有两个峰 ∀其中一个

荧光值低 细胞数多 ∀另一个荧光值约是前一个的两

倍 细胞数较少 ∀这两个峰分别表示有丝分裂 ∗

期 峰 和峰 和 ∗ 期 峰 和峰 的细胞 ∀比

较二倍体和三倍体的倍性 只比较 ∗ 期细胞 峰

和峰 三倍体的 ⁄ 含量约是二倍体的 倍 ∀

图 三倍体长牡蛎 ⁄ 相对含量

在实验中还发现 样品中杂质过多 会影响 ⁄

的测定 ∀新鲜的样品比冷冻后的样品测定效果好 ∀在

细胞数足够的条件下 进样的速度影响峰值的宽度 ∀
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