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日本沼虾染色体倍性检测技术的研究 

汪财生,尹尚军,钱国英,朱秋华  

（浙江万里学院 生物与环境学院, 浙江 宁波 315100） 

摘要: 用流式细胞仪分别对日本沼虾（Macrobrachium nipponense）正常二倍体的体细胞和
四倍阶段体胚胎的 DNA相对含量和细胞频率进行了测定，以研究日本沼虾染色体倍性检测
技术。以日本沼虾正常二倍体的体细胞液进样所得直方图为标准，用对细胞松弛素 B 人工
诱导的日本沼虾四倍体胚胎进行 DNA 相对含量和细胞频率的测定，测试结果以直方图表
示，并用染色体涂片镜检结果进行倍性核对。结果表明，日本沼虾二倍体和四倍体的 DNA
相对含量有显著差异，四倍体日本沼虾的 DNA相对含量是二倍体的 2倍。用流式细胞仪法
检测日本沼虾倍性，方法简单、测试速度快、结果可靠。 
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日本沼虾（Macrobrachium nipponense），又名青
虾，营养价值高，风味独特，在中国是个体较大的一

种主要淡水经济虾类。但近年来由于多种原因，其天

然的优良生长性能与商品性状发生严重退化。人工诱

导多倍体是改良养殖动物品种的一种有效的方法，一

种精确、快速测试的染色体倍性检测技术，是多倍体

育种急需解决的问题。 
流式细胞仪是 20世纪 70年代末发展起来的一种

能快速、准确测定细胞大小、DNA、RNA、蛋白质
以及抗原等物质的高技术仪器。其原理是将被测细胞

用荧光染料染色，荧光物质与 DNA特异性结合，被
染色的细胞被照射激发后，发射出一定波长的荧光，

且荧光强度与细胞所含的荧光染料即 DNA相对含量
成正比，再用流式细胞仪测出荧光值，并绘出频率曲

线， 从而可清楚地显示出样品中各种特性细胞的比
例[1]。该仪器已被应用于对各种水产多倍体细胞的检

测[2~11]，但在日本沼虾染色体倍性检测的应用，尚未

见报道。 
在日本沼虾四倍体诱导研究工作的基础上，作者

用流式细胞仪对二倍体日本沼虾胚胎的染色体和诱

导的四倍体胚胎的染色体进行检测，比较其染色体倍

性和各细胞出现的频率，探索流式细胞仪在日本沼虾

多倍体诱导中的染色体倍性检测技术，为开展多倍体

育种提供重要技术支撑。 

1 材料与方法 
1.1材料 
日本沼虾亲本采自绍兴狭桑湖外荡水域。分别以

未进行倍性处理的二倍体胚胎、二倍体体细胞和进行

倍性处理的四倍体细胞为检测材料。二倍体多细胞期

胚胎直接取自自然交配的抱卵虾。多倍体胚胎是用雌

雄亲虾按 1∶2 比例并箱促产，让其自然交配产卵的
受精卵，在第一次卵裂中期经细胞松弛素 B诱导处理
的多细胞期多倍体日本沼虾胚胎。  
1.2  样品制备 
取单个胚胎，置于离心管中，用吸管轻轻吹打，

使细胞分散。加入 50%的醋酸和适量的DAPI(10 mg/L)
染色液，SK-1快速振荡仪振荡 3~5 min，用 20~40 µm
的小筛网过滤得细胞悬液于样品管中，使最终样品管

中的体积达到 1.5~2.0 mL，样品细胞的最终浓度为
105~106个/mL[12,13]。 
1.3  流式细胞记数法 
使用德国产 Partec PAS-Ⅲ流式细胞仪进行样品
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分析，液流的细胞流速一般为 100~150个/s，测试结
果以直方图表示。每个样品至少测定 10×104个细胞，

重复 2次，以获得较好的峰值图谱。 
1.4  染色体涂片核对 
用染色体涂片镜检的方法，对二倍体胚胎和四倍

体胚胎的染色体数进行计数，用以倍性鉴定的对照。

用 500 µg/L秋水仙碱于 20 ℃下对多细胞期胚胎培养
1h，在 37 ℃水浴锅中用 0.1 mol/L的 KCl低渗溶液
处理 40~50 min，移去低渗液，缓慢加入预冷的卡诺
氏固定液，4 ℃下静止 1 h，其间更换固定液 2次。
然后改用 1∶1 的甲醇和冰醋酸液固定。制片时，取
单个胚胎置于载玻片上，滴上 1~2滴 50%醋酸使其软
化，并除去部分卵黄物质。日产 Olympus显微镜下镜
检并拍照。 

2  结果与讨论 
流式细胞仪对二倍体胚胎核 DNA相对含量测定

的结果见图 1，四倍体胚胎核 DNA 相对含量测定的
结果见图 2。图 1、图 2中均有两个峰，其中一个 DNA
相对含量较低，细胞频率高的是有丝分裂中 G0-G1
期的细胞，另一个 DNA相对含量高，细胞频率较低
的是 G2-M期的细胞。比较未进行倍性处理的二倍体
胚胎、二倍体体细胞的 DNA相对含量与四倍体细胞
的 DNA相对含量（图 3），可以看出，四倍体细胞的
DNA相对含量是二倍体的 1.92~2.03倍。一般地，在
流式细胞术中，DNA的相对指数在 1.9~2.1之间可认
为是近四倍体细胞。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

图 1  二倍体青虾 DNA相对含量    

Fig.1  The DNA relative content of diploid M. nipponense 

 
用染色体涂片镜检的方法，对 25 张胚胎标本，

分别挑选 92 个和 117 个分裂相较好二倍体胚胎和四

倍体胚胎进行观察，其染色体数进行计数的结果表

明，青虾的二倍体染色体数约为 104左右（表 1，图
4a），四倍体的染色体数为 208 左右(图 4b)。流式细
胞仪对胚胎细胞核的 DNA相对含量测定结果与染色
体涂片的镜检结果相符。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2  四倍体青虾 DNA相对含量    

Fig.2  The DNA relative content of tetraploid M. nipponense 

 
多倍体倍性检测是多倍体育种的重要环节。目

前，多倍体的倍性检测主要方法有染色体计数法、极

体计数法、核体积法、电泳法、显微荧光和流式细胞

仪测定法等[14]。与其它方法相比，流式细胞仪检测法

具有诸多优点：制样简单，被固定的组织可以在低温

下短期储藏，而不会影响结果，这对短期内需要进行

大量样品测定的情况下是很有意义的[1]；检测结果快

速、准确，一个样品只需要 1~2 min就可以得到结果；
检测样品量大，结果较为可靠。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

图 3  DNA相对含量比较 

Fig.3  The comparation in the DNA relative content 

 
由于青虾卵属于均黄卵，胚胎内卵黄量多，如不

经处理，会影响对染色体的观察与计数。本试验发现，
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将胚胎置于离心管中，用吸管轻轻吹打，使细胞分散，

最后通过水和固定液之间的交换作用使染色体分散

得更开，可大大减少卵黄的干扰；但若处理不当，如

用力过大，吹打时间过长，造成染色体太分散，多个

细胞的染色体便混杂在一起，难以区分辨别。在材料

预处理中，加滴 50%的醋酸，有利于去除卵黄，以清
晰染色体背景。这种方法在两栖类和中国明对虾胚胎

染色体标本制备中也用过，效果较好[15]。但过多的醋

酸会破坏染色体形态，引起染色体过度膨胀。为避免

染色体过度膨胀，可在最后固定液中加大甲醇比例，

使染色体浓缩。另外须注意，胚胎细胞膜薄，KCl和
蒸馏水渗透快，不均匀，易造成细胞破碎，本实验中

用河水代替蒸馏水进行稀释和冲洗，可有效地防止细

胞破碎。 
本实验结果表明，用流式细胞仪对日本沼虾染色

体倍性检测是准确可靠的，可作为日本沼虾活体染色

体倍性检测方法。本试验已取日本沼虾步足作为检测

材料进行了尝试，结果表明可作为活体染色体倍性检

测的材料。这一结果将为多倍体育种活体染色体倍性

检测带来福音。

 
表 1  日本沼虾胚胎染色体数出现频率 

Tab. 1  Frequency of chromosome number of embryo cells in M.nipponense 

二倍体 四倍体 

染色体数 出现次数 出现频率（%） 染色体数 出现次数 出现频率（%） 

 64  1   1.09 168   1      0.8 

 70  2   2.17 185   0    0 

 80  5   5.43 190   2     1.7 

 92  4   4.35 195   4     3.4 

 96  5   5.43 200   3      2.56 

 98  6   6.52 202   0    0 

100  2   2.17 204   2     1.7 

102  8   8.70 206   8      6.83 

104 56  60.87 208  94    80.3 

106  2   2.17 210   2     1.7 

108  1   1.09 216   1     0.8 

总计 92 100 总计 117 100  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4  胚胎细胞染色体中期分裂相 (×1 000)     

Fig. 4  Mitotic metaphase chromosome of embryo cells using the cell low-osmosis method (×1 000) 

a：2n=104；b：4n=208 
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Abstract: To study the technology of ploidy determination of Macrobrachium nipponense , the flow cytometry 
was used to measure the DNA relative content and cell frequency of diploid somatic cell and tetraploid embryonic 
cell from Macrobrachium nipponense. The results were standardized by histogram. Comparing the DNA relative 
content and cell frequency between normal diploid somatic cells and tetraploid embryo, which was induced by 
Cytochalasin B or by cold-heat shocks, from Macrobrachium nipponense, it was shown that there is a strong 
correlation between the DNA relative content and ploidy. The DNA relative content in tetraploid embryo was twice as 
much as that in diploid somatic cells from Macrobrachium nipponense. It was concluded that using flow cytometry to 
measure the DNA relative contents is a simple, fast, and reliable method of ploidy determination in Macrobrachium 
nipponense.                                                                  (本文编辑:刘珊珊) 


