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提要 于 l , , 2 年 3 月在上海青浦县采集日本沼虾
,

似改进的空气干燥法研究精巢细胞

染色体及核型
,

特别较详细地研究了减数分裂前期 I 染色体的行为
。

结果表明
, 日本沼虾染色

体数
。 二 , 2 , 2。 二 1 0 4 ,

共分为 A , B , c , D 4 个染色体组 ;核型组成是 N 二 3 7 M + 4 s T + l l T ;

初级精母细胞减数分裂前期 I 可分为细线期 /偶线期
、

粗线期
、

双线期和终变期 5 个时期
,

双线

期的二价体存在弥散阶段 ; 减数分裂的同步率高
,

大多处于双线期
,

且双线期二价体着丝点清

晰
,

给核型分析带来了方便
。

关扭词 日本沼虾 染色体 核型 减数分裂 双线期 二价体

近年来
,

随着水产经济动物遗传育种研究的进展
,

作为基础理论的染色体探讨越来越

显示出它的重要性和迫切性
。

十足类甲壳动物染色体的研究至今有一百多年的历史
,

然

而却仍未获得较大的发展
,

其主要原因是由于其细胞有丝分裂中期染色体形状太小
,

不超

过 4林m
,

且数目庞大
,

这给染 色体标本制做和核型分析带来了极大的困难
。

尽管 M ill i g an

( 1 9 7 6 )采用新的方法能获得染色体分散好的细胞分裂中期分裂相
,

但仍然仅限于染色体

数 目统计水平 ( C ho w e t al
. ,

19 9。 )
,

迄今尚不见有关十足类 甲壳动物核型分析方 面 的

详细报道
。

本文系 日本沼虾染色体及核型分析的研究结果
。

1 材料和方法

1
.

1 材料 日本沼虾 (材
a ` r o b r a

动 i u m n i户P o n e n : e d e H a a n
) 于 19 9 2 年 3 月采 自上

海青浦县
,

暂养在实验室内通气良好的玻璃水族箱内
。

水温控制在 20 ℃ ,

不定期换水
,

每

天投喂蛆酬等食物
,

使虾体保持充分活力
。

L Z 方法

L .2 1 预处理与低渗 选取活力强
、

不同性成熟度的雄虾
,

注射秋水仙素 (相建海
,

1 9 8 8 ) 或不经秋水仙素预处理
,

迅速解剖取出精巢
,

置于含低渗液 ( 。
.

07 , m ol 压 的 K CI

溶液 )的 10 m l 小烧杯中
,

于 37 ℃ 水浴中低渗 20 一 30 m in
。

L .2 2 固定 小心移去低渗液
,

沿烧杯壁缓慢加人新鲜配制的 C ar on y 氏冷固定液 (乙

醇 : 冰醋酸 ~ 3 : l )
,

在低温 ( 4℃ )下固定 hl 甚至更长时间
,

中间更换新鲜固定液 2一 3

次
。

L .2 3 解离与制片 主要依改进的 S al e m aa ( 1 9 8 5 ) 的空气干燥法
。

取出固定材料置

于洁净的载玻片上
,

滴上 朽 外的醋酸 1一 2 滴
,

迅速用尖头镊子和解剖针将材料捣碎
、

解
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离
,

制备细胞悬液
,

然后将所制片子在酒精灯火焰上来回微烤
,

同时用嘴轻轻吹气
,

促使细

胞散开
。

L .2 4 染色与封片 以 10 外 iG
e m sa 染液 ( 0

,

l m ol / L 磷酸缓冲 液
, p H ~ 7

.

2) 染 色

15 一 30 m in
,

用蒸馏水洗去多余染液
,

在空气中自然干燥后
,

中性树胶封片
。

于 o ly ln uP
s
显微镜下观察

、

计数和拍照
,

照片放大后
,

进行染色体测量和核型分析
。

2 结果

.2 1 染色体计数结果 镜检计数 28 只日本沼虾 1 31 个染色体分散 良好的细胞
,

统 计

结果如表 1。 有丝分裂中期
,

精原细胞染色体众数为 104
,

占总数的 ”
.

3外 ; 减数分裂双

线期
,

初级精母细胞二价体数 目为 52
,

占总数的 75 务
。

由此可以确定 日本沼虾染色体数

目 Z n ~ 1 0 4 , 月 一 5 2 0

表 1 日本沼虾精集细饱染色体数和二价体数的出现频率

T a b
.
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.2 2 减数分裂观察结果 以未经秋水仙素预处理的 日本沼虾精巢为材料
,

可以获得初

级精母细胞减数分裂前期 I 各个主要时相 (图版 I : 3一 7 )
,

而精原细胞有丝分裂 相 较 少

(图版 I : 1 )
。

从观察结果发现
,

大多数分裂相处于减数分裂双线期 (图版 I : 2 )
,

说明 日本

沼虾初级精母细胞的减数分裂具有较高的同步性
。

从注射过秋水仙素的材料中获得的分

裂相大多处于减数分裂中期 和终变期
。

日本沼虾精子生成中减数分裂过程与其它动物细胞减数分裂过程基本一致
。

第一次

减数分裂前期可分细线期
、

偶线期
、

粗线期
、

双线期和终变期 5 个时期
,

双线期二价体存在

弥散阶段 (图版 I : 3一 7 )
。

细线期和偶线期在光镜下难以被区分
,

呈细长线状的染色体相

互缠绕成团
,

无法鉴别出同源染色体联会与否
,

仅见染色体细线上分布有染色较深的粒状

小结 (图版 I : 3 )
,

即异染色质粒
。

进人粗线期后
,

由于联会后的二价染色体 (二价体 )明显

缩短变粗
,

异染色质粒在二价体上的分布比细线期 /偶线期更为明显
,

而且分布位置通常

是固定不变的 (图版 I : 4)
。

在早双线期存在一个染色体弥散阶段 ( id f f su e s t ag
e
)

,

在此阶段
,

二价体趋于解旋
,

在外形上变得模糊
,

失去其原来的清晰状态
,

这时核仁显而易见
,

较大
,

呈卵圆形
,

染色很深
,

并与一个二价体末端相连 (图版 I : , ) : 这部分即为核仁组织者
。
到后

双线期
,

已趋解旋的二价体又重新超螺旋化
,

进一步缩短变粗成短棒状
,

二价体上的着丝

点也显而易辨
,

核仁消失
。

在有些二价体
,

同源染色体开始分离日婀辨认出其中间的两条

同源染色体
,

两个着丝点平行排列
,

靠得很近 (图版 I : 6
,

图版 n )
,

而其它的一些二价体中

间部分明显外凸膨大
,

此处为同源染色体交叉的部位
,

通常每条二价体交叉数目为一个
。

随着交叉的移端
,

二价体呈现出
“ O ”

形等形状
,

这是进人终变期的主要标志 (图版 I : 7 )
。

.2 3 核型分析结果 依双线期二价染色体着丝点位置
、

相对长度以及形态上等特点
,
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按 L e ve n
等 ( 19 6 4 )的染色体分类标准

,

将二价体分组排列编号
,

可分为 A , B , C , D 4 个染

色体组 (图版 11 ,

表 2)
,

核型组成为 N 一 37 M + 4S T 十 l l T 。

衰 2 日本沼虾减数分裂双线期二价体的测 t 值

T a b
.

2 T h e
m

e a s u r e
m

e n t s o f b i v a l e n t a t m e i o t i e d i p l o t e n e i n M a c r o b
r a c h `” 仍 ” i PP o 件 e 称` e

组组 别别 编 号号 相对长度 (%
。
))) 臂 率率 着丝点位置置

人人人 lll 4 0
。

6 + 3
.

2 777 1
.

2 4十 0
.

4 666 MMM

2222222 3 6
.

1士 1
.

8 555 1
.

1 8士 0
.

4 11111

3333333 3 3
.

8士 1
.

, 000 1
.

29土 0
.

4 77777

4444444 2 5
.

4+ 2
。

0 111 l
。

13+ 0
。

133333

5555555 2 4
。

4+ 0
。

8 333 1
.

2 6洲】
.

0 33333

6666666 2 3
.

公+ 0
。

8 999 1
.

13士 0
.

200000

7777777 2 3
.

6土 0
.

7 666 l
·

17土 0
.

4 33333

8888888 2 3
.

1十 0
。

9 555 1
.

4 2士0
.

977777

9999999 2 2
.

0士 0
.

8 444 1
.

2 2+ 0
.

4 66666

lllll 000 2 1
.

5士 0
.

7 333 l
。

2 3+ 0
.

8 00000

11111 lll 2 0
.

6士 1
.

2 222 1
。

3 1十 0
,

2 22222

BBBBB l 222 2 9
.

8士 1
.

3 111 1
.

14士 0
.

0 222 MMM

lllll 333 2 8
.

4士 1
.

0 555 1
.

2 0 士0
.

1 88888

lllll 444 2 7
.

3土 1
.

0 444 1
.

1 1土 0
.

1 00000

11111 555 2 3
.

7士 0
.

8 999 1
.

1 3土 0
.

1 44444

11111666 2 3
.

6士 0
.

8 111 1
.

12士 0
.

0 55555

11111777 2 3
.

,士 0
.

9 888 1
.

12士 0
。

166666

lllll 888 2 3
, l 土 0

.

9 444 1
.

24土 0
.

5 33333

11111 999 2 2
.

7士 0
.

8 777 1
.

1 7土 0
.

1 00000

22222 000 2 2
.

3士 2
·

1222 1
.

2 3土 0
.

0 88888

22222 lll 2 1
.

4士 2
.

0 111 1
.

2 8士 0
.

今11111

22222 222 2 0
.

3+ l
。

7 222 1
。

19土 0
.

0 66666

22222 333 1 9
.

0士 1
.

4 222 1
.

0 9土 0
.

0 55555

22222 444 1 7
.

7土 2
.

4 111 l
。

3 0 + 0
。

0 66666

22222 555 1 6
.

9士 1
.

1 111 1
.

2 1士 0
.

3 33333

22222 666 1 6
.

2土 0
.

9 888 1
.

2 4士 0
.

2 99999

22222 777 巧
.

8土 2
.

2 ,, 1
.

1 3土 0
.

1 11111

22222 888 1 5
.

4土 0
.

8 888 1
.

15 + 0
。

166666

22222 999 巧
.

0土 1
.

6 333 1
.

3 5土 0
.

0 77777

33333 000 1 4
。

2+ l
。

5 444 1
.

1 7土 0
.

0 55555

33333 111 1 3
.

5土 0
·

5 111 1
.

3 3土 0
·

2 55555

33333 222 13
.

2士 0
.

1777 1
.

2 9士 0
.

0 99999

33333 333 13
.

1士 0
.

7 111 1
.

10+ 0
。

1 11111

33333斗斗 1 2
.

3士 0
.

8 666 1
.

2 1土 0
.

1 44444

33333 555 1 2
.

0士 0
.

5 777 1
.

3 6土 0
.

166666

33333 666 1 1
.

3士 0
.

2 999 1
.

22士 0
.

144444

33333 777 1 0
.

4土 0
.

石222 1
.

6 7 + 0
.

0 66666

CCCCC 3 888 1 7
.

3土 1
.

9 888 3
.

3 4士 0
.

5 111 S TTT

33333 999 1 6
.

4土 1
.

0 444 4
.

52土 0
.

544444

44444 000 1 3
.

6士 0
.

9 666 6
.

4 4土 0
.

4 22222

44444 111 1 2
.

3士 0
.

7 888 5
。

5 7土 0
。

7 5
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( 续表2)

相对长度( %
。

) 着丝点位置

2 3
.

9 土2
.

9 1

0 2
.

3土2
.

2 1

19
.

2 士0
.

2 2

19
。

0 +0
.

3 7

18
.

9 士0
.

6 8

18
.

6 土0
.

0 7

18
.

呼士0
.

8 1

18
.

今土0
.

75

16
.

2 土0
.

8 7

16
.

0 土 1
.

0 1

2 1
。

2 +2
。

0 1

A组( l一 11号): 包括 11条二价体
,

为中部着丝点染色体
,

长臂中间有一凹痕
,

把长

臂分为二部分
,

这是本组的主要特征
。

第 1 , 2 号二价体在着丝点处常发生弯曲
,

它们分别

是最大和次大的二价体
,

后者臂率略小于前者
,

即着丝点更近中部 ;其余二价体除相对长

度和臂率存在不同外
,

其它形态特征则相仿
。

B组 ( 12 一 37 号 ) : 本组包括的二价体最多
,

共 26 条
,

均为中部着丝点染色体
。
与 A

组不同之处在于
,

其两臂中任何一臂均无凹痕
。

第 22 和 23 号
,

第 26 一 29 号
,

第 33 一 3 ,

号
,

其二价体常可辨出由二条同源染色体组成
。

第 37 号是最小的二价体
,

第 36 号次之
,

虽

然二者相对长度相差较小
,

但彼此尚易于鉴别
,

因为后者臂率为 1
.

6 7 (接近于亚中部着丝

点染色体 )
,

明显大于前者 ( 1
.

2 2 )
。

其余相邻二价体之间差别很不显著
。

C 组 ( 38 一 41 号 ) : 共 4 条二价体
,

为亚端部着丝点染色体
。

第 39 号与第 4 0 号二价

体形态相近
,

但第 40 号二价体臂率在组内最大
,

达 6
.

44
,

接近端部着丝点染色体
,

所以易

于鉴别
。

D 组 ( 42 一 52 号 )
:
共包括 11 条二价体

,

均为端部着丝点染色体
,

二价体着色均匀
,

无任何凹痕
,

仅见第朽一 47 号及 51 号二价体中部膨大
,

为同源染色体交叉部位
。

第 50
,

52 号二价体呈点状
。

讨论与结语

核型分析 十足类 甲壳动物有丝分裂中期的染色体大多呈点状
,

着丝点 分 辨 不.

丹J九j

出
,

加之染色体数量庞大
,

从而难以鉴别对应的同源染色体
,

核型分析几乎不可能
。

然而

日本沼虾减数分裂中双线期的二价染色体呈棒状
,

着丝点清晰可见
,

同时同源染色体在减

数分裂过程中已配对形成二价体
,

核型分析时不再需要鉴别相互对应的同源染色体
,

因此

利用以上这些特点进行核型分析具有很大的优越性和可行性

.3 2 双线期中二价体的弥散现象 鱼类
、

两栖类等脊椎动物在卵子发生过程中
,

处于

双线期的卵母细胞其二价体解旋变得模糊形成灯刷状
,

即所谓灯刷染色体
。

许多实验证

明
,

灯刷染色体的侧畔是活跃合成 RN A 和 蛋白质的地方
,

此阶段称为弥散阶段
。

近年

来在哺乳类和昆虫精母细胞的双线期也报道过类似的 现 象 ( T
a k a

an ir
, 19 8 2 )

。
日 本沼

虾精母细胞在双线期虽未被观察到灯刷状二价体
,

但二价体部分解旋变成模糊状
,

而且
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具有合成 R N A 和蛋白质功能的核仁染色很深
,

并与其中一条二价体相连 (图版 I : 5 ) )
,

这种二价体的弥散现象在十足类甲壳动物精母细胞减数分裂过程中尚属首次发现
。

在此

之前
,

rT
e nt in i 等 ( 19 8 7 )在等足类甲壳动物卵子发生中也报道过这一现象

。

.3 3 精子发生的同步性 日本沼虾精子成熟过程中的同步现象
,

与 C ho w 等 ( 1 9 9 0 )研

究对虾染色体的结果基本相符 ;不同的是
,
日本沼虾精母细胞减数分裂大多处于双线期

,

而对虾精子成熟中的减数分裂主要处在终变期
。

在等足类
, S al e m aa ( 19 8 , ) 则发 现 盖

鳃水虱 ( Ido
t ae s p p ) 3 对精巢在精子发生中的同步性也不尽一致

,

前端一对精巢 由精原

细胞组成
,

中间一对主要是精母细胞
,

而后端一对精巢则充满成熟的精子
。

在本研究中
,

也注意到
,

以同一个体的精巢为材料制做日本沼虾的染色体标本
,

一部分可以获得大量细

胞分裂相
,

而另一部分仅观察到精原细胞核或精母细胞核
。

由此 可知
,

不同动物精子发生

过程具有不同的同步率
,

而且即使在同一动物个体
,

这种同
,

步性也具有一定的区域性
。

.3 4 性染色体 关于十足类性染色体方面 目前仅在恺 甲虾 科 ( G al at h ie d ae ) 和 方 蟹

科 ( G
r a sP id a e

) 报道过 8 种
。

本研究通过对日本沼虾精母细胞减数分裂前期染 色体 行

为进行详细研究
,

未发现有行为异常的性染色体存在 ;在雌体是否存在
,

因未进行卵巢细

胞染色体研究
,

对此尚无法定论
。
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