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� � 稀有 鲫( Gobiocypris rarus Ye et Fu)是我国特有的小型

实验鱼类, 具有性成熟期短、繁殖季节长、产卵频率高等特

点[1] ,已在生态毒理和鱼病学等研究中得到应用, 显示了它

作为实验鱼类的良好潜力。在稀有 鲫中,已进行了繁殖和

胚胎发育[1, 2]、生长[ 3]、染色体组型[4]和雌核发育[ 5]等研究。

有关它的基因组大小或特点的报道尚未见到。这种遗传背

景资料的缺乏,至今不清楚它与现有的模式实验鱼类相比有

哪些优势或劣势,因而无法从基因组水平上评估稀有 鲫在

更加广泛的研究领域(特别是遗传学和发育生物学)中作为

水生模式实验动物的潜力。

鱼类的染色体(基因组) DNA 作为遗传物质的载体,每个

细胞中的 DNA 含量是基本恒定不变的。因此, DNA 含量可

以反映一个物种的基因组种质特征, 例如基因组大小、非编

码区的相对比例等。20 世纪 70 年代开始有利用流式细胞计

量术( Flow cytometry) 测定鱼类细胞 DNA 含量的报道[ 6]。目

前,流式细胞仪已成为测定 DNA 含量准确、快速的常规手

段[7 � 10]。本文利用流式细胞仪测定了稀有 鲫基因组 DNA

含量,作为比较, 同时也对斑马鱼( Danio rerioHam et Buch)和

青 ( Oryzias latipes Temminck et Schlegel)这两种已经被广泛认

可的模式实验鱼类进行了测量,为正确认识稀有 鲫基因组

的特点提供第一手资料。现将结果简要报道如下。

1� 材料与方法

1�1� 材料鱼 � 稀有 鲫野生群体由本所鱼类室提供。青

为武汉本地野生种, 在实验室经过繁殖而保存。斑马鱼购于

武汉市花鸟市场, 经过实验室多代繁殖而保存。

1�2� 方法 � 选取健康的个体, 在室内水族箱暂养 1 周以上。

由于三种鱼类体形都较小, 取血困难, 本文采用剪断尾柄的

方法直接将微量全血收集于含 1%肝素钠的冷生理盐水中,

低速离心( 300r/ min, 8min) , 弃上清液, PBS 洗涤红细胞 2 次,

70%乙醇固定( 4� 过夜) , 0. 5%胃蛋白酶( 0. 1mol/ L HCl) 重

悬红细胞, 室温温育 15min 并轻轻震动。用微量吸液器取少

量精液, PBS洗涤 1 次, 余下的处理方法与红细胞相同。PI

染色 0. 5h, 细胞悬液经过 50�m 尼龙网过滤后, 在 Beckman 公

司 Coulter Epics Altra型流式细胞仪上测出相对 DNA 含量。

每个样本稳定计数至少 15000 个细胞。本文以鸡红细

胞 DNA 含量为参照。鸡血细胞是国际上公认的对照标

准[ 7] , 但其 DNA 含量又与稀有 鲫的含量十分接近, 因此,

本研究采用内定标或外定标。内定标是将鸡血细胞处理后

按照鸡、鱼血细胞约 1�3 比例混合后上机测定; 外定标则是

流式细胞仪开机稳定后首先测定 1 次对照鸡血样品,在每测

定 4� 5 个左右鱼样品后再测定 1 次鸡血样, 如果两次鸡血

样的数据无误差, 则数据可靠, 否则 , 重新测定。在本实验
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中,流式细胞仪性能稳定,每次前后测定的鸡血样品的消光

值无明显变化,因此对照值可信。

2 � 结果与讨论

2�1 � 稀有 鲫二倍体基因组的大小

以鸡血细胞 DNA 含量为对照, 11 尾稀有 鲫的体细胞

DNA含量测量结果见表 1。总共计数超过了 210000 个细胞。

结果显示,稀有 鲫的二倍体基因组大小为 2. 660 � 0. 026

pg/细胞核。

2�2 � 稀有 鲫单倍体基因组大小

为了较为精确地估计单倍体基因组大小, 随机取 4 尾稀

有 鲫雄鱼的精子测量。共计数超过了 60000 个细胞, 其

DNA 含量平均为 1. 338 � 0. 007pg/单倍体基因组, 验证了精

子 DNA为体细胞含量的一半的假设。

2�3� 稀有 鲫与其他实验鱼类基因组大小的比较

本研究同时也测量了青 和斑马鱼的红细胞 DNA 含

量。稀有 鲫与目前被广泛认可的模式实验鱼类基因组大

小的比较结果见表 2。红鳍东方 ( Fugu rubripes )的数据仅

引用文献报道[ 11]。在本实验条件下, 所测得的斑马鱼 DNA

含量值与最近的文献报道相近
[ 9]
, 所测得的青 DNA 含量

值与Uwa 和 Iwata[ 10]的报道一致, 但与早期的报道不同[ 12]。

若不考虑体型较大的红鳍东方 , 很显然, 在三种小型实验

鱼类中, 青 的 DNA 含量最小,稀有 鲫次之, 斑马鱼最大。

表 1 � 稀有 鲫的体细胞 DNA含量

Tab. 1 � DNA content of somatic cell in G . rarus

样本号 消光值 对照(鸡)值 鱼�鸡比 DNA含量

Sample No. Absorption values Control( chicken) absorpt ion values Fish�chicken ratios DNA content( pg/ nucleus)

1 251. 6 244. 8 1. 028 2. 678

2 247. 3 245. 5 1. 007 2. 626

3 250. 2 243. 0 1. 029 2. 675

4 249. 8 244. 3 1. 023 2. 659

5 249. 7 247. 2 1. 010 2. 626

6 247. 5 245. 6 1. 008 2. 621

7 254. 2 246. 0 1. 033 2. 686

8 252. 0 246. 4 1. 023 2. 659

9 252. 1 244. 8 1. 029 2. 675

10 253. 6 244. 4 1. 038 2. 699

11 251. 5 246. 0 1. 022 2. 657

DNA含量平均值 � 标准差(Mean DNA content� SD) = 2. 660� 0. 026

表 2 � 稀有 鲫与斑马鱼、青 和红鳍东方 基因组大小的比较(单位: pg/细胞核)

Tab.2 � The comparison of genome sizes among G . rarus, D. rerio, O. latipes and F. rubripes

种名 体细胞 DNA 平均含量(SD) 对照 单倍体基因组大小估计 文献来源

Species name Mean somat ic DNA contents Cont rol blood Haploid genome size est imation References

稀有 鲫 2. 660( 0. 026) 鸡血 Chicken 1. 3 本研究This paper

Gobiocypris rarus

斑马鱼 3. 357( 0. 074) 人血Human 1. 6 � 1. 7 Ciudad et al, 2002

Danio rerio 3. 223( 0. 048) 鸡血 Chicken 1. 6 本研究This paper

青 1. 70 鸡血 Chicken 0. 8 � 0. 85 Uwa & Iwata. 1981

Oryzias latipes 2. 2 鸡血 Chicken 1. 1 Hinegardner & Rosen,

1972

1. 703( 0. 018) 鸡血 Chicken 0. 85 本研究This paper

红鳍东方 0. 8 � 1. 0 鸡血 Chicken 0. 4 � 0. 5 Hinegardner et al ,

Fugu rubripes 1968
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� � 据报道,青 二倍体染色体数目为 48 [13] , 稀有 鲫和斑

马鱼均为 50[ 14, 4]。有趣的是, 本文结果表明, 与作为脊椎动

物新的模式实验动物的斑马鱼相比,稀有 鲫尽管有相同的

染色体数目,但基因组更小, 约比斑马鱼小 0. 5 � 0. 6pg/二倍

体基因组。

除了一些有证据显示经过多倍化的种类(如鲤和鲑鳟鱼

类)以外, DNA 含量的变化可以反映鱼类基因组的进化关

系[11, 12]。DNA含量的高低, 也可以较为直观地反映某种鱼

类基因组大小或复杂程度[6]。这方面最有名的例子是东方

属(Fugu)鱼类。红鳍东方 的单倍体 DNA 含量仅 0. 4�

0. 5pg, 是鱼类中最小的基因组, 只相当于人类的大约

1/ 6� 1/ 8 [ 15]。随后的随机序列测定和分子杂交证实,红鳍东

方 为脊椎动物中迄今发现的最小基因组, 大小为 400 Mb,

重复 DNA 少于 10% , 并证明它与人类有非常相近的基因数

目和基因组结构[ 16]。现在, 红鳍东方 小巧而致密的基因

组已成为人类后基因组研究中探查基因结构和功能的重要

实验材料。一般认为斑马鱼的基因组大约为人类的 2/ 3(即

1. 8� 1. 9Gb) [ 9] , 目前在斑马鱼中已基本完成的大规模测序

工作已证实其基因组可能不超过 1. 8Gb。东方 和斑马鱼

中的事实表明,通过 DNA 含量的测量, 可以较为准确地反映

一种鱼类的基因组大小和初步的性质。由此推测,稀有 鲫

较为精确的基因组大小可能为 1. 3Gb 左右,并相信它可能具

有比斑马鱼更加紧凑的基因组结构,或可能具有更少的非编

码区(或重复 DNA)。当然, 这些推测还需要进一步的分子生

物学证明。

我国有许多特有的鱼类,它们的基因组大小和特征等方

面研究资料的严重缺乏,对后续研究和开发利用很不利。本

研究通过对稀有 鲫基因组大小的测定及其与斑马鱼等模

式鱼类的比较,提示稀有 鲫在基因组结构上可能有值得注

意的特点, 作为一种我国特有的小型实验鱼类,值得进一步

深入研究和开发,以使它能早日成为得到国际认可的实验鱼

类之一。
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