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　　细鳞鱼 B rachym ystax lenok属鲑形目 ( Salmoniformes)、鲑

科 ( Salmonidae)、细鳞鱼属 (B rachym ystax) ;地方名为细鳞鱼

(东北地区 ) ,该鱼在我国东北地区的乌苏里江、鸭绿江、牡丹

江、松花江等流域广泛分布 [ 1—3 ]。目前对于细鳞鱼属是否存

在两个甚至更多种仍存在争议 ,早期学者认为只存在一个

种 [ 1, 3 ] ,而分子生物学和形态学方面的最新证据表明 ,该属

鱼类至少可分为两个种 [ 4—6 ]。细鳞鱼是我国名贵的鲑科冷

水性经济鱼类 ,具有很高的营养和食用价值。但近些年来随

着渔业资源的过度开发利用、环境污染、外来种鱼类的不当

引入以及对水域生态环境的破坏等等 ,使细鳞鱼的生存受到

了前所未有的威胁 ,乃至于濒临绝灭的危险境地 [ 4, 7 ]。因

此 ,为了保护我国北方这一珍贵的土著冷水性鱼类 ,已有一

些研究者分别对细鳞鱼的人工养殖 [ 8, 9 ]、资源保护 [ 1 ]、生物

学特性 [ 1, 5 ]和遗传多样性 [ 6 ]等进行了研究。但国内关于细

鳞鱼染色体数目、核型分析及其 DNA含量等细胞遗传学方

面的研究尚无报道。因此 ,本文采用细胞遗传学方法对不

同流域的细鳞鱼进行了染色体遗传多态性分析 ,以求在细

胞水平上探讨细鳞鱼染色体数目、核型分类、细胞核 DNA

含量以及不同流域细鳞鱼之间的相互关系 (遗传背景 ) ,这

将为细鳞鱼的遗传学分析和种质标准建立提供科学的理论

依据。

1　材料与方法
111　材料　细鳞鱼分别采捕于乌苏里江的虎头段、鸭绿江

下游和牡丹江的海浪河支流 ,共 100尾 ,体重为 108—418 g,

叉长为 20130—34150 cm,试验前暂养于中国水产科学研究

院黑龙江水产研究所渤海冷水鱼实验站。

112　方法　染色体制备 :采用活体肾细胞直接制片法制备

染色体玻片标本。由于 Kang, et a l1[ 10 ]、V iktorovsky, et

al1[ 11 ]和 Shed’ko, et al1[ 12 ]分别对东亚地区与远东地区 (乌

苏里江流域 )细鳞鱼的染色体数目和核型均有报道 ,因此本

研究在染色体多态性方面只对牡丹江和鸭绿江流域的细鳞

鱼进行研究。在实验前一周分别将两个不同流域的细鳞鱼

各 10尾暂养于室内控温、充气水族箱中 ,水温为 16—18 ℃。

按 10μg/g鱼体重胸腔注射 PHA ( FBS溶解 ) , 16—18h后按

1—2μg/g鱼体重注射秋水仙素溶液 , 2—4h后剪鳃放血 ,取

出头肾 ,置于盛 01 75 %生理盐水的平皿中 ,用研钵将肾组织

磨碎 ,使其中的细胞游离出来 ,然后将细胞悬浮液吸入 10 mL

离心管中 ,以 1000 r/m in离心 6m in,弃掉上清液 ,加低渗液

(015% KCl) 处理 40m in。细胞悬液然后用卡诺氏固定液

(甲醇∶冰醋酸 = 3∶1,体积比 ) 固定 3次 ,每次 15m in,用预先

处理好的冰冷玻片滴片 ,酒精灯烤干 ,用 4% Giem sa染色液

染色 20m in,自来水冲洗 ,晾干 ,观察。在显微镜下选择分散
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度好、形态清晰、数目完整的中期分裂相 ,统计每个分裂相的

染色体数目 ,确定染色体数目。选择 6个数目完整、分散良

好和形态清晰的分裂相拍照 (物镜倍数为 100 ×) ,按照

Levan, et al1[ 13 ]的标准测量染色体的有关参数 ,做出染色体

核型图。

DNA绝对含量测定 :三个流域的细鳞鱼分别采 30尾 ,取

鱼尾鳍浸于 75%酒精中固定。小公鸡 (Gallus sp1)血液红细

胞作为内参对照 ,鸡翅膀下采集血液 10 mL,肝素钠抗凝。采

用机械研磨法获取鱼尾鳍破碎组织 ,将其浸泡于 PBS

(pH712)缓冲液中 ,之后 DAP I荧光染色 ,震荡器中震荡 ,用

15—30μm的滤网筛选出较为纯的体细胞悬液 115—210

mL。在上 Coulter流式细胞仪检测 (USA BECKMAN )时 ,每

检测 10尾鱼 ,即用鸡血标定一次。鸡血细胞是国际公认的

　　　　　

对照标准 [ 14 ] ,其绝对含量按 2130 pg/N计算。

113　数据统计　DNA含量数据通过统计软件 SPSS1210进

行分析 ,主要采用单因素 (ANOVA )以及 Duncans多重比较

法进行数据分析。

2　结　果
211　细鳞鱼染色体数目与核型

根据 Levan, et a l1[ 11 ]的分类标准 ,对牡丹江和鸭绿江流

域的细鳞鱼细胞中期分裂相进行放大测定 ,分别计数了 80

个和 100个中期分裂相的染色体数目 ,两个流域细鳞鱼的

体细胞染色体均为二倍数 , 2n = 90,牡丹江细鳞鱼的染色体

臂数 (NF)为 120,核型 (图 1)公式 : 16m + 14 sm + 60 st1 t;鸭

绿江的细鳞鱼 NF为 1 1 0 ,核型公式 (图 2) : 14m + 6 sm +

70 st1 t。
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212　D NA含量分析

三个流域的细鳞鱼体细胞核 DNA含量检测结果 (图 3—

6)。从图 3中可以看出乌苏里江细鳞鱼 DNA含量的消光值

分布宽度最大 ,鸭绿江的次之 ,牡丹江的最为集中。牡丹江、

乌苏里江和鸭绿江流域细鳞鱼的细胞核 DNA绝对含量分别

为 (5124 ±0130)、(5104 ±0146)和 (4186 ±0142) pg/N,牡丹

江细鳞鱼与乌苏里江细鳞鱼差异不显著 ( P > 0105) ,牡丹江

与鸭绿江细鳞鱼存在显著性差异 ( P < 0105) ,乌苏里江与鸭

绿江之间存在显著性差异 ( P < 0105)。

3　讨　论
311　不同流域细鳞鱼染色体多态性比较

通过对牡丹江、乌苏里江和鸭绿江流域的细鳞鱼染色

体核型进行比较发现 , 细鳞鱼属于二倍体鱼类 , 其染色体
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数目及其核型构成表现为遗传多态性。本研究检测牡丹江

和鸭绿江流域细鳞鱼染色体数为 2n = 90, 而 Shed’ko, et

a l1[ 12 ]对远东地区不同吻部特征 (尖吻和钝吻 ) 的细鳞鱼

染色体研究的结果为 , 2n = 90—92, 这种差别可能与染色

体罗伯逊易位有关。因为 Philip s and Ráb[ 15 ]的最新研究认

为 , 具有亲缘关系的分类群通常是由一种或若干种罗伯逊

融合或裂变来区分。例如 , 欧洲哲罗鱼 (2n = 82) 与西伯

利亚哲罗鱼 (2n = 82—84) [ 16 ] , 红点鲑的种 (2n = 84) [ 17 ]

与各种西伯利亚种 (2n = 76—80) [ 18 ]。因此 , 说明广泛分

布的细鳞鱼种群的染色体数表现为多态性存在合理性 , 虽

然目前在遗传学方面还不能区分出具体的分类群 , 但通过

比较可以确定乌苏里江细鳞鱼的染色体数具有更大的多态

性。V iktorovsky, et al1[ 11 ]和 Shed’ko, et a l1[ 12 ]报道乌苏里

江流域细鳞鱼的 NF为 106—124, m s + m为 26—32, st + t

为 60—64, 这与本研究中牡丹江流域的细鳞鱼的核型构成

相一致 , 但与鸭绿江流域的细鳞鱼核型构成有较大差异。

相对其他两个流域比较 , 鸭绿江流域细鳞鱼的 m s +m数目

最少。对于同种鱼类而言 , 染色体核型呈多态性应属正常

现象。余先觉 [ 19 ]认为 , 大部分鱼类的染色体核型确实存在

差异。在 《中国淡水鱼类染色体》一书中曾对中国淡水鱼

类的染色体核型进行初步统计 , 仅在染色体核型上存在差

异的种类就有 47种 , 占所统计鱼类的 2716%。可见 , 鱼

类染色体的多态现象较为普遍。昝端光 [ 19 ]认为鱼类长期

地理隔离是染色体核型差异的主要原因。因此 , 本研究认

为处于三个不同流域的细鳞鱼出现的染色体多态性 , 可能

与不同的栖息环境有关 , 从而也可能延伸出这样一种假

设 , 即牡丹江、乌苏里江和鸭绿江流域的细鳞鱼具有相同

的遗传背景 , 其祖先都来自于乌苏里江流域。 Philip s, et

a l1[ 15 ]在对鲑科鱼类的染色体进化研究表明 , 鱼类染色体

多态性与其栖息的环境确实有极大关系。根据 Hartley[ 20 ]

的鱼类染色体核型分类理论 , 本研究认定三个流域的细鳞

鱼染色体核型均属 A型 , 即染色体数接近 80, NF为 100

左右 , 这与 O sinov[ 21 ]的研究结果一致。 Philip s, et a l1[ 15 ]

认为 , A型核型鱼类与较多变的栖息环境相关 , 即在不同

栖息地广范分布的鱼类均具有 A型染色体组型。而细鳞鱼

能够适应不同流域的栖息环境正是因为其具有 A型染色体

组型 , 所以染色体呈多态性表现。Qum siyeh[ 22 ]认为 , 在

同种鱼类进化过程中 , 其染色体数或 NF数增加 , 可导致

变异增加 , 这对适应变化的环境非常重要。牡丹江和鸭绿

江流域的细鳞鱼染色体数和 NF均较乌苏里江流域的少 ,

说明乌苏里江流域的细鳞鱼遗传变异更大 , 这与该流域细

鳞鱼的染色体数和核型变化范围大也是相一致的。乌苏里

江流域细鳞鱼种群具有较为复杂的构成 , 该流域栖息着不

同吻部特征 (尖吻和顿吻 ) 的细鳞鱼及其杂交种 [ 4 ] , 由

于鱼类基因组的可塑性较强 , 加之交配后隔离机制的相对

不完善 , 使杂交渐渗 ( Introgressive hybridization) 可能成

为该流域细鳞鱼新物种起源及遗传多样性来源不可忽视的

途径 [ 23 ] , 所以造成了该流域细鳞鱼的染色体核型差异

较大。

312　不同流域细鳞鱼 D NA含量的比较

通过细胞核 DNA含量的检测分析来确定鱼类倍性是目

前国内外通用方法 , 所用仪器有显微分光光度计和流式细

胞仪两种 [ 24 ]。本研究采用流式细胞仪 , 以鸡红细胞作对

照 , 计算测得细鳞鱼细胞 DNA绝对含量。牡丹江、乌苏里

江和鸭绿江细鳞鱼的 DNA含量分别为 ( 5124 ±0130 )、

(5104 ±0146) 和 ( 4186 ±0142) pg/N, 在拟合细胞消光

值结果的箱式图中可以发现 (图 3) , 乌苏里江流域细鳞鱼

的 DNA含量的分布宽度最大 , 这与其种群构成和染色体变

异是相关的。因为染色体是遗传物质 DNA的载体 , 凡是导

致染色体遗传变异的因素均可影响细胞核 DNA含量的变

化 [ 25 ]。我们之前曾假设牡丹江和鸭绿江流域细鳞鱼的祖先

可能是来自于乌苏里江 , 其染色体由于罗伯逊易位产生遗

传变异 , 因此 , 三个流域的细鳞鱼 DNA含量存在大小差别

也是应该的。将细鳞鱼的 DNA含量与 58种淡水鱼类的

DNA含量比较分析可以发现 [ 25 ] , 鲤科绝大多数鱼类 (鲌、

鲴和鲢等 , DNA含量都在 112—511 pg) , 雅罗鱼等亚科

(211—317 pg) 的多数种类都具有较低的 DNA含量 , 裂腹

鱼、鲤及鲃等亚科多具有较高的 DNA含量 ( 213—1913

pg)。细鳞鱼属于淡水鱼类 , 其 DNA含量界于鲤科与裂腹

鱼亚科的 DNA含量之间 , 从物种演化上分析 , 细鳞鱼应该

有罗伯逊易位和多倍体化的进化特征。将三个流域细鳞

DNA绝对含量数据构建成正态分布的柱状图 (图 4—6) 可

以发现 , 其各个流域的细鳞鱼 DNA含量变化范围都很大 ,

这可能是由于个别细胞核内 DNA降解造成的 , 但峰值还是

较为明显。比较图 4和图 5可以看出 , DNA含量变化趋势

基本一致 , 这可能是因为牡丹江和乌苏里江流域的细鳞鱼

具有相同的遗传背景或基因组结构。而鸭绿江流域的 DNA

含量偏小 , 原因不明 , 还有待于以后进一步研究。
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