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四種水產動物 ( 泥轍、斑馬魚、牡蠣及文蛤 ) 核型之探討

摘要

本丈旨在探討泥轍 Misgurus anguilicaudatus 、斑馬魚 Brachydanio rerio .牡蠣 Crassostr 臼

gigas 與文蛤 Meretrix fusoria 核型的製作與分析。試驗係以胚體為材料 ,
取其細胞分裂旺

盛
,
容易取得分裂中期 Metaphase 細胞的優點。研究結果發現

,
泥轍的染色體數 2n=48

'
包含三對 Metacentric 八對 Submetacentric

'
一對 Subtelocentric

'
其餘十三對是

Telocentric 0斑馬魚的染色體數也是 2n=48
'
包含三對 Metacentric

'
十七對 Submetacentric

與四對 Subtelocentri 亡。至於牡蠣其染色體數目 2n=20
'
包括十對 Metacentric 。而丈蛤染

色體數 2n=50
'
分別為十對 Metacentric

'
十四對 Submetacentric 與一對的 Subtelocentri 亡

者。

關鐘詞 : 核型
,
染色體

,
泥轍

,
斑馬魚

,
牡蠣

'
丈蛤

染色體製作是檢驗生物染色體數量及特性變異的簡

便方法。藉著適當的秋水仙素Colchicine 或秋水仙胺

Colcemid 處理以及 Giem 日染劑染色 , 可以獲得細胞

分裂中期 (Metaphase) 的短棒狀染色二分體
, 再依其

大小、形狀 , 可排列出各生物種特有的核型

(Karyotype) 。

Giemsa 染劑染色配合染色體之特殊處理 ( 如

Trypsin 處理 ) 可使染色體呈現寬窄深淺有別的染色

條紋
,
各代表不同的染色體分段

, 載有不同基因。檢

驗比較染色體核型及 Giemsa 染色條紋
,
即可初步診

斷大片段的染色體的構造變異 o 該種檢驗技術在遺傳

學及醫學界早已行之有年 , 對篩檢新生見以早期發現

遺傳性疾病
,
貢獻卓著

(1,2) 。水產研究方面 , 染色體

製作以往主要應用在分類 , 如魚類之種別鑑定上 (3-

8) , 或貝類之種別性 (9-11) , 或甲殼類者
(12,13) , 或在雌

雄鑑別上 (14,15) , 以及在多倍體檢定上 (16-19) 。前者主

要在比較各生物問核型的差異 ; 後者則以計算染色體

數目為主。本試驗是利用實驗室經常使用之試驗魚

種
,
如泥轍 Misgurus anguificaudatus 、斑馬魚

Brachydania rerj, 。以及本省主要之二種經濟貝類牡

蠣 Crassastr 臼 gigas 、文蛤 Meretrix fusaria 進行染色
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體製作
, 計算其二倍體之染色體數目及分析其核型 ,

期建立未來本省常見魚貝介類之染色體製作與核型

分析之基礎。

材料與方法

可以用來製作魚貝介類染色體的組織很多
(20) , 但

仍以分裂旺盛的細胞群如餌、腎、胚、腸及孵化不久

的稚魚為佳。由於泥轍、斑馬魚、牡蠣及丈蛤皆容易

藉人工繁殖取得胚體 , 因此 , 本試驗均以其胚體作為

材料。

一、沼餅

將雄泥轍及雌泥轍分別注射大頭鰱腦下垂體
, 於八

~ 十三小時後
, 進行擠卵 ; 另外

, 解剖並取出雄泥撒

的精巢於淡水魚生理食鹽水中研磨後與卵充分混合

受精。約受精後二十小時 , 當受精卵發育至胚體初具

魚形時
, 即將受精卵置於淡水魚生理食鹽水中

,
在解

剖顯微鏡下除去卵膜
, 將胚體取出置於 0.02% 之秋

水仙素溶液中六小時
, {吏細胞停留在分裂中期。然

後
, 將胚體除去卵黃

, 以 0.075 M 之 KCI 低張溶液
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浸泡四十分鐘 , 再取出胚體以固定液 (Carnoy

solution' 甲醇 : 冰醋酸 =3 : 1) 固定一小時 o 其中

每十分鐘更換一次固定液 , 至少換二次。浸泡在

固定液中的組織
,
可在低溫下長期保存

,
或於固

定後將胚體夾出置於備好之載玻片上 ,
待固定

液稍乾
,
加 50 % 醋酸溶液

, 並注意隨時添加勿

使其乾燥。以解剖刀剃碎魚、體至肉眼看不見之細

胞懸浮液。另外, 以載玻片加熱器 (Slide warmer) 加

熱載玻片 (30 � 50 � C) , 用滴管吸取細胞懸浮液
,
由

高處滴下在加熱的載玻片上
,
讓其自行乾燥

,
自然

形成細胞環。待烘乾後 , 以 5 % Giem 日染劑染

色四十分鐘後取出 , 用水稍加沖洗 , 置於室溫

F 自然風乾後 , 即可置於光學顯微鏡下鏡檢。核型分

析是參用 Levan et al.(21) 的方法
,
將鏡檢中有絲

分裂中期的染色體
,
進行照像及測量其長短臂

的臂比。經由大小配對排列和分析而得
,
其分類

定義如 Table 1 所示。

二、虛烏漁

斑馬魚之人工繁殖可將雌魚與雄魚、分開飼育 , 待雌

魚腹部明顯膨大時 , 即可與雄魚放在一起 , 使其自然

排卵受精 o 收集受精卵後之處理流程與分析皆與上述

之泥轍相同 o

三、在頭膏、 J 乏對正?

自雌、雄牡蠣個體分別吸取卵、精 ,
在海水中直接

進行受精、洗卵。而文蛤之人工繁殖則採乾出法 ,
將

丈蛤拿出水面一段時間後 , 再浸泡回水中
,
即可誘發

其排卵、排精 , 將之適量混合受精。兩者皆在取得受

精卵後
, 待其發育至擔輪子期 (Trochophore)

,
即將

其置於海水無脊椎生理食鹽水配製之 0.02% 秋水仙

素溶液中四十分鐘
,
再以 25% 海水進行低張處理二

十五分鐘 , 即可以固定液進行細胞的固定及染色體的

製作
, 其後續處理流程與分析皆與泥轍、斑馬魚相

同。

結果

一、紹海牙

以泥轍胚體所得之染色體 , 經由觀察一百一十二個

分裂中期的胚體細胞
, 得其染色體數 2n=48 (二十四

對 ) (Fig. 1) 。並由其染色體測定 , 得其核型包含三對

Metacentric
' 八對 Submetacentric ; 一對

Subtelocentric ; 其餘十三對是 Telocentric 型染色

體。其核型如 Table 2 及 Figs. 2 & 3 所示。

二、度反有

以斑馬魚胚體所得之染色體 , 經由觀察七十一個達

染色體分裂中期的胚體細胞 , 得其染色體數 2n=48
(二十四對 ) (Fig. 1) 0 並由其染色體測定 , 得其核型包

含三對 Metacentric ' 十七對 Submetacentric .四對

Subtelocentric 型染色體。其核型如 Table 3 及 Figs. 4

&5 所示 o

Table 1. The classification of chromosome.

Type

Telocentric (T) = Acrocentric

Subtelocentric = Subterminal (ST)

Submetacentric (SM)

Metacentric (M)

Long arm: Short arm

7.0 �-"�

3.0 - 7.0

1.7-3.0

1.0 -1.7
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Table 2. Mean length and arm ratio of metaphase chromosomes in the cells from larvae of loach

九1isgurus anguilicaudatus.

Single Length( /L m)

spa(:e Mean S.D.

4.56 0.61

2 3.74 0.46

3 3.31 0.47

4 3.10 0.43

5 0.322.95

6 2.94 0.62

7 2.76 0.39

8 2.65 0.56

9 2.65 0.38
門
U1 0.512.56

11 2.52 0.41

12 2.42 0.44

13 2.35 0.39

14 2.31 0.47

15 0.342.22

16 0.322.17

17 2.10 0.34

18 2.00 0.33

19 2.00 0.48

20 1.95 0.34

21 1.88 0.32

22 0.291.81

23 1.74 0.26

24 0.221.44

三、 tt 輝

以牡蠣胚體所得之染色體 , 經由觀察一百六十一個

達染色體分裂中期的胚體細胞
, 得其染色體數 2n=20

(十對 ) (Fig. 1) 0 並由其染色體測定
, 得其核型包含十

對 Metacentric 型染色體。其核型如 Table 4 及 Figs. 6

&7 所示。

Arm ratio Type

Mean S.D.

1.24 M0.16

2.35 5M0.35

1.84 0.74 SM

1.99 5M0.77

1.33 0.22 M

T

1.97 S 心t0.91

T

1.75 0.97 5M

2.45 0.60 5M

2.69 S 心40.81

T

T

2.12 5M0.68

T

T

T

T

3.27 1.52 5T

T

T

T

T

T

E 、艾是f

以文蛤胚體所得之染色體
, 經由觀察五十八個達染

色體分裂中期的胚體細胞
, 得其染色體數 2n=50 (二

十五對 ) (Fig. 1) 並由其染色體測定 , 得其核型包含十

對 Metacentric '
十四對 Submetacentric ; 與一對

5ubtelocentric 型染色體。其核型如 Table 5 及 Figs. 8

&9 所示。
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Mitotic metaphase chromosomes of loach Misgurus anguilicaudatus larvae.Fig. 2.
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The diploid karyotype of loach Misgurus anguilicaudatus (Scale: 5 μ m).
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Table 3. Mean length and arm ratio of metaphase chromosomes in the cells from larvae of

zebra fish Brachydania reria.

Chromosome Length (It m)

pair 九1ean S.D.

4.44 0.75

2 4.25 0.65

3 0.744.21

4 3.78 0.44

5 3.77 0.50

6 3.62 0.55

7 3.62 0.63

8 3.61 0.64

9 3.60 0.71

nu1 0.493.45

11 0.383.29

12 3.30 0.45

13 3.18 0.31

14 3.22 0.43

15 0.453.12

16 0.423.11

17 0.422.97

18 2.95 0.55

19 2.73 0.39

20 2.71 0.38

21 2.71 0.39

22 2.56 0.36

23 2.55 0.43

24 2.44 0.36

討論

近年來
, 水產生物遺傳工程的發展非常快速

, 不論

在細胞融合、基因轉殖及基因序列的探討等各方面都

有長足的進展。而其中各種生物染色體核型的製作與

分析
, 可說是探討遺傳奧秘最基礎的研究。瞭解了一

種生物染色體的套數與配對的情形
, 對該生物遺傳物

Arm ratio Type

Mean S.D.

2.22 0.18 5M

1.68 M0.19

3.24 5T0.19

2.98 5M0.16

2.32 0.21 5M

3.89 0.45 5T

1.75 0.05 5M

1.40 0.27 M

2.51 0.48 5M

2.15 5M0.28

1.88 0.10 5M

2.46 0.24 5M

1.74 0.33 5M

3.19 5T0.08

2.28 0.20 5M

2.52 0.34 5M

2.89 5M1.07

1.83 0.33 5M

2.50 5M0.18

2.41 0.12 5M

1.52 0.27 M

3.01 0.22 5T

1.98 0.30 5M

2.02 0.22 S 心4

質的研究很有幫助 o

由 Table 6 可以看出泥轍、斑馬魚、牡蠣、文蛤這

四種不同的生物
, 其染色體除數目不同外

, 不同染色

體臂比種類所估的比例也不盡相同 O 同時 , 由此所發

育出的個體也大不相同
, 各具種別性。這佐證了控制

生物形態、發育與生理的遺傳物質是存在細胞核中的

染色體上。
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晶晶

Mitotic metaphase chromosomes of zebra fish Brachydania reria larvae.
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The diploid karyotype of zebra fish Brachydania reria (Scale: 5 μ m).
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Table 4. Mean length and arm ratio of metaphase chromosomes in the cells from

trochophore of oyster Crassostrea gigas.

Chromosome Length( jL m)

pair Mean

4.49

2 3.90

3 3.88

4 3.78

5 3.62

6 3.49

7 3.35

8 3.23

9 3.06

10 2.76

Arm ratio

S.D. Mean S.D.

0.15

0.27

0.54

0.17

0.25

0.34

0.17

0.31

0.16

0.22

Fig. 6. Mitotic metaphase chromosomes of oyster Crassostrea gigas trochophore larvae

0.71 1.30

0.39 1.46

0.37 1.41

0.42 1.27

0.35 1.43

0.33 1.45

0.34 1.29

0.32 1.39

0.30 1.37

0.31 1.36

Type

M

M

M

M

M

M

M

M

M

M
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2

?
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在 車

車 109

Fig. 7. The diploid karyotype of oyster Crassostrea gigas (Scale: 5 μ
m)

在染色體的製作上
, 魚類的細胞比哺乳類為小 7 而

且染色體的形體小、數目多
, 研究上之困難因而增

多。在製作過程中 , 低張溶液處理得宜與否
,
影響染

色體展開情形至鉅。另外
, 固定時經多次處理且一再

更新固定液與單一次處理之比較結果發現
, 雖累計時

間一樣 , 前者顯然較佳 , 而且每次以使用新鮮配製之

固定液為宜。醋酸溶液有助細胞的分離及染色體的收

縮
, 但濃度過高則會使染色體收縮過度而變形

(22) ,
有

礙形狀觀察。

通常染色體製作出來後
, 有些略嫌擁擠 , 有些收縮

過度 , 有些流散太閱
, 有些則二、三組作部份重疊 ,

未盡人意者不少 , 所以判定一生物種的染色體數量及

核型時
, 必須製作甚多樣本方可確認。本實驗中即對

供試之四種魚貝
, 在顯微鏡觀察下分別檢視了一百一

十二、七十一、一百六十一及五十八個適當展開染色

體的胚體細胞後
, 才給予確認。

水產生物染色體的製作
, 除以闊、胚、腎、腸、稚

魚等活體為材料外
, 具再生能力之低等水產生物亦可

利用其再生組織作為供試材料。此外
, 更可利用體外

細胞培養的方式來獲得大量分裂旺盛的細胞
(20, 泣 ,23)

其效果頗佳
, 值得嘗試。原本以胚體、稚魚作為材料

時 , 都會造成個體的死亡
, 倘若改採體外細胞培養 ,

因只取個體的部份組織 (如賭 ) , 個體則尚可繼續生存

下去
, 不致造成某些試驗的中斷

, 這是以體外細胞培

養為材料的特點之一。

本試驗試依染色體形狀與長度的差異排列出染色體

的核型
, 並計算染色體平均長度與臂比。但因某些染

色體的形狀、長度非常相似
, 在比較上頗為困難

,
所

以
, 排列出之核型仍有待進一步以更進階之處理方式

所獲得染色體明暗帶 (Band) 的分析結果來確定。
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Table 5. Mean length and arm ratio of metaphase chromosomes in the cells from
trochophore of hard clam Meretrix fusaria.

Chromosome Length (Jl m)

pair 九1ean S.D.

3.58 1.12

2 3.46 0.98

3 3.28 nunu1

4 3.23 0.92

5 3.10 0.85

6 3.08 0.91

7 2.94 nu几U1

8 2.93 0.94

9 2.93 0.89

10 2.88 0.84

11 2.87 0.88

12 2.78 0.83

13 2.74 0.84

14 2.67 0.83

15 2.67 -oonu

16 2.61 0.77

17 2.59 0.84

18 2.53 0.79

19 2.50 0.79

20 2.47 0.73

21 2.39 0.75

22 0.702.38

23 2.25 0.62

24 0.572.19

25 0.552.03

關於染色體的平均長度
, 由於染色體的長度受到藥品

( 主要是秋水仙素 ) 的影響很大
, 處理時間愈久

,
長

度愈短
, 而且細胞開始分裂的時間不一 , 所以受

到秋水仙素影響的時間也不一樣。因此, 不同的細胞

產生出長度差異很大的染色體。另外 , 也可能受到藥

Arm ratio Type

Mean S.D.

1.23 0.15 M

1.40 0.20 M

2.28 0.56 SM

1.47 0.40 M

3.97 0.81 5T

1.19 0.19 M

2.57 0.49 SM

1.53 0.25 M

2.05 0.24 SM

2.23 5M0.46

2.89 0.49 5M

1.20 0.17 M

2.43 0.32 5M

2.84 0.48 5M

1.77 0.37 5M

1.27 0.20 M

2.09 0.28 SM

2.37 0.25 SM

1.89 0.21 5 九4

1.31 0.18 M

1.84 0.12 5 扣t

2.31 0.24 5M

1.67 0.41 M

1.91 0.28 5M

1.62 0.26 M

品濃度影響
(24)
或是因來自不同組織所產生的差

異
(10) , 顯示出來的染色體長度變異非常大

,
因此

,

本文中之數據僅係提供基本參考資料。總之
, 今後若

能加上明暗帶之分析資料加以佐証
, 必能獲得更正

確的核型。
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r

Fig. 8. Mitotic metaphase chromosomes of hard clam Meretrix fusaria trochophore larvae.

4 5 結 7 8

一直

It)

1 拉 20 21 22 之 3 24 25

Fig. 9. The diploid karyotype of hard clam Meretrix fusaria (S 日 Ie: 5 μ m)
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Table 6. Karyotypes in four species of aquatic organisms in this study.

Species N

Misgurus anguilicaudatus 24

Brachydanio rerio 24

Crassostrea gigas nu1

Meretrix lusoria 25
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Karyotypes of Four Species of Aquaculture Animals, Loach Misgurus
anguilicaudatus, Zebra Fish Brachydanio rerio, Oyster Crassostrea gigas and

Hard Clam Meretrix /usoria

Abstract

The karyotypes of loach Misgurus anguilicaudatus, zebra fish Brachydania reria, oyster Crassastrea gigas and

hard clam Meretrix fusaria were obtained using embryo chopping method.

The diploid chromosome numbers of each species are as follows, (a) loach: 48, including 2 pairs of

metacentric, 8 pairs of sub-metacentric, 1 pair of subtelocentric, and the other 13 pairs are telocentric

chromosomes; (b) zebra fish: 48, including 3 pairs of metacentric, 17 pairs of submetacentric, 4 pairs of

subtelocentric ones; (c) oyster: 20, including 10 pairs of metacentric ones; (d) hard clam: 50, including 10 pairs

of metacentric, 14 pairs of submetacentric and 1 pair of subtelocentric ones.

Keywords: Karyotype, Chromosome, Loach, Zebra fish, Oyster, Hard clam
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