
 

 Marine Sciences / Vol. 45, No. 2 / 2021 91 

单环刺螠染色体核型分析 
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摘要: 染色体是细胞遗传学的研究基础, 为了补充螠虫动物的核型资料, 为单环刺螠(Urechis unicintus)

的遗传育种和进化分类研究提供基础, 以单环刺螠胚胎、幼体及成体体腔细胞、呼吸肠等为材料, 经

植物血球凝集素(PHA)和秋水仙素处理后, 采用低渗和滴片常规方法制备染色体标本, 对单环刺螠染

色体数目和核型进行了研究。结果表明: 单环刺螠成体经 0.4 g/L秋水仙素浸泡 12 h后, 取体腔细胞, 经

0.075 mol/L KCl 低渗 45 min, 采用热滴片法制片效果最佳。单环刺螠染色体数目为 2N=146, 核型公式

为 2N=58M+26SM+20ST+42T, 染色体臂数 NF=250, 未发现异形性染色体和随体。 
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染色体作为遗传物质的载体和细胞功能的组织

者, 是生物生长发育、遗传和变异的物质基础, 因此

染色体及核型研究是遗传学的重要基础[1]。目前, 关

于鱼类[2]、甲壳类[3]和贝类[4]等水生动物的染色体研究

已有较多报道。单环刺螠 (Urechis unicintus)隶属螠虫

动物门螠纲无管螠目刺螠科, 俗称海肠, 为我国沿海

分布的唯一无管螠目物种[5]。其肉味鲜美, 富含人体

必需氨基酸、不饱和脂肪酸和具有药用价值的提取物, 

被称为裸体海参, 并能对改善海洋环境污染起到积极

作用, 具有较大的开发利用前景[6-7]。近年来由于过度

捕捞, 单环刺螠天然资源量日益减少, 亟待开展人工

繁育工作。染色体研究是遗传育种工作的基础, 但目

前我国对单环刺螠的研究主要集中在形态特征[5]、生

态环境[8]、繁殖发育[9]与增养殖技术[10]等方面, 关于

单环刺螠的遗传学基础研究相对薄弱, 仅见不同地理

种群遗传多样性分析和微卫星标记开发[11-12], 迄今尚

未见有关单环刺螠染色体的文献报道。本研究探索了

单环刺螠染色体制备方法, 并进行了核型分析, 以期

为相关细胞遗传学和育种研究提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验用单环刺螠体长 (10.1±3.2) cm、体质量

(15.4±3.5) g, 于 2019 年 4 月购自江苏省连云港市海

宁路水产品市场, 胚胎和幼体由本课题组人工繁育

所得。取成熟精卵进行人工授精, 受精卵洗卵后转

入水族缸中, 水温 15~16 , ℃ 盐度 25, 自然光照, 连

续充气, 孵化后日投喂 2 次金藻(Isochrysis galba-
na)。胚胎和幼体取样时间分别为受精约 18 h(膜内

担轮幼虫)、孵化后 2 d(担轮幼虫)和孵化后 12 d(体

节幼虫)。 
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1.2  方法 

1.2.1  成体组织制片 

前处理 : 将单环刺螠成体随机分两组 , 一组按

10 μg/g 体质量向体腔一次性注射植物血球凝集素

(phytohaemagglutinin, PHA), 12 h 后用秋水仙素处

理。另一组不注射 PHA, 直接用秋水仙素处理。秋

水仙素处理分别采用浸泡法和注射法进行对比, 浓

度为 0.4 和 0.6 g/L, 处理时间设置为 6、8、10、12

和 14 h, 以筛选出秋水仙素处理的适宜方法。各组处

理温度均为 20℃。解剖取呼吸肠和体腔液, 呼吸肠

剪碎, 200 目筛绢过滤至离心管中; 体腔液于 4℃以

1 000 r/min 离心 5 min, 收集沉淀细胞。 

低渗: 低渗液用 0.075 mol/L KCl 溶液, 低渗时

间分别为 30、45、60 和 75 min。 

固定: 将含有材料的低渗液于 4℃以 1 000 r/min 

离心 5 min, 弃上清。加入 5 mL 预冷的卡诺氏固定液

(甲醇: 冰醋酸=3: 1), 轻轻吹打混匀, 4℃固定 15 min

后, 4℃以 1 000 r/min 离心 5 min, 弃上清。更换新固

定液 3 次, 使固定总时间达 1 h。 

解离: 向沉淀中加入 2 mL 预冷 50%冰乙酸, 吹

打混匀, 解离 5 min。 

滴片 : 分别采用热滴片法和冷滴片法 , 将细胞

悬液滴在载玻片上, 滴片高度 1~2 m, 自然风干。 

染色: 用 10%Giemsa 染液染色 20~30 min, 用蒸

馏水冲洗并晾干。 

1.2.2  胚胎和幼体制片 

分别取胚胎(膜内担轮幼虫)和幼体(担轮幼虫或

体节幼虫)于含 0.4 g/L 秋水仙素的海水中培养 12 h, 

于 4℃以 1 000 r/min 离心 5 min, 弃上清, 取沉淀。

低渗、固定、解离等其他步骤同成体材料。 

1.3  染色体计数及核型分析 

染色体标本用尼康(ECLIPSE 90i)光学显微镜观察, 

拍照。选取 100 个分散良好的染色体分裂相, 统计染色

体数目, 根据频率分布确定染色体数目。选取 10 个数

目完整、形态清晰的中期分裂相, 采用 Adobe Pho-

toshop CC 2018 图像处理软件测量染色体长度, 并根

据 Levan 等[13]的分类标准计算单环刺螠染色体的相对

长度以及臂比等基本参数, 进行染色体配对和分类。 

2  结果 

2.1  单环刺 染色体制片材料和方法的比较 

对分别以胚胎、幼体以及成体体腔细胞和呼吸

肠为材料进行染色体的制片效果进行比较, 结果表

明: 以成体体腔细胞、胚胎和幼体为材料均能观察到

中期分裂相, 以呼吸肠为材料获得分裂相极少。以成

体体腔细胞和幼体为材料得到的分裂相分别为(5.92± 

1.03)%和(5.67±0.64)%, 两者差异不显著(P>0.05)。以

胚胎为材料得到的有丝分裂相虽然较多, 但制片杂

质很多严重影响观察。 

秋水仙素处理以浓度 0.4 g/L、浸泡 12 h 得到的

分裂相较清晰, PHA 对增加分裂相无显著影响。采用

0.075 mol/L KCl处理 45 min低渗的染色体分散度较

好, 热滴片法制片效果优于冷滴片法。 

2.2  单环刺 染色体的形态 

采用单环刺螠体腔细胞制备染色体标本 , 经

Giemsa 染色后, 显微镜下呈现清晰的血细胞有丝分裂

中期的分裂相, 多数染色体呈 X 型, 为中部或亚中部

着丝粒染色体(图 1a)。体腔中精母细胞分裂相可见处

于减数分裂细线期的染色体, 呈长丝状相互连接或缠

绕(图 1b), 联会后的二价体则呈短棒状(图 1c)。 

 

图 1  单环刺螠体腔细胞分裂相(Giemsa 染色) 

Fig. 1  Division phase of chromosomes of coelomocytes in Urechis unicinctus (Giemsa staining) 

注: 子图 a: 血细胞分裂中期染色体; b: 精母细胞减数分裂细线期; c: 精母细胞二价体 
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2.3  单环刺 染色体数目 
选取单环刺螠染色体分裂相共 100 个, 其中 65 个

为体腔血细胞有丝分裂中期, 35 个为精母细胞减数

分裂二价体。对染色体数目及出现的频率统计结果

见表 1。单环刺螠染色体众数为 146, 出现频率为

64.62%, 体腔精母细胞二价体众数为 73, 占减数分

裂细胞个数的 57.14%。结果显示, 单环刺螠二倍体

染色体数目为 2N=146。 

 
表 1  单环刺螠体腔细胞染色体和二价体数目出现频率 
Tab. 1  Frequency of chromosomes and bivalent number in Urechis unicinctus 

结果 
体腔血细胞染色体数目 体腔精母细胞二价体数目 

≤140 143 145 146 147 148 ≥149 总计 ≤70 71 72 73 74 75 ≥76 总计

出现频率/次 6 2 6 42 4 2 3 65 3 2 5 20 2 1 2 35

所占比例/% 9.23 3.08 9.23 64.62 6.15 3.08 4.61 100 8.57 5.71 14.29 57.14 5.71 2.86 5.72 100

 

2.4  单环刺 染色体核型分析 

根据 Levan 等[13]的染色体分类方法, 单环刺螠

染色体的核型数据统计结果见表 2。单环刺螠 73 对染

色体可分为 4组(图 2), 核型图中染色体按M(metacen-

tric chromosome, M)、SM(submetacentric chromosome, 

SM)、ST(acrocentric chromosome, ST)、T(telocentric 

chromosome, T)的顺序分类排列, 同一类型的染色体

按相对长度递减的顺序排列。M 组(1~29 对)共有 58

条染色体, 臂比值为 1.0~1.7, 着丝粒清晰可辨, 为

中部着丝粒染色体; SM 组(30~42 对)共有 26 条染色

体, 臂比值为 1.7~3.0, 为亚中部着丝粒染色体; ST

组(43~52对)共有 20条染色体, 臂比值为 3.0~7.0, 为

亚端部着丝粒染色体; T 组(53~73 对)共有 42 条染色

体, 臂比值>7.0, 为端部着丝粒染色体。单环刺螠核

型公式为 2N=58M+26SM+20ST+42T, 染色体臂数

NF=250, 未发现异形性染色体和随体。 

3  讨论 

3.1  单环刺 染色体制备 

选用适宜材料是制作动物染色体标本的关键。

鱼类染色体制片一般采用头肾 [2, 14], 甲壳类发育期

的精巢可以获得较多的中期分裂相 [15-16], 鳃和外套

膜是贝类染色体制片常用的材料[4, 17]。单环刺螠机

体结构简单 , 仅由体壁、消化道和肾管组成 , 其消

化道中有一段壁薄、弹性大 , 具有呼吸作用 , 称为

呼吸肠[5]。单环刺螠生殖腺体积微小, 通过肌束附着

于后肠壁和体壁上, 产生的生殖细胞放散于体腔中, 

进一步成熟后收集于肾管中[9, 18]。本研究尝试了用单

环刺螠的胚胎、幼体、成体的体腔细胞和呼吸肠等

材料进行染色体制片, 结果显示用呼吸肠难以获得

分裂相, 可能与其分裂指数不高有关。谭杰等[19]以刺 

表 2  单环刺螠染色体核型数据 
Tab. 2  Karyotype data on chromosomes in Urechis uni-

cinctus (n = 10) 

染色体编号 相对长度/% 臂比 染色体类型

1 2.17±0.31 1.12±0.15 M 

2 2.12±0.22 1.16±0.05 M 

3 2.05±0.19 1.19±0.05 M 

4 1.96±0.27 1.25±0.16 M 

5 1.85±0.42 1.14±0.04 M 

6 1.83±0.22 1.13±0.37 M 

7 1.75±0.18 1.19±0.15 M 

8 1.71±0.21 1.07±0.24 M 

9 1.69±0.25 1.06±0.08 M 

10 1.64±0.12 1.14±0.11 M 

11 1.62±0.26 1.09±0.17 M 

12 1.56±0.21 1.06±0.13 M 

13 1.53±0.34 1.15±0.07 M 

14 1.52±0.12 1.12±0.08 M 

15 1.51±0.09 1.09±0.05 M 

16 1.50±0.27 1.06±0.22 M 

17 1.47±0.13 1.21±0.08 M 

18 1.42±0.22 1.13±0.04 M 

19 1.39±0.27 1.05±0.25 M 

20 1.37±0.31 1.10±0.09 M 

21 1.36±0.35 1.10±0.17 M 

22 1.34±0.17 1.13±0.08 M 

23 1.34±0.07 1.04±0.17 M 

24 1.24±0.14 1.08±0.04 M 

25 1.16±0.08 1.06±0.15 M 

26 1.13±0.17 1.05±0.16 M 

27 1.09±0.23 1.13±0.23 M 

28 1.05±0.13 1.08±0.09 M 

29 1.03±0.11 1.37±0.16 M 

30 1.89±0.42 2.00±0.46 SM 
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续表 

染色体编号 相对长度/% 臂比 染色体类型

31 1.86±0.29 2.21±0.26 SM 

32 1.73±0.09 1.87±0.25 SM 

33 1.72±0.19 1.93±0.14 SM 

34 1.52±0.24 2.03±0.17 SM 

35 1.50±0.15 1.80±0.36 SM 

36 1.48±0.33 2.00±0.41 SM 

37 1.44±0.34 1.77±0.36 SM 

38 1.34±0.35 2.10±0.19 SM 

39 1.31±0.37 2.05±0.26 SM 

40 1.29±0.33 2.05±0.05 SM 

41 1.07±0.13 2.21±0.39 SM 

42 1.05±0.22 1.84±0.25 SM 

43 1.83±0.22 5.32±0.75 ST 

44 1.69±0.25 5.62±0.78 ST 

45 1.67±0.41 5.15±0.37 ST 

46 1.56±0.22 3.99±0.46 ST 

47 1.51±0.15 4.21±0.39 ST 

48 1.46±0.27 4.72±0.69 ST 

49 1.41±0.48 4.75±0.65 ST 

50 1.39±0.42 6.02±0.89 ST 

51 1.02±0.09 3.83±0.56 ST 

52 0.90±0.07 5.03±0.57 ST 

53 1.60±0.17 ∞ T 

54 1.42±0.13 ∞ T 

55 1.32±0.25 ∞ T 

56 1.31±0.37 ∞ T 

57 1.30±0.09 ∞ T 

58 1.25±0.28 ∞ T 

59 1.24±0.18 ∞ T 

60 1.13±0.11 ∞ T 

61 1.12±0.36 ∞ T 

62 1.09±0.20 ∞ T 

63 1.06±0.19 ∞ T 

64 0.96±0.22 ∞ T 

65 0.94±0.06 ∞ T 

66 0.88±0.13 ∞ T 

67 0.87±0.09 ∞ T 

68 0.84±0.15 ∞ T 

69 0.81±0.08 ∞ T 

70 0.77±0.32 ∞ T 

71 0.73±0.17 ∞ T 

72 0.62±0.23 ∞ T 

73 0.59±0.08 ∞ T 

 

图 2  单环刺螠染色体核型 

Fig. 2  Karyotype of Urechis unicinctus 

 
参(Apostichopus japonicus)原肠后期胚胎为材料获得

了效果良好的中期分裂相染色体, 但本研究以单环

刺螠后期胚胎为材料虽然有丝分裂相较多, 但由于

其为间黄卵 , 卵黄含量显著多于刺参的均黄卵 , 因

此制片杂质较多而影响观察效果。星虫类机体组成

与单环刺螠相近, 取其体腔液细胞制片染色体清晰

可见[20]。本研究以单环刺螠成体体腔细胞和幼体为

材料均能观察到中期分裂相, 但幼体材料受繁殖季

节的限制 , 获取幼体的人工繁育手段亦较繁琐 , 因

此单环刺螠染色体制片以采用成体体腔细胞更方

便。取单环刺螠生长期雄体的体腔液既可以得到体

腔血细胞的有丝分裂相, 又可以观察到体腔中精母

细胞的减数分裂。 

PHA 作为有丝分裂原可以促进细胞分裂, 常用

于鱼类染色体研究 [14], 在刺参 [19]、锯缘青蟹(Scylla 
serrata)[21]和贝类 [22]中也有良好效果。而本研究中

PHA 对于增加单环刺螠分裂相没有明显的促进作

用。秋水仙素能抑制微管聚合、纺锤体形成, 从而阻

止染色体分离 , 使细胞停滞于分裂中期 , 利于观察

染色体。用秋水仙素处理成体多采用注射法, 取材为

胚胎、幼体或离体组织时用浸泡法[23-24]。在本研究

中, 单环刺螠成体注射秋水仙素的制片效果不如浸

泡法, 可能与其体形细长、注射部位作用范围受局限
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有关。秋水仙素的使用剂量和处理时间是影响染色

体制片效果的重要因素[17]。以往文献中用秋水仙素

浸泡制片材料的浓度在 0.1 g/L~1 g/L 之间, 浸泡时

间为 40 min~24 h, 秋水仙素浓度与处理时间因所用

材料而不同。本实验筛选得出单环刺螠适宜的秋水

仙素处理浓度为 0.4 g/L、浸泡 12 h, 与裸体方格星

虫(Sipunculus nudus)一致[25]。当秋水仙素用量过大或

作用时间过长, 会导致染色体凝缩过度, 反之, 当秋

水仙素用量不足或者作用时间过短, 则会导致分裂

相少且染色体细长, 相互连接而影响观察。 

3.2  单环刺 染色体数目及核型分析 

螠虫动物全世界仅约 140 余种, 最初作为螠虫

纲, 与星虫类、沙蚕等同属环节动物门, 后来被单列

为螠虫动物门[26]。根据李石磊等[27]对线粒体基因比

较及系统发育分析得出, 螠虫类和星虫类、多毛类聚

为一进化分枝, 表明其亲缘关系接近。星虫动物染色体

数目 2N 介于 18~34, 多为 20 条[20]。中国沿海常见的可

口革囊星虫(Phasolosma esculenta) 核型公式为 2N= 

20=4M+10SM+6ST[28], 裸体方格星虫染色体数目多于

其他星虫(2N=34), 核型公式为 2N=26M+8SM[25]。目前

已知的多毛类染色体数目 2N 为 18~38 条, 如多齿围

沙蚕(Perinereis nuntia)核型为 2N=28=4M+10SM[29], 

Nephtys incisa 核型为 2N=38=4M+3SM+12ST[30]。本

研究中单环刺螠具有 146 条染色体(2N=58M+26SM+ 

20ST+42T), 明显多于星虫类和多毛类。李树深 [31]

认为在特定分类阶元中, 具有较多中部或亚中部着

丝粒染色体的是特化类群, 而具有较多端部着丝粒染

色体的为原始种群。本研究发现单环刺螠具有 58 条

中部着丝粒染色体和 26 条亚中部着丝粒染色体, 占

染色体总数的 57.53%, 表明其为特化种类。根据

Admed[32]提出 M 和 SM 染色体可使染色体组型稳定, 

而 T 和 ST 染色体比较多变的观点, 表明单环刺螠有

比较稳定的染色体组型。 

环节动物门蛭纲和寡毛纲动物的染色体数量 2N
介于 16~32[33-34]。在软体动物门中, 双壳类染色体数

量 2N 为 14~48 条, 其中约 40%具有 38 条染色体[35]; 

腹足类染色体数量 2N 为 14~72 条; 头足类染色体数

量 2N 相对较多, 如金乌贼(Sepia esculenta)[36]、长枪

乌贼 (Heterololigo bleekeri)和莱氏拟乌贼 (Sepioteu-
this lessoniana)[37]等都含有 92 条染色体。与软体动

物门其他类群相比, 头足类在形态结构上具有高度

进化的特征[38]。节肢动物门甲壳类染色体数目 2N 随

种类不同在 64~376 之间变化较大[39], 如锯缘青蟹 98

条 [21]、日本 114 条 [15]、克氏原螯虾 188 条 [16]。

Murofuchi[40]认为在节肢动物门十足类中, 染色体数

目多的类型较为进化。棘皮动物门是无脊椎动物中

最高等的一个类群 , 其染色体数目却相对较少 , 如

刺参染色体数目 2N 为 46 条[19]、马粪海胆(Hemi-
centrotus pulcherrimus) 为 42 条[41]。本研究结果表明, 

单环刺螠染色体数目和染色体组型分别为 2N=146

和 2N=58M+26SM+20ST+42T, 在无脊椎动物中属于

染色体数目较多的类群, 处于较特殊的进化地位。 

迄今尚无其他螠虫动物的染色体核型研究报道, 

很难从纲目科属种的层次上探讨其系统演化关系 , 

因此需要研究更多的螠虫动物核型及带型, 并结合

荧光原位杂交等分子生物学技术手段, 以深入进行

螠虫动物的系统分类和进化研究。 

4  结论 

单环刺蜕染色体数目为 2N=146,核型公式为

2N=58M+26SM+20ST+42T，染色体臂数 NF=250，

未发现异形性染色体和随体，在无脊椎动物中处于

较特殊的进化地位，核型数据可为相关细胞遗传和

育种研究提供基础。 
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Abstract: Chromosome studies can provide indispensable basic cytogenetic data. To complement karyotype infor-

mation and provide a foundation for genetic research on breeding and the evolutionary classification of marine 

worms, the chromosomal number and karyotype of Urechis unicintus were investigated by a conventional method, 

including hypotonicity and chromosome dropping after treatment with phytohaemagglutinin (PHA) and colchicine, 

using embryos, larvae, and some adult tissue including coelomocyte and breathing intestines. The best chromosomal 

image was obtained from adult coelomocytes by soaking the organism for 12 h in 0.4 g/L of colchicine and sub-

jecting coelomocytes to hypotonic treatment with 0.075 mol/L of KCl for 45 min, followed by the hot drop method. 

The chromosomal number of U. unicintus is 2N = 146. The karyotype formula is 2N = 58M + 26SM + 20ST + 42T, 

and the fundamental chromosome number (NF) is 250. No sex chromosome heteromorphism or satellites were 

identified. 
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