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刺参染色体制备的初步研究 

谭 杰, 孙慧玲, 高 菲, 杨爱国, 燕敬平, 于东祥, 刘志鸿, 周丽青 

(中国水产科学研究院 黄海水产研究所, 山东 青岛 266071) 

摘要: 为探索取材容易、结果稳定可靠的刺参染色体制备方法, 分别以刺参(Apostichopus japonicus)胚

胎和成体为材料对刺参染色体制片方法进行了研究。结果表明, 以原肠后期胚胎为材料采用常规的热

滴片法, 细胞有丝分裂指数最高, 获得分裂相效果最好; 以成体呼吸树、成体肠组织为材料时, 也能获

得中期分裂相染色体, 但存在着细胞有丝分裂指数低、染色体易丢失等问题; 向刺参体内注射植物血

球凝集素(PHA), 能有效促进刺参的有丝分裂; 缩短低渗处理的时间, 同时用甲醇进行第一次固定后再

用卡诺氏固定液固定可有效避免刺参染色体的丢失; 实验得出刺参的染色体数目为 2n = 46 条。为刺参

进一步的遗传学研究如基因定位、染色体原位杂交等提供了基础.  
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刺参(Apostichopus japonicus)因其营养价值和保
健作用极高而名列海产八珍之首。进入 21 世纪, 随
着我国国民经济的持续稳定发展和水产品消费水平

的提高, 刺参的增养殖业得到迅速发展。2008 年全
国刺参苗种年生产能力达 273 多亿头, 刺参增养殖
面积约 112 468 ha, 产量达到 92 567 t, 行业经济总
产值达到 200 多亿元, 是目前我国重要养殖经济水
产品中单一经济总量最大的养殖品种。刺参增养殖

业的发展亟需刺参遗传学研究和育种工作的开展。

染色体制备是细胞遗传学研究的一项基本技术, 是
倍性检测、杂种鉴定、基因定位等育种工作的基础。 

目前, 对刺参染色体制备的研究已有报道。许伟
定等 [1]首次对刺参的染色体核型进行了分析 , 报道
刺参染色体数目为 2n=40。Okumura等[2]以不同发育

时间的刺参胚胎为材料, 采用敲片法对刺参染色体
数目进行了研究 , 得出结果刺参染色体数目为
2n=44。以上研究均以刺参胚胎为材料, 在取样时间
上存在限制, 得出的结果也不尽相同。而且, 贝类的
杂交育种工作证明, 杂种鉴定要得到可靠的结果需
要对成体的染色体组成进行分析[3-4]。因此, 有必要
开展以成体组织为材料的刺参染色体制备工作。本

文以刺参胚胎、成体呼吸树、成体肠为材料, 采用常
规方法、去受精膜法、植物血球凝集素(PHA)注射法
等方法 , 对刺参染色体制备进行了研究 , 建立以刺
参成体组织为材料的染色体制备方法, 对不同材料
不同方法的效果进行了比较, 为染色体基因定位和

染色体原位杂交等刺参遗传育种后续工作提供基础

材料。  

1  材料和方法 

1.1  材料 
实验用的刺参精卵及各期胚胎通过人工催产和

授精获得, 亲参来自蓬莱刺参育苗厂。所用刺参成体
于 2008年 10月底取自烟台, 为 6月龄的幼参, 体质
量 2.5 g左右, 取回后于实验室中暂养。 

1.2  方法 
1.2.1  胚胎制片 

以胚胎为材料进行染色体制备采用 3种方法。 
1.2.1.1  常规方法 

选择发育良好的亲本刺参, 通过人工催产促其
产卵。人工授精后, 受精卵按 3~4个/mL的孵化密度
进行孵化, 孵化温度控制在 20~22℃。 

从授精后 3 h开始取样, 以后每隔 1 h取样 1次, 
至授精后 24 h结束。取样时, 取刺参的胚胎 20个左
右与过滤海水一起装入 10 mL 的试管中, 以质量分
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数为 0.08％的秋水仙素处理 1 h, 7％柠檬酸钠溶液低
渗 40 min, 加入甲醇固定 1 次后再加入卡诺氏固定
液(甲醇与冰醋酸体积比为 3 : 1)进行固定两次, 每

次 15 min。取适量固定的胚胎, 加入 50%的冰醋酸后
用吸管吹打进行解离 , 热滴片法滴片 , 自然干燥后
用质量分数为 5％吉姆萨染色液染色 1 h, 显微镜观
察, 统计染色体数目, 进行显微摄影。同时在 100×
显微镜下, 随机统计 30 个视野, 计算细胞的有丝分
裂指数。 
1.2.1.2  二硫苏糖醇(DTT)去受精膜法 

参考胡庆明[5]制备海胆染色体的方法。将刺参未

受精卵用 3 mmol/L浓度的 DTT处理 10 min, 之后用
自然海水漂洗, 将经海水漂洗的未受精卵进行人工
授精, 然后受精卵于常温海水中培养。其余步骤同常
规方法。 
1.2.1.3  机械方法去受精膜法 

参考 Saotome[6]制备海胆染色体的方法。将刺参

卵子吸入盛有海水的培养皿中, 加进 1 滴精液行人
工授精。10 min后, 倾去多余海水, 加入 5~10倍的
无钙海水。待受精膜举起膨胀到最大时用吸管吹打

使受精膜破裂。去膜胚胎用海水洗涤两次, 培养于海
水中。其余步骤同常规方法。 
1.2.2  成体组织制片 

以成体组织为材料进行染色体制备采用两种方

法。 
1.2.2.1  常规方法 

解剖刺参取出呼吸树及肠组织, 取长度为 2~3 mm
的肠组织及适当大小呼吸树 , 分别用质量分数为
0.04%的秋水仙素处理 1 h, 其余步骤同胚胎制片。 
1.2.2.2  PHA体内注射法 

参考鱼类染色体研究中常用的 PHA体内注射法, 
每克体质量注射 PHA 10 μg于刺参体腔中 , 处理
18~24 h 后, 解剖刺参取出呼吸树及肠组织, 其余步
骤同常规方法。 

2  结果 

2.1  胚胎受精膜的去除 
用 DTT对刺参未受精卵进行处理, 人工授精后, 

镜检观察卵子发生畸形 , 并不发生卵裂 , 不能够获
得早期胚胎。而采用机械方法去除刺参受精卵受精

膜时 , 用吸管吹打刺参受精卵后 , 镜检发现受精膜
很难去除, 滴片后也没有发现分裂相。因此参考海胆
染色体制备方法制备刺参染色体不成功。 

2.2  不同方法和材料效果的比较 
以胚胎为材料采用常规方法时, 从授精后 18 h

至 24 h 所取样品均能观察到中期分裂相, 其中以授
精后 21 h所取胚胎为材料时有丝分裂指数最高。以
刺参成体肠和呼吸树组织为材料采用常规方法制片, 
很难获得细胞的中期分裂相。在体内注射 PHA 后, 
可有效提高分裂指数, 获得分裂相。 

对以胚胎、肠、呼吸树为材料进行染色体制片

的效果进行比较。结果如表 1 和图 1 所示。其中原
肠后期胚胎为受精后 21 h 的胚胎, 成体呼吸树和成
体肠是采用 PHA体内注射法获得的结果。可以看出, 
以胚胎为材料获得的有丝分裂指数最高, 以胚胎和
呼吸树为材料获得的分裂相较清晰, 而以肠为材料
获得的分裂相较模糊。 

 

图 1  不同材料制备的刺参染色体 
Fig. 1  Chromosomes of A.japonicus prepared by different 

materials 
a. 原肠后期胚胎; b. 成体呼吸树; c. 成体肠 
a. late gastrula; b. respiratory tree; c. intestine 

 
表 1  不同材料制备的刺参染色体有丝分裂指数比较 
Tab. 1  Mitotic division index with the different chromosome prepared materials of A.japonicus 

实验材料 细胞总数 分裂相总数 有丝分裂指数(%) 细胞数(个/视野) 
原肠后期胚胎 3 564 39 1.1 117±10 
成体呼吸树 2 151 6.4 0.3 70±13 
成体肠 2 893 8.7 0.3 95±15 

 

2.3  刺参染色体二倍体数目 
对 100 个图像清晰、染色体分散良好的中期分

裂相进行染色体数目统计, 具 46 条染色体的分裂相
为 55 个, 占分裂相总数的 55%, 由此可以确定刺参
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的染色体基数为 n=23, 2n=46(表 2)。 
 

表 2  刺参染色体二倍体计数结果 
Tab. 2  Diploid chromosome number of A. japonicus 
染色体数目 细胞数(个) 染色体数目分布频率(%)
≤40 8 8 

41 4 4 
42 9 9 
43 7 7 
44 8 8 
45 8 8 
46 55 55 
47 1 1 

总和 100 100 
 

3  讨论 
动物胚胎发育期的细胞分裂最旺盛, 并且采用

早期胚胎为制备染色体的材料, 因其卵黄少、细胞大, 
在染色体制备过程中 , 可获得大量的分裂相 , 并且
试验重复性好, 用做染色体的制片常常会收到很好
的效果, 因此胚胎是许多水产动物染色体研究的首
选材料。在棘皮动物的染色体的研究方面, 海胆染色
体的研究是开展得最早的。前期的海胆染色体研究

主要以早期胚胎为材料采用切片法和压片法制备分

裂相[7-10], 但这些研究都没有得到满意的结果, 难以
得出准确的染色体数目。由于棘皮动物受精卵的受

精膜在海水中钙化后非常有韧性 , 并且很难除去 , 
因此在染色体的制片方面很难达到理想的效果。自

20世纪 80年代以来, 研究人员通过药物处理或者机
械方法除去海胆、海星受精卵的受精膜后进行染色

体分裂相的制备取得了较好的效果[11-15]。本研究参

考胡庆明[5]的方法, 用 DTT 处理刺参未受精卵后进
行人工授精 , 镜检观察卵子发生畸形 , 并不发生卵
裂, 不能够发育至胚胎。这可能是因为刺参的卵膜被
DTT破坏, 影响了刺参的精卵识别, 阻止了卵子受精。
而参考 Saotome[6]的方法通过吹打去除刺参受精膜, 发
现刺参受精卵受精膜很难去除, 滴片后也没有发现分
裂相, 这可能是因为刺参受精卵的受精膜比海胆受精
卵的受精膜更为坚韧, 难以通过机械方法去除。因此本
研究通过去受精膜的方法制备刺参的染色体不成功, 
只有以脱膜上浮以后的胚胎即囊胚后期和原肠期胚胎

为材料, 采用常规方法, 能得到较好的分裂相。 
PHA 作为致有丝分裂原在细胞体外短期培养中

的广泛应用, 使专供鱼类染色体制片的血培养、鳞培
养、以及肾细胞培养等短期培养方法先后建立。林

志浩首次采用 PHA 体内注射刺激肾细胞的有丝分裂, 

建立了一种快速简捷的鱼类染色体的制备方法 [16], 
在鱼类染色体的研究中得到广泛的应用[17-19]。此后, 
PHA注射法制备染色体被应用到贝类染色体的制备, 
并得到较好的效果[20-22]。刺参成体的呼吸树和肠组

织分裂指数低, 不易得到分裂相, 为此将 PHA 注射
法应用到刺参的染色体制备中, 有效促进了刺参呼
吸树和肠组织细胞的分裂。 

本研究得到刺参染色体数目为 2n=46 条, 与许
伟定报道刺参的染色体数目为 2n=40 以及 Okumura
报道刺参的染色体数目为 2n=44 不一致。Okumura
认为其实验结果与许伟定得到结果不同的原因是刺

参染色体存在着种内变异。笔者认为造成这种实验

结果的差异更可能的原因是各研究者制片时的处理

条件不同。在取样材料上, 本研究与许伟定一致, 均
以原肠后期胚胎为材料时 , 获得最好结果 , 而
Okumura 以未脱膜上浮的囊胚期胚胎为材料获得有
丝分裂中期分裂相, 以原肠后期胚胎为材料时反而
得不到中期分裂相。而且, 各研究间秋水仙素处理浓
度差异较大, 本研究秋水仙素质量分数为 0.08％与
许伟定的 0.1％接近, 而 Okumura秋水仙素质量分数
为 0.005％, 这说明, 实验处理条件不同, 对结果影
响较大。此外, 我们在研究中发现, 刺参染色体极易
丢失, 这可能是造成本研究与许伟定得出的结果不
同的原因。实验室在进行刺参 DNA的提取时, DNA
极易降解, 常林瑞在进行刺参 DNA 的提取时, 遇到
同样的问题[23]。而染色体主要由 DNA和蛋白质这两
类化学物质所组成, 所以 DNA的降解与染色体的丢
失有必然的联系。这可能是因为刺参在受到外界刺

激或外界环境变化时 , 细胞内核酸内切酶激活 , 基
因组的 DNA在核小体连接区发生非随机性降解, 产
生寡核小体片段, 造成 DNA的降解和染色体的丢失。
本研究参考 Saotome 制备海星染色体的方法, 低渗时
用 7%柠檬酸钠处理 40 min, 固定后马上进行解离滴片, 
缩短了药物处理的时间, 有效避免了DNA降解造成的
染色体丢失。而许伟定低渗时间为 2 h, 固定后样品于
冰箱中冷藏后再进行滴片, 增加的处理时间加大了
DNA 降解和染色体丢失的可能性。此外, 本研究与许
伟定在对样品进行固定时的处理也有所不同。刺参体

内富含的胶质、酸性黏多糖等成分使得固定的材料极

难解离, 造成解离时吹打力量过大使细胞破碎, 是刺
参染色体易丢失的另一可能原因。Korthof[24]在进行人

外周血淋巴细胞染色体制备时发现, 纯甲醇固定处理
人外周血淋巴细胞对中期细胞染色体的收获率没有影

响。经纯甲醇处理的细胞固定更彻底, 对机械作用力的
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敏感性下降, 因而在收获过程中细胞不容易破裂, 不
易造成染色体丢失。但纯甲醇固定处理不利于染色体

的分散, 作者对 Korthof的方法做了调整。在纯甲醇固
定处理后, 再用常规的固定液(甲醇 : 冰醋酸=3 : 1)对
样品再进行两次固定, 从而避免纯甲醇固定产生的不
利影响, 也一定程度上避免了因解离时细胞破裂造成
的染色体丢失。 
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Abstract: The metaphase chromosomes of sea cucumber Apostichopus japonicus were prepared from embryos and 
adults. The results indicate that the late gastrula is the best material for A. japonicus’ chromosomes preparation because 
it shows the highest mitotic division index and the best chromosomal figures. The chromosomes number of A. japonicus 
are 2n=46. The method for preparing A. japonicus chromosomes from respiratory tree and intestine of the adult was also 
established. The animals were injected in vivo with 10 μg of Phytohemagglutinin(PHA) per gram of body weight. After 
being cultured for 18 to 24 hours, the respiratory tree and intestine were taken out, treated with colchicines 0.08% for 1 
hour, swollen with 7% sodium citrate for 40 minutes, fixed with methanol once and then with methanol: acetic acid (3 : 1) 
twice. Metaphase chromosomes were prepared using the conventional air-dry method. 
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