
文章编号: 1000-0615(2017)09-1338-07 DOI: 10.11964/jfc.20160910560

核糖体DNA在厦门白姑鱼和大黄鱼染色体上的比较定位
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摘要：为了探究石首鱼核型微观结构上的变化，实验利用荧光原位杂交(fluorescence in
situ hybridization, FISH)比较定位了厦门白姑鱼和大黄鱼18S rDNA和5S rDNA的分布特征。
结果表明，厦门白姑鱼与大黄鱼在宏观核型以及18S rDNA和5S rDNA染色体分布等3个方
面均存在较大差异。厦门白姑鱼的核型公式为2n=48t，臂数 FN=48；单对18S rDNA信号
分布于1号染色体臂间；单对5S rDNA信号分布于3号染色体近着丝粒区域。大黄鱼的核
型公式为2n=2sm+4st+42t，臂数FN=50；单对18S rDNA信号分布于18号染色体短臂端部；
5S rDNA信号9~11对，除一对分布于臂间外，其余全部分布于着丝粒端或短臂端部。综
合其他石首鱼核型数据可以推断：厦门白姑鱼呈现原始核型特征，而大黄鱼核型是原始
核型经染色体重排和/或转座衍生的特化核型；石首鱼宏观核型和18S rDNA分布模式总
体保守，仅少数物种存在变化，而5S rDNA位点的分布模式存在高度的种间变化。本研
究首次揭示了石首鱼物种间核型微观结构的变化，为进一步开展石首鱼分子细胞遗传学
研究奠定了基础。
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染色体是遗传信息的载体。染色体变异是

推动物种发生和生物进化的重要原因之一 [1]。因

此，比较近缘物种间的核型差异，可以研究物

种间核型进化规律，并为物种鉴定和系统发生

树构建提供依据，也可为遗传育种及相关理论

研究提供基础数据。石首鱼科(Sciaenidae)隶属鲈

形目(Perciformes)，在全世界范围内约有67个属

283个种，在中国海域分布有17个属30多个种，

其中许多种类是重要的捕捞对象或养殖对象 [2-3]。

迄今，报道过核型的石首鱼约38种，主要集中于

核型简单描述与NOR定位 [4]。相对于快速发展的

分子生物学、基因组学和育种实践，石首鱼染

色体研究已明显滞后。

荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridization,
FISH)是20世纪80年代发展起来细胞遗传学分析

工具，近年来逐步应用于鱼类细胞遗传学研

究，为研究鱼类染色体形态、结构与功能提供

新的机遇和可能。郑娇等 [5]首次应用双色FISH同

时定位黄姑鱼 1 8 S和 5 S  r D N A位置，但应用

FISH进行石首鱼物种间核型比较的研究尚未见

报道。因而，本实验拟利用双色FISH技术，在

厦门白姑鱼 (Argyrosomus amoyensis) 和大黄鱼

(Larimichthys  crocea )染色体上比较定位 18S
rDNA和5S rDNA，探究石首鱼染色体微观结构上

的变化，查找适合石首鱼染色体进化的细胞遗

传学标记，为开展石首鱼染色体进化及染色体

水平的系统发生奠定基础。

1    材料与方法

1.1    样品的采集和染色体的制备

厦门白姑鱼和大黄鱼活体材料采自宁德市
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横屿岛水产有限公司养殖群体，雌雄各5尾。取

头肾制备有丝分裂的染色体制片，方法参考陈

紫瑩等[6]的描述。

1.2    荧光原位杂交

厦门白姑鱼和大黄鱼的18S rDNA的部分编

码序列及5S rDNA的全部编码区和间隔区序列通

过PCR及分子克隆获得。18S rDNA的引物F (5′-
C G C G C A A A T T A C C C A C T C C C - 3 ′ )和R  ( 5 ′ -
CTGAACGCCACTTGTCCCT-3′)是根据多种鱼

类的18S rDNA序列的保守区域设计。5S rDNA引

物F (5′-GTCAGGCCTGGTTAGTACTTGGAT-
3 ′ )和R (5 ′ -GGGCGCATTCAGGGTGGTAT-
3 ′ )根据石首鱼科的5S rDNA编码区保守序列设

计。PCR和分子克隆的方法同郑娇等 [5]的描述。

扩增获得的18S和5S rDNA用缺口平移法制备地

高辛或生物素标记探针。

FISH的程序依据文献 [7-8]的描述，具体为：

染色体制片在70 °C 70%的甲酰胺 /2×SSC变性

2 min后，系列乙醇中脱水；探针加入杂交缓冲

液 ( 5 %牛血清白蛋白、 5 0 %的硫酸葡聚盐、

20×SSC)中，加热变性后滴加在染色体制片上，

置于37 °C湿盒中杂交过夜；杂交结束后，制片

在37 °C 50%甲酰胺/2×SSC中洗20 min，2×SSC和

1×SSC中各洗20 min，4×SSC中洗5 min；再用抗

地高辛 -罗丹明 (Roche)和抗生物素 -Alexa fluor-
488(Invitrogen)分别来显示探针上的地高辛标记

和生物素标记；用含DAPI或PI抗荧光衰减封片

剂封片。

1.3    显微镜观察和图像处理

用荧光显微镜(Olympus BX53)观察制片，用

CCD拍照(Olympus DP80)，分散良好的中期相染

色体图片用Photoshop CS6软件排列。

2    结果

利用单色FISH和双色FISH显示厦门白姑鱼

和大黄鱼中期染色体上18S和5S rDNA所在位置

(图版-1~6)。染色体按降序排列出核型图(图版-
7，8)结果显示，厦门白姑鱼和大黄鱼的核型均

包括48条染色体。其中，厦门白姑鱼的染色体全

部为端部着丝粒染色体，核型公式为2n=48t，
FN=48。大黄鱼存在明显的双臂染色体，如18号
染色体，核型公式为 2n=2sm+4st+42t，臂数

FN=50(图版-8)。
18S rDNA FISH结果显示，厦门白姑鱼和大

黄鱼染色体上均只有一对18S rDNA信号，但分布

于不同位置。厦门白姑鱼的18S rDNA信号分布于

规格最大的1号染色体臂间(图版-1，7)，而大黄

鱼的18S rDNA信号分布于中等规格的18号染色体

(sm)染色体短臂端部(图版-4，8)。此外，在两个

物种中均可观察到，18S rDNA信号的强度在同源

染色体间存在变异。

5S rDNA FISH显示，厦门白姑鱼和大黄鱼

5S rDNA信号的分布模式存在较大差异，体现在

位点数目及分布位置上。厦门白姑鱼只有一对

5S rDNA信号，位于3号染色体近着丝粒区域，信

号强度在同源染色体间存在差异(图版-2，7)。大

黄鱼的5S rDNA信号有9~11对，其中3对强阳性信

号分布于1~3号染色体着丝粒端，一对次强度信

号分布于11号染色体着丝粒端，其余5~7对信号

强度较弱，且在同源染色体间及不同中期相间

存在变异(图版-5，8)。双色FISH显示，厦门白姑

鱼和大黄鱼的两种rDNA均不具有同线性 (图版 -
3，6)。

3    讨论

石首鱼科核型具有较高的稳定性。已报道

过核型的石首鱼约38种，其中31种的核型公式为

2n=48t [ 4 ]。根据原始性状的普遍性原则可以推

断，2n=48t是石首鱼科的原始核型。厦门白姑鱼

的核型公式为2n=48t，FN=48，与石首鱼科的原

始核型一致。大黄鱼核型为2n=2sm+4st+42t，含

有明显的双臂染色体，是由原始核型经染色体

重组后形成的特化核型。双臂染色体还见于沙

犬牙石首鱼(Cynoscion arenarius)[9]、云纹犬牙石

首鱼(C. nebulosus)[9]、蒙氏异鳞石首鱼(Plagioscion
montei)[4]和短须石首鱼(Umbrina coroides)[10]等其

他4种石首鱼的核型中。形态和分子系统发生研

究结果显示，黄鱼属、犬牙石首鱼、异鳞石首

鱼属在系统发生上属于不同的分支，但均为最

近分化的属[11]。可见，染色体重组在石首鱼不同

的进化分支上独立发生，并可能与石首鱼最近

的物种发生事件相关。

rDNA是最常用的分子细胞遗传学标记之

一。在真核生物中，rDNA包括两种独立的基因

簇，重复单元分别为45S rDNA和5S rDNA。其

中，45S rDNA编码28S rRNA、18S rRNA和5.8S
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rRNA基因，45S rDNA的位置可以用其中部分序

列(如18S rDNA)作探针进行FISH定位，也可通过

硝酸银染色或CMA3染色显示 [12 ]。目前开展过

18S rDNA (或NOR)定位的石首鱼共12种(包括厦

门白姑鱼和大黄鱼)，全部为单一位点(表1)。保

守的单一45S rDNA位点也是鲈形目核型的特

点[20]。分布位置上，染色体臂间近着丝粒区域是

石首鱼18S rDNA (或NOR)分布的主流模式，但大

黄鱼中表现为特化的端部分布模式，同样端部

分布的还有斑点蛇石首鱼(Ophioscion punctatissimus)
(表1)。这一结果再次证明，某些石首鱼进化过

程中曾发生过染色体重组。

相对于18S rDNA定位，鱼类5S rDNA定位的

研究较少。现有数据初步显示，鱼类5S rDNA分

布总体上较为保守，89.7%位于臂间 [21]。然而，

石首鱼5S rDNA分布位置呈现出很大的种间差

异：大黄鱼有9~11对信号；黄姑鱼有2对信号；

厦门白姑鱼和眼斑拟石首鱼均有1对信号，但与

18S rDNA的同线性存在差异(表1)。导致rDNA分

布种间差异的机制可能是转座子的作用或同源

染色不平衡交换等 [22-24]。综合石首鱼宏观核型和

18S rDNA分布总体保守的特点，初步推测，转座

子的作用可能是导致石首鱼5S rDNA分布模式种

间高度变化的主要因素。

值得注意的是，无论是在大黄鱼还是在厦

门白姑鱼中均观察到2种rDNA信号的强度在同源

染色体间存在变异。rDNA位点串联重复的属性

使其易成为重组热点 [25]，而且rDNA常与富含重

复序列的异染色质相关联，也会促进rDNA位点

及其邻近区域易发生不平衡交换，导致 rDNA
重复单元拷贝数变化、染色体异态[26]。因此，rDNA
位点相关的染色体异态在鱼类中较为常见 [27-28]。

与rDNA相关联的染色体异态可能导致大黄鱼核

型变异的重要原因(表2)。大黄鱼核型可能存在

较高水平的群体间或群体内的变异。事实上，

王德祥等[32]在舟山塘头育苗场岱衢族和连江养殖

群体间曾观察到核型变异。大黄鱼核型的多态

是否与其端部分布的rDNA位点多的特性关联，

值得后续进一步研究。

表 1    石首鱼科rDNA的染色体分布

Tab. 1    Chromosomal organization of rDNA in Sciaenidae

物种

species
核型

karyotype

NOR(或45S rDNA)　
NOR(or 45S rDNA)

5S rDNA
5S rDNA 共线性

synteny
参考文献

reference对数

pair
位置

location
对数

pair
位置

location

厦门白姑鱼
A. amoyensis

48t 1 1st, PRX 1 3th, TER N 本研究
this study

大黄鱼
L. crocea

2sm+4st+42t 1 18th, TER 9~10 – N 本研究
this study

美洲无鳔石首鱼
Menticirrhus americanus

48t 1 1st, PRX – – – [13]

海湾无鳔石首鱼
M. littoralis

48t 1 – – – – [14]

弗氏绒须石首鱼
Micropogonias furnieri

48t 1 – – – – [15]

箕作黄姑鱼
Nibea mitsukurii

48t 1 1st, PRX – – – [16]

黄姑鱼
N. albiflora

48t 1 1st, PRX 2 1st, TER;
4th, STL

Y [5]

斑点蛇石首鱼
Ophioscion punctatissimus

48t 1 10th, TER – – – [17]

锐高鳍鲘
Pareques acuminatus

48t 1 2nd, PRX – – – [17]

蒙氏异鳞石首鱼
P. montei

2m+46t 1 – – – – [4]

巴西异鳞石首鱼
P. squamosissimus

48t 1 24th, PRX – – – [18]

眼斑拟石首鱼
Sciaenops ocellatus

48t 1 1st, PRX 1 PRX Y [19]

注：相对位置参考Gornug[20]，TER=近端着丝粒染色体的着丝粒末端或p臂的末端，PRX=近端的。“–”代表没有相关数据。Y：是，N：否

Notes: TER=centromeric termini of acrocentric chromosomes or terminal on the p-arms, PRX = proximal, refering to the Gornug[20]. “–” indicates that
the data are not yet available. Y: Yes, N: No
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综上所述，厦门白姑鱼与大黄鱼在宏观核

型、18S rDNA分布和5S rDNA分布等3个方面均存

在较大差异，厦门白姑鱼表现出原始核型特

征，而大黄鱼表现出特化核型特征，与两物种

在系统发生中相对位置相符。综合其他石首鱼

的研究资料显示，石首鱼宏观核型和18S rDNA分
布总体保守，仅少数物种存在变化，而5S rDNA
位点的分布模式存在高度的种间变化。转座子

可能是导致石首鱼核型微观结构剧烈变动的重

要原因。开发更多分子细胞遗传标记，特别是

与转座子相关的细胞遗传学标记，同时进一步

拓展研究对象范围，可以更全面地展示石首鱼

核型的微观变化，揭示导致这些变化的机制及

其在石首鱼进化中的作用。
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表 2    大黄鱼染色体核型研究结果汇总

Tab. 2    Summary of karyotype of L.crocea

材料来源

source of materials
核型公式

karyotype
参考文献

reference

宁德养殖群体基地
breeding base of Ningde

2n=2sm+4st+42t [6]

厦门火烧屿养殖基地
breeding base of Huoshaoyu Xiamen

2n=48t
2n=2st+46t

[29]
[30]

官井洋海区
the sea of Guanjingyang

2n=48t [31]

舟山塘头育苗场(岱衢族)
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Comparison of chromosome mapping of rDNA between
Argyrosomus amoyensis and Larimichthys crocea

LIAO Mengxiang ,     ZHENG Jiao ,     WANG Zhiyong ,     ZHANG Jing ,     LIU Xiande ,     CAI Mingyi *

(The Key Laboratory of Healthy Mariculture for the East China Sea, Ministry of Agriculture,
Fisheries College, Jimei University, Xiamen    361021, China)

Abstract:  Ribosomal DNAs were mapped comparatively with fluorescence in situ  hybridization (FISH) in
Argyrosomus amoyensis and Larimichthys crocea to explore the variations of karyotype microstructure among
Sciaenids. The results showed that the karyotypes were quite different between A. amoyensis  and L. crocea
referring to macrokaryotype, and distribution mode of 18S rDNAs and 5S rDNAs. In A. amoyensis, the karyotype
is 2n=48t (FN = 48); single pair of 18S rDNA signals were mapped at interstitial region of Chromosome 1; and
single pair of 5S rDNA signals were located at proximal region of Chromosome 3. In L. crocea, the karyotype is
2n=2sm+4st+42t (FN = 50); single pair of 18S rDNA signals were mapped at terminal region of short arm of
Chromosome 18; and 9~11 pairs of 5S rDNA signals distributed mostly on centromeric termini of acrocentric
chromosomes or terminal on the short  arms.  Together with the available cytogenetic data of Sciaenids,  the
following conclusions were drawn: (1) the karyotype of A. amoyensis  represents characteristics of ancestral
karyotype in Sciaenidae, while the karyoytpe of L. crocea was derived from the ancestral karyotype through
rearrangement  and  transposition;  (2)  the  macrokaryotype  and  the  location  of  18S  rDNA  sites  were  rather
conservative in Sciaenidae with several exceptions, while the 5S rDNA sites varied dynamically among species.
Hence, further studies to investigate microstructure variations of karyotypes among Sciaenid species with FISH
should be encouraged.
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图版    rDNA在厦门白姑鱼和大黄鱼染色体上的比较定位

1，2，3：厦门白姑鱼中期相；4，5，6：大黄鱼中期相；7：厦门白姑鱼核型；8：大黄鱼核型 ; 18S：18S rDNA，5S：5S rDNA。标

尺=10 μm

Plate    Comparative location of rDNA on the chromosome of A. amoyensis and L. crocea
1, 2, 3: metaphases of A. amoyensis; 4, 5, 6: metaphases of L. crocea; 7: karytype of A. amoyensis; 8: karytype of L. crocea. 18S: 18S rDNA, 5S: 5S
rDNA. Bars represent 10 μm
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