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泳道均为番茄根部的南方根结线虫，而引物８４１能将二者鉴
别开来。

３　讨论

一直以来，会阴花纹在鉴定根结线虫的种的效果方面是

值得肯定的；但是，很多研究显示，会阴花纹存在较大的变异

性，而ＩＳＳＲ－ＰＣＲ能够帮助弥补会阴花纹变异所带来的鉴定

局限性。与此同时，南方根结线虫具有４个生理小种，也有可
能在不同的寄主上寄生的是不同的生理小种。而本次试验采

集黄瓜和番茄根部样品的季节不同，黄瓜是在冬季蔬菜温棚

中采集的根部样本，而番茄却是在７月份的露天大田里采集
的根部样本，所以，笔者推断 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ结果之所以有差异
性，可能是不同的生理小种造成的。以往对南方根结线虫生

理小种的鉴别依据是鉴别寄主，本试验结果提示以后可以考

虑利用ＩＳＳＲ－ＰＣＲ鉴别南方根结线虫的生理小种；并且本试
验结果也可为今后宁夏地区根结线虫病害的防治提供一定的

理论依据。
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　　罗非鱼（Ｔｉｌａｐｉａ），俗称非洲鲫鱼，以其生长快、食性杂和
适应性强等优势成为国际上养殖最广泛的品种之一，是国际

贸易第三大水产品。中国的罗非鱼产量占全球总产量的一

半，其出口量高居世界第一位［１］。吉富品系尼罗罗非鱼

（ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄｆａｒｍｅｄＴｉｌａｐｉａＯｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ，
ＧＩＦＴ，简称吉富罗非鱼）是中国主要养殖的罗非鱼品种（系）
之一，也是中国养殖的罗非鱼品种中生长最快的品种（系）之

一。吉富罗非鱼是由国际水生生物资源管理中心、挪威水产

养殖研究所和菲律宾的一些国家级研究机构通过对４个非洲
原产地（埃及、加纳、肯尼亚、塞内加尔）直接引进的尼罗罗非

鱼品系和４个在亚洲地区（以色列、新加坡、泰国、中国台湾）
广泛养殖的尼罗罗非鱼品系进行混合选育进而获得的优良品

系［２］。经过近２０年的种内群体间杂交和选育，该品系已经显
示出优越的生长优势和潜能［３－４］，引起了亚太地区的广泛兴

趣和关注，多个国家进行了引种并启动了对其进一步改良和

推广的国家育种计划［５］。为了促进中国罗非鱼养殖持续稳

定的发展，２００６年８月世界渔业中心向中国水产科学研究院
淡水渔业研究中心输送了６０个家系的吉富罗非鱼，以期在中
国进行吉富罗非鱼的选育和推广工作，这是中国第一次引进

如此多家系的吉富罗非鱼。目前研究人员已经对该群体进行

了连续 ３代的家系选育，同时开展了对不同家系的生长性
能［６－７］、遗传多样性［８－９］等方面的评估工作。

脱氧核糖核酸（ＤＮＡ）是绝大多数生物体内的遗传物质，
一个细胞核中所含的 ＤＮＡ总量对于某物种是一定的。生物
ＤＮＡ含量的研究不但是研究物种间差别的重要方法，而且对
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分类和系统演化的探讨、物种进化研究等具有参考意义，同时

也是种质资源和种质质量的主要指标之一。本试验对我国新

引进的吉富罗非鱼群体中的ＤＮＡ含量进行测定，以期为吉富
罗非鱼的人工选育和种质资源评价等提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验动物　试验用吉富罗非鱼取自中国水产科学研
究院淡水渔业研究中心宜兴养殖基地，为同一批繁殖的苗种。

将所有的鱼在重量为２０ｇ左右时进行 ＰＩＴ（ｐａｓｓｉｖｅｔｎｔｅｇｒａｔｅｄ
ｔｒａｎｓｐｏｎｄｅｒ）标记，然后在同一池塘内养殖３００ｄ，再测定每尾
鱼的体质量、体长、体高、体厚等，并计算３００ｄ的增重。从试
验用罗非鱼中随机抽取其３个家系（Ａ、Ｂ、Ｃ），Ａ家系１３尾，
Ｂ、Ｃ家系各１５尾，共４３尾，分别记为Ａ１～Ａ１３、Ｂ１～Ｂ１５、Ｃ１～
Ｃ１５；其中雌鱼２０尾，雄鱼２３尾。试验用昆明种小白鼠由卫
生部核医学重点实验室江苏省原子医学研究所惠赠。

１．１．２　仪器与试剂　ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪，ＢＤ公司。碘
化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉａｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＲＮａｓｅ购自
Ｓｉｇｍａ公司；其他试剂均为国产分析纯。
１．２　试验方法
１．２．１　单细胞悬液的制备及固定　取４周龄的昆明种小白
鼠，断颈处死后剖腹，剪开胸骨，可见心脏上方灰白色柔软的

组织块，即胸腺。分离周围组织，取下胸腺并用 ＰＢＳ清洗。
轻压组织块得浑浊的液体，用２００μｍ细胞筛过滤，即得单细
胞悬液。１０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后弃上清，加ＰＢＳ缓冲液重
悬沉淀物并计数。调整细胞浓度，使加入的预冷１００％乙醇
变为７０％浓度时，淋巴细胞浓度调整为１０６个／ｍＬ。 －２０℃
固定过夜或者冷藏待用。

从试验鱼尾静脉取约０．５ｍＬ血（用 ＡＣＤ抗凝剂湿润注
射器，以防凝固），严防溶血。４℃静置过夜后用 ＰＢＳ缓冲液
将鱼血稀释，清洗１次后重悬于 ＰＢＳ溶液中并用血细胞计数
板计数。加入预冷的７０％乙醇 －ＰＢＳ混合液，并调整细胞浓
度至１０６个／ｍＬ，－２０℃固定过夜或者冷藏待用。
１．２．２　ＰＩ染色　分别取０．５ｍＬ小鼠淋巴细胞固定液和鱼
血固定液，混合、离心去除固定液后用 ＰＢＳ缓冲液清洗１次，
重悬于１ｍＬ的ＰＩ－ＰＢＳ（ＰＩ浓度为５０μｇ／ｍＬ）染色液中，加
入２μＬ１００ｍｇ／μＬＲＮａｓｅ，避光孵育０．５ｈ后过２００μｍ细胞
筛，上机检测。

１．２．３　样品检测　采用 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪测定各样
品的荧光密度值 （ＰＩｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ），流速控制在低速
（１２μＬ／ｍｉｎ），每次检测１００００个细胞。由流式细胞仪自带
的数据处理软件ＣＥＬＬＱｕｅｓｔＰｒｏ自动计算每次检测样品的平
均荧光密度值。

１．２．４　数据处理　每次检测样品的细胞核ＤＮＡ含量依照以
下公式计算：Ｐ１＝Ｅ２／Ｅ１×Ｐ２。式中：Ｐ１表示鱼血细胞的ＤＮＡ
含量，ｐｇ；Ｐ２表示对照小鼠细胞的ＤＮＡ含量，ｐｇ；Ｅ１表示鱼血
细胞的平均荧光密度值；Ｅ２表示鸡血细胞的平均荧光密度
值。小鼠淋巴细胞的ＤＮＡ绝对含量以７．０ｐｇ／２Ｃ为标准［１０］。

用流式细胞仪自带的数据处理软件 ＭｏｄＦｉｔ软件分析细胞周
期。所有试验数据均用 ＳＰＳＳ１０．０进行统计分析，结果表示
为“平均值±标准差”。

２　结果与分析

２．１　吉富罗非鱼的细胞周期
吉富罗非鱼细胞与小鼠淋巴细胞的荧光密度峰的相对位

置见图１。ＭｏｄＦｉｔ软件分析表明，小鼠淋巴细胞的荧光密度
峰（Ｍ２）只有１个 Ｇ０／Ｇ１峰，不表现出细胞周期现象；吉富罗
非鱼的红细胞存在２个荧光密度峰，第１个峰值（Ｍ１）约占
９５％左右，为Ｇ０／Ｇ１期细胞；Ｇ０／Ｇ１峰值后是１段比例很小的
峰谷，约占３．５％左右，为 Ｓ期；紧接着又有 １段峰值约为
２５％的Ｇ２期和Ｍ期。

２．２　吉富罗非鱼的细胞核ＤＮＡ含量
采用流式细胞仪对吉富罗非鱼的血细胞ＤＮＡ含量进行了

测定，详见图１、表１。可以看出吉富罗非鱼血细胞的平均荧光
密度值为２００．３３±１１．２６０２，小鼠淋巴细胞的平均荧光密度值
为５９０．５０±２８．３０２９，两者比值０．３３９２±０．００９０。以小鼠淋
巴细胞ＤＮＡ的绝对含量值７．０ｐｇ／２Ｃ作为标准，可以算出吉
富罗非鱼的血细胞 ＤＮＡ绝对含量为（２．３７４５±０．０６３０）
ｐｇ／２Ｃ。

３　讨论

研究鱼类的种质参数、掌握该鱼的种质特征对于人工育

种都具有一定的指导意义。ＤＮＡ含量分析是种质标准中不
可缺少的参数之一。近年来测定鱼类细胞 ＤＮＡ含量的方法
主要是采用显微分光光度计和流式细胞仪２种方法［１１］，从目

前的技术水平来看，采用流式细胞仪测定鱼类ＤＮＡ含量要比
采用显微分光光度计法更准确些。流式细胞仪是７０年代发
展起来的一种利用流式细胞仪对细胞等生物粒子的理化及生

物学特性（细胞大小、ＤＮＡ／ＲＮＡ、细胞表面抗原表达等）进行
相关检测分析的高技术仪器，具有快速、准确、采集数据量大

（速度可达１０００～１００００个／ｓ）、分析全面和操作简单等优
点，目前已广泛运用于鱼类、虾类等 ＤＮＡ含量和倍性的检测
中［１２－１４］。到目前为止，用流式细胞仪测定鱼类细胞含量的方

法已比较完善和普遍。此外，流式细胞仪对样品需求量少，只

需要微量鱼血即可，使得对试验鱼的伤害减至最低。

对于同一种生物而言，体细胞的 ＤＮＡ含量是恒定的，具
有种的特征，在亲缘关系相近的类群中可以作为探讨其演化

地位和亲缘关系的依据［１３］。吴洪喜等测定得毛蚶（Ｓｃａｐｈａｒｃａ
ｓｕｂｃｒｅｎａｔａＬｉｓｃｈｋｅ）与魁蚶（ＳｃａｐｈａｒｃａｂｒｏｕｇｈｔｏｎｉｉＳｃｈｒｅｎｃｋ）的
ＤＮＡ含量高度一致，表明两者之间的亲缘关系接近，但泥蚶
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表１　吉富罗非鱼血细胞的核ＤＮＡ含量

试验鱼
吉富罗非鱼核

ＤＮＡ荧光值
小鼠淋巴细胞核

ＤＮＡ荧光值 比值
吉富罗非鱼核

ＤＮＡ含量（ｐｇ／２Ｃ）
Ａ１ ２００．１９ ５７８．９９ ０．３４５８ ２．４２０３
Ａ２ １８２．６７ ５５９．２６ ０．３２６６ ２．２８６４
Ａ３ １８９．６３ ５７９．０７ ０．３２７５ ２．２９２３
Ａ４ １９８．２４ ５９２．６３ ０．３３４５ ２．３４１６
Ａ５ １９０．４０ ５５４．１２ ０．３４３６ ２．４０５３
Ａ６ １９０．６７ ５４９．９４ ０．３４６７ ２．４２７０
Ａ７ １９０．７７ ５６５．３２ ０．３３７５ ２．３６２２
Ａ８ ２０７．６３ ５９３．４０ ０．３４９９ ２．４４９３
Ａ９ ２００．３１ ５８７．９２ ０．３４０７ ２．３８５０
Ａ１０ １９３．５９ ５６８．６５ ０．３４０４ ２．３８３１
Ａ１１ １９９．９３ ５７８．０７ ０．３４５９ ２．４２１０
Ａ１２ １９９．３８ ５７４．４１ ０．３４７１ ２．４２９７
Ａ１３ ２０４．０８ ５９３．８６ ０．３４３７ ２．４０５６
Ｂ１ １８９．９５ ５５６．３０ ０．３４１５ ２．３９０２
Ｂ２ １９８．９８ ５８８．２８ ０．３３８２ ２．３６７７
Ｂ３ １９２．４７ ５７８．５２ ０．３３２７ ２．３２８９
Ｂ４ １９０．０７ ５７２．９０ ０．３３１８ ２．３２２４
Ｂ５ ２１０．０１ ６２７．９８ ０．３３４４ ２．３４１０
Ｂ６ １９７．２３ ５９２．５８ ０．３３２８ ２．３２９８
Ｂ７ １９９．０８ ６００．７３ ０．３３１４ ２．３１９８
Ｂ８ ２２１．６０ ６２０．７５ ０．３５７０ ２．４９８９
Ｂ９ ２３１．９４ ６２３．０１ ０．３７２３ ２．６０６０
Ｂ１０ ２０１．２１ ５８０．４９ ０．３４６６ ２．４２６３
Ｂ１１ ２１８．９５ ６５７．６０ ０．３３３０ ２．３３０７
Ｂ１２ １７９．２３ ５４６．２７ ０．３２８１ ２．２９６７
Ｂ１３ ２１１．７４ ６５２．０１ ０．３２４７ ２．２７３２
Ｂ１４ ２１９．６８ ６４２．９４ ０．３４１７ ２．３９１８
Ｂ１５ ２１４．２１ ６４７．８５ ０．３３０６ ２．３１４５
Ｃ１ ２１３．５６ ６３７．４４ ０．３３５０ ２．３４５２
Ｃ２ １９３．６４ ５７７．４２ ０．３３５４ ２．３４７５
Ｃ３ １９６．２１ ５８４．４５ ０．３３５７ ２．３５００
Ｃ４ ２００．３７ ５９０．５２ ０．３３９３ ２．３７５２
Ｃ５ １９７．１９ ５６４．７９ ０．３４９１ ２．４４４０
Ｃ６ １８４．１４ ５６２．０２ ０．３２７６ ２．２９３５
Ｃ７ １８６．６６ ５６１．４５ ０．３３２５ ２．３２７２
Ｃ８ １９３．６４ ５８１．３２ ０．３３３１ ２．３３１７
Ｃ９ １９４．９６ ５８４．４５ ０．３３３６ ２．３３５１
Ｃ１０ １９０．６５ ５６７．９６ ０．３３５７ ２．３４９７
Ｃ１１ ２１０．９６ ６１０．３６ ０．３４５６ ２．４１９４
Ｃ１２ ２０３．９６ ５９７．３９ ０．３４１４ ２．３８９９
Ｃ１３ ２０９．５９ ６０９．８９ ０．３４３７ ２．４０５６
Ｃ１４ ２０８．０８ ６０４．７４ ０．３４４１ ２．４０８６
Ｃ１５ ２０６．６１ ５９３．５４ ０．３４８１ ２．４３６７

（Ａｒｃａｇｒａｎｏｓａ）的ＤＮＡ含量则稍高于毛蚶和魁蚶，因此认为
泥蚶在进化程度上与毛蚶和魁蚶相近且比它们要高级［１４］。

方旅平等研究发现，日本囊对虾（Ｍａｒｓｕｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）与刀
额新对虾（Ｍｅｔａｐｅｎａｅｕｓｅｎｓｉｓ）ＤＮＡ含量的绝对值相差不大，因
而推知这２种虾在系统发生上具有相近的亲缘关系，这与形
态学上的分类系统是一致的［１５］。顾若波等研究发现，似刺鳊

（ＰａｒａｃａｎｔｈｏｂｒａｍａｇｕｉｃｈｅｎｏｔｉＢｌｅｅｋｅｒ）的细胞核ＤＮＡ含量与
同亚科的花 （ＨｅｍｉｂａｒｂｕｓｍａｃｕｌａｔｕｓＢｌｅｅｋｅｒ）接近［１６］。本试

验利用流式细胞术测得吉富罗非鱼血细胞核 ＤＮＡ含量为
（２．３７４５±０．０６３０）ｐｇ／２Ｃ，与已报道的尼罗罗非鱼（Ｏｒｅｏ
ｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）的（２．２７±０．０７）ｐｇ／２Ｃ、奥利亚罗非鱼（Ｏ．
ａｕｒｅｕｓ）的（２．２２±０．０８）ｐｇ／２Ｃ［１７］和星洲红鱼（ＲｅｄＴｉｌａｐｉａ）的
（２．４６±０．０９）ｐｇ／２Ｃ［１８］相近，这与４种罗非鱼亲缘关系接近
是一致的。

常见的参照标准有鸡血细胞、人淋巴细胞、小鼠淋巴细

胞、鳖血细胞、鳟鱼红细胞及鲑鱼红细胞等［１１］。鸡血细胞具

有来源丰富、着色性好、大小均匀等优点，并且在大量研究中

被广泛应用，而且鸡血细胞与罗非鱼的 ＤＮＡ含量相近，比值
接近［１７］。采用内标法检测发现，吉富罗非鱼细胞与小鼠淋巴

细胞的荧光密度峰值相近，不易区分，如果对照品和测试样品

分别上机检测即采用外标法检测时，有可能出现一定的误差。

许晓军等报道采用内标法获得的检测结果变异系数小于外标

法，并建议选取ＤＮＡ含量相差较大的物种作为参照标准［１９］，

因此本试验选取小鼠淋巴细胞作为对照标准，以内标法测定

吉富罗非鱼的细胞核ＤＮＡ含量。
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