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黄喉拟水龟细胞核 @.$ 含量的分析
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摘要：以黄喉拟水龟（!"#$%&’( &#)*+"）的红血细胞为材料，以鸡红血细胞为 *+, 标准（" -( ./ 0 "1），采

用流式细胞仪测定了黄喉拟水龟及其两个种群的细胞核基因组 *+, 含量。黄喉拟水龟的细胞基因组 *+, 含量

为 ( -!2 3 & -"4 ./ 0 "1（, 5 2&）；南方种群的细胞核 *+, 含量为 ( -!4 3 & -%& ./ 0 "1（, 5 %&），北方种群为 ( -!$ 3
& -%& ./ 0 "1（, 5 %&），两个种群的核 *+, 含量无显著差异（ ) 5 &-2)$’，-. 5 ()，/ 6 &-&(）。
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黄喉拟水龟（!"#$%&’( &#)*+" N>AB@?），俗称

石龟、香乌龟，分类上隶属龟鳖目，龟科，拟水龟

属，国内主要分布于江苏、浙江、安徽、广东、广

西、海南、福建及台湾，国外分布于越南。黄喉拟

水龟具有较高的食用、药用及观赏价值；但其资源

量有限（O:>@，!44)），在广东被列为受保护的水

生动物。该种的人工繁殖及饲养已获成功（O:= ;B
><，"&&!>，I，1，G），并显示出良好的经济前景。

尽管对该种有一些遗传研究报道（L=@ ;B ><，!44)；

+H; ;B ><，!44’），但其种质与遗传背景仍未完全明

了。黄喉拟水龟分布范围较广，由于地理隔离，致

使分布于北方和南方的种群在形态、繁殖生态以及

生长特性方面均有所差异；我们用 P,M*QRN,P 分

子标 记 也 证 实 了 两 个 种 群 存 在 较 大 的 遗 传 差 异

（O:= ;B ><，=A.=I<HC:HA/）；因此，两个种群的差异

是否达到亚种水平，是值得探讨的问题。*+, 含

量可以反映基因组的大小，并作为细胞倍性的一个

指标，因此对其测定是研究生物基因组的一个手
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段。!"#$%&’($)（*++,）报道了多种龟的 -./ 含量

的研究工作，但有关黄喉拟水龟的细胞核 -./ 含

量测定的研究尚未见报道。

流式细胞仪（01$2 345$675&4）在 -./ 含量检测

（8"&957"# 75 ’1，*++:；;"<(’( 75 ’1，=>>=）、-./ 与

?./ 含量比测定（@3A6"( 75 ’1，=>>>）、特异基因

定 位 （B7C#$)9D4 75 ’1， =>>*；!’#(7&E41 75 ’1，
=>>*）， 以 及 染 色 体 异 常 检 测 （FA76’## 75 ’1，
*+++；;1’<97# 75 ’1，=>>*）等研究中，是一个强大

而有效的工具。在本研究中，我们利用流式细胞仪

对黄喉拟水龟的两个种群进行了细胞核 -./ 含量

的测定，一是了解黄喉拟水龟细胞核 -./ 的含量，

二是探讨不同种群细胞核 -./ 含量与种群差异的

关联性，为该物种的保护和开发，以及种群分类提

供遗传背景资料。

! 材料与方法

! "! 实验材料

黄喉拟水龟具有二种不同遗传特征的种群。一

种是分布在越南及与越南接壤的广西的种群，我们

称之为南方种群；一种是分布在江苏、浙江、安徽

等地的种群，当地称为香乌龟，我们称之为北方种

群。实验龟取自珠江水产研究所龟场，南方种群和

北方种群各 :> 只；体重在 *> G => %，因个体小，

未能分辨雌雄。另取 H 只龟（I 雄 = 雌）用于染色

体制备。

! "# 实验方法

* J= J * 样品制备 按 K7" 75 ’1（=>>:）的方法制

备样品，具体步骤如下：分别取每只龟的血样，肝

素抗凝，I L 放置 * A；每个样本取 =!M 血细胞

（约 * N *>H 个细胞，由流式细胞仪计数），稀释在 *
6M 预冷的 * N O8@ 中。对照标准使用鸡血（F957P
E’# 75 ’1，*++*；Q’D$E97#，*+,:；!"#(71$) 75 ’1，
*+,:），处理同龟血。取 R>>!M 稀释的样本与 :>>

!M 稀释的标准鸡血细胞（即样本细胞 S鸡血细胞 T
RS :）混合，混合细胞用预冷的 * N O8@ 洗 * G = 次，

,>> G * >>> & U 6"# 离心 V 6"#。沉淀的细胞团用预冷

的 R>W乙醇重悬，在 I L固定过夜。用预冷的 * N
O8@ 洗 = G : 次，,>> G * >>> & U 6"# 离心 V 6"#，去上

清，沉 淀 的 细 胞 团 用 > JV 6M > JVW X7X9"# Y > J*
6$1 U M Z;1 重悬，室温下孵育 => G :> 6"#，并轻轻

摇 动。 取 *>> !M 细 胞 悬 液， 用 含 有 I D[ U 6M
-.’97P0&77 ?#’97（873D6’# \ ;’<157& ;$ J ）的 O]

（X&$X"("<6 "$("(7）溶液（I>!% O] U 6M）= 6M，在

室温、黑暗条件下，染色 * G : A，每一管的细胞悬

液的终浓度为每 6M 中含 R N *>I 个样本细胞和 : N
*>I 个标准鸡血细胞。混合细胞悬液用 I> G *>>!6
的尼龙网过滤后上机分析。

* J= J = -./ 含量测定 -./ 含量采用美国 873DP
6’# \ ;$<157& 公司生产的 FX"39 /15&’ 流式细胞仪测

定，每个个体的样本至少测定 *> >>> 个细胞。V K
水冷激光，I>> #6 激发，H*> #6 8O 接收，实验采

用内定标，即将标准鸡血与龟样本混样测定。流式

细胞仪自动给出每一个样本和标准鸡血的平均 O]
荧光密度值。鸡血细胞的 -./ 含量为 = JV X% U =3

（?’93A 75 ’1，*+R>），则每一个个体样本的细胞核

-./ 含量 T = JV N 样本平均 O] 荧光密度值 U鸡血平

均 O] 荧光密度值。

* J= J : 染色体制备 以每 % 体重 *>!% 剂量给实验

龟腹腔注射 OZ/，=I A 后再以每 % 体重 V G H!% 的

剂 量 腹 腔 内 注 射 秋 水 仙 素，: JV A 后 取 脾 脏。

> J>:RV 6$1 U M B;1 低渗 *V G => 6"#。;’&#$4^9 固定

液（甲 醇 S 冰 醋 酸 T : S *）固 定。参 照 _A< 75 ’1
（*++>）的空气干燥法制片。

# 结 果

# "! $%& 含量

黄喉拟水龟和鸡的红血细胞 =# 小峰的相对位

置见图 *，-./ 含量测定结果见表 *。

图 * 黄喉拟水龟（左）与鸡（右）红血细胞

-./ 直方图

‘"% J* -./ A"95$%&’69 $0 &7( E1$$( 37119 $0 ! " #$%&’(
（&"%A5）’#( 3A"3D7#，)(**$+ ,-#.+%&’$+（1705）
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以鸡红血细胞 !"# 含量值为 $ %& ’( ) $* 计算，

黄喉拟水龟红血细胞 !"# 的绝对含量为 & %+, -
. %$/ ’( ) $*，其中，南方种群为 & %+/ - . %0. ’( ) $*，

北方种群为 & %+1 - . %0. ’( ) $*。两种群有微小不

同，经统计分析检验差异不显著（ ! 2 . %,314， "#
2 &3，$ 5 . %.&）。

! "! 染色体数目

对黄喉拟水龟 +.. 个细胞的中期分裂相进行记

数，染色体数目为 1/ 的有 + 个，&. 的有 $ 个，&+
的有 0 个，&$ 的有 /1 个。染色体数目为 &$ 的占细

胞总数的 /16，因此可以确定黄喉拟水龟二倍体

染色体数目为 $7 2 &$。

# 讨 论

在我们的研究中，黄喉拟水龟的 !"# 含量的

种群差异较小，南方种群的平均 !"# 含量为 & %+/
- . %0. ’( ) $*，北方种群为 & %+1 - . %0. ’( ) $*，南

方种群比北方种群稍高。为了与其他同类动物进行

比较，表 $ 列出 897:(;<=:>（+//3）利用流式细胞

仪测定的几种龟的红血细胞的 !"# 含量。从表 $
可以看出，染色体 $7 2 &. 的彩龟（%&’()*+() ,-./
!0）、 欧 洲 池 龟 （ 1+() 2’3-.040’-) ） 和 东 方 盒 龟

（ 5*’’0,*6* .0’24-60 ） 的 !"# 含 量 分 别 为 & %+1，

& %$.，& %+3，它们之间的差异在 . %., 的范围内。

黄喉拟水龟两个种群间的 !"# 含量的差异为 . %.&，

处于上 述 龟 科 三 个 物 种 间 的 差 异 范 围 内。这 种

!"# 含量的差异难以说明黄喉拟水龟两个种群间

的遗传差异。在预实验中，我们曾用人血淋巴细胞

作对照，测定了黄喉拟水龟南方种群 , 只、北方种

群 & 只的 !"# 含量，其中南方种群的 !"# 含量为

& %+3 ’( ) $*，北方种群为 1 %/. (’ ) $*；两个种群间

的 !"# 含量亦有较小差异。与用鸡红血细胞作标

准相比，虽然差异值不同，但均有一个现象，即南

方种群的 !"# 含量高于北方种群。从表 $ 还可以

看出，所列的几种龟染色体数目 $7 2 &. 或 &$，其

!"# 含量在 & %.$ ? & %0.，表明龟的 !"# 含量还是

比较相近的，变化范围不大，有一定的保守性。

每一个物种包括若干个体组成的若干种群，各

种群由于突变、自然选择或其他原因，往往在遗传

上不同，特别是龟类，由于地理隔离，遗传上的差

异可能更大。我们曾在形态、繁殖生态方面以及用

@#A!、BC#@ 分子标记分析比较南北种群，证明

南方种群与北方种群在表型及遗传上存在差异（DEF
GH <I，F7’FJI9KE97(）。虽然!"#含量的测定无法说

表 $ 黄喉拟水龟南北两个种群红血细胞 %&’ 含量

()*+, $ %&’ -./0,/01 .2 3,4 *+..4 -,++1 5/ 06. 7.78+)05./1 .2 !"#$%&’( &#)*+"

种群 A:’FI<H9:7 样本量 ": L :M K<N’IGK
黄喉拟水龟 708’*+() +8!-.0 鸡 90448) "2+*)!-.8)

OG<7 - :; @<7( C8 C8

北方 ":;HEG;7 0. & %+1 - . %0. 1 %&/ P & %&+ 1 %41 - . %,/ 1 %3, - + %,3

南方 B:FHEG;7 0. & %+/ - . %0. 1 %41 P & %4/ 1 %+0 - . %44 1 %0$ - + %.1

C8：变异系数（C:GMM9*9G7H :M ><;9<H9:7）。

表 ! 几种龟的细胞核 %&’ 含量的比较!

()*+, ! 9.:7)3, .2 -,++8+)3 %&’ -./0,/01 5/ 1.:, 0830+,1!

物种 B’G*9GK
!"# 含量

!"# ><IFG
（’( ) $*）

染色体数目

": L :M *E;:N:K:NGK
（$7）

对照标准

BH<7=<;= FKG=
资料来源

@GK:F;*GK

黄喉拟水龟 708’*+() +8!-.0 & %+, &$ Q! 本文 RE9K KHF=S

鳄龟 %&*4("’0 )*’,*6!-60 & %.$ &$ TB，@R 897:(;<=:>，+//3

彩龟 %&’()*+() ,-.!0 & %+1 &. TB，@R 897:(;<=:>，+//3

斑点龟 %4*++() <8!!0!0 & %+1 TB，@R 897:(;<=:>，+//3

伯兰丁氏龟 1+("2-"*0 3406"-6<-- & %0. TB，@R 897:(;<=:>，+//3

欧洲池龟 1+() 2’3-.040’-) & %$. &. TB，@R 897:(;<=:>，+//3

东方盒龟 5*’’0,*6* .0’24-60 & %+3 &. TB，@R 897:(;<=:>，+//3
! 采用流式细胞仪测定动物红血细胞核 !"# 含量（OG<KF;97( HEG *GIIFI<; !"# *:7HG7HK :M ;G= JI::= *GIIK 97 HF;HIGK FK97(
MI:U *SH:NGH;9GK）。

TB：人（=2+2 )0,-*6)）；@R：蛙（>060 !*+,2’0’-0）；Q!：鸡（90448) "2+*)!-.8)）。
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明两个种群的遗传差异。但我们认为南方种群与北

方种群在遗传上是存在差异的。只是黄喉拟水龟二

个种群的这些遗传差异在分类上能否达到亚种级水

平，则还需要进一步的研究与探讨。此外，!"# 含

量测定具有不同的方法，可以使用不同的仪器，也

具有不同的对照标准。对同一物种而言，用不同的

方法或不同的对照标准将会得出不同的结果（$%&’
()%*，+,,-）。在没有统一标准的情况下，一些结果

往往失去横向比较的意义。所以，用 !"# 含量作

为种质的一个指标，需要建立统一的标准，才能使

结果具有可比性。

对野生动物进行保护或开发利用，需要对该物

种的种质及遗传背景有所了解，只有清楚了该物种

的遗传结构以及种质状况，才能有效地保护和开发

该物种。我们的工作，为了解黄喉拟水龟的种质状

况提供了部分基础数据。
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