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摘要：自 20 世纪 30 年代，我国学者就开始对昆虫染色体的核型进行了研究，主要集中

在果蝇、蝗虫、蚕类、蚜虫、摇蚊、蚂蚁等。染色体的核型分析为基因组学研究、细胞

遗传学和分类学研究提供了重要的证据。本文以鳞翅目昆虫雄性蝴蝶末龄幼虫的精巢为

研究材料，通过秋水仙素预处理、低渗液处理、卡诺氏液固定，然后制片并使用 Giemsa

液染色，最后对获得的染色体进行观察和数目统计。本研究方法步骤简单，是一种针对

蝴蝶染色体核型分析的有效手段。 
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研究背景 

染色体是生物遗传物质的载体，它们直接参与细胞分裂过程中遗传物质的交换与分配以

及合子形成过程中两性配子的融合，决定着生物的遗传机制 (Hearst and Botchan ,  

1970; Dobigny et al., 2004; Gokhman and Kuznetsova, 2006)。在生物类群中，染色

体的数目、形态和结构具有相对恒定性，并在其整个生命周期和各组织器官间均很稳定，

因此，对不同类群染色体数目、组型等指标进行分析研究可鉴别各类群的染色体差异，

并能有助于阐明生物的遗传机制、类群间的系统发育以及物种的演化历程 (Pérez et al.,
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 1992; Bickmore, 2001; Gokhman and Kuznetsova, 2006)。本研究利用染色体核型

技术 (Imai et al., 1988; 黄国洋等，1994; Tanuja et al., 2003;Dias et al., 2007; 

Dalíková et al., 2017; Lukhtanov and Dantchenko, 2017)，在蝴蝶中建立了一套实验

流程，能够获得有效的染色体分裂相。 

 

材料与试剂 

1. 移液器吸头 

2. 离心管 

3. 一次性注射器 

4. 培养皿 

5. 解剖刀 

6. 镊子 

7. 载玻片 

8. 蒸馏水 

9. 秋水仙素 (BBI, catalog number: A600322-0100) 

10. 柠檬酸钠 (aladdin, catalog number: S189183-500g) 

11. 甲醇 (Macklin, catalog number: M813895-500ml) 

12. 冰醋酸 (Mreda, catalog number: M058454-500ml) 

13. Giemsa 粉剂 (Sigma-Aldrich, catalog number: G4507-25G) 

14. 甘油 (aladdin, catalog number: G116203-500ml) 

15. Na2HPO4·12H2O (Sigma-Aldrich, catalog number: 1065790500) 

16. KH2PO4 (Sigma-Aldrich, catalog number: P9791) 

17. Giemsa 染色液：将 Giemsa 原液、0.067 mol/L Na2HPO4·12H2O 溶液和 0.067 

mol/L KH2PO4溶液按照比例为 2:9:9 混合，即为 Giemsa 染色液。配制染色液所需

的三种原液可按如下方法配制。 

1)  Giemsa 原液：量取 3 ml 甲醇，30 ml 甘油，并称取 Giemsa 粉剂 0.5 g，备

用。操作过程：①将约 10 ml 的甘油置于研钵中，再加入 Giemsa 粉剂，研磨

到无颗粒；②再将剩余约 20 ml 甘油倒入研钵中，于 56 °C 水浴中加热约 20–

30 min，期间需摇动，使其溶化成匀浆状；③冷却后加入 3 ml 甲醇，室温下放
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置数周后使用。 

2)  0.067 mol/L Na2HPO4·12H2O 溶液：将 23.8 g Na2HPO4·12H2O 用蒸馏水溶

解，置于 1,000 ml 容量瓶中定容。 

3)  0.067 mol/L KH2PO4溶液：将 9.078 g KH2PO4用蒸馏水溶解，置于 1,000 ml

容量瓶中定容。 

 

仪器设备 

1. 体视显微镜 (Nikon SMZ745，Japan) 

2. 荧光显微镜 (Nikon ECLIPSE E400 显微镜 + Nikon 数码相机 Dxm1200) 

 

实验步骤 

1. 秋水仙素预处理：取末龄雄性幼虫注射 100 µl 的 0.32 mg/ml 秋水仙素 (此步骤

可以有效的提高细胞分裂相指数)，处理时间为 4-6 h。 

2. 解剖取材：将秋水仙素处理的末龄雄性幼虫活体解剖取出精巢，剔除周围的结缔组

织、脂肪及其他杂物。 

3. 低渗处理：将处理干净的精巢置于 0.075 mol/L 的柠檬酸钠中低渗处理 10 min，

弃去柠檬酸钠 (此步骤可以使细胞吸水，导致细胞膨胀破裂，有利于染色体的分散；

低渗时间过长会导致细胞数减少或染色体丢失，时间过短会导致染色体分散效果差，

易重叠，不利于染色体的观察和分析)。 

4. 固定处理：将低渗后的精巢置于新鲜配制的卡诺氏液 (甲醇:冰醋酸=3:1) 中固定两

次，每次半个小时，弃去卡诺氏液 (此步骤会影响染色体标本的制作，必须使用新

鲜配制的卡诺氏液；固定时间要充足，时间不足会导致染色体模糊不清)。 

5. 软化处理：加入 200 µl 新鲜配置的 45%冰醋酸，用移液器轻轻吹打，使细胞均匀

散开。 

6. 制片：取 60 °C 预热过的载玻片，立即将软化后的细胞悬浮液滴一滴在玻片上，细

胞在玻片上散开，室温下空气干燥。  

7. 染色：以稀释 10 倍的 Giemsa 染色液对干燥后的玻片进行染色 1-2 h，用过滤水

冲洗后晾干。 

8. 镜检分析：先在低倍 (20 倍) 的显微视野下寻找细胞较多的区域，然后再转到中高
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倍数 (40 倍) 的显微视野下寻找完整的染色体分裂相；因蝴蝶的染色体较小，需寻

找分散较好的、没有粘连和叠加的染色体分裂相，经高倍数 (100 倍) 显微照相后，

进行染色体计数，例图 1。 

 

 
图 1. 枯叶蛱蝶末龄雄性幼虫精巢染色体 (n=31) (Yang et al., 2020) 

注：对不同的物种，秋水仙素的浓度和处理时间、低渗时间均不同，需要对类

群和种类进行预实验摸索进而确定。 
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