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以流式細胞儀判讀人為誘發鯉魚三倍體之探討
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要
摘

鯉魚 (Cyprin ω c α中的 )經由各種方式 (如冷擊、高水壓、化學處理 )誘發之後 , 必需
經由染色體套數或 DNA 含量和對照組之比對來確認其三倍體率 o 本實驗室採用的方
法有一.染色體圖法(Karyotyping me 也 od) 0 二.銀染j去 (Silver Staining me 也 od) 0 三.粒度

分析儀法 (Coulter Counter method) 。四.流式細胞儀法 (Flow Cytometer method) 0 前三種

方法本實驗室已陸續引進使用並不斷改進中 , 目前則嘗試使用流式細胞儀作鑑定的工
作 o 此期間不僅從結果分析來推論各種三倍體誘發方法的可行性及其成效 , 而且和本
實驗室曾經採用之其他方法比較優缺點 o

流式細胞儀分析 ;去經多方測試 , 確知其特點為直接測知和 DNA 專用螢光染劑結

合之細胞核染色體內之 DNA 含量 , 而且藉助自動分析之功能 , 能正確且快速判讀染
色體倍數性 , 值得提供經常且大量測試魚類多倍體之用 D 有關誘發之結果顯示以 1 ac

冷擊處理在不同組得到 66.6 , 80.4 , 86.2 及 86.4 % 之三倍體鯉魚 , 而高水壓和高鈣
高 pH 化學處理系且三倍體率偏低和為零 o

�

志,緒

三倍體魚之特性可應用在許多的方面 , 如不孕性三倍體草魚可清除水庫中滋長之
水草 , 而不影響水庫中其他生態體系條件 o 高經濟魚種之一的黑鋼經誘發為三倍體

後 , 可望改善性成熟期之餌料效率低下的問題 D 另外亦可應用到香魚 , 以延長其一年
魚生命成為二年魚、三年魚 D 真珠貝等養殖貝類則可以避免植核後母貝在繁殖期間無

謂的死亡 D 由於圈內此項研究為時僅數年 , 三倍體魚的特性與應用仍需作後績的追蹤
觀察 O 若人為誘發三倍體魚經證明是一種有潛力且值得開發的方向 , 則將來在商業化
後 , 必將面臨染色體倍數性鑑定的問題 D 如何在掌握結果之正確性與再現性之原則

下 , 開發能快速處理大量樣品的技街 ,
是商業化能否成功的關鍵 D 另外有關魚類細胞

學基礎研究方面 , 魚類染色體的一些現象如三倍體魚的銀裝化 (p olyp loidyl dip loidy
.. )

(1)

仍需要作史進一步的研究 , 凡此 , 需要作染色體及 DNA 含量的鑑定。本
實驗室以往採用之方法有 : 一、染色體圈法 (Karyotyping method) 0 二、銀染 j去
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(Silver-Staining method) 0 三、粒度分析儀法 (Coulter Counter method) 0 目前則開始採

用流式細胞儀法 (Aow Cytometer method) a

流式細胞儀是一種細胞自動分析儀 , 它可以讓我們快速偵測懸浮於液體中個別細
胞之各種物理及生化特性 O 細胞懸浮於液體中逐個高速流向感應區時 , 會產生電子及
光學訊號 , 這些訊號可能代表螢光強度、光散射、光波吸收或者細胞電阻 , 可以被準
確的測定而且儲存起來 O 在這種情況下 , 一些細胞重要的物理或生化特性 , 如 : 細胞
大小及存活率、核酸的量、酵素或抗原的呈現 , 均可同時且快速的自大量的細胞中分
析獲得 O

儀器構造主要由三部分構成 : 一、液體流動系統 , 此系統可讓細胞懸浮在液體
培養基中 , 並且逐個快速流經感應區 D 二、訊號感應區 , 此系統包括雷射光源
(Argon-ion Laser) 作為細胞的光散射及螢光的激發 , 光電管將微弱的光訊號加以放大 ,

然後轉換成電子訊號 D 三、訊號及數據處理系統 , 此系統包括一部微電腦及一些軟
體程式作分析用 D

一般使用染色體圖法 , 因為需要技術經驗之相當累積方能得心應手 , 既使是專人
專職加上花費甚長的時間亦只能取得數量有限的可計數但不盡完整的染色體展出 D 銀

染法一度曾被引用為最簡單易學可分辨二倍體、三倍體之方法 , 唯因為銀染後之核仁
在顯微鏡下呈黑色 , 與背景污點每每不能分辨 , 難免導致模稜兩可之疑惑 , 因此在文
獻索查土使用此法之研究報告一度中斷 D 粒度分析儀法所分析者為細胞大小 , 而非細
胞內 DNA 含量 , 因此在判讀三倍體時是一有力的佐證 , 卻非直接證明 , 每每在答辯
質疑時立場極易遭受攻訐 D 反觀流式細胞分析儀的使用正可確切地測知己預染螢光之

核內 DNA 含量 , 又由於藉助儀器的功能 , 可測樣品數量極大 , 因此能克服前三者的
困難 , 本文即就使用此項高科技儀器解決鯉魚經人為誘發三倍體後建立其判讀方法之
心得提出報告 O

材料與方法

鯉魚卵以人工繁殖法受精後 , 為確實掌握在第二極體釋放之前保留 , 以便達到誘
發三倍體之目的 , 試將受精卵受精之後不同時間 (X = 1 ' 3 ' 5 ' 7 分等 )施于低溫刺

激( 參考前人實驗 , 以 1 cc 為主
(2.4)

壓力刺激
(5)

或化學刺激 ( 高鈣

Ca=lllg/IOL ' 高酸鹼值 pH=
10)(6) ,

並持續不同時間 (y= 鉤 -60 分 ) 0 然後依批次及不

同處理組 , 分別飼育在塑膠容器並 |遺體形增大移入較大型塑膠容器或附循環過法設備

之玻璃水槽 , 每日投予足量鰻魚飼料 , 直至體長約 5 cm 以上足供一次採紅血球豆少

一百萬粒以上仍不影響其存活時 , 才分批次分組採血供試。

一般在鑑定魚類染色體套數所採用的材料是紅血球。本實驗室過去曾嘗試過多種

方法 , 如銀染 ;去係以其工血球為材料 , 染色體圍 ; 去 1f 以胚胎、總絲或再生組織為材料 ,

而以粒庭分析儀測量細胞體積 ;去係以紅血球為材料。

樣品處理步驟可分為前處理與上機二大項 : 綜合參考不同醫學檢驗中心的程序
(7)
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及 Appendix I 之 Protocols A 、 B 、 C, 主要步驟詳如下列 :

一、前處理 :
採血 ; 以 EDTA 為抗凝血劑、心頂在採血的方式採到的對照組與試驗組的魚血 , 立刻分

別加入 I % BSA(Bo 吋ne-Serum-Albur 凹的-PBS-0.05 % NaN3 溶液 J

離心 : 以轉速 1I00rpm 離心 : 一

BSA(Bovme-Serum-Albumin)-PBS-0.05 % NaN3 溶液 O

染色 : 加入 0.1 % Triton-X-I00 ' 50 μ glml Propidium Iodide'

%

180 山litslml RNase 0

水浴 : 於 37
�C 71< 浴內培養 20 分鐘。

染色 : 再加入 0.1 % Triton-X-IOO ' 50 μ glml Propidium Iodide' 置於 4 cC 下一小時 ,

繼續更為完整的螢光染劑與 DNA 之結合作用 D

回溫 : 將樣品回溫後即可上機 D

二、上機 :
暖機 : 將機器暖機一小時 , 目的在使雷射光源的電流穩定口
校正 : 用校正 ;夜 (DNA-Check) 調整雷射光與待測細胞問之正確位置 o

選擇參數 : 配合染 �J Propidium Iodide 的螢光特性 , 選擇 FL2-COUNT '
LFL2-COUNT 三個圖形 D

條件設定 : 在採到的血中除紅血球外 , 有細胞碎屑 , 血凝塊 , 及其他組織細胞 D 所以

必須以接流式細胞儀所提供的功能將紅血球與其他細胞區分出來 , 以使得
到正確的結果 D 調整 Sample flow rate' Sheath pressure' PMT voltage'

Ampli 且 er gam 大小 , 可從 FS- FL2 圖上看出細胞的分布情形。從這個 Dot Plot

上可用機器所提供的功能 Bitmap-Gating 將紅血球的部分獨立出來作分

析。當PMT voltage' Amplifier ga血及 Bitmap-Gating 的位置確定後 , 即可
開始測定樣品了 D

開始測試 : 隨時注意 HPCV 值 , 勿使超過 5 % 0

FS 圖FL2

結果與討論

一、前處理 :
利用流式細胞儀來鑑定魚類染色體含量可能是一個有效的方法口但是要得到正確

的結果則需要有良好的前處理。本實驗有三個不同的前處理方法 , Protocol A 、

Protocol B 與 Protocol C (Appendix 1) 。以 Protocol B 與 Protocol C 處理的樣品都能得

到良好的結果 , 而以 Protocol A 處理的樣品經常有 Vortex 無法打散血塊及機器無法偵

測到的情形 O 歸納出其可能原因如下 :
A. 離心次數太多 , 產生血塊 O

B. Triton-X-I 00 濃是太低 O
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C. Triton-X-l 00 作用時間太短 D

D. 由於 T 討ton-X-I00 作用不足 , 使得 Propidium Iodide 無法有效的染色 D

二、三種三倍體誘發方法成效的比較 :
從流式細胞儀得到的數據顯示 , 迄目前所測試各組中只有以 1

�c 冷擊處理的受精
卵能得到三倍體的鯉魚 , 而且比率高達 80 % 以上 D 另外二種誘發方法 : 高鈣高 pH 溶

液處理、高壓處理沒有誘發成功或成功率偏低 o 唯 ,
此項結果仍需更多的實驗數據來

支持其最後結論 (Table 1) 0

Table 1. Comparison of three triploid inducement methods in ca 中﹒

Inducing methods gr 旦旦旦
ACold shock (1

�C)

B

C

D

間。 Ca & high pH A

B

C

D

E

X'"
y*

1 "'30

1"'30

3"'30

3"'30

1"'60

1 "'60

3"'60

5"'60

5"'60

2N(no. ) 3N(no. ) 3N/2N+3N(%)

3 19 86.4

66.6

86.2

80.4

11 22

4 25

10 41

30 。 。

30 。 。

25 。 。

30 。 。

30 。 。

B

回gh wat 前 pressure

(650 Kglcm2)

X "'Y: X represents time (min) after fertilization; Y represents treament time.

7.7

A 5"'5

5"'10

20 。 O

13

三、四種鑑定魚類染色體套數方法之比較 :
四種鑑定魚類染色體套數的方法 , 究竟何種能得到最正確的結果 , 其優缺點分析

如下(Table 2) :
( 一 ) 染色體圖法 : 染色體圈法的製作耗時頗長 , 而且處理過程中所發生的問題 , 如不

同細胞間會有染色體混合 ,
同一細胞內也有染色體重疊的現象 , 以

至於得到不正確的結果 O 染色體圖法也有類似銀染法樣品數目不大

的問題 D 所以染色體圖法也適合作為一種輔助的方法
(8)

但是 , 若製
作技術良好則能得到清晰的染色體圖片及數目 , 提供最直接之證
明 D

( 二 )銀染法 : 銀染法的製作過程尚稱簡便 , 但是雜質干擾以及細胞重疊的問題則造成
錯誤的結果

(9)

另外 , 由於是以顯微鏡觀察 , 所以樣品數目並不大口綜合
以上因素 , 以銀染 ;去測定染色體套數可以作為一種輔助的方法。
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( 三 ) 粒庭分析儀法 : 以粒度分析儀測量紅血球體積大 ,卜來推論其 DNA 含量 , 此種方
法有一缺點 , 在採血的過程中 , 由於滲透壓的關係 , 紅血球容易
產生體積改變的情形 , 而影響其可信度

(10)

。但是 , 粒度分析儀法
的樣品數目能夠達到 10,000 個細胞以上 , 而且 , 在數分鐘內即可
測完 , 這是粒度分析儀法的優點 o

( 四 ) ;亢式細胞儀法 : 流式細胞儀法是先將細胞染色再由使用流式細胞儀 (Flow

Cytometer, Profile II; Coulter Co.) 去判讀 O 由於與染色體結

合的染劑和染色體含量成正比的關係 ' 所以
, 能夠將染色體作

定量的測定 , 並與對照組之樣品作比較
(10)

除了精確之外 ,
前

處理簡易 , 樣品數目能夠達到 10,000 個細胞以上 , 都是流式細
胞儀法的優點 o

( 五 )綜合比較 : 由於前處理的困難及樣品數目太小的問題使得銀染法及染色體圖法不
適合於作大量樣品的處理與分析 G 而粒度分析儀法及流式細胞儀法則

能快速的處理大量樣品 o 唯 , 粒度分析儀法由於是以紅血球為材料 ,

在採血的過程中 , 由於滲透壓的關係 , 容易產生體積改變的情形 , 而
影響結果的正確性 o 所以 , 綜合以上各項可知流式細胞儀法是一種快
速且正確的測量染色體的方法 D

Table 2. 旭alysis of fishery ploidy determination methods.

Silver-staining method Karyotyping method Coulter counter

method

Flow 叮tometer

method

Observational tool microscope microscope Coulter counter flow cytometer

Objective s

nucleus forming area

embryo or gill's

fiber
size of RBC DNA amount in

RBC's nucleus

Cause for error ImpurIties or wrong

posItion
。,verlay or loss RBC's distortion wrong position for

laser emitting or

Improper

pretreatment

Number of 叫馴 es 1100-200 cells (per
slide)

30-100 cells
(per slide)

3, I 00 cells per s凹 , 200 cells per s 肘 ,

total count above total count above

20,000 cells 10,000 cells

Treatment time 3 min 3-12 h 3 min per sample 3 min per sample

Observation time 10 min tn-A 7 min per sample 5 min per sample

四、資料分析 :
( 一 ) 1 �c 冷擊與對照組魚比較 (Fig. 1 and Appendices 2&3)

1. 平均值比較 : 從 FL2-COUNT 圖上 , 兩個峰 (Peak) 的位置可以清楚的分辨出二

倍體與三倍體的不同。由於三倍體的染色體比二倍體多了二分之
一 , 所以 ,

其螢光強度分別為 57 與 38 0
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2.FS-FL2 立體圖比較 : 二倍體的峰與三倍體的峰很明顯的落在不同的位置 , 從此

圖可以清楚的看出二倍體與三倍體細胞其大小與染色體

含量的差別 O

( 二 ) 以高壓處理與對照組魚比較 (Fig. 2 and Appendix 4)

1 平均值比較 : 從 FL2-COUNT 圖上 , 兩個峰的位置可以清楚的看到 , 高壓處理

與對照組魚其螢光強度並無多大差別 , 顯示其染色體含量相當口
2.FS-FL2 立體圖比較 : 此圓形是將對照組與測試組的立體圖合併 , 發現兩者之高

峰所在完全重疊
, 顯示其細胞大小與染色體含量並無差

別 o

( 三 ) 以高鈣高 pH 溶波處理與對照、組魚比較 (Fig. 3 and Appendix 5)

1. 平均值比較 : 高鈣、高 pH 溶液處理魚與高壓處理魚的情形相同 , FL2-COUNT

圖顯示其染色體含量與對照組魚相當 O

2.FS-FL2 立體圖比較 : 此圓形是將對照組與測試組的立體圖合併 , 發現兩者之高
峰所在完全重疊 , 顯示其細胞大小與染色體含量並無差
別 D
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Appendixes

(Protocol A)

0.2 m1 RBC sample in Heparin or saturated EDTA, add PBS (pH 7.4)

v
Centrifuge 1,500 中風 10 min, discard supernatant (wash)

v
0.15 M NaCl (4

�C), 5 min at Triton

X-100 Solution: RBC = 1 : 1, Wash

Treat w 0.1 % Triton X-100

w

I
Wash w PI3S, 2x

v
Add 100 μ I of 1 mg/ml RNase (DNA free) + 100 μ I of 400 μ g/ml PI (Ke 叩血 dark)

w

I
Incuba 悅 37

�C, 30 min
I

w

Iw 叫 w PBS, 2xl

Appendix 1.

213 一



(Protocol B)

I
Cent 曲geRBCs 叫 Ie, 1,100 帆 5 mini

v
I Discard s恥matant I

v
I

Add solution A30 μ 1, in ωb飢 37
�C, 20 min

I

v
I

Add solution B30 μ L 訂閱t

Solution A Solution B

0.5 m1 PI Stock solution 0.5 m1 PI Stock solution

0.5 m1 RNase stock solution 0.1 m1 Triton X-IOO stock solution

0.1 ml Triton X-IOO stock solution 9.4 ml 0.4 M NaCI solution, a 吐just to pH=7.2

Appendix 1. (Continued).
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(Protocol C)

0.2 ml RBC sample in saturated EDTA, add 0.8 ml PBS
﹒BSA ﹒

NaN3 solution [( 1 % BSA + 0.05% NaN3) in PBS]

v
IResu 叩叫他血t叫呻圳0 μ m叫

w

� 叫 wPBS, 江哼起 1,500 帆 30 see
I

w

I

Set cell d組耐 =8X 山 1 X 106 心rll

w

I

Add 20 μ l

w

I

Add 20 μ lof PI (-2.5 mg/ml)
I

EDT A : Ethylenediamine tetracetic acid

PI : Propidium iodide

Appendix 1. (Continued).
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Appendix 5. Cytometry test results of bitmap gating and fluorescence intensity in ca 中
groups of control and high Ca-high pH solution treatment at 1,110 mg CaC121l 00 ml H2O
and pH= 10 showing no increment of DNA content in later group when compared to control
group.



Investigation on Artificially Induced Triploidy
in Common Carp Using Flow Cytometer

Nai-Hsien Chao, Fu-Guang Liu, Chia-Fu Huang,

Chyh-Ping Yang, I-Chiu Liao

ABSTRACT

After the induction oftriploidy in ca 中 (Cyprinus carpio) by cold shock� chemical shock,

。 r hydrostatic shock, the identification of triploidy presence using flow cytometer to

determine DNA content was developed and compared with three other methods including

karyotyping method, silver staining method and Coulter counter method, which were

previously used in our laboratory.

Three m 題jor protocols A, B and C adopted for pretreatment of red blood cells were
found feasible and pratical wi 也 st 叩wise improvement of easy manipulation.

RBC sa 耶 les were run in flow cytometer allowing the sa 晦 Ie injection at optimun flow rate

( 15-30ullmin ), shea 也 pressure ( 7.51
'"'-'

15.00PSI ) and laser power ( 0.15MV and 8.62A )

to obtain better half pick coe 血cient of variation ( < 5 % ) and histograms of fluorescence

intensity from RBC sta 旭ed wi 也 PI ( Propidium Iodide). The histograms were analyzed

using the supplied DNA analysis program and a recommended software.

The results indicated 也 at the flow cytometer has the advantages of being accurate and

capable of checking more than 10,000 cells within 3 min. In this study, cold shock of 1 �c
resulted 旭 triploidy of 66.6, 80.4, 86.2 and 86.4 % 旭 various experimental groups, w 趾Ie

The treated

high Ca, high pH solution treatment and hydrostatic pressure shock gave poor production of

triploidy.
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