
第 � � 卷 第 � 期

� � �  年 �� 月

水 生 生 物 学 报
� � � � � � � � � � �� �� � �� � �  !  � �

� � �
�

� �
,

� �
�

�

】无 � 一 � � � �

银螂复合种外源遗传物质整入的
� � �� 分析

周 莉 樊连春 桂建芳
�

�中国科学院水生生物研究所
,

国家淡水生态与生物技术国家重点实验室
,

武汉 � �� � � ��

提要 在优化 � � �� 检测条件的基础 上
,

采用 �� 对随机 引物
,

比较分析了银卿复合种
、

异育银

卿和兴 国红鲤相互间扩增 � �  片段的异同性
。

总的来说
,

银卿复合种和异育银卿具有基本一

致的扩增产物
,

而与兴国红鲤的扩增产物多数不同
。

相似率分析表明
,

银卿复合种与兴国红鲤

之间的相似率为 ��
�

��
,

异育银螂与兴国红鲤之间的相似率为 ��
�

��
。

在分析中
,

除发现银螂

复合种
、

异育银卿与兴国红鲤间共有的扩增片段外
,

还发现了银卿复合种与兴国红鲤间共有

的扩增片段以及银卿复合种所特有的 � �  扩增带
。

本研究不但为银卿复合种异源遗传成分

的整人提供了新的证据
,

而且证实银娜复合种 比异育银娜整人了更多的异源遗传成分
。

关键词 异育银卿
,

银卿复合种
,

雌核发育
,

� � ��
,

相似率

银鲤� ���
� � � � �� � �  � � �� � � �占� ��� ��� � � �� �是雌核发育繁殖的鱼类之一

,

但它 与其它雌

核发育繁殖的物种明显不同
,

其天然群体为实行雌核发育繁殖的三倍体两性型种群 �� 一��
。

受传统雌核发育概念影响
,

过去一般认为
,

行雌核生殖的单性物种由于没有有性生殖所具

有 的重组和交换的机会
,

其突变累积的结果
,

必将难 以适应变化的环境
,

最终导致绝灭
。

然而
,

单性物种的进化成功和对生态环境适应性的事实已改变了上述观点 �� 一��
。

特别是分

布于我国的天然雌核发育银螂
,

在蒋一硅等发现异源精子不仅可刺激卵子雌核发育
,

而且

还能影 响子代的性状而提出异精雌核发育和异精效应的新观点之后 �� 
,

又相继在人工繁

育的异育银卿群体中发现 了整入异源基因组的复合四倍体个体 �� 
,

并由此出发
,

采用人工

调控银螂雌核发育机制的方法
,

成功地诱导获得 了银螂复合种【�一��
。

在获得的银螂复合种中
,

由于整倍体复合种融人了异源精子的一个染色体组
,

因而可

通过染色体数 目来鉴定
,

如融入鲤鱼基因组的复合四倍体具有 � �� 条染色体�� 
。

但对于非

整倍体复合种来说
,

由于银螂的染色体数目多
,

还无法鉴定整人的染色体成员或 � � � 片

段
。

建立 在 �� � 技 术 方 法 上 的 � � � � ��� � � � � � � ����� �� � � ��� �甲�� � � � � �技 术 自

�� �� 年诞生以来
,

已在品种鉴定
、

亲缘关系探讨和遗传作 图方面获得了广泛应用 �� 一川
。

陈

洪等曾采用 � � �� 技术从 � � � 水平上证明了异源精子对异育银螂子代产生效应的分子
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生物学证据 �� �〕
。

非整倍体银卿复合种所产生的生物学效应 比异育银螂大
,

其整人的异源

遗传物质也可能更多
。

因此
,

采用 � � �� 技术将有可能检测出银螂复合种在 � �  上的证

据
,

并进一步为分离和克隆其特异性 � � � 片段以至产生效应的基因奠定基础
。

材料与方法

�
�

� 实验鱼 异育银卿
、

兴国红鲤 �� 岁� ���
、 �� �� �口 �� � �

�� 
� �� �

、

银螂复合种均取 自本所关

桥试验场
,

其中异育银卿是从方正银螂经多代 ��� 代以上 �异精雌核发育繁育的后代
,

银卿复

合种为异育银螂授精后经冷休克处理获得的掺人了兴国红鲤部分遗传物质的亲鱼 �� � � 繁育

的子代 �� !
。

三种实验鱼都达性成熟
,

取材于 � 月份
,

为二龄鱼
。

� � � �  � 反应仪器及试剂 �� � 扩增仪为美国 �� � � �� � ��� � �  � �� 公司生产的

�� �� �
��� � �  ! !

,

��
�� 扩增引物购 自美国 � �� �� � 公司

,

� �� 酶和 �� �  是华美公司分装美

国 ��� � �� � 公司的产品
。

� � 基因组 � �  的提取 取新鲜活鱼
,

放血后称取约 �
�

�� 卵巢或肝脏
,

加入 �� 倍体积

的匀浆 缓冲液在低温下充分 匀浆 �缓冲液组分
�

�� �
�� �� � �� 一 � �

,

�捧 �
�

�
,

�� �
�� ��

�� � �
,

�
�� 

� �� � �  〕�
,

�
,

�
�

�� ��� �
,

随后经 � �  酶 � �℃ 消化 ��
,

蛋 白酶 � � � �� 消化 � �

后
,

进行酚 � 氯仿 �异戊醇 �� � � � � �� 抽提
,

将所得上清液加人 �� �� 体积的 � � �� 几 � 乏认
� 和

� 倍体积 的冰无水 乙醇沉淀
。

用适量的 � � 缓冲液溶解 � � � 沉淀 ����
�� �� � �� �一� �

,

�� � � �� �  � � �
,

��� �
�

� �
,

置 一 � � �� 冰箱备用
。

� � 基因组 � � � 的鉴定 以 �� ���� � � � � 为标准
,

用 �
�

�� 琼脂糖凝胶 �含 �
�

� 协�� �� 的

嗅化乙锭 �电泳 ��一 �� � �� � ���
,

紫外灯下拍照
,

确定 � � � 的质量及浓度
。

�
�

� � � � � 检测 �� � � 反应体系 的总体积 为 � �林�
,

内含 �
�

� 协��� � �� �� ��
� � � � ��七�

,

�
�

� 协� � � � � � �� � � � � �
� ,

� 卜� �
·

�� � � ��� 的 �� �  混合物
,

�件�引物 �约 �� � � �
,

��一� �
� � 模

板 � � �
,

�
�

� 单位 � �� 酶
,

� �
�

� 闪纯水
。

�� �� 反应扩增程序经预备实验后
,

确定了下列 �

和� 两个程序
�

变性温度

� �
�

� � �
�

�

退火温度

程序 �
��

�

�
� � � � � � � �

延伸温度

� �
�

� ��
�

�

� �    � ! 

温度 (℃ )

时间 (而n)

2:30
IH Old 3Tm P Zeyeles IH 01d

变性温度

94
.
0 94

.
0

退火温度

程序2 / / 0 :20 0 :40
4 2
.
0

延伸温度
72
.
0 72

.
0

l:30 7:00

4. 0 温度 (℃ )

co 时间 (而n)

IH 01d 3Tm P 38eyeles ZH olds

RA PD 扩增产物鉴定在 1
.
5% 琼脂糖电 泳凝胶上 (含 0

.
sug/m l澳化乙锭)进行

,

紫外灯

下 拍照
。
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1
.
6 相似率分析 根据 N el等人 的相似率分析公式进行数据分析ll3]

。

相似率 = (2 x

Na
b
)/( \ +从 )

x 10 0%
,

其中 Na
b
表示个体

a 和 b 之间共有的 D N A 扩增 片段的数 目
,

Na 为

个体
a 具有的 D N A 扩增片段的数 目

,

从 为个体 b 具有的 D N A 扩增片段的数目
。

2 结果

2
.
1 R A P D 分析最佳条件的确定

为选取最佳扩增体系和条件
,

依 次进行了模板 D N A 浓度
,

镁离子浓度
,

d N T P 浓度
,

Ta

q 酶浓度梯度对 比实验
。

理论上讲
,

一个细胞 中的 D N A 量 已经足够
,

但模板分子数越

多
,

则错误扩增越少
,

因此在本研究中
,

每 25 闪反应体系中
,

加人 10一Zong 模板 D N A
。

在

反应体系中
,

离子浓度尤其是镁离子浓度
,

对 RA PD 反应的特异性和扩增效率都有影 响
,

镁离子浓度过高
,

会使非特异性扩增产物增加
,

降低镁离子的浓度会使扩增产物减少
。

最

后确定每一反应体系加人 1
.
6 协1的 25m m ol/L 的 M gC 1

2。

在本实验 的 RA P D 分析 中
,

扩增反应的引物为 10 个核昔酸
,

G
十C 含量为 50 一60 %

。

考虑到既要获得扩增产物又有一定的特异性这两个因素
,

在本实验 中
,

最初两个循环中
,

选用 37 ℃为退火温度
,

先积累一定量的扩增产物
。

扩增产物与引物具有较好的亲和性
,

在

后面的 38 个循环中
,

选取 42 ℃ 为退火温度
。

2.
2 扩增片段数大小和相似率分析

稳定条件后
,

使用两组 40 个含 10 个碱基的引物分别对异育银螂
、

兴国红鲤及银卿复

合种的基因组 D N A 进行 RA P D 扩增
。

4 0 个引物中除 1个没有扩增出任何片段外
,

其余 39

个引物共扩增出 749 条可分辨的 1)N A 片段
,

其 中异育银螂为 237 条
,

兴国红鲤为 260 条
,

银卿复合种为 25 2 条 (表 l)
,

绝大部分扩增片段大小在 30 0一2 500 饰 之间
。

对异育银卿
、

兴国红鲤和银螂复合种之间共有的 D N A 扩增 片段以及各自的 D N A 扩

增片段进行统计分析
,

表明异育银卿与兴国红鲤之间的相似率为 28
.
6%

,

银螂复合种与兴

国红鲤之 间的相似率为 31
.
6%

,

而异育银螂与银螂复合种之间的相似率最大
,

为 71
.
6%

(表 1)
。

这种相似率的差异既反映了银卿与红鲤之间较远的非同属的亲缘关系
,

又揭示 出

银螂复合种比异育银螂整人了更多兴国红鲤的遗传成份
。

表1 40 组R A p D可分 辨的总片段数及三个样品相互间的相似率

T ab
.
1 T otal nurn be r arld slm 一l a n ty o

f di
s
ti
n
g
u ls

h
a
b l
e

fra
g m

e n ts

am
P lifi

e
d w i th 4 0

P ri m
e rs

am

o n g t h
e

th re
e s

am
P l
e s

样样 品品 扩增的D N AAA 共有的扩增D N A 片段及相似率%%% 每对引物D N AAA

片片片段数数数数数数数数数数数数数数数数 片段平均数数银银银银卿复合种种 兴国红卿卿卿

银银卿复合 种种 25222 79 (31 6% ))) 77 (28
.
6% ))) 6 3 000

兴兴 国红卿卿 26000 175 (7 1
.
6% ))))) 6 5000

异异育银卿卿 237777777 5
.
9333

2. 3 银螂与红鲤种间特异的 R A PD 产物分析

如果就单个引物来分析
,

银螂与红鲤的种间差异特别明显
。

如引物 P S
,

P S

,

H2
和 H 18

的扩增产物在异育银螂和银卿复合种之间几乎完全一致
,

而兴国红鲤则完全不同 (图 1)
,

这一方 面反 映这些引物的扩增 片段是其物种所特有的
,

另一方面也说明我们所应用 的
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