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方法的进一步改进

以及青鱼和草鱼复制带核型的研究
�

桂建芳
� �

周 墩
�武 汉 大 学 生 物 系�

提 要

对 ����
一

�������一��
����

方法进行了一定的改进和补充 �并将它应用于青鱼和草鱼的核型

研究中
。
实验进一步阐明

，
����

一

���
����

一

��
���� 方法的关键性步骤之一是要先测算实验鱼的

细胞周期 � ����
、
���

、
������� �����

，
��和 �� 虽都有抑制鱼类染色体浓缩

、

促进染色体

分带的作用
，
但其中以 ��� 碱基特异性给合物 ����

、
��� 和 ������� ���，� 较佳

，
特别用

��� 和 �����
�� ����� 同时处理活细胞的分带效果最好

。

鱼类核型研究的发展和深人
，
迫切需要染色体分带技术的 应 用

。
自 �� 年 代 中期

以来
，
已有不少学者致力于鱼类染色体分带研究

，

但收效甚微
。
迄 今 为 止

，
除 � 带 和

��一���带已获得了一些成功的报道之外��，
吕，��� ，

�带和 �带也有报道��，���
，

但带纹不够

清晰
，
难于分析

。
最近

，
周墩 ������

〔，，和洪云汉等 �������
‘，把 ����

一

�������
一

������
方

法应用于鱼类获得了较清晰的复制带图象
，
为显示鱼类染色体的多重带型 ��

������� ����

���� �������提供了新的手段
。
我们在此基础上

，

进行了一些改进和补充
，

并用它分析了

青鱼 ����
��人��������� ��

����
�和草鱼 ��

，����人��������� �����“ ��的复制带核型
。

材 料 与 方 法

青鱼 �尾�了�
、

草鱼 �尾�了�均采自武汉市大东门市场
。 ·

我们直接将 ����
一

�������
一

��
���� 方法用于青鱼和草鱼

，

未能获得理想结果
。
但发现

处理 ��小时后有少数细胞出现姐妹染色单体分化染色�
������ �����������������������������

，

����
，
也就是说

，
有少数细胞在 ���� 掺人后已复制了两个细胞周期

。
这一发现启发了我

们的思路
，
是不是这些鱼类细胞周期的长短不同呢� 接着

，

我们用链 �脚���加加����，抑
�

����爪
�
�

、

靖 �������加勿
，
������’��作为对照 ，

与青鱼和草鱼同时培养
，

并把培养细胞分为

几组
，
将 ���� 处理时间依次改为 ��

，
��

，��
，
��，��

，
��，��

，
��

，
��和 ��小时

，

一般是在细

胞培养 丸一�� 小时时加人 ���� �终浓度 �� 微克�毫升�
，
�� 小时前后收获

。
终止培养前

� 本工作是在余先觉教授指导下进行的�经费由中国科学院科学基金委员会资助
，
谨此一并致谢

。

�� 现在工作单位� 中国科学院水生生物研究所
。

����年 �月� 日收到
。
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�小时加人放线菌素 � �
����������� �

，
�����终浓度为 �微克�毫升�和秋水 仙

素�终浓度为 �
�

�� 微克�毫升�
。
除此之外

，
我们还分别用 ������� ����� �终浓度为 �微

克�毫升和 ��微克�毫升�
、
��� �终浓度为 �微克�毫升�

、

澳化乙淀 �
�������� �������

，

����终浓度为 一。 微克�毫升�
、

叮陡橙 �
�������。 。 �����

，
����终浓度为 ��微克�毫升�

代替 ��� 处理培养细胞
，
其处理时间及秋水仙素使用的浓度同于 ��� 处理

。

常规空气干燥法制片
。

分带程序同周墩��� 和洪云汉等
〔�� 的报道

。

结 果 与 讨 论

�
�

鱼类的细胞周期与 ���� 最佳处理时间的选择

对照试验发现
，
白鳗和缩鱼一般在 ���� 处理 ��一�� 小时时

，
少数中期相才 出现

��� 染色
，

处理 �� 小时时
，
分带效果最佳

，
与洪云汉等 〔们 报道的结果相同�而青鱼和草鱼

在 ���� 处理 ��一�� 小时时
，
就可观察到呈现 ��� 染色的中期相

，
�� 小时以后

，
呈现

��� 染色的中期相明显增多
，

在 ���� 处理 ��一巧 小时时
，
分带效果最佳

。

上述结果表明
，
不同鱼类的肾培养细胞的细胞周期长短不同

，
因而 ���� 的处理时间

与实验鱼细胞周期的长短密切相关
。
根据工作中的经验

，

在应用 ����
一

�������
一

��
����

方

法进行鱼类染色体的复制带分带时
，
关键性的第一步就是要测算实验鱼的细胞周期的长

短
，
即将 ���� 处理时间稍微延长到 ��一�� 小时左右

，
寻找出最早出现 ��� 的 ���� 处

理时间
，
然后将此时间减少 �个小时左右

，

就能比较顺利地找到分带效果最好的 ���� 处

理时间
。
另一方面

，
在摸索方法阶段

，
将 ���� 处理时间延长一些

，
还可根据 ��� 的出现

与否来判断 ���� 处理
、

各种试剂处理和紫外光照射等分带步骤的有效程度
。

�
�

����
、

���
、
������� �����

、
�� 和 �� 都有抑制鱼类染色体浓缩促进分

带的作用

��� 能抑制鱼类染色体浓缩拉长染色体���
，
我们在青鱼和草鱼中获得了 同 样 的 结

果
。
并进一步发现

，
用 ������� �����

、
��或 �� 代替 ���

，
也能达到抑制鱼类染色

体浓缩拉长染色体的作用 � 尤其是将 ��� 和 ������� ����� 同时处理活细胞
，
其效果

更为显著
，
青鱼和草鱼的复制带核型就是根据这一处理所获得的复制带中期相而排出的

�图 �
，
��

。
用 ��或 �� 处理

，

染色体伸展得更长
，
带纹更细

，
呈现有高分辨带的雏形

。
但

特征性不强
，
难于分析

，
且分裂指数明显降低

，

染色体形态欠佳
，
扭曲和重叠比较厉害

。

一般认为
，

鱼类染色体多重带分带困难的原因主要是鱼类染色体小
、
过度浓缩和染色

体碱基组成分布的区域性差异较弱等
。
因此

，
抑制染色体过渡收缩而拉长染色体和扩大

染色体纵向结构差异是进行鱼类染色体多重带分带的关键
。 ���

、
������� �����

、
��

和 �� 都具有抑制染色体收缩而促使染色体伸长的作用
，
近年来被广泛用之于人类和其

它脊椎动物染色体的高分辨带型的研究
。 ��� 是与 ��碱基对特异性相结合的物质

，
它

通过嵌到 ��碱基序列之中而抑制染色体收缩���
，�������� �����是与 �� 碱基对特异性

相结合的物质
，
它对染色体上富含 �� 碱基簇 ����� �������

�的区段具有特异拉长的作
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用���，� ��和 �� 不是碱基特异性结合物
，
它们对整个染色体的抑制作用是均一的

，
因而

染色体均等伸长
，
呈现出多而细的高分辨带

『，，

���
，
但特征性比用 ��� 或 ������� �����所

获的结果差
。
从我们的试验中也可看出

，
用 ��� 和 ������� ���，� 分别处理或用 ���

和 ������� ����� 同时处理所获得的结果比用 ��或 �� 处理所获的结果较为 理 想
，
前

者带间距离 �������
����较长

，

特别是着丝粒区域明显伸长
，
分辨率较好

，
后者带间距离

短
，
分辨率较差

。
因此我们认为

，

在进行鱼类染色体多重带分带时
，

最好选用 ��� 和

� 。 �����
‘

����� 等能与 ��� 碱基特异性相结合的物质处理活细胞
。

就鱼类染色体复制带分带的 ����
一

�������
一

��
���� 方法来说

，
关键的还是 ���� 的作

用
。
它是 �的类似物

，
可代替 �而掺入 �� 碱基对区域

，
由于其对紫外光非常敏感

，
再

加上 ������� ����� 与其特异性结合更增加了它们对紫外光的敏感性
，
从而使得染色体

上富含 �� 碱基区段优先变性而着色很浅或难以着色而呈现出复制带带 纹洲
。
我 们 用

������� ����� 处理活细胞
，
除了利用 ������� ����� 有抑制染色体收缩特异性拉长富

含 �� 碱基区段的作用外
，
另一主要作用就是使它在活细胞阶段就特异性地嵌合到已掺

入了 ���� 的区段而导致优先变性
，
以提高带纹的反差

。
���� 有抑制染色体收缩的作

用
，
使得掺人了 ���� 富含 �� 碱基簇的区段特异伸长����

，
扩大了鱼类染色体纵向结构的

差异
。

图 �
，
� 青鱼和草鱼的 ���� 复制带核型

���
�

�，� ��� ����
一����������� ������������� ���夕��户五口�夕月����刀 户��心�� �刀� �多亡” ��五�犷夕刀����刀 ��亡���了

�
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青鱼和草鱼的复制带核型

草鱼的核型已作过多次报道
。
咎瑞光等 ��������� 的分析结果为 ��� 十 ���� � ���

，

�� 一 ���刘凌云 ������
〔‘，的分析结果为 ��� � ����

，
�� 一 ��� 李渝成 �����

，

武汉

大学研究生毕业论文�的分析结果为 ��� 十 ���� � ���
，
�� � ��

。
我们在排列复制带

核型时
，
发现按照李渝成分析的结果比较合适

。
青鱼的核型

，
周墩等 ������

〔��已作过报道
，

担那时没有将
�� 组和 �� 组分开

，
其核型公式是 ��� � ����

��
， �� 、 。

我们参照有关核型

分析的数据�凌均秀
，
����

，
武汉大学研究生毕业论文�和根据复制带图象的分析

，
发现

青鱼的核型组成与草鱼一致
，
也是 ��� 十 ��

�� � ���
。
按照上述的核型组成

，
分别从青

鱼和草鱼的复制带图象中选择出一个分带效果较好且染色体形态较佳的中期相排出它们

的复制带核型�图 �
，
��

。

从图 �
，
�可以看出

，
青鱼和草鱼的染色体复制带具有较明显的特征

，
同源染色体之间

的带纹基本一致
，

每对染色体都有其特定的带型
，

基本上能准确地一一配对 � 几乎每一染

色体的着丝粒区域都呈浅染
，
且明显伸长

，
表明青鱼和草鱼染色体的着丝粒区域为 ��碱

基簇分布区
，
因而掺合了大量的 ���� 而被拉长并浅染 �结合我们对银染核型的分析

‘，，
从

草鱼的复制带核型中可以看出
， ��

�，
和

���短臂上呈现 ��一��� 带的区域在复制带核型

中表现为浅染带
，

且浅染带明显伸长
，
这似乎表明鱼类的 ���� 是富含 �� 碱基的区域

。

�

从青鱼和草鱼的复制带核型中还可看出
，

这两种鱼核型中最大的一对染色体 ���

具 有

明显的同源性
，

其短臂都呈浅染
，
长臂上都有 �条相连很紧的深染带

，
长臂末端都有 �条

小的深染带 �我们在洪云汉等旧 报道的白鳞复制带图象中也看到了这样的一对染色体
，

其

形态和带型与青鱼和草鱼的 ��，
非常相似

，

这可能为探讨雅罗鱼亚科和鳝亚科鱼类的核 型

演化以及核型的同源性提供了新的指标
。

本文虽然对于鱼类 ���� 复制带分带的 ����
一

�������
一

��
���� 方法作了一定的改进和

补充并用之分析了青鱼和草鱼的复制带核型
，

但这还仅仅是一个初步的尝试
，

尚待于更

加全面的研究
。
就 ����

一
�������一��

���� 方法来说
，

还必须进一步改进和发展
，
如加强同

步化培养措施和统一使用 ���� 处理培养细胞的时间程序等
，

这不但可以提高染 色体标

本的质量
，

而且可以为研究鱼类染色体复制带及多重带的分带机理提供更多的科学资料
。
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