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异育银螂及其人工杂合种外源

遗传物质的检测分析
‘

丁 军 谢岳峰 蒋一硅 单仕新
�中国科学院水生生物研究所

, 武汉 � � � � � � �

提 要

采用 � � 人 杂交的方法
,

对异育银螂及其人工杂合种进行了外源 � � � 的检测分析
,

发现

两个雌核发育系的异育银卿及其人工杂合种的 � � � 与红鲤 � � � 片段间的分子杂交均有阳

性斑点出现
,

这表明
,
在异育银卿及其人工杂合种产生过程中

,

父本�红鲤�的 � � � 片段的确

可以随机地掺人到母本细胞的 � � � 中
,
从而产生了异精效应

,
使其子代生长加快

,

并出现父

本性状
。

关镇词 异育银螂
,

异育银鳃人工杂合种
, � � � 杂交

,

检测父本 �红鲤� � �  片段

过去认为
,

在行雌核发育生殖的鱼类中只表达母本的遗传性状
,

人卵精子的作用仅是

刺激卵子发育
‘, ,�� 。

但蒋一硅等 �� � � � �却在银螂的异精雌核发育子代中发现了群体的快

速生长效应和一些具有父本遗传性状的个体
,

他们认为在银卿雌核发育生殖中
,

异源精子

不仅可刺激卵子发育
,

而且还可以影响其子代的某些生物学性状
,

并将异源精子的这种作

用称为
“

异精效应
” 【�� 。 此后

,

本实验室在培育异育银螂人工杂合种的工作中
,

也同样观察

到了
“

异精效应
” ,

如子代中出现了某些具有较为明显父本性状的个体
、

子代生长速度明显

加快等 �� 。

类似的效应也曾出现在其它行雌核发育生殖的鱼类中
’�� 一‘, 。 尽管有诸多证据

证实异精效应的存在
,

但迄今对其产生的遗传学机制还不甚明了
。

蒋一硅等认为
,

异精效

应的产生是由于父母本间发生了片段 � � � 的杂交
,

但 目前尚缺乏直接的证据
。

为此
,

我们采用 � � � 斑点杂交的方法
,

对异育银螂及其人工杂合种进行了外源遗传物质分析
,

为初步了解异精效应的遗传学机制提供了实验依据
。

材 料 与 方 法

实验所用材料鱼均取 自本所关桥试验场
。

� 本研究获 国家自然科学基金 �� , �� � � � � �
、

湖北省自然科学基金 ���� � � � 和国家淡水生态 及生物技术开放实

验室 �� � �  � 资助
。

� 单仕新等 ,

异育银卿人工杂合种的研究�待发表 �
。

� � 许昌光等
, � , � ,

。

异精激发银娜雌核发育所获后代的比较研究
。

齐鲁渔业
、
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方正银螂 为 � � �  年引自黑龙江省方正县的亲本银螂自繁的子代

�
�

异育银螂 方正银螂�� � � 兴国红鲤�少 �子代

�
�

异育银螂人工杂合种 异育银卿 � � � �人工脱膜卵子以去除初级控制 � � 兴国红

鲤�了 �子代 �� ��

�
�

兴国红鲤�了 �

实验设计 由于红鲤与银螂存在属间差异
,

因此二者的总 � � � 中应当存在一些非

同源�或种特异 �片段
。

如果在异育银螂或其人工杂合种产生时有父本�红鲤 � � � � 片段

掺人
,

那么这两种鱼的 � � � 就应是方正银螂 � � � 与微量红鲤 � � � 片段的混 合体
,

因此
,

可首先用方正银螂总 � � � 与待测鱼的 � � � 进行杂交
,

反应完全后待测鱼 � � �

中应只剩下父本�红鲤 �特异的 � � � 片段
,

此时再以标记
’� � 的红鲤 � � � 片段作为探

针进行杂交
,

就应该获得阳性斑点�图 � �
。

待侧鱼 � � � �方正银螂 � � � 片段“ � � � � � � ”十红鲤 � � � 片段 “
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第二次杂交�探针为红鲤 � � �

片段
, 标记同位素 ”� �

� � � � � � � � � � � �
�
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获 得阳性斑点

图 � 检测待测鱼中父 本�红鲤 �特异 � � � 片段的实验 原理
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实验步骤 提取方正银螂
、

异育银螂
、

异育银螂人工杂合种及红鲤 � � �� 分别取上述

四种鱼的肝脏组织
,

在 � � � 抽提液 �� � � � �
� � � � � � , � 外 �� � , � � � � � � � � ��

一
� � �

,

� � � � � � � � � � � 中匀浆
,

加人终浓度为 � � 拌 � � � � 的 � � � �� �� �  ! � , � �℃ 保温 � �
。

经

用酚
一

氯仿抽提
,

乙醇沉淀
,

� � �� � � �
� � � � ��

一
� ��

, � � �
�

� , � � � � � � �  ! � 缓冲液

溶解
,

一 �� ℃ 保存备用
。

点膜及预杂交
� � � � 样品点膜前在 �� ℃ 水浴保温 �� ��

,

使 � � � 变性
。

将变性

的异育银卿
、

异育银螂人工杂合种和方正银螂 � � � 按 �� 户 � �孔点于硝酸纤维素膜上
,

室温千燥
,

�� ℃ 恒温烤膜 ��
。

预杂交基本按 ��� ��
��� 的方法〔刀 。

预杂交液为
� � � �� � , �

�

�关 �� � , � 火 � � � � �
�
� �

, �
液和 �� � 户� � � � 的变性蛙鱼

精子 � � � 。

第一次 � � � 杂交
:
杂交液 为 6 x S Se ,

0

.

5 多 SD S , , x D e n h a r d t
’
:

液 和 l, o
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产g /。1 经超声处理的变性方正银卿 D N A (不标记同位素)
,

68 ℃ 杂交(两次 )
,

共 12h
。

标记探针及第二次 D N A 杂交
: 红鲤 D N 人 超声处理成 1 K b 左右的片段

,

用 a -

32P 一 d C T P 按缺口翻译法进行标记
,

过 seph adex一 G
一

50 柱
,

收集第一峰即 为 标 记 探针
。

第二次 D N A 杂交基本按 M ani at is 的方法
〔7] 。

杂交液为 6 x S Sc ,
0

.

5
%

S D S
,

5 X D
e ; l

h

a r

d
t
’ s

液和 , o ; ‘g
/
m l

, ,
P 标记的红鲤单链

D N A 片段
。

结 果 与 讨 论

异育银螂
、

异育银螂人工杂合种 (F Z 代) D N A 与
’
zP 标记的红鲤 D N A 片段分子

杂交结果见表 1 及图 2。

表 1 D N 人 分子杂交结果

T ab
. 1 T h e results o f do t hyb ridiza一i o n o

f D N A

被被侧鱼种类及其所属雌核发育系“
JJJ 被测鱼编号号 被测鱼体重 (g ))) 斑点杂交 阳性 率率 生长比较较

SSSP eeies a nd elon eee T est fish N O
...

F ish w eig httt P ositive rateee G ro w thhh
ccccccccccco m P ariso nnn

CCC 系异育银卿人工杂合种 (F 2))) l* , 2 * ,
3 * ,,

1 0
.
4 , 1 0

.

0
, 1 0

.
0

,,
8 5

.

7
%%% 比 C 系异育育

44444* ,
5
,
6

,
777 8

.

0
,
5

.
0 ,

3

.
2

·

3

.

44444 银卿快35
.0%%%

CCC 系异育银卿卿 8 , 9 , 1 0 ,,
3

.

0
, 2

.

7
, 2

.
5

,,
6 6

。

7

%%%%%

11111 1
, 1 2 , 1 333 2

.
4

,
2

.
1 , 3

.
1111111

DDD 系异育银卿人工杂合种 ( F Z))) 14 , 1 5
,
1 6

,,
6

.

8
, 7

.
0 , 7

.
1 ,,

3 3
.
3

%%% 比 D 系异育育
111117 , 1 8

, 1 999 6
.
7

,
6

.
7 , 6

.
44444 银卿快17

.1%%%

DDD 系异育银卿卿 20 , 2 1 ,, 5
.
9 一 4

.
7 ,,

2 5

.
0

%%%%%

22222 2 , 2 333 4
.

7
, 4

.
1111111

方方正银卿卿 24 , 2 8
, 2 9 ,

3 000 2 5 0
。

000 00000

红红鲤与方正 银卿 D N A 混合物物 2 5 , 2 6
,
2 77777 1 0 0

%%%%%

((( 红鲤 D N A 含量分别为1
, 0

.
1 , 0

·

0
11111111111

nnn
g

)))))))))))

*
C 系异育银卿人工杂合种群体中出现的较大个休

, 均 为阳性(阳性率为 100 % )o

从表1及图 2 中可以看出
,

两个雌核发育系的异育银螂及其人工杂合种的 D N A 与红

鲤 D N A 片段间的分子杂交均有阳性斑点出现
。

这说明
,

在异育银螂及其人工杂合种产

生的过程中
,

父本精子的 D N A 片段的确可以掺人到卵子的 D N A 中
。

可以认为
,

由于

父母本间存在片段 D N A 杂交
,

导致异育银螂及其人工杂合种表达了父本性状
‘

)o

此外
,

表 1所示的杂交结果还表明
,

阳性斑点的出现率在各类被测鱼中明显不同
,

其

中在相同雌核发育系中
,

异育银卿人工杂合种的斑点阳性率高于异育银螂
,

与此相对应
,

同系的异育银螂人工杂合种的生长也的确比异育银螂快
,

其中c 系异育银螂人工杂合种

(F2 ) 比 C 系异育银螂快 35 外
,

D 系异育银卿人工杂合种 (F Z ) 快17 外
。

同时
,

作者在 C

系异育银卿人工杂合种群体(同池发塘 )中发现了体重远高于其平均生长水平的个体
,

其

l) 同 22 页的脚注 1)
。
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全
DN A 斑点杂交的阳性率为 100 多 (表 1及图 z)

,

从这两个结果可 以 看 出
,

D N A 斑点

杂 交 阳 性 率与被测鱼的生长率

(G
row th rate) 存在一致的关系

,

父本 D N A 片段与母本 D N A 间

的整合可能会以某种机制大大加

快其子代个体的生长
。

本实验结果虽然为异精效应

产生于父母本片段 D N A 杂交的

假设提供了直接证据
,

但还不能

排除异源精子带人的其它微量物

质 (如线粒体
、

核质及少量胞质

等) 也可影响其子代的某些性状

的可能性
,

因此
,

要全面了解异精

效应的遗传学机制
,

还需更为深

人的研究
。

总之
,

通过对异育银卿及其

人工杂合种进行的遗传分析
,

作

者认为
,

雌核发育的银螂卵在受

精过程中与异源的红鲤精子之间

可以发生片段 D N A 的杂交
,

从

而导致了异精效应
,

使其子代生

长加快
,

并表现出某些父本性状
。

图 2 D N A 分子杂交结果

(照片中的斑点 号与表 l 中的被测鱼编号相同)
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