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摘要: 刺鳅 (Mastacem belus aculeatus )是具有明显 X和 Y异形性染色体分化的淡水鱼。本实验室通过显微切割 ( M -i

c rodissection)和兼并引物 PCR ( DOP-PCR )方法, 从雌性刺鳅中期染色体分裂相中分离获得 X染色体并扩增其

DNA,利用 T载体和电转化方法, 建立了刺鳅 X染色体 DNA质粒文库。该文库插入片段的平均长度约为 500bp,理

论上包含 X染色体 98%以上的序列。当用荧光原位杂交 ( F ISH )来验证文库的专一性时发现, 在无竞争性 DNA杂

交条件下, 整个 X和 Y染色体上都表现出强烈的杂交信号,并且常染色体上也出现一些随机散布信号;当含有竞争

性 DNA时, 常染色体上的信号消失, 仅性染色体上异染色质区域保留有较强信号。就此, 本文对刺鳅性染色体上

的序列类型进行了探讨。
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  性别和性别决定是引人注目的生命现象, 对于

性染色体的起源和进化的探索,亦一直是生命科学

研究的热点。全世界现存鱼类约有 24000余种,是

脊椎动物中分布最广、种类最多的类群,在脊椎动物

的系统进化阶元中,居承前启后的特殊进化地位,因

而成为研究脊椎动物的性别决定和性染色体分化的

重要对象。在已进行过细胞遗传学研究的鱼类中,

绝大部分没有发现异形性染色体, 然而通过核型分

析、染色体显带、联会复合体观察和比较基因组杂交

( CGH )等方法,发现在少数鱼类中存在有异形性染

色体的分化,且分化程度高低不等,性别决定方式多

种多样
[ 1]
。这些物种的性染色体有可能代表了脊

椎动物性染色体的分化过程。因此, 对于鱼类性染

色体的研究,将有可能为探索脊椎动物性染色体进

化历程提供重要的线索。

在我国已有细胞遗传学研究报道的鱼类中,只

有 13种具有异形性染色体分化, 它们分属于六个

目, 分别是鲤形目的鲫鱼 ( Carsssius aura tus aura-

tus)、银鲫 (C1 a1 g ibelio ), 鲇形目的胡子鲶 (C larias

fuscus)、革胡子鲶 (C 1 leather )、蟾胡子鲶 ( C1 batra-

chus )、斑 胡 子鲶 ( C 1 macrocephalus )、白 缘

(L eobagrusmarginatus )、黑尾 ( L1 m inig eicauda )、

拟缘 ( L1 marginato ides ), 鲱形目的短颌鲚 (Coilia

brachygnathus) , 鳗鲡目的星康吉鳗 ( Conger myria-

ster) ,鲉形目的斑头鱼 (Agrammus agrammus)以及鲈

形目的刺鳅 (M astacembelus aculeatus)
[ 2]
。其中刺鳅

属鲈形目 ( Perc iform es)、刺鳅科 ( Osteichthyes)、刺鳅

属 (M astacembelus), 是广泛分布于我国南方的小型

淡水鱼类。1989年本实验室对桂林地区刺鳅进行

核型分析时发现其具有明显的 X、Y染色体分

化
[ 3]

, 1999年我们又对湖北武汉和荆州两地刺鳅

的核型、银染带、C带和精母细胞减数分裂二价体

进行了系统研究, 发现两地刺鳅核型完全一致, 并

与桂林地区刺鳅核型基本相同
[ 4]

, 均具有巨大的、

明显分化的 X、Y异形性染色体。这对性染色体是

染色体组中最大的一对中部着丝粒染色体, 不仅

具有结构异染色质分布差异, 而且在外部形态上

也显著不同, 在光镜观察下无需显带即能清晰鉴

别。因此,刺鳅的性染色体无疑成为鱼类性染色

体显微切割操作和进化研究的理想实验对象和实

验材料。

本实验室曾利用显微切割 ( M icrod issection)技

术, 成功分离了刺鳅的 X染色体, 并利用兼并引物

PCR( DOP-PCR )对染色体 DNA进行扩增,以扩增产
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物为探针对雌性和雄性刺鳅染色体荧光原位杂交,

结果显示 X和 Y具有相同的异染色质成分,并推测

异染色质化发生于原始性染色体形成的早期, 且原

始 Y染色体的分化可能起源于原始 X染色体上发

生的一个臂间倒位
[ 5]
。可是, DOP-PCR所获得的 X

染色体 DNA扩增产物数量有限 (仅数微克 ), 如果

需要进一步对更多物种进行涂绘比较研究以获得性

染色体进化历程信息,或者对刺鳅 X染色体中 DNA

序列进行分析, 构建刺鳅 X染色体 DNA文库将会

提供有力的研究材料和基础。目前国内尚无构建鱼

类性染色体 DNA文库的报道,本研究建立了刺鳅 X

染色体文库,并制备生物素探针,通过 F ISH 对文库

的染色体专一性进行了检测。该文库的建立, 对于

探讨刺鳅和其他淡水鱼类 X、Y染色体之间的同源

性、分化机理、性染色体保守同线群在近缘物种染色

体上的分布规律、性染色体上结构异染色质的序列

结构和起源等基础理论研究具有重要的意义。

1 材料与方法

111 实验材料  刺鳅取自湖北省武汉东湖和荆州

长湖。

112 中期染色体的制备  采用空气干燥法制备刺
鳅雌雄个体的有丝分裂中期染色体

[ 3]
。用于显微

切割和荧光原位杂交的染色体固定时间分别为

5m in和 20m in,其余操作相同。制备好的染色体标

本置于 - 20e 保存备用。
113 染色体显微切割染色体、DOP-PCR扩增  参

照文献 [ 5], 具体操作为: 将雌性刺鳅染色体标本在

95%乙醇中脱水 5m in后,在倒置显微镜下用玻璃微

针挑取 5) 7条 X染色体, 置于含有 5LL收集液

( 40mm ol /L Tris-HC ,l pH 715; 20mm ol /L M gC l2;

50mm ol /L N aC ;l 1U Topo isom erase I ( Prom ega ) )的

015 mL Eppendorf管中, 于 37e 保温 30m in, 然后加

入蛋白酶 K ( 50 Lg /mL )于 37e 再保温 30m in后,

加热至 96e 灭活蛋白酶 10m in。

DOP-PCR反应体系包括 211 Lm o l/L兼并引物

( 5c-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3c) , 200Lm o l/

L dNTP, 1 @Ex Taq Buffer和 0105 U /LL Ex Taq酶

( TaKaR a) , DOP-PCR扩增方法与文献 [ 6]相同。再

取 5 LL首轮反应产物为模板, 以相同的反应体系进

行第二轮扩增。产物用乙醇沉淀。

114 X染色体 DNA文库的建立  将 DOP-PCR产

物进行纯化后 ( Prom ega A7170
#

) , 与 pGEM-T Easy

载体连接 ( P rom ega A1360
#

) ,方法见试剂盒说明书。

以大肠杆菌 DH-10b感受态细胞为受体菌,于 1800V

电压进行电转化 ( Eppendorf E lectroporator 2510电转

导仪 )。将转化后的细胞涂布于含有 X-ga l/ IPTG的

氨苄青霉素 LB培养基平板上, 37e 培养过夜。

115 文库重组质粒插入片段的检测和扩增  以碱
裂解法提取文库质粒并用 E coRÑ进行酶切分析 [ 7]

。

取约 200ng质粒为模板, 在 20LL反应体系中加入

012mm o l /L dNTP, T7、SP6引物各 014Lmo l/L, 1U

Taq DNA聚合酶进行 PCR反应。反应步骤为 94e

30s, 57e 45s, 72e 60s。取少量产物电泳检查扩增

结果。

116 X染色体文库生物素探针的制备  采用随机
引物法,步骤如下: ( 1)取文库 PCR扩增产物约 1)

3 Lg, 置 015mL离心管中,加入去离子水,使之总体

积为 11LL, 于 95e 水浴变性 10m in后,迅速置冰浴

中 5m in; ( 2 ) 在冰上向 离心管中 依次加 入:

0135mm ol /L B iot in-dUTP 3LL, 5 @ labelling Buffer

4LL, dNTP 标记混合物 ( dATP、dCTP、dGTP 为

1mm o l/L, dTTP 为 0165mm o l/L ) 2LL, K lenow DNA

聚合酶 2U。混匀后短暂离心, 置 37e 温育 20h;

( 3)加入 2LL 100mm o l/L EDTA ( pH 810)终止反应,

加入 215LL 4m o l/L L iC l和 75LL冰冻无水乙醇, 混

匀, 置 - 20e 2h以上沉淀产物; ( 4) 13000r /m in离

心 15m in, 吸去乙醇,加入 - 20e 预冷的 70%乙醇洗

涤沉淀, 13000r /m in离心 5m in,吸去乙醇, 真空抽干

后, 将沉淀溶于 10LL TE中, 保存于 - 20e 备用。
117 荧光原位杂交 ( F luo rescence in situ hybrid iza-

tion, FISH )  雌性和雄性刺鳅染色体标本分别于

40e 烘烤 3h,并用 100Lg /mL RNaseA 37e 消化 1h。

脱水后,于 70%甲酰胺 70e 变性 3m in后, 加 40LL

经过 80e 水浴变性的杂交液 ( 50%甲酰胺、2 @ SSC、

10%硫酸葡聚糖、200ng标记探针、20Lg竞争性

DNA (超声波打断的鲑精 DNA和雌性刺鳅基因组

DNA ) ) ,于 37e 杂交 20h。染色体标本经 50%甲酰

胺 /2 @ SSC 45e , 011 @ SSC /011% SDS 60e 漂洗后,

依次封阻 ( B lock ing reagent( Roche) )、信号放大 (卵

白素-FITC、抗卵白素-生物素 ( S igm a) )、PI ( 4Lg /

mL)复染。最后置于荧光显微镜 ( O lympus BX-51)

下观察 ( 455nm ) ,以 FujiHG200彩色胶卷照相记录

图像。

2 结  果

211 X染色体 DOP-PCR产物文库的建立和分析

X染色体 DOP-PCR产物经过纯化后,同 pGEM-T
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Easy载体系统连接,利用电转化法将连接产物导入

DH-10b感受态细胞。在涂布 IPTG /X-gal的氨苄青

霉素 LB培养基平板上, 1 /10体积的转化细胞平均

可以获得约 250个克隆,其中白色菌落约 220个,重

组克隆约占 88%。

pGEM-T E asy
TM
质粒在克隆位点两侧具有共同

的 E coRÑ酶切位点和 T7、SP6引物结合序列。本研

究分别采用 PCR和 EcoR Ñ酶切法对文库重组质粒
进行了分析。以 T7、SP6引物对提取的文库质粒进

行扩增后,产物经电泳分离,呈现一条均匀的 sm ear,

与原始 DOP-PCR产物分布基本相同 (图 1a)。理论

上讲, 在克隆过程中小片段 (如引物二聚体 )往往容

易被优先连接,产生的克隆在培养中通常具有生长

优势。而本文获得的文库在克隆和培养过程中未发

现明显的这种选择性。图 1b显示从文库中随机挑

取的 8个重组克隆提取质粒并进行 E coRÑ酶切分

析,分别得到大小不同的插入片段。

图 1 文库重组质粒的 PCR分析和酶切分析

F ig11 PCR and restriction enzym e-digestion analys is of chrom osom e

library d erived from m icrod issected X ch rom osom e ofM 1 acu lea tu s

a1 T7、SP6引物对文库质粒的扩增结果: 1:阴性对照; 2 & 3: PCR

扩增产物; M:分子量标准 ( KDNA /E coRÑ + H ind Ó ); b1 EcoRÑ

内切酶对随机选取的质粒的酶切分析: 1) 8:为随机选取

的质粒; M:分子量标准 ( KDNA /EcoRÑ +H ind Ó )

a1 PCR am pl if icat ion of the p lasm id DNA of the lib rary w ith T7 and

SP6 p rim ers1 L ane 1: N egat ive con trolw ithou t DNA tem plate; Lane 2

& 3: PCR Product; Lane M: M arker, E coR Ñ /H ind Ó -digested

Lam bda DNA1 b1 Restriction en zym e-d igestion analysis1 Lan e 1) 8:

E coRÑ Digested p lasm id DNA extracted from 8 clones selected from th e

library random ly; Lan eM: M ark er, E coRÑ /H indÓ -d igested    

Lam bda DNA

212 荧光原位杂交
将 X染色体 DOP-PCR扩增产物制备成生物素

标记的探针后,分别对雌性和雄性刺鳅的染色体组

进行荧光原位杂交。当杂交体系中不含竞争性

DNA时,除了整个 X和 Y染色体上都表现出强烈的

信号外, 所有常染色体上也存在一些呈随机散布

的信号 (图 2) ; 而当杂交体系中加入竞争性 DNA

( 20Lg)时, 常染色体上的信号消失, 仅 X和 Y染

色体上异染色质区域才观察到较强的荧光信号

(图 3)。

图 2 刺鳅 X 染色体探针对雌性刺鳅染色体的非抑制性 FISH

    涂绘 (箭头示 X染色体 )

F ig12 Non-com pet it ive FISH of fem ale M 1 a cu lea tus chrom osom es

w ith the pan t ing probe derived from the X chrom osom e library

    ( Arrow heads ind icate X chrom osom es)

3 讨  论

本研究中构建的 X染色体质粒文库, 来源于显

微切割获取的 X染色体经 DOP-PCR扩增后得到的

产物。将文库插入片段标记而成的生物素探针, 分

别向雌、雄性刺鳅染色体组进行非竞争性和竞争性

荧光原位杂交时,获得的信号同 DOP-PCR产物直接

标记杂交的结果相同
[ 5 ]

,从而证实了该文库的忠实

性和染色体特异性。

此外,本研究在文库构建中使用了 T-Vector E a-

sy
TM
载体和电转化法,获得了较高的转化效率, 平均

每皮克 ( pg)载体 DNA得到约 250个转化细胞,转化

效率大约为 215 @ 10
8
感受态细胞 /Lg。已知刺鳅单

倍体 DNA含量约为 ( 1161 ? 0125) pg, 在染色体组

中, X染色体的相对长度为 7162, 因此单条 X染色

体的 DNA含量大约为 01122pg或者 111 @ 10
8
bp

[ 8]
。

本研究构建的文库, 其插入片段的平均长度为

500bp,每条染色体扩增后产生的重组克隆平均为

2116 @ 10
5
个,因而包含的 DNA插入片段的总量约

为 1108 @ 10
8
bp,是 X染色体 DNA的 98%左右。作

为 PCR介导的染色体文库, 尚未见到对染色体覆盖
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图 3 刺鳅 X染色体生物素探针对雌、雄性刺鳅染色体的竞争性 F ISH分析

F ig13 Com petit ive FISH analys isw ith b iot in-labeled paint ing p robes derived from the X ch rom osom e lib rary

a1对雌性刺鳅有丝分裂中期染色体的涂绘结果, 插入图片示 X染色体上的信号; b1对雄性刺鳅有丝分裂中期染色体的涂绘结果, 插入图

    片示 X、Y染色体上的信号

a1 A m etaphase from the fem ale; the inserted fram e show s the sign als on X chromosom es; b1 A m etaph ase from th e m ale; the inserted fram e sh ow s

    the s ign als on X and Y chromosom es

率达到 100%的报道
[ 9]
。如果不考虑文库建立过程

中 DNA的损失以及 PCR扩增中的选择性, 那么本

研究所建立的染色体文库, 理论上能够较好地代表

刺鳅 X染色体,应用于染色体涂绘研究。

在 X染色体探针对刺鳅染色体组的涂绘实验

中,我们可以观察到, 杂交体系中竞争性 DNA (超声

波打断的基因组 DNA )存在与否与涂绘结果直接相

关:在没有竞争性 DNA存在的情况下, X、Y所有的

区域都被信号所覆盖,同时,常染色体上也有随机状

的信号出现; 如果在杂交体系中存在竞争性 DNA,

则杂交信号仅出现在 X和 Y的几个异染色质区域,

而在 X、Y的几个常染色质区域以及常染色体上,则

没有任何信号。我们认为, 上述现象反映了刺鳅性

染色体上不同类型的 DNA序列的组成。我们认为

在刺鳅的性染色体上至少存在三种类型的 DNA序

列:一类是存在于所有染色体上的高度重复序列

(此处称为Ñ类序列 ) ,分布于常染色体和性染色体

上,该类序列在刺鳅基因组中可能是散在的,并不形

成结构异染色质;第二类为刺鳅性染色体特有的高

度重复序列 (称为 Ò 类序列 ) ,仅分布于性染色体的

结构异染色质区域,但不存在于任何常染色体上;第

三类为低度重复序列或者单拷贝序列, 这类序列存

在于性染色体常染色质区,性染色体上的结构基因、

调控基因等有可能就属于该类序列 (称为 Ó 类序
列 )。这三类序列中,以 Ò 类重复度最高, 并且在性

染色体上分布最广,与探针复性效率最高,其次是Ñ

类和 Ó类,因其重复度较低, 故与探针复性也较慢。

当杂交体系中不存在竞争性 DNA时,三种类型序列

的探针都可以同染色体上的靶序列很好地结合, 导

致性染色体的所有部分 (包括常染色质和异染色质

区域 )都被探针覆盖 (这也证实了 X染色体文库的

完整性 ), 而常染色体上存在 I类序列的区域也会出

现散在的信号。当杂交体系中存在竞争性 DNA时,

Ò 类序列探针由于较高的绝对含量和快速的复性能

力, 比Ñ类和Ó 类序列能够更加有效地同性染色体
上异染色质区域结合,相反, Ò 类和Ó类探针同靶序

列的结合被抑制, 因此在性染色体常染色质区和常

染色体均无信号。上述假设能很好地解释本研究中

X染色体探针对刺鳅染色体抑制性和非抑制性杂交

结果的差异。

既然进化过程无法人为地重演, 我们只能在不

同物种中通过比较细胞遗传学等方法来追溯脊椎动

物性染色体的进化机制。虽然目前该机制还有待于

进一步深入研究, 但是有一点已经获得学术界的普

遍认同,即性染色体来源于同一对古老的同源染色

体
[ 10]
。Ohno认为性染色体的进化可能分为两个阶

段: 首先包含性别决定基因 (或者相关基因 )的染色

体发生倒位 ( Inversion) , 进而这些性染色体上发生

异染色质化, 实现对 W、Y染色体的保护。异染色

质的积累可以只发生在一条 (W或者 Y )或者同时

发生在两条性染色体上。刺鳅的 XY性染色体不仅

在形态和异染色质分布上相互区别, 同时可能通过
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Y染色体上的臂间倒位实现与 X染色体的隔离,因

此我们认为在低等脊椎动物中,刺鳅的性染色体的

分化处于高级阶段
[ 5 ]
。因此,作为鱼类性染色体高

度分化的代表物种, 针对刺鳅性染色体的研究对于

揭示低等脊椎动物的性染色体进化历程和性别决定

机制都具有重要的意义。

由于染色体显微分离技术尚未在鱼类分子细胞

遗传学研究中获得广泛运用,因此,关于鱼类性染色

体涂绘的报道较少。最为著名的是 Ph illips, et al1
在鲑科鱼类中进行的性染色体分离和涂绘研

究
[ 11, 12 ]

。董在杰从雌性和超雄性尼罗罗非鱼中分

离并扩增了 X和 Y染色体, 但对 X、Y染色体涂绘

时未见差异
[ 13 ]
。因此对鱼类性染色体和近缘物种

之间的涂绘研究还有待于深入进行。本研究构建的

刺鳅 X染色体文库,对于研究和揭示淡水鱼类性染

色体进化、探讨低等脊椎动物 X、Y染色体之间的同

源性、分化机理、性染色体保守同线群在近缘物种染

色体上的分布以及性染色体上结构异染色质的序列

结构等具有重要意义。
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Abstract: The sp iny ee l (M astacem belus aculeatus ) is a spec ies of the genusM astacembelus ( Osteichthyes, Perc-i

fo rm es) , wh ich m ainly live in the fresh w ater o f the south o fCh ina1 The fish is part icularly attractive for cy togenet-i

ca l study ow ing to possessing w ell d ifferent iated X and Y sex chrom osom es1
In the present study, the X chrom osom es o fM 1 aculeatus w erem icrod issected from them etaphases o f chrom o-

som es o f the fem a le1 Then, the fragm en ts ofX chrom osom es w ere put into am icro tube and am plif ied using Degen-

erated O ligonucleo tide-Prim ed PCR ( DOP-PCR ) 1 Thereafter, the product of PCR w as connected to T vecto r and

the plasm ids w ere e lectric transform ed into E1 coli1 A s a resu l,t the library of X chrom osom e o fM 1 aculeatus w as

constructed1 The sum o f the lengths of the inserted fragm ents is som e 1108 @ 10
8

bp, w ith an average length o f

500bp1 It is be lieved that the library covered m ore than 98% sequences of the whole X chrom osom e theoret ically1
To check the cred ib ility of the library, fluorescence in situ hybrid izat ion ( FISH ) w as applied1 The fragm en ts

of the library w ere labe led w ith b io tin by PCR1 Then the probes w ere hybrid ized to the chrom osom em etaphases o f

both sex ofM 1 aculeatus in the absence or the presence o f com petitor DNA1 Strong signa lsw ere detected on the en-

t ire sex chrom osom es asw ell as signa ls dispersed on all autosom es w ith the cond ition of FISH in the absence of com-

petitor DNA1W hereas com pet itor DNA w as added, the signals disappeared except those show ed on heterochrom atic

reg ions of X and Y chrom osom es1H ence, w e assorted the repetitive sequences in theX chrom osom e o fM 1 aculea-

tus into three types1 Itw as interpreted that the signa ls o fFISH in the presence o f competitor DNA show ed the distr-i

bution of type Ò repet itive sequences on the sex chrom osom es o fM 1 aculeatus1

K ey words:M astacembelus aculeatus; Sex chromosom e; Chromosom e library; FISH


