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异源四倍体螂鲤肝组织线粒体 D N A 的研究
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摘 要 :用密度梯度离心和 D N 班犯 I
、

R N 斑姆 消化法从异源四倍体娜鲤(几)和脚鲤 几肝组织中提取和纯化线粒体

D N A(m 止叹A )
。

用 9 种限制性内切酶对异源四倍体娜鲤和娜鲤 几的 m ‘叹A 进行了分析
,

结果表明沉b a l和 Bgl
n 两种限制性内切酶在异源 四倍体螂鲤 m 庄叫A 上存在酶切位点多态性

。

通过凝胶电泳测得异源 四倍体娜鲤

m 山创A 相对分子量平均约 10
.

29 x l护道尔顿
,

分子大小为 16
.

加劝 ;卿鲤 几 m 止创A 相对分子量为 ro
.

18 x l护道

尔顿
,

分子大小为 16
.

02 kb
。

根据单酶解和双酶解的片段数 目和分子大小
,

构建了异源四倍体铆鲤 浏旧N A 的 7

种限制性内切酶(K户1 1
、

入 I
、

sai l
、

刀10 1
、

Bgl n
、
B alllH I和 x 万a l)酶切图谱

。
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动物线粒体 D N A (而toc ho n
面al D N A

,

m tL创[A )是闭合环状双链 D N A 分子
,

能进行自主复制的核外

遗传物质
,

具有分子量小 (巧
.

2 一 19
.

skb )
、

遵循母系遗传方式
、

基因组结构简单
、

一级结构进化速度快和

易于分离
、

纯化等特点 [’
·2〕。 目前 m tD N A 分析已广泛应用 于动物进化遗传学

、

分子分类学和生物地理

学等研究领 域
,

该 技术在 鱼类生物学研究 中的应用 已 成为一 个十分 活跃的领域
,

亦取得 了显著成
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湖南师范大学生命科学 学 院鱼类发 育生 物学研 究室 与湖南湘 阴县东湖渔 场合作
,

在红卿 (阁

cru ci an c arp )(早)x 湘江野鲤(

~
C出p )(扩)的杂交后代 (螂鲤 F ,

)中发现部分雄性可育「
’0]

,

并检测

出卿鲤 F , 、

B 是异源 二倍体 (2n
= 100 )

,

螂鲤 B 以后是 可育 的
、

并能稳定 遗传的异源 四倍体 (4n
二

珊)[
”

,

’ZJ
。

目前在湖南师范大学建成了一个异源四倍体种质资源保护基地
,

并已顺利通过国家生物工

程研究中心的验收
。

异源 四倍体卿鲤新种群的形成
,

使大批量培育快速生长的三倍体鱼在生产中得到

广泛应用成为可能
,

并在生产实践 中产生 了显著的经济效益 [ ’3 1
,

同时也为生产安全的转基因鱼提供了

保证
。

湖南师范大学生命科学学院鱼类发育研究室已在异源 四倍体卿鲤的形态
、

受精生物学
、

性腺发育

及核型等方面做了大量的工作〔
”

,

’2〕
。

为进一步研究异源四倍体鱼的遗传与进化
,

作 者对异源四倍体娜

鲤和螂鲤 几的 m tD NA 进行了分析
,

并构建 了异源四倍体卿鲤 m tD N A 的 7 种限制性 内切酶酶切图谱
。

1 材料与方法

1
.

1 实验材料

实验用异源四倍体螂鲤 (巩)均取 自湖南师范大学四倍体基因库种质资源保护基地
,

卿鲤 几 由湘阴

县东湖渔场提供
。

限制性 内切酶购 自北京华美生物工程公司
。

1
.

2 m tL 州[A 的分离及纯化

实验鱼饥饿 1 一 Z d 后放血取新鲜肝组织
,

在 4℃条件下匀浆
,

差速离心得到线粒体
,

再用 D N出泥 I消

化后离心得到纯净的线粒体
。

加 10 % SD S 至终浓度为 1%破膜
,

用已饱和的酚
、

酚/ 氯仿/ 异戊醇 (25
: 24 :

l)

分别抽提 1
、

2 次后
,

再用氯仿 / 异戊醇 (24
:
l) 抽提 l次

,

上清加预冷 2 倍体积无水乙醇沉淀得 m tD NA 粗

品
。

用处理过的 R N次记 在 37 ℃消化 1 一 Z h 后
,

重复上 述抽 提过 程
,

沉淀 m tD N A
,

沉 淀溶于适 量 TB
(0

.

0 1 mo l
·

L 一 ‘

Tri
s ·

代l
,

0
.

0 0 一mo l
·

L 一 ’E D T A
,

PH S
.

o )中
。

1
.

3 限制性内切酶酶解条件

单酶解反应总体积为 25 此
,

其中含适量 m tD N A
,

2
.

5 匹 相应的 ro x
bo fl七r ,

ro 一 巧U 限制酶
,

37 ℃条

件下水浴 3 一 4 h
。

双酶切酶解反应总体积为 3〕几
,

对应的 ro x
bu fl七r

分别加 刀几
,

其它条件与单酶酶解

相同
。

酶解后立即加酶解反应终止兼加样缓冲液
。

1
.

4 琼脂糖凝胶电泳分析

采用水平板电泳
,

胶浓度为 1% (含澳化乙锭 o
.

sm g
·

L 一 ’
)

,

电泳缓冲液为 , E
,

电压 6 一 sv
·

cIn
一 ’,

置于 4℃冰箱电泳 3 一 4 h
。

以 入D N A / 托 n d lll 完全酶解片段作为相对分子量标准
,

电泳完毕用凝胶电泳

图像分析仪(C七l
一

Pro 八门al yzer )摄影
,

并计算出各酶切片段和 m tD N A 的大小
。

2 结果

2
.

1 单酶解片段分析

异源 四倍体娜鲤和卿鲤 几 的 m IL州rA 用 9 种 内切酶完全单酶解
,

由于 m 出八A 来源于多条鱼
,

我们

在几次不同的酶切检测中发现 B gl n 和 x b a l在异源 四倍体铆鲤 m tD N A 上存在限制性酶切位点的多态

性
,

其余 7 种酶均表现为完全的单态性
,

而螂鲤 几表现为酶切位点的完全单态性
,

见表 1
,

图 l(A 和 B)
。

2
.

2 异源四倍体卿鲤 双酶解片段分析

异源四倍体螂鲤 m tD N A 经双酶酶切后出现的片段数较多
,

并在 火助。 F大为a l
、

珑t FKP
n l

、

Sal l/ X肠
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片段只有一种连接方式
,

但可以取 1 一 2 一 3 或 3 一 2 一 1 两种不同的方 向
。

任取 x 五。 F入 1 3 一 2 一 1 为基

因组的顺时针方向
,

根据双酶切结果可以确定 R tl 的 2 个切点分别位于 1
.

4kb 及 4
.

7kb 处
。

同理
,

根据

x 五。 I与有关酶的双酶切及其它酶的双酶切结果可以确定 Sal l的酶切位点位于 10
.

g kb 处 ;
勒

n I Z 个酶

切位点分别位于 5
.

g kb 处及 12
.

4kb 处 ; B gl n Z 个酶切位点分别位于 10
.

8kb 处及 12
.

3kb 处
。

B 田旧H 1 2

个酶切位点分别位于 4
.

Ikb 处及 7
.

g kb 处 ;
Xb

a 1 3 个酶切位点分别位于 4
.

3 kb 处
、

6
.

skb 处及 11
.

4kb

处
。

根据单
、

双酶切结果
,

构建了异源四倍体卿鲤 m tD NA 7 种酶 13 个酶切位点的酶切图谱(图 2 )
。

表 2 异源四倍体铆鲤 m 比四A 双酶酶切片段大小 (kb )

T曲
.

2 R 国tri d 众旧 加吧m . 肠 k 理油 (kb } 成 m 山NA 浦曰吹饥咖咖 句内d 面 初th 山翔翻Ie e“。. 祀

酶 -
一
—

一

—
立一里‘

-

叁- 卫红

—
一——

总计

1 2 3 4 5 6 7

刀扣 F Xb a 1 9
.

1 0
份

4
.

如 4
.

印 4
.

30 2
.

20 16
.

即

刀扣 F Pst 1 11 40 3
.

30 1
.

40 16
,

15

入 F K户1 1 9
.

印
,

6
.

50 5
.

加 3
.

30 1
.

印 16
.

加
X I. 〕F K户1 1 6

.

印 5
.

卯 3
.

70 16
.

即

刀扣 FBgl n 10
.

印 3 卯 1
.

扔 16
.

10

Bgl 份K户1 1 9 田 5
.

00 1
.

30 0
.

2 ” 16
,

30

Bgl l 入 1 6
.

加 5
.

30 3
.

40 1
.

40 16
.

3D

Bgl 份刀比 1 8. 劝 4. 30 2. 加 1
.

0
粉 书

0. 6
. ’

16. 30

Bgl 份翎 1 14
.

70 1
.

30 0
.

2 ” 16
.

劝
S目 F刀侧〕 1 16

‘

10
福

10 卯 5
.

20 16 10

Sai F殉
n 1 9

.

团 5
.

0 1
.

印 16
.

30

Sal F氏t 1 6
.

日〕 6
.

叨 3
.

2 5 16
.

25

Sal F X b a l 9
.

10 4
.

印 2
.

印 0
.

2
份 粉

16
.

即
S日I F B an 们 1 9

.

汉) 3 日) 3
.

0 16
.

10

B ar d 1 F刀如 1 12
.

30
节

8
.

30 4
.

10 3
.

印 16
.

劲
B al 证I F B gl n 12

.

30
’

8
.

00 3
.

加 2
.

助 1
.

钓 16
.

00
Ban 泪 F枷

1 12. 即 7. 印 4. 叨 2. 0 L oo
- -

-

一
一

娇 塑

注
: 二
示该片段为不完全酶切片段

, , 二
示该片段在紫外光下未能检测到

,

根据相关片段的长度推算
。

酬XbaPstKPnXba酬

1111111salBslXbaBglKPn

Xh o

Ps t

(A )线形图谱 (B )环形图谱

图 2 异源四倍体娜鲤 浏旧NA 的限制性酶切图谱

吮
.

2 1】r n治tri c ti on l几甲 of m tD N A 角刃l li ver of all 沈如刘d d hy肠ds

讨论

从已构建的异源 四倍体卿鲤 m tL创[A 酶切图谱中可以看出
,

7 种内切酶 13 个切点中的 9 个(印
.

2 % )

位于图距 25
一
75 范围内

,

表现出酶切位点分布的不均匀性
。

由于有些切点位置很接近
,

双酶切时一些

小片段跑出胶外
,

或是紫外摄影灵敏度不够高的缘故
,

有些片段未能检出
,

这些 片段的分子量 只能根据
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单
、

双酶切的片段长度推算出
。

作者用凝胶图像分析仪测得异源四倍体卿鲤 m 庄州[A 分子量为 10
.

29 x

l护 道尔顿
,

分子大小为 16
.

20 kb
,

螂鲤 几 m tL 州[A 分子量为 10
.

18 x l护 道尔顿
,

分子大小为 16
.

02 kb
,

两

者在 m tE 创A 分子大小上并没有 明显差异
,

与有关文献报道的动物 m O N A 分子大小在 15
.

2 一 19
.

skb 之

间相符 [z1
。

同时作者测得异 源四倍体却鲤原始父本湘江野鲤 m O NA 分子大小为 16
.

6I kb
,

分子量 为

10
.

55 xl 护道尔顿 [0] ;原始母本红卿的 m 庄创[A 分子大小为 16
.

19 kb
,

分子量为 10
.

29 x l护道尔顿
。

从几

个品系的 m tD N A 分子大小 比较来看
,

异源 四倍体卿鲤和卿鲤 几 的
·

m tL 州rA 分子大小与其原始母本红卿

更为接近
。

本研究室采用常规的肾细胞直接制片法
,

已检测出异源四倍体卿鲤 玛
一 孔 的染色体数目为

2(X)
,

染色体组型结果表明它是异源整 四倍体 ;并用流式细胞仪测得异源四倍体卿鲤血液组织和肌肉组

织的 D N A 含量是红卿
、

湘江野鲤及其杂种卿鲤 Fl
、

几 的 2 倍
,

是异 源三倍体湘云卿
、

湘 云鲤的 1
.

5

倍【
’‘, ‘2 ]

。

异源四倍体卿鲤产生的原因可能是 由于有些卿鲤 乓 的雌
、

雄个体能分别产生二倍体的卵子
、

精子
,

两者的结合产生了四倍体【
‘4〕

。

从本文实验结果来看
,

卿鲤 几
一 凡 染色体加倍过程并未使异源四

倍体卿鲤线粒体 D NA 的分子大小产生加倍影响
,

说明了 m 止八A 母系遗传的特性
,

即 m ID N A 的遗传特

性在精
、

卵结合以前就已经 由卵子细胞质中的 m 庄州[A 决定
。

因此
,

作者认为异源四倍体卿鲤种群可以

作为研究脊椎动物线粒体 D N A 母系遗传的模式动物
。

异源四倍体卿鲤目前已稳定繁殖到卿鲤 Fl 。,

本实验用 的材料均为娜鲤 Fa
,

作者用 9 种限制性内切

酶酶切异源四倍体卿鲤 m tL 叫rA
,

其主要类型 (大约占的 % )的单酶切共有 22 个限制性酶切位点
,

而次要

类型 20 个
。

由于 m tL 州[A 来源于多条异源四倍体螂鲤
,

有些 B gl n 和 x b a l酶切带同时出现两种不同酶

切位点的酶切片段结果
,

可以根据酶切片段的长度和亮度不 同分辨出
。

异源 四倍体卿鲤在繁衍不到 10

年的时间内就出现了 Bgl n 和 万七a l两种内切酶的限制性酶切位点多态性
,

说明了 m 庄创A 一级结构进

化速度快的特点
。

同时作者用 9 种限制性内切酶酶切卿鲤 几(二倍体 )m tL创[A
,

检测出 B gl n 和 x ha l分

别具有 l 个(15
.

g kb )和 2 个(n
.

5 + 4
.

55 kb )切点
,

与异源 四倍体卿鲤的次要类型中 B gl n 和 x 万a l的酶

切结果一致
,

而其它 7 种限制性内切酶的酶切结果除长度有较小差异外
,

片段数 目保持一致
。

从酶切结

果分析来看
,

异源四倍体娜鲤 m 庄创[A 酶切位点的多态性有可能是 由于 m 山N A 突变率不一致或回复突

变的结果
。

异源四倍体卿鲤作为一种经定 向培育而得到的新 的种群
,

目前在生产上的应用已产生显著

的经济效益
。

在研究了其肝组织 m tD NA 后
,

为今后进一步分析异源 四倍体卿鲤的遗传
、

进化和动物

m 庄州[A 的母系遗传奠定了基础
,

同时对卿鲤 几染色体 自然加倍到异源 四倍体卿鲤的机理研究将对了解

自然界多倍体存在提供很重要的遗传学证据
。
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