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绩蛙的染色体研究
’

王金星 赵小凡 周岭华 相建海
(山东大学生命科学学院 济南 2 5 01 0 0) (中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 6 0 71 )

提要 于 19 94 年 8 月在 山东省威海和青岛市沿海采集缀蛙
,

运用 Pl」A (每克体重 8 x 10
’ “

g )和秋水仙素 (每克体重 2一 3 x lo
’ 6 9 )体内注射法

,

以其鳃组织为材料
,

对缀蛙的染色体进

行分析研究
。

结果表明
,

溢蛙的二倍体数 目为 2n = 38
,

核型为 26 m 十 s sm + Zst + 2t 八W 了 =

72
。

G 带核型显示
,

有 7 对染色体恒定地出现C-- 带
,

均为端带
。

银染核型表明
,

有一对中着丝

粒染色体具 A g 一N o R带
。

银染带可以作为一种遗传标记
。

关键词 核型 G 带 银染带 缴蛙

学科分类号 0 3们

海产贝类的染色体研究
,

以及各种贝类之间的核型 比较
,

对贝类遗传育种
、

环境检测
、

繁殖发育的规律和机理
,

贝类分类和系统演化研究均具有一定意义
。

溢蛙是重要的养殖

贝类之一
,

为了更好地开展溢蛙的养殖
,

对其进行细胞遗传学的研究很有必要
。

关于溢蛙

的染色体研究 国内外 尚未见报道
。

本文为 PH A 注射法应用于缴蛙染色体研究的结果
,

以

期为贝类遗传学提供基础资料
,

并且为溢蛙养殖中的选种育种提供参考
。

1 材料与方法

溢蛙 [Sin
o n o va e u la e o n s tr ie ta (L a m ark )]于 19 9 4 年 8 月采 自山东威海和青岛

,

活溢蛙

在实验室水族箱内暂养
。

采用鱼类染色体研究 中常用的植物血球凝集素 (PH A )体内注射

法
,

贝类每克体重 (含壳重 )注射 PH A 8 x 10
’ ‘g ;作用 18 一24h 后

,

再注射秋水仙素(每克

体重 2一3 x 10
“ 6
9 )

,

作用 4一5h
,

取鳃组织匀浆
,

常规低渗
、

固定
,

以空气干燥法制片
。

C-- 显带
,

染色体玻片标本在 0
.

2m ol / L
HC

I中孵育 3 0而
n ; 浸人 37 ℃的 5% B a( O H )

2
溶

液中处理 30 一 605 ; 然后放人 60 ℃的 Z x S SC 溶液 中温育 Zh ; 玻片在 5% 以 em sa 中染色

10 m in
,

镜检
。

银染色
,

按 H o w el l等的方法
,

在制得的染色体片上滴 3 滴 2% 明胶 (内含 l%

甲酸 )
、

6 滴 50 %A gNO
3
溶液

,

放人 65 ℃水浴的培养皿内
,

作用 5而
n
左右

,

视片子呈棕黑色
,

水洗
,

镜检
。

选取 较清晰
、

无丢失 的分裂相进行显微拍照
,

按 玩
v
an 等 (1 9 64) 的标准进行核型分

析
。

* 国家攀登计划B项目
,
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2 结果

2
.

1 缴蛙的二倍体数目

从鳃组织制片中选取 100 个中期相
,

计数其染色体数 目
。

结果表明
,

溢蛙的二倍体数

目 Zn = 3 8 (表 l)
。

表 1 缴蛙二倍体染色体数目 2
.

2 统蛙的染色体组型

T ab
·

1 顶咖id c

hro m os om
“ n

UIn ber of Sc on str icta 根据测量及统计结果
,

在绕蜂的 19 对

, 慕探氮, 一爪落一一爪万, 一爪蕊一一爪了一 染 色 体 中
,

有 13 对为 中着 丝 粒染 色 体

细胞数 (e e一l) 6 7 8 6 1 (m )
,

4 对亚中着丝粒染 色体 (sm )
,

1 对亚

百分率 (% ) 6 7 86 1 端着丝粒染色体 (st )和 1 对端着丝粒染色

体 (O
,

未发 现 异形性 染 色体 (表 2
,

图版

工 : 1
,

2)
。

所有染色体可以分为 3 组
。

A 组 (表 2
,

图版 I :2 )
:
1一13 号

,

为中着丝粒染色体
;

1一3 号相 对长度 较大
,

易 鉴别
,

其余各对相对长度依次减小
,

难

以区分
。

B 组 (表 2
,

图版 工 :2 )
:

14 一 17 号
,

亚 中着 丝粒染 色体
;

第 14 号染色体较大
,

易鉴别
,

其

余 3 对难以 区分
。

C 组 (表 2
,

图

版 I : 2 )
:
18一 19 号染 色体

; 18 号

为亚端着丝粒染色体
,

19 号为端

着丝粒染色体
,

这两对染色体在

整个核型中易鉴别
。

因此
,

溢蛙

的 核 型 为 Zn = 2 6m + ssm +

Zst + 2仁染色体臂数 八下 = 7 2
。

2
.

3 C 一带核型

对 8 个 C-- 带核型的分析表

明
,

溢蛙核型 中共有 7 对染 色体

具异染色质带
,

均表现为末端 C--
带

。

其 中 6 对为 中 着 丝粒染 色

体
,

l 对 为 亚 中着 丝 粒染 色体
。

另外
,

还有几对染色体不恒定地

出现 居 间带 (叭
, sm 砂和 端 带

(stls)
,

没 有 发 现 着 丝 粒 C-- 带
。

(图版 I : 3
,

4 )

表2 绩蛙染色体组型分析数据

Ta bZ Th
e data

o f the
c llr o m o s

ome
k a ry o ty Pie

an al ysis in 5 eo n s tr ie ta

组别 序号
相对长度

(卜m )
臂比 染色体形态

6 7 4 3 3 士2 2 3

6 2名2士 1
.

0 9

5 9
.

8 6士 1
.

5 5

5 6 9 6士 1
.

5 5

5 5 .8 3士 1
.

2 4

5 4 3 3士 1 6 6

5 3 7 0士 1
.

2 5

5 2
.

5 1士 0石3

5 1 7 3士 1
.

3 5

4 9 9 7士 1 8 8

4 8万0土 2
.

4 8

4 8 4 0士 2乃4

4 3
.

3 5士 1
.

8 8

5 7
.

7 7士 2石0

5 2
.

2 2土 1 5 1

4 8
.

0 9士 3
.

0 1

4 5
.

3 7土 2 6 9

4 8 3 5土 2 9 5

5 0
.

6 7士 2
.

0 9

1 2 1土 0
.

11

1 2 0士 0
.

12

111

Ill

1 2 1士 0
.

13

3 0士 0
.

16

11门

】】1

3 2士 0 2 1

l0

ll

mmmm5555

l2

l3

l4

l5

l6

l7

l8

l9

1
.

1 1士 0
.

0 6

1 2 1士 0
.

2 0

1
‘

3 0士 0
.

2 1

1 3 0士 0 2 0

1 3 0士 0
.

18

12 1士 0
.

1 1

1
.

4 0士 0
.

10

1
.

12士 0刃6

1
.

9 1士 0
.

13

2
,

0 4士 0 2 0

2
,

0 1士 0
.

16

2 6 2士 0乃7

3
.

8 2士 0 59

们门

111

m

m

111

In

11 1

】】1

2
.

4 A g 一N O R s带

对 9 个分裂相的分析表明
,

只有 1 对中着丝粒染色体呈银染阳性
。

N O Rs 在溢蛙不同

分裂相中表现出数目多态
。

同一个体的不同分裂相中显示的 N ORs 数目从 O 到 2 个不等
,

但多数为 2 个 (图版 工 :6)
。

在有 的分裂相 中
,

银染带只 出现在每条染色体的一个单臂上

(图版 工 :5)
。

与 A g 一N O RS 数 目多态相对应
,

间期核中银染核仁的数目也有不同
,

从 1 到 2
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个不等(图版 工: 7
,

8)
,

银染核仁的最高数目与 Ag
一N O Rs 的数目是一致的

。

3 讨论与结语

据 N akam ura (1 9 85) 统计
,

已报道的进行过染色体研究 的双壳类有 125 种
,

其 中有核

型报道的只有 55 种
。

我国王桂云等 (19 8 8)
、

相建海等 (19 9 1 )
、

王琼等 (19 9 4) 对海洋贝类染

色体 已进行研究
。

以往的报道
,

贝类染色体研究所用的材料 以生殖腺
、

早期胚胎或幼贝为

多
,

这类材料分裂指数高
,

容易获得分裂相
。

但也有一个很大 的缺点
,

即时间上的局限性
,

因为只有在繁殖季节才能进行取材研究
。

而本研究利用鳃组织则不受 时间的限制
,

常年

可以开展研究
。

但是鳃组织分裂指数低
,

不易得到分裂相
,

为此将鱼类染色体研究中常用

PH A 注射法移植到溢蛙的染色体研究中
,

取得了较好的结果
。

如果不用 PH A 处理
,

在染

色体玻片中几乎没有分裂相
; 经过 PH A 刺激后

,

根据本研究的统计
,

其分裂指数最高可达

到 1
.

3%
。

另外
,

由鳃组织得到的分裂相染色体收缩程度适中
,

分散也较好
。

关于贝类染色体的带型研究
,

国内外报道的还不多
。

根据本研究对溢蛙 C 一带核型的

观察
,

发现其异染色质均位于染 色体臂 的末端
,

称为端带
。

在个别分裂相 中不恒定地 出现

居间带
,

没有发现着丝粒带
。

这一点与脊椎动物的 G 带不同
。

在脊椎动物中
,

常见的是着

丝粒 c-- 带
。

M翻
n e z 一L ag e等 (19 9 4

,

1 9 9 5 )对三种贻贝 (掀
。
血215

,

掀 g a lh少r o 、in e ia zis 和

M tro ss ul us )的核型
、

c-- 带及银染带进行了研究
。

他们对 G 带的研究结果表 明
,

三种贝类

都只有少量异染色质
,

主要 位于端粒 (端带 )和染 色体臂之 间 (居 间带 )
,

着丝粒带非 常少

见
。

为了解释这种异染色质区域的位置和分布
,

M ac g re g or 等 (198 6) 指 出
,

着丝粒是 G 带
的起始位置

,

异染色质从这里向端粒迁移
。

因此
,

具有较多端粒异染色质的核型在系统演

化上要经历更长的时间
。

据此可 以推断
,

只具有端粒异染色质的溢蛙的核型在进化上经

历了漫长的演化过程
。

核糖体 R N A 基 因 (
rD N A )通常是多拷贝并分布在不同的染色体上

,

由它们形成核仁

组织者
。

通过银染可见的核仁组织者被认为是具有转录活性 的
rD N A 簇

。

根据 H a
dj iol ov

(19 8 5) 的观点
,

银染的分子机制包括两个步骤
:

(l) 特异性的酸性非组蛋 白 (称为 A g 一 ND R

蛋白
,

与 rD N A 转录有关 )结合到非闭锁 (有活性)的
r 非转录染色质上

,

这种染色质位于核

仁纤维中心
。

(2) 银粒子结合到 A g - N O R 蛋 白上
。

如果两步银染模型正确的话
,

银染阴性

可以简单的解释为核糖体基因染色质在整个细胞分裂过程 中 (从前期到后斯 )都是 闭锁

(无活性 )的
,

而被银染色的核糖体基因是有转录活性的 N O RS
。

因此
,

本文在溢蛙中观察

到的 N O RS 多态实际上是
rD N A 转录活性差异的表现

。

综上所述
,

将鱼类染色体研究 中常用的 PH A 注射法应用于溢蛙的染色体研究
,

可以

提高溢蛙鳃组织的有丝分裂指数
,

获得满意的中期分裂相
;
溢蛙 的异染色质几乎只分布于

染色体端粒的位置 (称为端带)
。

有 1 对中着丝粒染色体上具有 A g - N O Rs 带
,

且相对稳定
,

因此可以作为遗传育种或其他研究的遗传标记
。
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Slide s w e re tre ate d fo r 30 而n u te s in 0
.

2 m o l / L H C I at ro o m

te

哪
rattlre

and inc u bate d in s% B碱o H)
2
fo

r 30 to 60 se e o n d s at 37℃
.

A fl e r w as hi n g w ith di sti lle d

w a te r, slide s w e re sub se q lle n il y inc u ba te d in Z 只 S SC s o lu ti o n fo r 2 h ours at 60衬
.

5面ni 吧 w a s

do ne in s% Q e m sa (PH = 7
.

0 ) fo r 10 而 n u te s
.

S ilv e r-- stai ni n g w as 详rfo rm
e d 即e o rdi 飞 to Ho w e ll

e t a l (19 8 0)
.

叨
le re sul ts are as fo llo w

.
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Tb e di stri buti o n o f e hro m o so n le e o u n ts o btai ne d fo r 叹 e o n s介ic ta 15 sh o w n in T a b
.

l
.

T七e

m e as 眠m e
nts

a n d e las sifi eati o n o f the te n se lee te d m e ta Pha se Pl ate
s w e re Pre

s en te d in T a b
.

2
.

Pl a te l

sho w s
the k脚

o ty讲 a rr a llg e d b y m o甲h o lo g y an d de e re as in g eh ro m o s

ome
siz e

.

Th
e di p lo id

eh ro m o s o
me

n

um be r 15 38
.

Al l ehr o m o so rn e s w e re m a to he d in 19 Pai rs : the y w e re div ide d in to 3

g ro uP s
.

G ro uP A inc lt lde s Pai rs 1 to l3 th at are me taC
e n tri c s

.

Th
e re lati v e leng ths

o f Pai rs 1 to 3

are larg
e r th an th e o th e rs : th u s,

the y c an be ide n ti fi e d e as ily
.

T he re lati v e leng th s o f th e o th e rs

de e re as e g rad ual ly
.

C ro uP B e o n s is ts o f Pai rs 14 to 17 w hi e h are
su bn letac

e n tri e s
.

Pai r 1 4 15 la rg e r

th an the
o
the rs

.

丁七e re la ti v e le n g th s o f the
o

the rs de e re as e g ra dual ly an d the y e

ann
o t be

di sti n g ul she d eas ily fro m e ac h o

the
r

.

C r o uP C inc lu d e s ehr o m o so m e

No
s

.

18 an d 19
.

No
.

18 15

su
bte loc e n tri e an d N d

.

1 9 te loc e n tri e
.

T五ey ean be ide n ti fi e d e as ily in al l c h ro m o so m e s o f 尺

eo n s介ie似
.

叨 le re fo re
,

the k娜
o ty pe o f 5. e o n s 介ie ta 15 Zn = 38

,

2 6m + ss m + Zst + 2七 刀F = 7 2(Pl ate

11 : l
,

2 )
.

卫le C we b a n d ed e hro m o so m e s o f 汉 e o n s介ie ta re v eal e o n sti lu ti v e

re g ion o f 7

n 〕e ta c e n tri e s

C 一ban ds an d

p ai rs o f the
e h r o m o s

om
e s

.

A lllo飞 the m
,

6 pai rs (No

h e te ro c hr o m a ti n in t】le te lo m e ri e

l
,

5
,

9
,

10
,

1 1
,

an d 1 3) are
and 1 Pai r (NO

.

16)

ehro m o so llle
.

N o
.

18

15 s u bm e
以

e n tri e
,

In a dd iti o n
,

Pai rs 4 a n d 14 show in te rs ti ti al

h a v e te lo m e ri e C-- ban d oc eas io lla lly
.

N O e e n
tro m e ri e C-- b a n d w as

fo un d in th e k a巧 o ty讲 o f 5 c o n s tr ie ta (Pl ate l : 3
,

4 )
.

瓦 n e s ilv er-- s面ne d m e

taP llas e s o f 5 e o n s tr ic ta w e re a n aly z ed
.

A v ari abl
e n

um be
r o f Ag

一N ORS

w a s d e te e te d
,

w hi c h v a ri e d be tw e e n 0 an d 2 eh ro m o so

me
s in di ffe re n t m e taPh a se s o f the

spe e ie s
.

Th
e s ilv e卜stai ne d kary

o ty pe o f the
spe e ie s show

s o ne e h ro m o s o m a l Pai r

(me tac
e n tri e) w ith te lo m e ri c

N O RS
.

T七c v颐ati o n o f N O RS o忱erv e d in the me ta Phas e ellro n lo so

me
s 15 al so e x Pre s se d in

in te rp ha se n uc le i (Pl a te l :5 to s)
.

In e o nc lus io n
,

the
e m Plo ym e n t o f P l】A inj e e ti o n in the in v e s tig ati o n o f e llro m o s o m e s in s

e o n s tr ic ta ean inc re as e

the in de x o f 而to s is in 9 111 e ells
.

了b e he te roc hro n lati n 15 loc ate d in the

te lo m e ri e re g ion s o f s e v e n

Pai rs o f ellro m o s o

me
s

.

Th
e s ilve卜stai n e d ba n d s are

eon sta n Uy loc ate d a t

on e

卿
r o f me 以

e n苗 e ehr o m o so m e s
.

Th us
,

the A g一N O RS ean be re g a rde d as e llro ln o so m e m a rke rs

o f thi s spe e ie s in the g ene ti e bre
ed in g an d o

the
r fi e ld s o f s tu d le s

.

K e y w o r d s Ka ry o ty pe C一ba n di n g A g-- N O RS Si n o n o va e u la e o n s介ie ta

S u b je e t elass ifi e a ti o n n u m b e r Q3 43




