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摘要! 为了提高对皱纹盘鲍染色体的辨识水平!实验利用 W9""+#

1

处理显示了皱纹盘鲍染色

体的 -带!并用荧光原位杂交分析"B02/A@C=@<=@:< C:H2 G3JA:E:V9H:/<!()*+#研究了核糖体大亚

基 A4%&在皱纹盘鲍中期染色体上的数目与位置$ 核型结果显示!皱纹盘鲍染色体组包含 0

对中部着丝粒染色体和 : 对亚中部着丝粒染色体!另有 / 对染色体介于中部着丝粒染色体与

亚中着丝粒染色体之间"85C8#$ -显带结果显示!: 对染色体有稳定的着丝粒 -带!7 <0 对

染色体上有中期相间多态的端部 -带!/ 对染色体上有同源染色体异态的臂间 -带$ ()*+分

析显示!皱纹盘鲍中期染色体上分布着 9 个大亚基 A4%&位点!分别位于 1 号短臂"1*#%0 号

短臂"0*#%31 号短臂"31*#和 3: 号长臂"3:'#的端部$ 研究结果为皱纹盘鲍染色体辨识提供

了新的特征与标记!为进一步研究皱纹盘鲍种群的染色体多态和鲍属染色体进化提供了基础

资料$

关键词! 皱纹盘鲍& 染色体带型& 荧光原位杂交& 核糖体 4%&

中图分类号! ?0:6& *83019 44444444文献标志码'&

44染色体是遗传物质的载体"染色体组型是物

种的重要遗传属性+ 研究染色体可以为物种鉴

定(种群多样性和生物进化研究提供细胞遗传层

次的依据和资料"为多倍体育种(杂交育种等染色

体组操作的结果鉴定提供依据"同时也可为研究

基因组结构和功能基因组提供基本框架+ 针对一

个具体物种"辨识染色体组中的全部成员是深入

研究染色体核型(基因组框架和基因定位的首要

步骤与重要基础+

皱纹盘鲍#F%8(*+(-<(-&,-'%))%($"属软体动

物门#Q/002C=9$(腹足纲 #O9CHA/L/E9$(前鳃亚纲

# 6A/C/JA9<=G:9 $( 原 始 腹 足 目

#&A=G9@/D9CHA/L/E9$( 鲍 科 # *:C/A:E9@$( 鲍 属

#F%8(*+(-$"是我国目前养殖量最大的一种鲍+ 12

世纪 :2 年代"&A9:等
)3*

报道了皱纹盘鲍的核型"

查明皱纹盘鲍含有 /6 条染色体"核型公式为 1<

=128@36C8+ 皱纹盘鲍的核型数据为其三倍体

育种(雌核发育诱导结果鉴定和种间杂交结果鉴

定奠定了基础
)1*

+ 然而"由于皱纹盘鲍的染色体

组中存在形态相近(长度分布连续的染色体"仅凭

臂比和相对长度两个参数很难准确辨别+ 因此"

本研究利用 W9#"+$

1

处理显示皱纹盘鲍 -带"并

利 用 荧 光 原 位 杂 交 # B02/A@C=@<=@ :< C:H2

G3JA:E:V9H:/<"()*+$技术分析大亚基 A4%&基因

簇在皱纹盘鲍中期染色体上的位点数目与分布"

为精确鉴别皱纹盘鲍的染色体提供依据"以满足

皱纹盘鲍遗传育种(结构基因组学和功能基因组

学研究迅速发展的需要
)/ 59*

+

34材料与方法

!"!#材料

实验用亲鲍购于山东沿岸并暂养于福建省漳
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浦后蔡养殖场+ 亲贝催产采用阴干(紫外线照射

过海水的刺激和流水刺激等方法"按一定比例将

精液加入卵子中进行人工授精+ 受精卵孵育至孵

化后"用孔径为 17

"

8的筛绢网收集担轮幼体+

!"$#染色体标本的制备"显带与核型分析

染色体标本的制备参考 -9:等
)7*

报道的方

法+ 皱纹盘鲍担轮幼体经筛绢网富集后"放在含

217 D5'秋水仙素的海水中培养 92 8:<"经

21207 8/05'R-0溶液中低渗处理 12 8:<"再用

卡诺氏固定液固定 / 次后"最后加入适量卡诺固

定液吹打后"静置 3 8:<"取悬液滴片"每片滴 3 <

1 滴"空气干燥+ 按 *28<@A

)6*

描述的方法显示皱

纹盘鲍 -7带+ 光学显微镜下镜检拍照+

选择 32 个染色体数目完全"分散较好(形态

清晰(长度适中的分裂相"用 Q:=A/8@9C2A@/1/

# GHHL!

!

A3EJ@AD1 J:/0/D31 =/0/CH9H@1 @E25

Q:=A/Q@9C2A@5$软件测量"并计算染色体的相对

长度和臂比+ 用 &E/J@6G/H/CG/L 排列染色体照

片"参照 '@M9< 等
)0*

提出的分组标准进行染色体

分类"染色体按相对长度递减顺序排列+

!";#荧光原位杂交

用作探针的模板的是人类 1 个 A4%&克隆

L+A13&和 L+A39,/"均由日本北海道大学阿部周

一教授提供+ 其中"L+A13&含 3:*A$%&编码区

的 71: UJ 片段"L+A39,/ 含 71:*A$%&编码区和

1:*A$%&编码区的 01/ UJ 片段+ 等量混合 1 个

克隆"用缺口平移试剂盒 #$/=G@$按试剂盒说明

书标记生物素7E#F6+

按 (2;:K9A9等
):*

描述的方法"将标记好的探

针加入杂交缓冲液#72>去离子甲酰胺51 A**-$

后":2 Y变性 32 8:<"插入碎冰 32 8:< 以上+ 染

色体制片在 01 Y 07>甲酰胺51 A**-变性 117

8:<"梯度乙醇溶液脱水+ 将探针溶液在变性后

的染色体制片上"/0 Y杂交过夜+

杂交后经 91 Y 72>甲酰胺51 A**-和 3 A

**-洗涤各 32 8:< 后"加 32

"

D58'9M:E:<7&0@I9

(02/A9::#)<HA/D@<$322

"

'"覆盖封口膜"温育 3 G

时后"用 9 A**-7213> FA:IH/< 浸洗 7 8:<'加 32

"

D58' W:/H:<309H@E &<H:7&M:E:< 4 # .@=H/A

09J/A9H/A:@C$322

"

'"覆盖封口膜"湿盒温育 3 G

后"用 9 A**-7213>FA:IH/< 浸洗 7 8:<'再次加

32

"

D58'9M:E:<7&0@I9(02/A9:: #)<HA/D@<$ 322

"

'"覆盖封口膜"温育 3 G 时后"用 9 A**-7213>

FA:IH/< 浸洗 7 8:<+ 用纯净水略清洗后"室温暗

置风干"每张染色体制片加入 12

"

'含 3

"

D58'

碘化丙啶#6)$的抗褪色剂"用指甲油封片+ 在正

置荧光显微镜 #%:U/< (N$下"使用显微镜的 W7

1&和 O滤光片分别观察红色的染色体和黄绿色

的探针杂交信号+ 用气冷式数位相机 #--4$摄

像"并将图像输入计算机中"用 %)*7,0@8@<HC软件

拼合荧光图像+

14结果

$"!#染色体核型与 E带

皱纹盘鲍的细胞包括 3: 对染色体"染色体组

型分析数据如表 3 所示+ 皱纹盘鲍中期相中"最

长染色体与最短染色体的比值约为 3171+ 臂比

大于 1 的有 0 对"占 /:18>+ 按 *H@JJ:<C

)8*

的核

型分类方法判断"核型类型为 1&"属于对称核型+

核型不对称系数#长臂总长5全组染色体总长$约

为 2169+

皱纹盘鲍染色体组中"0 对染色体臂比显著

小于 310"为中部着丝粒#8$染色体': 对染色体

臂比显著大于 310 且小于 /12"为亚中部着丝粒

#C8$染色体'而 1 号(6 号和 30 号等 / 对染色体

的臂比与 310 没有显著性差异"类型介于 8 和

C8之间"记为 85C8+ 因此"皱纹盘鲍染色体核

型公式为 R#1<$ =/6 =398@685C8@36C8"染

色体臂数为 01+ 另外"表 3 显示"皱纹盘鲍染色

体组有部分染色体形态相似"相对长度和臂比接

近"如 / 号和 9 号染色体"31 号(3/ 号和 39 号染

色体"以及 37 号和 36 号染色体+

皱纹盘鲍染色体经酸碱处理后显示 -带"按

染色体相对长度的递减顺序并综合考虑染色体分

类排列如图 379所示+ 皱纹盘鲍染色体 -带包括

着丝粒 -带(端部 -带和臂间 -带等 / 类+ 着丝

粒 -带的分布相对稳定"分布于 / 号(8 号(33 号(

39 <3: 号等 : 对染色体#图 379"图 1$+ 而端部 -

带和臂间 -带的分布较不稳定+ 不同的中期相

间端部 -带分布不同"相对稳定的有 7 号长臂

#7'$(6 号短臂 #6*$(: 号短臂 #:*$(8 号长臂

#8'$和 31 号短臂 #31*$上的端部 -带+ 此外"

每个中期相一般都可以观察到 1 <9 个臂间-带"

分布位置可能是 / 号(6 号和 31 号等染色体长臂

上+ 图 379中"6 号染色体长臂和 31 号染色体长

臂的的臂间 -带即表现为同源染色体异态+

/223
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图 !#皱纹盘鲍染色体中期相核型图

#9$-带' # J$A4%&()*+1标尺 =7

"

8' 中期相染色体图中的数字表示染色体序号' 字母表示染色体在核型图的相对位置#排在左

边标为 9"排在右边标 J$ +

L18"!#O+.'0*'5+5',7W'3/-./0+5-6=%3.#&.(;.(,'(-%//%.

#9$-7W9<E:<D' # J$A4%&()*+1*=90@J9A=7

"

81FG@<28J@A9<E HG@A@09H:M@L/C:H:/< /BHG@=GA/8/C/8@C:< HG@U9A3/H3L@C9A@89AU@E

:< HG@8@H9LG9C@C1FG@0@BH/<@C9A@09J@0@E 9C9"KG:0@HG@A:DGH/<@C9A@09J@0@E 9CJ1

$"$#3MNG序列的 LTJQ定位

人类 1 个 A4%&克隆质粒#含 3:*A$%&编

码区(71:*A$%&编码区(1:*A$%&编码区和

01/ UJ间隔序列片段$为探针的荧光原位杂交结

果如图 37J+ 6)负染的染色体呈红色"生物素 5

E#F6标记的 A4%&经杂交和信号放大后"显示

&0@I9(02/A9:: 所呈现的绿色荧光"与 6)红色荧

光组合为黄绿色+ 不同中期细胞间检出的 A4%&

信号数目有所变化"最多可以检出 : 个 A4%&+

根据图 1 和表 3 的核型分析数据可以判断"()*+

位点位于 1 号短臂#1*$(0 号短臂#0*$(31 号短

臂#31*$和 3: 号长臂#3:'$的端部+

/4讨论

皱纹盘鲍核型目前已有多篇报道"但不同报

道的结果略有差异+ 例如"&A9:等
)3*

的报道的核

型是 1< =128 @36C8"王桂云等
)32*

( "U282A9

等
)33*

及戴伟等
)31*

报道核型公式为 1< =118@

39C8+ 同一物种染色体核型多态的现象在贝类

中较为常见
)3/ 539*

+ 出现这种核型差异的可能原

因包括遗传差异和试验方法两方面!种群间和种

群内染色体变异均可能导致核型多态'秋水仙素

9223
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表 !#皱纹盘鲍染色体组型分析数据

&'("!#&*+7'.' -6.*+2*3-4-5-4+W'3/-./012':',':/5151,=";.(,'(-%//%.

编号

</1

相对长度

A@09H:M@0@<DHG

#8@9< B*4$

臂比

9A8A9H:/

#8@9< B*4$

类型

H3L@

编号

</1

相对长度

A@09H:M@0@<DHG

#8@9< B*4$

臂比

9A8A9H:/

#8@9< B*4$

类型

H3L@

3 61:7 B2116 3113 B2126 8 32 71/6 B2193 31// B21/3 8

1 6173 B21/0 310: B2113 85C8 33 7137 B2111 1192 B211: C8

/ 6199 B21/3 11:3 B2199 C8 31 9188 B21/1 3190 B2130 8

9 61/8 B2117 116: B2119 C8 3/ 918: B21/8 313: B213/ 8

7 61// B2118 31/3 B2133 8 39 91:8 B2192 31/8 B2138 8

6 6116 B2130 3169 B2110 85C8 37 91:2 B211/ 11/3 B2130 C8

0 6131 B2116 1191 B2173 C8 36 9163 B2117 1118 B2110 C8

: 7107 B21/: 1112 B2197 C8 30 917: B211/ 3102 B21/6 85C8

8 7190 B2191 3189 B21/6 C8 3: 9171 B219/ 311/ B2139 8

图 $#皱纹盘鲍 E显带和 3MNG位点的

染色体组型模式图

L18"$#M1'83'4 -6E<(',71,8 ',73MNG:-21-,

2*3-4-5-4+51,=";.(,'(-%//%.

的浓度和处理时间也可能影响染色体的形态和长

度+ 由于不同条件下获得的染色体核型可能存在

差异"因而需要更丰富的标记来规范核型"提高核

型研究结果的通用性+ 本研究结果显示"皱纹盘

鲍 1 号(6 号和 30 号染色体的臂比接近 310"类型

介于 8和 C8之间"且不同中期相测得结果有所

差异+ 存在类型界定困难的染色体"可能是导致

不同研究报道核型公式不一致的主要原因+ 因

此"参考其他物种类似情况的处理方法
)37*

"本研

究将这 / 对染色体的类型定为 85C8型"核型公

式修正为 R#1<$ =/6 =398@685C8@36C8+ 这

既可突显 1 号(6 号和 30 号染色体的特征"丰富

了皱纹盘鲍染色体辨识特征"同时也提高了不同

染色体研究报道间的兼容性+

关于鲍属贝类染色体显带的研究报道很少+

"U282A9等
)32*

用加热和盐溶液处理显示该皱纹

盘鲍的带型#类 O带$"结果显示带型在中期相间

有变化"但仍可以作为同一中期相染色体配对的

依据+ -带是利用一系列酸碱(热标准枸椽酸盐

溶液处理显示组成型异染色质区域的技术
)6*

+

本研究结果显示"皱纹盘鲍的臂端 -带在中期相

间存在多态"臂间 -带在同源染色体间也存在异

态+ 染色体 -带在中期相间的变化"以及臂间同

源染色体间的异态的现象在其他物种也有发现"

如人类(鱼类
)36 530*

+ 中期相间的多态可能与变异

有关"同源染色体间的异态可能与变异(性别分

化(基因组印迹或历史杂交事件等相关+ 分布稳

定的 -带可以作为染色体辨识的标记'而多态性

较高的 -带不适合作为染色体辨识标记"但可以

作为研究种群染色体多态性的遗传标记+

真核生物 A4%&包括两个独立的基因家族"

分别编码大亚基 3:*771:*71:*A$%&和小亚基

7*A$%&+ 许多生物中"大亚基 A4%&常与核仁

组礐中心#%"$$相关
)/"37*

+ 银染法利用硝酸银

与核仁组织者区域的酸性蛋白特异结合的特性显

色"可 以 显 示 有 转 录 活 性 的 %"$+ "U282A9

等
)32*

用银染法显示了皱纹盘鲍的 %"$"在 1 对

染色体长臂端部观察到 %"$"但不同细胞中染色

体编号不同"分别为 7 号和 6 号(或 : 号和 33 号(

或 7 号和 33 号+ 这种 %"$位置的不确定性可能

与 A$%&基因的转录活性有关+ 与银染法不同"

()*+直接针对 4%&序列"不受转录活性的影响"

可以更准确地显示大亚基 A4%&的位置+ 本研究

利用 ()*+显示了皱纹盘鲍染色体组中分布着 9

个大亚基 A4%&位点"分别位于 1 号短臂#1*$(0

号短臂#0*$(31 号短臂#31*$和 3: 号长臂#3:'$

的端部"为辨识这 9 对染色体提供了明显标记+

7223
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鲍属染色体数目的地理分布很有规律!地中

海地区的祖征鲍种 1< =1:"印度-太平洋亚洲地

区鲍种 1< =/1'北太平洋地区鲍种和南非-澳大

利亚鲍种染色体数目均为 1< =/6

)38*

+ 这个规律

提示了"染色体进化对于鲍属物种进化具有非常

重要的意义+ 然而"目前鲍染色体研究主要局限

于核型研究"涉及带型和 ()*+的研究还很少+

开展过 A4%&定位研究的鲍现有 / 种!红鲍(绿鲍

和桃红鲍 #表 1$+ 它们均属于太平洋东北区鲍

种+ 根据目前学界广泛接受的鲍属动物进化模

型"祖先鲍起源于远古特斯提海"并引发了现代地

中海和印度洋热带的鲍种发生'接着这些热带鲍

分别向南和东北两个方向移殖#=/0/<:V9H:/<$'其

中"东北分枝经过两次移殖后"辐射出包括加利福

尼亚和日本地区的北太平洋鲍种
)38*

+ 根据这一

进化模型"本文的研究对象皱纹盘鲍属太平洋西

北区鲍种"是太平洋东北区鲍的后生物种+ 本研

究结果显示"虽然皱纹盘鲍与三种已报道 A4%&

定位的太平洋东北区鲍种的染色体数目均为 /6"

但核型以及大亚基 A4%&位点数目和位置存在较

大差异#表 1$+ 红鲍(绿鲍和桃红鲍等 / 种鲍的

染色体组中均含有 CH染色体"有 1 个信号明确和

若干个不稳定的大亚基 A4%&位点'皱纹盘鲍染

色体组中没有 CH染色体"含有 9 个明确的 A4%&

位点#1 对大型染色体和 1 对小型染色体$+ 可

见"太平洋东北区鲍种移殖到西北区的进化过程

中"含大亚基 A4%&的染色体片段可能发生了重

复与易位+

表 $#鲍属大亚基 3MNG基因 LTJQ定位研究结果汇总

&'("$#J>44'3/ -6LTJQ:-2'.1-,-64'F-33MNG8+,+-,4+.'0*'5+2*3-4-5-4+51,=%3.#&.(

物种

CL@=:@C

核型公式

U9A3/H3L@B/A8209

A4%&位点 A4%&0/=:

数目

<28J@A

稳定位点

CH9J0@0/=:

不稳定位点

2<CH9J0@0/=:

参考文献
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44本实验观察到皱纹盘鲍 / 对染色体的类型介

于8和 C8染色体间"显示了中期染色体-带"并

分析了大亚基 A4%&在皱纹盘鲍的染色体上位点

分布及数目"为皱纹盘鲍染色体分辨提供了新的

特征与标记"提高了皱纹盘鲍染色体分辨水平+

但是"要准确(快速地鉴别皱纹盘鲍的所有染色

体"尚需要建立每条染色体的特异标记"如构建染

色体多重带图谱或开发染色体特异标记探针池+
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