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尼罗非螂和奥利亚非螂

线粒体 D N A 遗传差异的研究

曹 萤 夏德全
(中国水产科学研究院淡水渔业研究中心

,

无锡 21 40 81)

摘 要 以酶切 珑杖℃加仪肠ai D NA(m 田叹A )技术检测了尼罗非铆和奥利亚非卿的 m 庄州[A
。

测得两种鱼线粒体基因组的大小都约为 16
.

83 kb
。

在使用的 6 种酶中
,

只有 P讥I
H 在所检测的 巧 尾

尼罗非娜 m tD NA 上产生 了多态片段
,

3 尾鱼的 m 山N A 产生了 4 个片段
,

12 尾鱼的 m 止创A 产生 3 个

片段
。

而 6 种酶在所有 巧 尾奥利亚非铆中均未检到多态片段
。

比较两种鱼的 田止创A 酶切片段
,

仅

】渐卫n 的酶切结果有所不同
,

尼罗非娜 m 比创A 上有 3 个或 4 个 Pv ll ll 位点
,

但奥利亚非娜 m 比创人 上

有 5 个位点
,

因此
,

R ” n 的酶切位点可作为鉴别它们的分子遗传标记
。

关键词 尼罗非卿
,

奥利亚非娜
,

线粒体 D N A
.

种群
.

遗传变异

尼罗非卿(口爬优人~
is n沥成。 )和奥利亚非卿 (o

.

au ~ )引进时奠基群体很小
,

遗传瓶颈

的影响使非卿养殖群体的遗传变异减少
,

这将不利于非卿种质资源的保护
,

因此
,

本研究以线

粒体 D N A (m tD NA )酶切片段技术对尼罗非娜和奥利亚非卿的群体遗传多样性进行研究
。

酶切 m tD N A 技术 已被广泛地应用于鱼类群体结构的研究【凡币
s
等 1987

,

Fu川沈ns tein 等

1900
,

se y

~ 等 19 92 )
。

m tD N A 具有母 系遗传 的特性
,

它的进化速度 比核基因组快 5 一 10 倍

【民苗
S
等 19 8 7」

,

所 以
,

利用酶切 m tD N A 产生的片段数目和大小鉴别种 内遗传组成和群体间细

微的差异
,

也可作为鉴别群体的分子遗传标志
,

以识别各种非娜【B
o u cho n

等 199 4
,

决y

~ 等

199 2 ]
。

本文利用 m tD N A 对尼罗非娜和奥利亚非卿进行遗传差异的研究
,

这对保护和利用非

抑种质资源
,

促进非卿养殖业的发展具有重要意义
。

1 材料和方法

1
.

1 实验材料

奥利亚非螂是 19 83 年本实验室从美国奥本大学引进的
,

原产于尼罗河下游 ; 尼罗非卿是

19 92 年从美国引进的
,

原产于苏丹尼罗河下游
。

二种鱼均取材于作者所在单位鱼种场
,

体重

为 300
一 4叨 go

1
.

2 主要试剂

六种限制性内切酶 Av
a 工

、

B gi 且
、

Ec oR V
、

H in c ll
、

H in d lll 和 Pvi l
ll 及 R N出记 均购 自华美生

物工程公司
。
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缓冲液 I : STE
一 蔗糖缓冲液 (100

n 1M N副CI
,

ro 11正涯 Tri
s

·

HC
I

,

0
.

1 n 1M E D T A
,

25 0 m M 蔗

糖
,

PH 值 7
.

5)
。

缓冲液 11 :

花
一 葡萄糖缓冲液 (50

11〕M 葡萄糖
,

10 1llM E D T A
,

25 m M Tri
s

.

H C IPH 值 8
.

0)
。

缓冲液 111 :

犯缓冲液 (l0 m M Tri s’ HC l
,

0
.

1 1刘功 E D T A
,

PH 值 7
.

5)
。

缓冲液W :
酶解反应终止兼载样缓冲液 (0

.

25 %嗅酚蓝
,

, %甘油
,

印 m M 日刃叭
,

PH 值 8
.

0)
。

缓冲液 V : T A E 电泳缓冲液 (40 m M Tri
s 一 乙酸

,

l m M E D T A )
。

溶液 工
:
碱性 SD S 溶液(1% SD S

,

0
.

2 N N翻OH )(用时以 ro % SDS 和 1 N N aC )H 配制)
。

溶液 n
: 3 M 醋酸钾溶液(声 值 4

.

8
,

对 K
+

为 3 M
,

醋酸为 S M )
。

1
.

3 实验方法

1
.

3
.

1 m tl) NA 的提取纯化

采用 Pal v a
等【1985 ]建立的快速碱性提取法

,

并作适当修改
。

取新鲜非卿肝脏(约 15 9)
,

加缓冲液 I 匀浆后用差速离心法得到粗提线粒体 (操作除非特

别说明
,

均指在 0 一 4 ℃下 )
。

用缓冲液 工清洗两次
,

离心后将得到的纯净线粒体充分悬浮于缓

冲液 11 中
,

加 两倍体积 溶 液 工裂 解 线 粒体
,

冰浴 1 0 m ill 后 加 1
.

5 倍 体 积溶 液 11 终

止反应
。

10 以X〕r/ Inj
n
离心 10 而

n ,

取上清用等体积平衡后的酚抽提二次
、

再用苯酚 / 氯仿/ 异

戊醇(2 5 / 24/ 1) 抽提一次
,

离心后取水相
,

加两倍体积预冷的无水 乙醇
,

在 一 20 ℃下过夜
。

次 日

在 15 (拟) r/ mj
n
离心 30 而

n ,

收集 m tD N A
,

干燥后溶于适量缓冲液 111 中
,

加无 D N台se 的 R N斑姆
,

3 7℃水浴 l h 以除去 R N A
。

再用酚
、

酚 / 氯仿 / 异戊醇抽提蛋白质后
,

沉淀
、

干燥
,

将所得 m 出叹A

溶于灭菌水中
,

置于 4℃保存备用
。

1
.

3. 2 m 田N A 的酶解反应

用常规方法进行酶解反应
,

加缓冲液 N 终止反应
。

1
.

3
.

3 琼脂糖凝胶电泳

凝胶浓度为 1
.

2 % 一 1
.

5 %
。

胶中含 0
.

5 拼g / mL 嗅化 乙锭
。

电泳缓冲液为 T AE
。

在室温下

电泳
,

电压为 1 W cm
。

电泳时间为 16 h
。

电泳毕在紫外灯下观察拍照
。

1
.

4 酶解片段大小的计算

以 功N A / Ec oR 工 + 托
n d lll 和 功N灯托

n d lll 完全酶解 片段作分子量标准
。

根据 So u仕le m

〔19 79 〕的公式计算酶解片段大小
。

2 结果

用 Av
a 工

、

B gl n 正沁O R V
、

H in c n
、

Hin d lll 和 P、11 n 6 种内切酶分别酶解 15 尾尼罗非卿和奥

利亚非卿的 m tD N A
,

结果如表 1 所示
。

Av
a 工在尼罗非卿的 m tD N A 上有 4 个酶切位点

,

产生 4

个片段
,

大小分别为 5
.

钓
、

5
.

10
、

4
.

90 和 1
.

45 kb ; Bgl n 有 3 个酶切位点
,

产生 3 个片段
,

大小分

别为 7
.

80 石
.

2 0 和 3
.

80 kb ;玫oR V 有 2 个位点
,

产生 2 个片段
,

大小分别为 9
.

4D 和 7
.

40 kb (图

1) ; Hin c n 有 8 个位点
,

产生 8 个片段
,

大小分别为 5
.

15
、

3
.

幻
、

2
.

10
、

1
.

刀
、

1
.

71
、

1
.

为
、

0
.

男 和 0
.

印

kb ;任
n d lll 有 3 个位点

,

产生 3 个片段
,

大小分别为 8
.

印
、

5
.

10 和 3
.

20 kb
。

以上 5 种酶在 15 尾

尼罗非卿 m tD NA 上均只测到一种限制类型
,

即呈现单态
。

Pvu n 的酶切位点呈现多态
,

在 12
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