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A ’摘 要 甩
BamH1、BgtI、 Ⅱ、aaI、D￡aI、E。0RI、 Ⅲ、 、Psfl、PvuII、sacI、sad、糊 和 

Xhol十四种 限制性 内切酶对来源于湖北辩泥湖的团头鲂进行线粒体 I)NA隈制性片段长度多态性 

(简称 D RⅡ )研究。初步表明Dral、P钿Ⅱ、sc缸和Ⅺ蛐I四种限制性内切酶在mlDNA上切点呈 

现不同程度的多态性。共检潮到六种母系集团(克隆)。发现一尾团头鲂mlDNA分子大小比普通量 

鱼 mtDNA小约 O，70b，呈现出 d 蚺 分子大小多态现象。 

美键词 塑墼圭E} 坠，限制性片段长度多态性， ! 塑，龟查焦，辩泥湖 

在鱼类群体遗传学研究中，有形态学、同工酶、细胞遗传学与分子遗传学等方法。八十年 

代中期以DNA为基础的分子生物学技术开始应用于鱼类群体遗传分析，踌入九十年代后分子 

生物学在群体遗传及相关领域逐步处于统治地位。在众多的分子生物学技术中，有 DNA指 

纹，随机扩增多态性 DNA(RAPD)，rDNA、线粒体细胞色素 b基因及 D环序列分析和线粒体 

DNA限制性片段长度多态性(mtDNA RFLP)等[Park和 Moran，1994；Ward和 Ga~ve，1994]。 

迄今为止，以mtDNARFLP运用最多，相对比较成熟。目前该技术已在鱼类群体遗传、杂交渐 

渗、种群鉴定和系统进化等领域取得了很大成功[Mon~ 等，1987~Bentzen等。1908；Billington 

和 Hdx：rt，1988；G耐 和 Heaxrt，1908；Wzigin等 。1993；Park和 Mcwan，1994；Ward和 C．~wwe,， 

1994；Waldman和 Wngin，1994；Wd#n和 Waldman．1994I。 

团头鲂(Megalobrama ar~lycvphala)是我国主要养殖品种，以肉质鲜美著称。由于其天然资 

源日益遭受破坏及养殖性能下降等原因而引起人们关注。为此我国在“七五”、“八五”期间相 

继展开了湖北强泥湖圃头鲂人工与天然生态库研究。并取得了形态学、同工酶方面的资料【李 

思发等，1991；余来宁等，1991]。本研究试图从分子水平了解淤泥湖团头鲂的遗传结构特点。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

试验用的团头鲂均来源于湖北淤泥湖。一部分直接取 白该湖。另一部分取 自本所淡水鱼 

类种质资源人工生态库。该库内团头鲂是“七五”期间从淤泥湖引进的。 

mtDNA提取组织来 自活体团头鲂的卵巢 。 

收穑 日期 ：1995—11—06。 
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1．2 方法 

mtDNA提取、酶切和电泳等均按本室建立的方法进行[张四明等，1992]。 

2 结 果 

2．1 淤泥湖团头鲂 mtDNA单酶酶切分析 

用 BamHI、B 、B Ⅱ、aaI、DraI、EcoRI、Hind~、x叫 、Pstl、Pwll、sad、scaI、xbaI和 Xhol 

十四种限制性内切酶对纯化后的团头鲂 mtDNA进行酶切，电泳分离酶切片段。单酶酶切结果 

显示 ，在十四种限制性内切酶中，Dral、Pvull、Scal和 Ⅺ)aI四种限制性内切酶在团头鲂 mtDNA 

上呈现出切点多态现象 ，不同个体所得 mtDNA片段大小与数 目不同。整个 团头鲂 mtDNA分 

子大小约为 16．21kb。表 1所示酶切片段大小及数 目。图 l为主要类型(母系集 团)的单酶酶 

切照片。 

表1 淤泥湖团头鲂 IDN̂ 限制性内切酶酶切片段太小 

1 n 雄 岫 吐 呻 岫 0fmtI)NA 0fbhmt b煳 船 di 砒 雠  

神 ¨ 出 ∞ ∞ ，aIl 删  medin b  

注：未切开的片殷没标 出；NC：表示无切点或控切开。 

2．2 团头鲂 mtDNA R凡 多态性 

2．2．1 团头鲂 mf1)NA限制性位点多态性 

由表l可知，DraI、PvulI、ScaI和Xba四种限制性内切酶在mtDNA上切点出现多态现象， 

即产生不同大小与数目的 DNA片段。按照 mtDNARFLP多态特征 ，本研究共发现 6种母系集 

团。以母系集团 l最为常见 。表 2示撒泥湖团头鲂 mtDNA不同母系集团特征。 
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图 1 团头鲂 m~DNA主要类型舶单酶酶切图谱 

Hg 1 In 口 el(me ofm~DNA dJges~xl by14 reswlalc~目 

从左刘右 ．限制性由切酶排列顺序如下： 

mNA(B。凸R【+眦 Ⅲ)，a：BmnHI，b： ，c： Ⅱ，d：cIaI，e：嘣  

B ，g：强皿Ⅲ h： i：P虹，j：PvuⅡ^：s ，I：s随 ，ⅡI：弛缸，n： I 

图 2 团头鲂 m~DNA分子 

大小多态性 

Fig 2 Two乜|I ofmⅡ)HA 

加01ea】lar detected in 

bhmt 咖 theam 

a： NA(B0埘 + Ⅲ)： 

b：EooRI酶切：c：ITmdEl酶切： 

1：普通型 m~DNA；2．长变型 mtDNA 

2．2．2 团头鲂 mtDNA分子大小多态性 

发现一尾鱼mtDNA分子大小明显小于普通类型的mtDNA大小(方便起见，称之为长变 

型)，其分子量为 15．5lkb，比普通类型的 mtDNA(16．21kb)小约 0．70kb。图 2示经过 EcoRI与 

HindⅢ酶切后普通型与长变型的DNA片段大小 比较。变异型与普通型所产生片段数 目相同， 

但经过 Ecorl酶切后普通型第一条带(5．aSkb)被 5．15kb片段所代替。经过 HindⅢ切后普通型 

的第三条带为 4．20 被 3，50 片段代替。其它片段分子大小均维持不变。 

衷 2 淤泥湖团头鲂 mtDNA不同母系集团特征 

l'alfi~2 a唑 ofmtONA of bhⅢt snout bream n蛐 ed by脚 i嘣 吼 enzym~ 

母系集团 眼制性 内切酶 
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3 讨论 

淤泥湖团头鲂 mtDNA分子大小与其它已报道鱼类的 mtDNA分子大小相似。本文显示有 

6种形式母系集团存在，但并不意味只存在这 6种形式母系集团。如采用更多限制性内切酶和 

更多样本，可能会发现更多的母系集团。由于本研究的样本无法全部直接取材于淤泥湖，因此， 

各个母系集团的出现频率无法得出。鉴于 mtDNA母性遗传特点，间接取材可以找出母系集团 

类型及特点。 

笔者观察到二种类型的 mtDNA多态性 ，个体问 mtDNA限制性片段长度多态性 与个体问 

mtDNA分子大小多态性。限制性片段长度多态性是由于限制性位点丢失或获得造成的，也就 

是碱基对发生替换或称点突变。这种情形在鱼类特别是淡水鱼类中相当普遍，它是造成鱼类 

mtDNA多态性的主要原因，也是研究种与种群遗传结构及遗传标记基础。mtDNA分子大小多 

态性，虽然近几年也有报道，但 比较少见 ，仅在美洲西鲱 (A／osa蛔趔 mJ，条纹鲈 (Mor／．ne 一 

oz／z,~)等少数种发现过【Wrigin等，1993】。有人认为，引起个体问与个体内mtDNA分子大小多态 

性原因可能是 mtDNA D环区部分缺失或添加所致【Bealt~eal等，1988；Wrigin等，1993】。 

同一个体有存在不同mtDNA限制性片段长度与 mtDNA分子大小的多态性现象，称为异 

质性(heteroplasmy)。Waldman和 w蛔 n【 4】报道在美洲西鲱、似石首鱼(&／aenops oee／／atus)、 

高首鲟(A咖m trcm,mlo~v．．tanu,s)和弓鳍鱼(Am／a∞ )有 mtDNA异质性现象。由于方法限制， 

本研究无法监测到个体内mtDNA限制性片段长度与mtDNA大小多态性现象。 

申侯德等【199,3】报道过团头鲂mtDNA六种内切酶酶切结果，其材料鱼来源于武汉郊区渔 

场。由于其工作重点在于构建物理图谱及基因定位，没有进行多态性研究。在申侯德等的研究 

中有 5种 内切酶与本研究使用的内切酶相同，即BamHI、I-~dnl、BglI、Bgll／和 EcoRI。其中 

BamHI、I-Iindnl、BglI和 Bgll的单酶切结果与本研究结果基本相 同，酶切片段数 目相同，分 

子大小相似。但 EcoRI的酶切结果则不同，本研究为4条带，申侯德等的结果为3带。 

国外对鱼类 mtDNARFLP的研究相当深人 ，特别是对鲑鳟鱼类研究。鲤科鱼类 mtDNA研 

究 ，仅限于我国。从已报道的结果看 ，基本局 限于物理图谱构建 ，尚无运用 mtDNA多态性研究 

种群遗传结构的报道 。本研究初步说明 mtDNA分析对鲤科鱼类同样有效，但方法需进一步改 

进，如引进同位素标记与DNA探针技术。辣人广泛地开始我国主养鱼类mtDNARFLP研究，弄 

清我国主养鱼类的不同地理群体或品系的遗传结构特征，将为其资源的开发与保护提供科学 

的依据。 
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