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关健询 组科
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核仁组织者

1
。

材料和方法

参照 G o o d p a s t u r e c 3〕的 A g 一 A s
法和 B l o o m 〔 ’ 〕 ,

L a u
等 〔 g〕的 A g法

,

我们稍加改 良

应用于研究鱼类的N O R s ,

可获得较好的银染效果
。

具体方法如下
:

①A g 一 A s
法

:
将干燥后 15 天左右的片子加 4 滴A g N O

。
溶液 ( 20 一 30 肠 )

,

盖 上长

方形的玻片
,

放在底部铺有润湿滤纸的培养皿中
,

放于 60 ℃恒温箱中 1 5小时后用自来水

冲洗
,

于燥后加 4 滴A s
液 ( Z g A g N O

: + 5 m l蒸馏水 + 5 m l浓N H
4
O H ) 和 4 滴 10 帕福 马

林液 ( 10 m l福马林 + g2 无水醋酸钠 十 10 m l蒸馏水
,

甲酸调 p H 二 6
.

8 )
,

盖上长方 形 玻

片立即在显微镜下观察
。

待染色体染成淡黄色
,

着丝点呈棕色
,

N O R s 呈黑色
,

用水冲

洗
,

干燥后进行观察分析
,

并选取分散度好
,
染色适中

,

无银粒污染的分裂相拍照
,

放

大分析 ( A g N O
s
液和 A s液均用棕色瓶盛装并存放冰箱中 7 天内可使用 )

。

② A s法
:
用 10 一 20 肠 A g N O

:
液

,

染色前用三蒸馏水浸洗片子
,

在 37 ℃中镀银二 天

后冲洗干净
, 1 / Z o G ie m s a

染色 1一 2 分钟
。

片子干燥后的观察分析与①法相同
。

为了缓和反应速度及减少银粒的污染于扰
,

我们相应降低了 A g N O :
液和 A s液的浓

度
,

由 50 肠 A g N O
。

降为20 一 30 帕
,

含40 肠 A g N O 3的 A s
液改为含 10 一 20 呱 的 A g N O舀

可获得更为清晰
、

干净的银染效果
,

缓和了反应速度
,

以便于在显微镜下观察
、

掌握染

色的程度
.

另外
,

制备 15 天以上的片子似乎比新鲜片子效果更好些
。

2
。

结 果

斑嫂 在 25 个中期细胞分裂相中
,

20 个分裂相具有二个大小相同的银染阳性核仁组

织者
,

占80 肠
,

且恒定地分布在 C组的亚端部着丝点染色体的短臂末端部位上
。

间期 细

胞同样呈现二个大小相似的银染强阳性核仁 ( 见图版 互一 1 )
,

占统计过细胞的 76 肠
。

图版 I 一 1 , 2分别为该种鱼的 N O R s组型和中期分裂相中的 N O R s 。

本文 19 8 4年 3 月收到
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: . 版 I

m冬 c o la t, s )的N O R s组型
.

(箭头示 N O R )

。 a e u l a t u s )细胞中期分裂相的N O R s .

(箭头示 N O R

a s i
a t i e a

)的 N O R s组型
-

a s i a t i e a )细胞中期分裂相的 N O R s 。

a r g u s )的N o R s组型
.

a r g o s )细胞中期分裂相的N O R s 。 ( 箭头示 N O R )

月嫂 在 2 5个中期细胞分裂相中
,

有 21 个分裂相皇二个大小不等的N O R s , ’

占叔帕
,

分布在 C组亚端部着鲤点染色体半的短臂末端部位上 : 间期细胞也出现士个大响昏异 的

银染强阳性核仁 ( 见图版t 一 2
.

)
,

占所观察过细胞的 72 肠
,

大的核仁为小的 2
.

序倍
。

图版 1一幻4分别是身姗姆攻O R`组型和中劲努裂相中的N O R s . - 一 i ;

乌绘 在舫个瀚胞中期分裂相中
, 、

有22 个分裂相出现二个大小相等的核仁组织者
,

`

古时喊
,

·
’

都分布在C组亚端部着丝点染色体 .2 的短臂采端部位上二 间期细胞同样看到
1

二
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个大小相等的浓染核仁 (见图版 亚一 3 )
,

占所观察过细胞的 84 肠
.

图版 I 一 5 , 6 分 别

是乌鳗的 N O R s
组型和细胞中期分裂相中的 N O R s 。

三 种鱼的 N O R s和间期细胞银染核仁数目详见表 1
.

图版 l

斑嫂 ( 1 )
、

月嫂 ( 2 )和乌鲤间期细胞的银染核仁 ( S
.

N示小核仁
, L

.

N示大核仁 )

表 1 三种 鱼的 N O R和核仁数 目
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在分析比较这三种鱼中期分裂担的N O R,时
,

发现乌鲤
、

斑嫂的二个 N O R与月鳗较

大的那个 N O R
,

井大小相近似
,

间期细胞项二个浓染核仁也与月嫂较大的核仁大小相近
,

约为月鲤较小核仁的 2
.

5倍
。

三种鱼的间期核仁均呈银染强阳性
,

且均比中期染色体 上

的 N O R
s
银染点大得多

。

三种鱼的 N O R s
都分布主 C组的一对亚端部着丝点染色体 的 短

臂末端部位
,

这三对染色体的相对长度柯臂比也较近似
。

几种鱼均未见雌雄 个 体 间 的

N O R s
在数目和分布上的差异矛

’ : 一 ’

3
。

讨 论

在巳进行过N o R s研究的二十多种鱼类冲
,

`

大多数具有二个N o R 3 ,

亘大都分布 在

染色体的末端部位 〔 2 〕
。

.

我们在考察斑嫂
、

月鲤和 乌嫂的 NQ R耐
, ;
发现耳种鱼的中期分裂拍大部分具有 二

个 NO舜 (
,

见表 1 .) 除月
`

鳗的一个 N O R 较小外
,
其形态大小基本相似

,
且都 较 恒 定

地分布在尸对亚端部着丝点染色体的短臂末端
,

即分别在斑缝的
·

4号
, ,

月嫂的 3 号和乌

鲤的 2 号染色体上
,

这三对染色体上的 N O R
s
标志

,

为核型同源性提供了证据
.

在分 析

它们的核型进化时
,

涉及到一些染色体发生了罗伯逊融合引起了基因重排
,

但从它们的

N O sR 数 目分布和同源性看
,

暗示着这三对染色体在进化中是比较保守的
. ,

同时我们 发
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现三种鱼的间期细胞大多呈二个银染的核仁
,

与中期分裂相出现二个 N O sR 相对应
。

值得注意的是三种鱼间期细胞的二个核仁银染着色特别深
,

而且比在染色 体 上 的

N O R s
大得多

。

因此推测鱼类细胞分裂的不同时期
,

N O R s的活性也会发生周期性的 变

化
,

间期的核仁银染区大具着今深是由于细胞分裂前
r D N A 活性特别强的缘故

,

到了中

期时
, r D N A 基本停止活动

,

迫扣寸的银染阳性物质只是残留在 N O R s周围的一些酸性 蛋

白而已
.

根据这一现象可 以证明银染能力 ( 着色深浅
,

区域大小 ) 与 N O R s
的转录活 性

是正相关的
,

同时说 明银染物质 (酸性蛋 白 )与 : D N A 的活性同时出 现
。

S c h w ar
z
即 h 。 :

等 〔’ 〕也曾提出过类似的看法
.

在考察月鳗的 N O R s时
,

发现中期分裂相存在着二个大小不同的核仁组 织 者 银 染

点
。

N O R s异型性的出现可能是①在物种进化中发生了遗传修饰
.

较大的 N O R 起 源 于

衔接重复
、

不等交换或
r D N A 的偶然加倍

,

较小的 N O R没有发生改变
,

间期细胞出现二

个大小不同的银染核仁
.

如鱼类的 F : : n d u l u s d `a P丙a ,` u s ,

刀19 。 ,:坎 a n￡a s p出现的一个 N O R

约为另一个的 6 倍
,

差不多覆盖着全臂
,

而另一正常的 N O R则是近端的
.

间期细 胞 呈

二个大小不同的银染核仁
,

表明 r D N A 转录活性的明显增加 〔 7〕
。

② r D N A转录 活性在

细胞分裂不同时期出现的先后不同
,

这种情况下 出现的 N O R s异型性
,

间期细胞的银 染

核仁并无大小的差异
。

鱼类中的 O r
yz i as L at i p e s和 U

.

l i m i 〔“ 〕等都曾被观察到这种现

象
。

③物种演化过程中
,

较小的 N O R起因于该区域
r D N A 转录活性的部分失 活

,

较 大
的 N o R却无甚变化、 与相近物利

,
的正常 N 。浪 s

天尔相似
.

向期细胞同样呈现二
一

个大 小

不同的相应银染核仁二在比较人秘灵长类系统发育中
、

的衬O R`时
,

发现大猩猩的 7 对 染

色体上尽管都存在着 1 8 5 + 28 5 r D N A
,

其中 5对染色体 N O R s区域 上的 r D N A完全失去

了转录活性
,

不呈现 N O R ; 银染点
,

而只具活性的 22
、

23 二对染色体上呈 N O R s银染阳性
,

意味着发育进程中
r D N A 的大量失活 〔`

, “ 〕
。

把月鲤的二个相异 N O R s 与斑鲤和 乌嫂 比

较
,

发现较大 的那个 N O R与它们的二个汉O R呀大小相似
,

间期细胞中那个较大核仁也与

它们的二个核仁相近
,

因此推测月嫂中那个较小 N O R区域上的 r D N A在进化过程 中 的

部分失活
。

由此看来
,

乌鳍或其共同原始种向月嫂演化时
,

伴随着 , D N A活性拷贝的减

少
,

在向斑鲤演化时
, r D N A的活性尚未见明显改变

.

导致 r D N A失
一

活
`

的机理尚不清楚
。

迄今为止
,

巳研究过夕o R s的 20 多种鱼奥亡包括本文 3 种 )与哺乳类
、

灵长类和人相

N O R
s都趋尚于分布在染色体短臂白勺末端部么

,

而鱼类的No 外数目相对少 而 较
丫般来讲

,

哺乳类
、

灵长类和人的N O R s

数目比鱼举多
,

且目于 科
、

.

属
.

间的 变异

较定比稳

较大
,

看来有从低等生物向高等生物逐渐增加的趋势
,

由低等脊礁动
.

物 ( 鱼 ) 向哺 乳

类
、

灵长类直到人这一漫长的进化历程中
,

戈D N A活性的增加对生物进化可能起着州定

的作用
。
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