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两个雌核发育白缝群体同工酶分析

及遗传标记的确定

杨书婷 桂建芳
�中国科学院水生生物研究所

,

淡水生态与生物技术国家重点实验室
,

武汉 � � � � ���

摘要 取源于武 汉两个不同渔场两尾白鳞的卵子
,

经紫外照射遗传物质失活的鲤鱼精子刺

激雌核发育和热休克诱导第二极体保留的基因组操作技术
,

获得了两个不同的人工雌核发育

白鳝群体
。

采用聚丙烯酞胺垂直板电泳技术
,

分析了这两个不同人工雌核发育白维群体 �分别

称为 � �一� ,
和 ��

一� �
�内不同个体的肝脏

、

肌肉组织以及红细胞中乳酸脱氢酶 �� � � �
、

苹果酸

脱氢酶 �� �� �
、

酉旨酶 �� ���
、

超氧化物歧化酶 ���  �等几种同工酶的表达谱式
,

并与普通繁殖

的同龄白鳞进行了 比较
。

结果表明
,

各个雌核发育 白鳝群体内不同个体间的酶谱表现出很大

程度的一致性
,

具较高的纯合度
,

而两个不同雌核发育群体 ��
一� �
和 ��

一� �
之间表现有明显

差异 特别是肝脏和肌 肉组织迁移率较快的酷酶谱带等以其稳定的差异
,

建议作为区分这两

个人工雌核发育白鳞群体的生化遗传标记
。

关键词 同工酶
,

人工雌核发育
,

遗传标记
,

白鳞

白鲍 �功尹叩人���
�
�� �

�人�� 
� � � ���� �� �� �� � � � � � �� �� � �� � � � ��因其食浮游生物的特性

,

在

我国的淡水渔业中 占有相 当重要的位置
。

但近年来 由于缺乏行之有效的选育工作
,

在许

多人工繁殖种群中出现 了生长迟缓等经济性状严重退化现象
。

本实验在以前工作 的基础

上
,

结合人工雌核发育技术对 白避优 良品系进行选育
,

采用聚丙烯酞胺垂直板电泳技术
,

对取 自武汉市野芷湖和南湖渔场亲鱼卵进行雌核发育人工诱导技术处理所得二倍体白鳝

内不 同个体的肝脏
、

肌肉以及红细胞中的乳酸脱氢酶 ��� � �
、

苹果酸脱氢酶 ��� � �
、

酉旨酶

�� � ��
、

过氧化物脱氢酶 ��� � �等几种 同工酶的表达谱式进行了研究
,

并 与普通繁殖的同

龄白醚进行 了比较
,

由此分析了雌核发育 白鳞同工酶基 因表达的一些特点
。

其 目的是试

图在不同的雌核发育 白鳞群体中找到较为明确的生化遗传标记
,

为生产上进行合理的人

工繁殖和 良种选育提供理论依据
。

� 材料和方法

�
�

� 人工雌核发育二倍体白鲍群体的获得 白鳞卵子分别取 自武汉市南湖渔场和野芷

湖渔场
。

采用常规的人工诱导雌核发育方法 �’,��
,

即用经紫外线照射而遗传失活的红鲤精

��� �书 �一�� 收稿
,

�� � � 一�� 一
�� 修回
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子与 白醚卵子授精而激活其雌核发育
。

待授精 � � �� 后
,

采用热休克处理 ��� ℃
,

��� �� 保

留第二极体
,

促使卵子染色体组加倍而获得雌核发育二倍体白鳞
。

由源于南湖渔场的一

尾 白鳞卵子所获得 的人工雌核发育群体被称为 ��
一�

, ,

由源于野芷湖渔场的一尾白鳞卵

子所获得的雌核发育 白鳞群体被称为 ��
一� �

。

�� 样品制备及电泳
、

显色 按照朱蓝菲报道的方法进行 �� 
。

��
一�

�

群体共分析 �� 尾鱼
,

��
一� 群体共分析 巧 尾鱼

,

普通繁殖的白鳞 ���
一�� 作为对照

,

共分析了 �� 尾鱼
。

所用材

料鱼均为当年获得的一龄鱼
。

� 结果

�� � 酉旨酶 �� � �
,

�
�

�
�

�� �
�

�
�

�� 酉旨酶为单聚体酶
,

多数鱼类的醋酶存在多态性
。

本实验表

明
,

在雌核发育群体和人工繁殖的普通白醚肝脏组织 中
,

酉旨酶谱式相 当复杂
,

最多显示出

�� 条谱带
,

根据其迁移率大致可划分为快
、

中
、

慢三部分 �图版 �� ��
。

在区段 �存在有两条

活性很强的酶带
,

应 由单独基 因座位控制
,

此酶带在检测的所有个体中均存在
,

可以认为

是 白鳞醋酶的基础酶带 �管家酶�
�此外

,

在区段 �还存在另外两条活性较弱且迁移率又很

慢的酶带
。

在区段 � ��
一�

�

和 ��
一�

�

以及普通白醚群体之间无明显差异
� 区段 � 由 � 条

明显的酶带和较其迁移率更快的 � 至 � 条较弱的酶带组成
,

普通 白鳞群体既表现为杂合

型
,

又见有快带纯合型和缺失型
�

��
一�

�

群体表现为快带纯合型和个别缺失型
� � �一�

�

则全

部表现为慢带纯合型
。

区段 � 的迁移率介于二者之 间
,

所显示酶带在普通 白避个体之间

具有多态性
,

存在不同表型
。

��
一�

�

群体的酶谱接近普通 白鳝群体
,

��
一�

�

群体则明显不

同
,

酶活性极低
。

肌 肉组织中的醋酶酶谱均 比较简单 �图版 �
�
� �

。

在迁移率慢的区段
,

谱型

基本一致
,

但在迁移率快 的两条谱带表现出差异
�

��
一�

,

表现为快带纯合型
,

��
一�

�

为慢

带纯合型
,

对照组普通白醚则多数为杂合型
,

也有少数个体表现为慢带纯合型
。

在红细胞

中
,

只检查 了 � �一�
�

群体和普通白鳞群体
,

相对于肝脏区段 � 的醋酶酶带
,

�� 尾对照组白

鳞共观察到 � 种表型
,

而在 ��
一� �
群体 �� 尾鱼中

,

除最大的 �尾和最小 的一尾表现不 同

外
,

其它 �� 尾的酶谱都完全一致 �图版 �� � 只显示了部分结果 �
。

�� � 乳酸脱氢酶 �� � �
,

�
�

�
�

�
�

� � �� � 白鳞 �� � 同工酶为经典的四聚体酶
,

由三个基因

座位控制
,

肌 肉中只表达 �� �
�
�和 � � �一�两个座位

,

其中以 �
�

和 �
。
�

,

的活性为最强
,

�
,

� �

的活性最弱
。

�� � 同工酶在两个雌核发育白鳞群体和普通对照白醚群体不同个体的肌

肉组织中的表达无明显差异 �图版 �
�
� �

。

肝脏组织中 � � �
�� �

、

� �》�
�� �和 � ���� �三个座位

均得 以表达
,

普通白醚群体中人的活性较强
,

但总体活性相差不明显
� 在雌核发育 白链群

体中
,

纯合态 �
�

、

人明显较 �
、

� 杂合态的活性强
。

� � �
‘��

�座位在雌核发育群体中只表现 �

条酶带
,

且个体之间表型一致
,

但来 自不 同母本的两个雌核发育群体之间 � 条酶带的迁移

率不 同
� 而在普通对照组白鳞群体中所检查的 �� 条鱼 中

,

��玲�座位至少有 � 种表型 �图

版未显示 �
。

��  苹果酸脱氢酶 �� � �
,

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�� � �� � 为二聚体
,

存在有相互不形成异聚体的

可溶型 �
�一�� 刊�和线粒体型 ���� �

� ���两部分
。

普通 白醚群体肌肉和肝脏组织 中
,

� 个基

因座位都得以表达
,

但不同的 �� � 在两种组织中表达的程度各异
,

此与吴力钊等人 ��,
’〕的

结果相近
。

肝脏组织 中
, �一�� �活性很强

,

肌 肉组织 中 �一� �� �」和 � 一�【� �活性相近
,

在所
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检测个体中
,

未发现基因座位的多态现象 �图版 �
�
� �

。

�� � 超氧化物歧化酶 ��� �
,

�
�

�
�

� ��
�

� �� 在生物体内
,

� � � 主要 以 同工酶的形式存

在
。

鱼类 �� � 同工酶的类型前人 �� 曾做过一些研究
,

但尚无定论
。

有人依据 ��  同工酶

的迁移率而将其划分为
�一� � � 和 ��� �� �两种类型 ��, � �

。

本实验所得的 � � � 同工酶谱则相

当复杂
�

普通对照组 白琏群体和雌核发育群体肌 肉组织 中的 �� � 同工酶谱基本相近
,

可

明显分为两个区段
,

相应 于
�一� � � 和 价�� � 两部分

。

�一� � � 区段 由 �� 多条酶带组成
,

, ��  区段存在两条每一个体都表达的基础酶带
。

两个雌核发育群体各个群体内的不同

个体和普通对照组 白醚相 比
,

个体之间的一致性更强 �图版 � �

��
。

肝脏组织中 � � � 酶谱基本分不出快带型和慢带型
,

酶带自阴极到阳极成近似均匀分

布
。

接近中间区域为每个个体都表达的基础酶带
。

在基础酶带之上
,

个体之间存在着酶谱

变异
,

最少 � 条
,

最多 � 条酶带
,

相同数 目酶带的个体
,

其酶带的分布也有所不同
。

在普通

对照组的 �� 个个体 中
,

共检出 � 种类型
,

存在明显的多态性
。

而雌核发育群体内不同个体

间在基础酶带之上的酶谱有较强的一致性
,

共存在 � 条酶带
。

在基础酶带之下
,

二者之间

存在明显差异
,

如雌核发育群体均表达的迁移率最快的酶在普通对照组 白鳞 中未表达
,

而

在正常二倍体中均表达的迁移率最快的酶带在雌核发育群体中只有一个个体表达
,

其余

个体的相应位置只有极细弱的带纹
。

总体比较起来
,

雌核发育个体的酶谱比普通对照组

白避有较强的一致性 �图版未显示 �
。

� 讨论

�
�

� 同工酶的组织特异性表达 许多学者 曾对鱼类 同工酶表达的组织特异性进行了研

究 ��, �
,
‘�, ‘” ,

本实验结果基本与前人的研究结果相近
。

所分析的四种 同工酶在 白鳞肝脏组

织中的表达谱式较肌 肉组织复杂
,

雌核发育群体与普通 白鳞群体之 间的差异也主要表现

在肝脏组织中
。

此可能与组织行使的不 同功能有关
�

肝脏作 为主要的内脏器官之一
,

具有

消化
、

分泌以及解毒等多种功能
,

因而与之相适应
,

其同工酶亦表现 出复杂的多态性
� 比较

而言
,

肌肉组织的功能则相对单一
,

因而其同工酶的表型 比较一致
,

表明其分子进化相对

保守
。

此外与现有的研究资料相比
,

本实验所检 出的有关同工酶酶谱更为复杂
。

一般认为

白链肝脏醋酶 的多态座位有两个
‘“

,
’�� ,

而本实验结果表 明其多态位点不少于三个
,

肝脏

� � �
‘

�

�基因所表达的酶谱也较吴力钊等人
‘�

,
’

,

” ,的结果复杂
,

特别是 � �  的酶谱
,

其酶带

数 目之多在现有资料 中尚属少见
,

关于这些酶的类型 以及基因座位的确定
,

有待于进一步

研究
。

� � 雌核发育白鳞同工酶基因表达的基本特征 与普通对照组白鳞正常二倍体相 比
,

本

实验中雌核发育 白鳞 同工酶基因表达的最基本特征是其表型趋于一致
,

个体差异明显降

低
。

肝脏醋酶
、

�� � 一� 以及 � �  等均有类似结果
,

表明经人工雌核发育技术处理之后
,

其

遗传结构的纯合程度获得了提高
。

此外
,

雌核发育白鳞同工酶表型多态性 的降低
,

并非是

普通白鳞中相应谱带的简单减少
。

有些在普通白鳞表达的酶带未能在雌核发育白鳞中表

达
,

如雌核发育群体 中肝脏醋酶区段 � 的一些酶带
� 而有些在雌核发育白鳞 中的某些酶带

也不一定在普通白鳝中得 以表达
。

如肝脏 � � � 区段 � 中迁移率最快的一些酶带等
。

此可

能与基因剂量的差别表达有关
�

即普通 白鳞 由于融人了父本的遗传物质
,

因而表达了源于
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父本的基因产物
� 雌核发育白琏则 由于母本遗传物质加倍

,

纯合度增加
,

因而使原来表达

很弱或未能表达的基 因得 以表达
,

其产物足以被检测到
。

当然也不排除雌核发育白醚在

母本遗传物质加倍的过程 中
,

由于核质相互作用而使一些特殊基因活化
,

表达基因产物
。

�� � 两个雌核发育 白鳞群体的生化遗传标记 余来宁等 �� ‘�在 白醚的育种试验 中曾观察

到
,

用肝脏醋酶基因纯合型作亲本进行 自交
,

后代也为纯合型
� 用杂合型作亲本

,

后代产生

分离
,

出现多种类型
。

作者在本实验 中用两种来源的亲本进行人工诱导雌核发育处理
,

所

得两个群体在群体内个体之间谱型相 当一致
,

而在群体之间则存在明显差异
,

表明亲鱼的

基因型在很大程度上决定着雌核发育子代 的分化情形
。

研究 同工酶基 因表达的主要 目的之一
,

即是要选择明显而稳定 的特别是具多态性 的

等位基因
,

作为检测种群种质性状的生化遗传标记
,

有关这方面的工作 已做了很多 ��, ’“
,

” �
。

从本实验也可基本确定
,

白维肝脏醋酶区段 �
、

肌肉醋酶区段 � 以及红细胞醋酶酶谱等以

其表型的多态性和规律性
,

尤其是在两个雌核发育群体内个体间的相似性和两个不同雌

核发育群体间的明显差异性
,

基本适合作为这两个白鳝雌核发育群体的生化遗传标记
。
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