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鲤鲫人工多倍体谱系中同工酶和蛋白的基因表达
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摘要:通过对红鲤、红鲫、镜鲤、鲤鲫杂种二倍体一代, 二代, 鲤鲫杂种三倍体, 鲤鲫复合三倍

体,鲤鲫杂种四倍体一代, 二代的同工酶及蛋白电泳谱型和扫描数据分析表明: 在鲤鲫人工多

倍体谱系中,亲代的等位基因在杂交子代中共有四种表达模式: ( 1)两亲本基因在子代中共同

表达,即共显表达; ( 2)父本的基因表达受到部分或完全的抑制, 即母本的基因优先得到表达;

( 3)母本的基因表达受到抑制,父本的基因得到表达; ( 4)双亲本的基因表达均受到一定程度

的抑制或都不表达。其中第一种表达模式是主要的模式。根据以上基因在杂交子代中的表

达特点,可用同工酶和蛋白电泳图谱将鲤鲫人工多倍体谱系的各种生物型逐一加以区分。
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同工酶作为一种有效的生化标记, 曾被广泛用于鱼类的品系鉴定, 基因的表达及演

化,物种的多样性等方面的研究[ 1. 2]。到目前为止, 杂交起源的单性发育的遗传机制尚不

清楚。通过人工染色体组操作和种间杂交的方法, 本实验室人工合成了雌性可育的鲤鲫

杂种二倍体,鲤鲫杂种三倍体,鲤鲫复合三倍体和鲤鲫杂种四倍体[ 3. 4]。人工雌核发育鲤

鲫多倍体谱系的培育成功为解决上述问题提供了一个极好的研究模型, 同时由于鲤鲫多

倍体潜在的生长优势,研究亲代的基因在该谱系中的表达特性不仅具有重要的理论意义,

而且也有明显的实践价值。

1 � 材料与方法

1�1 � 材料 � 实验鱼取自关桥基地。各生物型的基因组组成及其简写如下: 兴国红鲤,简

写为 RC, 2n= 100;红鲫,简写为 RA, 2n= 100;镜鲤,简写为MC, 2n= 100;鲤鲫杂种二倍体,

简写为 CA, 2n= 100; 鲤鲫复合三倍体(含红鲤、镜鲤和红鲫基因组各一套) ,简写为 CMA,

3n= 150;鲤鲫杂种三倍体(含两套红鲫和一套红鲤的基因组) , 简写为 CAA, 3n= 150; 鲤鲫

杂种四倍体(含两套红鲫、一套红鲤和一套镜鲤的基因组) ,简写为 CMAA, 4n= 200。上述

材料鱼各取5 � 6尾(鲤鲫杂种二倍体和四倍体有一代和二代之分, 每代亦各取 5 � 6尾) ,

取肝, 肌肉和双蒸水分别以1�3, 1�2的比例冰浴匀浆, 匀浆液于摄氏 4 � 以 14000r/ min离
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心30min,肝脏则须再反复离心一次,分装, - 20 � 冰箱保存备用。

1�2 � 红细胞裂解液制备 � 上述实验鱼各抽血1�5mL, 以 0�1%的肝素钠抗凝, 室温静置

30 � 40min, 1000r/ min离心 5min,取上清,分装保存;将下层红细胞用 0�85%NaCl洗三次,

每次洗后均以 1000r/ min离心 5min,弃洗液, 然后加等体积双蒸水和等体积甲苯, 震荡 6 �

8min, 4000r/ min离心 10min。取下层裂解液分装, - 20 � 冰箱保存备用。

1�3 � 聚丙烯酰胺凝胶梯度凝胶的制备 � 采用的凝胶厚度为 0�9mm,梯度胶的制备和电泳

方法参照朱蓝菲[ 5]的方法,在 180 � 200V及4 � 条件下电泳约15h,同工酶和蛋白染色参照朱

蓝菲[ 5]和Shaw等[ 6]的方法。电泳装置采用北京�六一�仪器厂生产的夹芯式垂直电泳槽。

1�4 � 凝胶的拍照及扫描 � 数码相机拍照,图片用UVP公司的Lab�work软件分析, 为使扫

描数据具有可比性, 本实验测定的是同一泳道中各条酶带染色强度的相对百分含量,对同

一种生物型取其算术平均值, 以减小随机误差。

2 � 结果

2�1 � 肌肉蛋白
红鲤和红鲫的肌肉蛋白图谱存在明显差异, 红鲤和镜鲤的表型一致。一代( F1)鲤鲫

杂种二倍体( CA)有两种表型,杂种二代( F2)二倍体( CA) , 即鲤鲫杂种二倍体雌核发育后

代,只有一种表型,红鲤特有的带M�5和红鲫特有的带M�2及M�4在杂种二倍体中都得到
了表达,但红鲤特有的带M�6在杂种二倍体中未观察到表达,杂种二倍体的表型是红鲤和

红鲫的叠加型(共显表达)。复合三倍体( CMA)也是二者的叠加型, 在杂种二倍体( CA)中

未表达的红鲤和镜鲤特有的带M�6则又有所表达,红鲫特有的带 M�2和M�4的表达相对
于杂种二倍体大大减弱。鲤鲫杂种三倍体( CAA)由于加了一套红鲫的染色体, 红鲫特有

的带M�2及M�4的表达明显增强。四倍体( CMAA)一代和二代的图谱一致, 类似二倍体

杂种的表型(图 1)。

图 1� 肌肉蛋白电泳图谱: 1.MC, 2. RC, 3. RA, 4. CA( F1) , 5.CA( F2) , 6. CMA,7. CAA, 8. CMAA( F1) , 9. CMAA( F2)

Fig. 1 � muscle protein patterns: 1.MC, 2.RC, 3.RA, 4. CA(F1) , 5. CA( F2) , 6.CMA, 7. CAA,8. CMAA( F1) , 9.CMAA( F2)

2�2 � 超氧化物歧化酶( SOD, E. C. : 1. 15. 1. 1)

鱼类红细胞裂解液中只存在上清型 SOD,为二聚体。在红鲫中, SOD呈两条带, 分别

由两个基因编码(基因型为 AA和 BB) ;红鲤和镜鲤一样, 均呈三条带, 亦由两个基因编

码,基因型分别为AA,AB和 BB。红鲤和红鲫特有的带( Sod�5、Sod�6及 Sod�8)在杂种二倍
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体中都有所表达,共形成四条带。在复合三倍体( CMA)中也呈四条带, 根据扫描数据(表

1) , 红鲤和镜鲤共有的带 Sod�5( BB)的表达量(相对百分含量)由杂种二倍体( CA)中的

13�98%增长到 17�88% ,增长了 27�9%。如果以F2 代杂种二倍体( CA)作为标准, 则增长

了121�8%。由于存在两套鲫鱼的染色体, 在鲤鲫杂种三倍体( CAA)中,红鲫的 Sod�A基
因表达大大增强, 其产物 Sod�8( AA) 的相对含量由杂种二倍体中的 12�74% 增长到

18�89%, 增加了50�6% ,表1可观察到红鲫特有的产物 Sod�8( AA)其相对百分含量在杂种

二倍体( CA)和增加了一套镜鲤的染色体的复合三倍体( CMA)中基本一致,而在增加了一套

红鲫染色体的杂种三倍体( CAA)中其相对百分含量则大大增加,这表明在人工鲤鲫多倍体谱系

中,红鲫Sod�A基因的表达不受红鲤和镜鲤基因组的影响,但受到红鲫自身基因组的影响(叠

图 2� 超氧化物歧化酶电泳图谱: 1.RA, 2.RC, 3.MC,

4.CA(F1) , 5. CA(F2) , 6.CMA,7.CAA,

8. CMAA(F1代) , 9. CMAA(F2代)

Fig. 2� SOD isozyme patterns: 1. RA, 2.RC, 3.MC,

4.CA( F1) , 5. CA(F2) , 6. CMA, 7.CAA, 8.CMAA( F1) ,

9.CMAA(F2)

加) ;红鲤的Sod�B基因表达在杂种三倍体中
则受到抑制, 其产物 Sod�5( BB)基本上检测

不到,呈三条带,但其产物Sod�6(AB)依然存

在,表明红鲤的Sod�B基因仍表达少量产物,

但绝大多数和自身的 Sod�A基因产物或红
鲫Sod�A 基因产物形成杂聚体; 四倍体

(CMAA) F1和F2的带型完全一致,均呈八条

带;从电泳图谱来看用 SOD可轻易地将杂种

二倍体,三倍体和四倍体区分出来,但不易

将杂种二倍体和复合三倍体区分出来。本

实验发现的 SOD同工酶的带数要明显少于

吴玉萍的结果[ 7] ,但主要的酶带完全一致;

事实上,如果加大上样的量, 也曾发现会出

现一些和吴玉萍发现的相类似的十分微弱

的酶带,由于这些酶带大小都小于主要的酶

带,怀疑是主要酶产物降解的具有少许残留

活性的中间产物,因此未加以考虑(图 2)。

表 1 � 各种生物型超氧化物歧化酶( SOD)电泳图谱染色强度相对百分含量

Tab. 1 � Relative staining density ( % ) of SOD zymograms of different biotypes

RC(基因型) MC(基因型) RA(基因型) CA(F1) CA( F2) CMA CAA CMAA 编号

Sod�8(AA) 12�74 12�54 11�4 18�89 9�68 Sod�8
Sod�7(AA) Sod�7(AA) Sod�7( BB) 38�48 49�57 39�49 57�58 29�59 Sod�7
Sod�6(AB) Sod�6(AB) 34�8 29�83 31�23 23�53 18�38 Sod�6
Sod�5( BB) Sod�5( BB) 13�98 8�06 17�88 4�65 Sod�5

23�98 Sod�3/ 4

6�47 Sod�2
7�25 Sod�1

总 � 计 100 100 100 100 100

2�3 � 苹果酸脱氢酶(MDH, E. C. : 1. 1. 1. 37)

鱼类中红细胞裂解液中只存在上清型MDH,为二聚体, 在红鲤、红鲫和镜鲤中均有两

个基因座位(Mdh�A和Mdh�B)编码,在红鲫和镜鲤中均呈三条带(基因型分别为 AA, AB,
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BB) ,在红鲤中呈两条带(基因型为AA, BB) ;三者带型均不一致。在杂种二倍体( CA)中呈

三条带,红鲫的Mdh�B基因表达明显受到抑制, 带型( Mdh�1)大大减弱;四倍体( CMAA)也

呈三条带,表型和杂种二倍体( CA)相类似, 从扫描数据(表 2)来看,每条带的相对百分含

量和杂种二倍体( CA)也基本相当; 复合三倍体( CMA)由于存在两套鲤(红鲤和镜鲤)的染

色体,红鲫的 B基因的表达受到进一步抑制,其产物 Mdh�1( BB)已检测不到,电泳图谱只

图 3� 苹果酸脱氢酶电泳图谱: 1. RC, 2.MC, 3. RA,

4. CA( F1) , 5.CA( F2) , 6. CMA, 7. CAA,

8. CMAA( F1) , 9. CMAA(F2)

Fig. 3 � MDH isozyme patterns: 1.RC, 2.MC, 3. RA,

4. CA( F1) , 5.CA( F2) , 6. CMA, 7. CAA,

8. CMAA( F1) , 9. CMAA(F2)

存在两条带,而红鲤、镜鲤和红鲫三者共有的

带(Mdh�4)的相对百分含量则大大增加,由杂

种二倍体( CA)中的 58�81%增加到 75�22% ,

增加了 27�9%。杂种三倍体( CAA)也呈三条

带,但由于存在两套鲫鱼的染色体, 其 Mdh�B
基因的产物 Mdh�1( BB) 相对于杂种二倍体

( CA)相对强度大大增强, 由原来的 6�25%增

长到 13�57%,增加了大约一倍。带型也更趋

近红鲫; 而镜鲤的Mdh�A和 Mdh�B基因产物
Mdh�3和 Mdh�5 ( AA ) 则无论在复合三倍体

(CMA)还是在杂种四倍体( CMAA)中都没有

表达,或者因表达量太弱检测不到(图 3)。

表 2� 各种生物型苹果酸脱氢酶(MDH)电泳图谱染色强度相对百分含量

Tab. 2 � Relative staining density ( % ) of MDH zymograms of different biotypes

RC(基因型) MC(基因型) RA(基因型) CA CMA CAA CMAA 编号

Mdh�5(AA) Mdh�5
Mdh�4( AA) Mdh�4(AB) Mdh�4( AA) 58�81 75�22 41�13 49�96 Mdh�4
Mdh�3( BB) Mdh�3( BB) Mdh�3

Mdh�2(AB) 34�94 24�78 45�3 43�35 Mdh�2
Mdh�1( BB) 6�25 13�57 6�69 Mdh�1

总 � 计 100 100 100 100

2�4 � 乳酸脱氢酶( LDH, E. C. : 1. 1. 1. 27)

肌肉中的乳酸脱氢酶是四聚体,分别由两个等位基因(Ldh�A和Ldh�B)控制。镜鲤和红

鲤的肌肉LDH 表型基本一致, 约 11条带, 这是由于 Ldh�B基因位点出现了新的等位基因
Ldh�B�, Ldh�B�基因产物又和Ldh�A及 Ldh�B基因产物杂交的结果,位于阴极的带 Ldh�13由
于带型明显弱于Ldh�12,怀疑是C基因的产物。红鲫的肌肉中LDH表现为7条带,这说明 B

基因位点也出现了新的等位基因 B�,A基因分别和 B及 B�基因产物相杂交形成 7条带。二

倍体杂种( CA)中可观察到 8 � 9条带,红鲤中的特有带 Ldh�13, Ldh�12和红鲫中的特有带

Ldh�1, Ldh�2在杂交二倍体中消失, 从整个带型来看, 比较接近于红鲤。复合三倍体( CMA)

中,由于增加了一套镜鲤的染色体,表达更近于鲤鱼约有8条带,在杂种二倍体( CA)中消失

的带Ldh�12又重新出现,但杂种二倍体( CA)原有的带Ldh�3则消失。杂种三倍体( CAA)由

于在二倍体( CA)的基础上增加了一套鲫鱼的染色体,红鲫的基因表达相对于杂种二倍体

(CA)和复合三倍体( CMA)明显增强,原来一度消失的带又重新出现,红鲫的 7条带均有所表

达。四倍体(CMAA)的带型和杂种三倍体( CAA)的带型相似,约 10� 11条带(图4)。
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图 4 � 乳酸脱氢酶电泳图谱: 1. RC, 2. RA, 3. CA( F1) , 4. CA(F2) , 5. CMA, 6. CAA, 7.CMAA(F1) , 8. CMAA( F2)

Fig. 4� LDH isozyme patterns: 1. RC, 2. RA, 3. CA(F1) , 4. CA(F2) , 5. CMA, 6.CAA, 7. CMAA( F1) , 8.CMAA(F2)

2�5 � 血清蛋白

图 5� 血清蛋白电泳图谱: 1. MC, 2. RC, 3. RA,

4. CA( F1) , 5.CA( F2代) , 6. CMA, 7. CAA,

8. CMAA( F1) , 9.CMAA(F2)

Fig. 5 � Serum protein patterns: 1. MC, 2. RC,

3. RA, 4. CA( F1) , 5. CA(F2代) , 6. CMA,

7.CAA, 8. CMAA( F1) , 9.CMAA(F2)

红鲤和红鲫的SP�2区的血清蛋白迁移率存在着
明显差异。红鲫的该区蛋白迁移率稍慢。镜鲤和红

鲤则没有明显区别。杂种二倍体( CA)该区的蛋白迁

移率介于红鲤和红鲫之间, 可能是二者杂交的结果。

复合三倍体( CMA)该区的蛋白迁移率和红鲤及镜鲤

的相似,可能是红鲫该区的蛋白基因表达受到抑制的

缘故;杂种三倍体( CAA)和四倍体( CMAA)该区的蛋

白迁移率和红鲫相似,可能是由于鲤鱼的该区蛋白表

达受到抑制的缘故。一代( F1)二倍体( CA)和四倍体

(CMAA)的个体间血清蛋白电泳图谱还存在明显差

异,二代( F2)二倍体(CA)和四倍体( CMAA)由于来自

同一母本几乎没有任何差异(图5)。

3 � 讨论

亲代的等位基因在杂交子代中的表达有几种情

况: ( 1)多数情况下, 在杂种二倍体( CA)中, 其二倍

体亲本双方大部分基因都是共同表达; ( 2)偶尔也观
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察到母本和父本基因在杂交子代中的表达受到完全抑制而优先表达对方基因的情况,如

红鲤 Ldh�C基因和镜鲤中的 Mdh�A 和Mdh�B基因,这和 Danzmann和 Down
[ 8]
曾在天然的

鲤鱼和红鲫的杂种一代的个体中观察到优先表达红鲫肝脏MDH 同工酶的现象是一致的;

( 3)由于本实验的杂种二倍体( CA)是以红鲤作母本产生的, 实际上是优先表达父本基因

的结果; ( 4)在实验中还发现了一种较为罕见的基因表达模式: 双亲的等位基因在杂交子

代的表达均受到抑制(红鲤、红鲫和镜鲤的Mdh�B基因)。总的来说, 在鲤鲫杂交子代中,

从二倍体到三倍体再到四倍体,双亲的基因多数都得到一定程度的表达,在双亲本中共有

的带,在子代中表达相对增强,而双亲中特有的带, 其表达量在子代中多数都受到一定程

度的抑制。在鲤鲫复合三倍体( CMA)和杂种三倍体( CAA)中存在着明显的基因非对称表

达或基因的剂量表达效应。复合三倍体( CMA)中,由于存在两套鲤鱼的染色体组,鲤鱼的

基因表达相对增强, 而鲫鱼的基因表达受到进一步的抑制; 而在鲤鲫杂种三倍体中, 由于

比杂种二倍体多了一套鲫鱼的染色体组,基因的表达情况则恰恰相反,其酶谱及蛋白电泳

图谱更接近鲫鱼;鲤鲫杂种四倍体( CMAA)由于具有两套鲤鱼和两套鲫鱼的染色体, 其酶

谱和蛋白电泳图谱类似于杂种二倍体( CA) , 但肌肉蛋白及血清蛋白图谱比二倍体条带更

多更复杂, 这是由于四倍体相当于双二倍体( Double diploid) , 拥有两倍的肌肉蛋白和血清

蛋白基因座位, 在其中的一些座位上基因存在多态性所致; 事实上,鲤鲫人工多倍体谱系

中基因的这种表达特点正是由于其发生方式由杂交造成的, 反映的是基因组叠加型生物

型基因表达一般特点。本实验室[ 7]曾用红细胞 SOD、EST 和血红蛋白分析了鲤鲫人工多

倍体谱系的基因表达模式,当时只发现一种基因表达模式即:两亲本基因在子代中共同表

达。究其原因, 可能是所检测的酶及蛋白的数目过少, 事实上,有三种基因表达模式(父本

或母本基因表达受到抑制或二者均受到抑制)都是在 LDH 和MDH的表达图谱中发现的。

种特异性的同工酶标记在子代中的共显性表达可用来鉴定杂交子代的亲本来源并将

二者区分开来, 根据亲代的基因在杂交子代中的非对称表达,即基因的剂量效应, 还可用

同工酶来鉴定二倍体和三倍体。已由实验表明[ 9] , 由于亲代基因组特异的抗原在鲤鲫人

工多倍体谱系的几种生物型中的共同表达,用免疫学的方法很难将该谱系的几种生物型

一一区分开来。从酶及蛋白的表达情况来看, 无论是用 LDH、MDH 还是 SOD或肌肉蛋白

都可轻易的将双亲同二倍体杂种区分开来,由于在四倍体中 SOD又出现了新的基因位点

(图 2) ,因此可用 SOD来区分四倍体和其他的二倍体、三倍体; 由于亲本一方的基因表达

受到抑制,还可用 SOD将杂种三倍体和其他的二倍体、三倍体和四倍体(图 3)区分开,用

MDH将复合三倍体( CMA)和鲤鲫人工多倍体复合体其他的生物型区分开来(图 3)。曾有

人发现可根据双亲的同工酶染色强度的预期比率来确定杂合体的染色体倍性,本试验发

现根据某条酶带的相对含量也可轻易的将鲤鲫人工多倍体谱系几种生物型区分开来,如

据酶带 Mdh�1的相对含量可将鲤鲫复合三倍体( CMA)和杂种三倍体( CAA)从该谱系中区

分出来(表 2) , 据酶带Sod�5的相对百分含量可将鲤鲫人工多倍体的几种生物型包括二倍
体、三倍体和四倍体全部区分开(表 1)。

从外部形态特征来看,鲤鲫杂种二倍体介于其亲本红鲤和红鲫之间,而蛋白及同工酶

的表达情况也是如此,这表明鲤鲫杂种二倍体( CA)的基因组是由一套红鲤和一套红鲫的

染色体叠加而成;当鲤鲫杂种二倍体( � )用镜鲤( � )受精形成复合三倍体,其外部形态更
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接近于鲤鱼,由于镜鲤蛋白及同工酶的表达和红鲤极为相似,复合三倍体( CMA)的这些生

化标记相对于二倍体更接近鲤鱼, 当鲤鲫杂种二倍体( � )用红鲫( � )进行受精时形成鲤

鲫杂种三倍体, 其表型及蛋白和同工酶的谱型则更近于红鲫, 这表明鲤鲫杂种二倍体

( CA)的卵子用镜鲤精子受精时接纳了一套镜鲤的染色体,用红鲫精子受精时则接纳了一

套红鲫的染色体,也即鲤鲫复合三倍体( CMA)的基因组是由红鲤、红鲫和镜鲤各一套染色

体组成,鲤鲫杂种三倍体基因组( CAA)是由一套红鲤和两套红鲫的染色体组成。

业已证实鲤鲫复合三倍体( CMA)行天然雌核发育[ 3] , 外源精子并不参与三倍体卵子

的发育过程中, 仅起到激动卵子的作用。叶玉珍等[ 4]发现有极个别的复合三倍体( CMA) ,

其卵子如用正常红鲫精子受精, 均可接纳一套外源染色体, 形成鲤鲫杂种四倍体( Allote�
traploid crucian carp)。相对于其复合三倍体( CMA)母本来说, 鲤鲫杂种四倍体( CMAA)由

于多了一套红鲫的染色体,无论是从表型还是从蛋白及同工酶的表达情况来看,都更接近

鲫鱼。在所检测的几种同工酶和蛋白的表达情况也发现鲤鲫杂种四倍体的后代和其亲本

极其相似, 不同来源的基因在四倍体雌核发育后代中未观察到分离现象。即亲代的基因

在子代中不发生遗传分离。
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GENE EXPRESSION CHARACTERISTICS IN ARTIFICIAL

POLYPLOID LINEAGE AMONG HYBRIDS BETWEEN

COMMON CARP AND CRUCIAN CARP

WANG Xiao�hu, YE Yu�zhen and WU Qing�jiang

( Institute of Hydrobiology, The Chinese Academy of Sciences;

State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Wuhan � 430072)

Abstract:Analysis and comparisons of expression patterns of isozymes and proteins in artificial poly�
ploid lineage among hybrids between common carp and crucian carp, including red carp, red cru�
cian carp, mirror carp, diploid hybrid between common carp and crucian carp, gynogenetic diploid

hybrid, triploid hybrid, mult iple triploid hybrid, allotetraploid and its second generation, have been

carried. Results revealed that there were 4 expression modes of parental alleles in their offspring:

( 1) simultaneous expression of both parental alleles, ( 2) expression of paternal alleles was inhibit�
ed, but maternal alleles were preferentially expressed, ( 3) expression of maternal alleles was inhib�
ited, but paternal alleles were preferentially expressed, ( 4) alleles of two parental were inhibited to

a certain extent or were not expressed completely. Among these 4 expression models the mode ( 1)

was the principal model. According to these gene expression modes, different biotypes of this lin�
eage including diploid, triploid and tetraploid hybrids could be distinguished from each other and

from their original parents easily.

Key words:Artif icial polyploid; Lineage; Biotype; Co�expression; Mode
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