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白醚不同繁育群体中乳酸脱氢酶 �����

和醋酶 �����同工酶个体发生

多态性的研究
“

王祖熊 刘 峰
�中国科学院水生生物研究所

，
武汉�

提 要

本文叙述了白鳞两个繁殖群体的精子
，
成熟卵

，
�� 个不同发育阶段的胚胎和胚后期样品

中乳酸脱氢酶和醋酶同工酶电泳图谱多态性研究结果
。

作者把本文描述的同工酶个体发生 的

群体差异称作
“
个体发生多态性，’�这种多态性对白醚的发育是非致死性的 ，

因此
，
应属于一般

的群体生化多态性
。
本文还提到了今后需进一步深入研究的有关问题及其在渔业应用方面的

前景
。

在动物个体发育过程中
，
胚胎细胞逐渐特异化而形成复杂的多细胞个体

。
这种特异

化不仅
�

表现在个体形态和生理功能方面的一系列变化
，
同时

，
也表现出基因产物—蛋白

质和酶等的一些规律性变化
。
已有研究表明

，
个体发生的这些规律性变化是受发育遗传

因子控制的
〔���，��������� 。

不同胚胎发育阶段所出现的特异性的同工酶
，

反映了发育过程中特

定组织细胞代谢活动的形成���，��� 。
因此

，
通过对胚胎发育过程中同工酶的分析研究

，
能使

我们对同工酶基因活动与个体形态发生及其生理功能的建立之间的关系等问题得到进一

步的了解
。

鱼类是研究胚胎发育的理想材料
。
本世纪六十年代以来

，
已有不少学者对鱼类胚胎

发育过程中的同工酶进行了研究
【‘，�，��，������ 。

但是
，
对于同一种鱼的不同繁育群体之间是否

存在着同工酶个体发育方面的差异等问题
，
尚未见正式报道

。
我们采用我国的主要养殖

鱼类—白链为材料
，
进行了这方面的初步研究工作

。

材 料 与 方 法

取白缝的两个繁殖群体作为分析材料
，
分别用 �

、
�表示

。 �组繁殖亲本系我所养殖

场 ����年 �月中旬在所本部催产
，

人工授精卵于孵化桶中流水孵化 ��组亲本同期在本

所关桥试验场催产孵化
，
方法与 �组相同

。
两处的孵化水温均在 ��一��℃ 之间 。

各组亲

�
本文是鱼类繁育体系攻关研究课题的部分结果

。

���斗年 ��月 �斗日收到
。
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鱼发情之后
，

取精液及成熟卵样品�其余 �� 个不同发育时期的胚胎以及胚后发育的样品

分别于两处的孵化桶中逐次取得��� �表 ��
。
各组分别取 �个平行样品作为对照

。
上述各

样品均先用生理盐水洗净
，
随后加人二倍体积 �� �

�

�的磷酸缓冲液
，
用玻璃匀浆器在冰

浴中匀浆
。
匀浆液于 �℃ ，

��
，
��������

� ，

冷冻离心 �� 分钟
。
上清液置 一��℃ 冰箱中保

存备用
。
雄鱼精液加人二倍体积 �� �

�

�的磷酸缓冲液
，
��佗 型超声波振荡器于冰浴中

破细胞 �次
，
每次 �分钟

。
破细胞液于 �℃ ，

��
，
��������

� ，

冷冻离心 �� 分钟
。
取上清液

于 一��℃ 冰箱中保存备用 。

表 � 两组白峪样品的编号
、
分期

、
特征和时序

���
�

� ������
，
��������������。������� ��� ���� �������� �� �� � ������ ��

��� ��
�� ������ ���� �������

试样的组别和
编号 ��。 距受精的时间

试样的分期川 样品的形态特征���

�
“
� � �

��八�����一日��﹄日︸八日受护一����八�一��勺哎夕，‘�二��月�‘�����‘�����从��犯��弱����

未受精成熟卵

�细胞期

囊胚早期

囊胚中期

原肠中期

眼基出现期

肌肉效应期

心脏出现期

出膜期

眼色素期

循环期

体色素出现

体色素期

圆球形
，
卵质均匀分布

原生质在动物极集中
，出现胚盘

分裂球小而多
，细胞界限不明

胚层比早期低
，
细胞界限不清

胚盘下包 ���
， 出现胚盾

眼基及肌节出现

可见肌肉收缩

卵黄囊上方出现心脏原基

仔鱼初出膜，全身透明

眼色素出现
， �组见微循环

心胜弯曲
，
血流清晰可见

出现少量体色素

身体各部出现较多色素

受精前

受精后�
�

��

��������� ��� ����� �� �������
，

����
������������������

，

����
������������ ���������������

，

������
� ����� ������������� �� ����

�

两种酶的同工酶分析均采用淀粉凝胶垂直电泳法
。
淀粉胶浓度为 ��沁

。
点样量每孔

��微升
。
电泳缓冲系统及染色方法等均参考 ���� ��� ������ ������的方法

〔，们。
电泳

时电压梯度为 ���
�

叭 通电时间为 �一�� 小时
。
电泳在 �℃ 条件下进行 。

两种酶的电泳分析结果

�一�乳酸脱氮酶 �����

两组白鳞在个体发育过程中
，
��� 同工酶变化的模式有明显差异 �图 �

， ���

�
�

成熟卵的 ��� 同工酶谱不同
，
�组有 �条不同酶活性的同工酶带

，
而 �组只有 �

条活性带
，

且活力相差较大
。
以各同工酶向阳极泳动的速率 为 序

，
� 组具有 � ���一�

���一�，
���

一� 和 ���
一�。

而 �组仅有 ���一� 和 ���一�
。

�
�

细胞分裂前的两组受精卵电泳谱都存在 �条迁移率快的同工酶谱带
，
但随后两组

变化有所不同
， �组在 �

， �期只剩下 ���
一���期后又出现并逐渐加强 ���

一�的酶活
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日日� 盆目 ���� ��，

����� 口日��

日��
�� 臼� 目日翻 困� ��� 舀戮脚

一
���� 目目旧翻 仙曲日 娜翻匆 抽口口吕 侧留目�

一 一 一
��
四 ���一�

— 口��上 � � 一斗

— 一
�工�壬卜�

原点

一 �

图 �

一 一 一 一 —
�，竺，

— — ，，竺，
� � 于

�组白鳞 ��� 同工酶个体发生电泳谱

���
�

� ��������������� �������� �� ��� �������� ����������� �� ����� � � 〔 ������ ����

图 �， �， �和 �中的 ��个发育期 ��一 ���同表 �
。

��� ������ �������，������������ ��
一����

� ����
�

�， �，� ��� � ��� ���� �� ����� ����� �� ，�
’
��

�

�

����

�口曰

月�� �� ��

��� ��� ���

�� 翻�� ��� ��� ��� ��� �目����
一工

��� ���� ��� ��� ���� ��� ����卜�� 一�

— 一
��� 一�

— 一
��� 一�

一
卜�日

一

弓

原点
一产 � 吮犷 � 华犷 丁

，

丫 一 爪厂 布 布万

图 � �组白鳞 ��� 同工酶个体发生电泳谱

���
�

� ��������������� �������� ����� �������� ����������� �� ��� �� � �� ������ ����

性 ��期后开始出现 ���一�
，
�� 期出现

�

�� �� ��

��� �� ���

��� �口� ����

���� ���� ����

���� ���� 口���

�� �
�

��
一
�

��� �
�

��
一�

���� �
�

��
一
�

一
���

一
�

一
���

一
�

原点

图 � 白继

二二 ���
一
�

���
一

七 在 � 期
，
不但出现 ���

一�，
并且还出

现 �条趋向阴极的同工酶带 ����
一��

。
但 �

组发育至 �期一直保持 ���
一�和 ���

一

�� 条

酶带 �到 �� 期才开始出现活力甚微的 ���一�

和 ���一� �条酶带 � �� 期 出现 ��� 一�
，
此

时
，
��� 一�

、
���一� 和 ���一� 酶活力虽也

有明显 增 加
，
但 未观察 到 ���一� 带 的 出

现
。

在点样量为 �� 微升 时 �图 ��
，
��� 期仔

鱼样品的电泳谱中也出现 �条极弱的 阴 极带
，

与 � � 期仔鱼相似
。
同时我们还可以看到两

组白鳞精液试样的乳酸脱氢酶同工酶带都为 ，

条
，
但 �组鱼的酶活力稍低

，

尤其是 ���
一�

、

���一�和 ��� 一斗
。

一一一一一一

��� 期
、
�� 期

、
�和 � 组 精液的

���
�

�

���

���

同工酶电泳谱�自左至右�

�“������ �������� �“ �挤����，��
一��

，

�一��
，
�一����� ��� �

一����� �� ������ ������
���

��汇� �� ������
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�二�醋酶 �����同工酶

在两组白链的发育过程中
，
也发现醋酶同工酶变化模式不同 �图 �一��

�

�
�

�组白链成熟卵中有 ���一� 和 ���一� 两种醋酶同工酶带
，

但受精后 ���一�酶

活性消失�发育至 �期时又重新观察到 ���一� 的出现
，
同时也出现酶活力较弱的 ���一�

和 ���一� 两条同工酶带
。
值得注意的是

，
���一� 同工酶的活力在 �期�即出膜期�达到

最高
，
随后又逐渐降低直至消失

。
只有 ���一� 在整个发育过程中始终存在

，
但在 �期以

后
，
其活力有了显著提高

。

一 一 一
困�� ��下

��� ��� ��� 翔�� ��� 日几 ���
峨码 曰

�� 任娜 口娜 ���一 二

曰曰曰 ��� 日�叮 �，细 目要�� 丛翻口 口�����
’

�一 �

���

一 一
困口口 翻皿泊 确朋 ���鸽

原点 一 � � 一 — — 一 — — 一
�

一
�

工 � � 怪 � � 丫 � 夕 上日 仁纽

图 �

���������������

�组白缝 ��� 同工酶个体发生电泳谱

�������� ����� ��������� �������已��� �� ����� � ������ ����

�叮 �� �� �� ���、 �
��� ��� ��� ��� ���

’
一�

一 一 一 一 一 一
� ��一 �

一 — — 口� �� 日� �����一斗

一
���一夕

原点
了 丁 笠犷 丁 了 丁 下 � 丁 布 石

图 � �组白链 ��� 同工酶个体发生电泳谱

��������������� �������� �� ��� ��������� ����������� �� ����� � ������ ����

�一，�
���

�

馆

�

�
�

�组白鳞的成熟卵电泳图谱中
，
只有活力很低的 ���一斗 同工酶带�受精后此酶活

性也消失
。
因此

，
�一�期中未检测出任何醋酶活性谱带 ��， �二期也只有活力甚低 的

���一�和 ���一� 两条酶带��期以后
，
���一�，

���一�
，
���一� 和 ���一�就一直存在

，

其中以 ���一� 和 ���一� 的活力较高�在 �� 期
，
又出现迁移率低而活力也甚微的 ���一�
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三
旦�

二

竺 二

��

口

一一一�

原点

原点 一 下 了 丁

图 �

���
·

白继脱膜期和成体肝 万�� 同工酶谱比

较
，�组 ���

、 �组 ���
、
肝 ���

一
�一

�

一

图 � �组白鳞 ��期 ���和精液���的 丑��

同工酶谱
���������� ����� �������� ��������

�� ��� �������� �������� �����

���
�

� ��� �������� ��������

刀一�����
��� �

一����，二 ���
��

�� �������

������ ����

〔��� ���
��� �

一
����� �������

，

�� ������ ����

�� �
一
�����

��
��� ��������

同工酶带
。
晚期白鳝胚胎中的醋酶同工酶迁移率与其雄鱼精液中的醋酶同工酶的迁移率

是不同的 �图 ��
。

�
�

�和 �两组鱼出膜后的胚胎 ��� 同工酶电泳谱与成体白链肝组织的 ��� 同工

酶谱也有差异 �图 劝
。

根据上述各项结果
，
可以肯定

，
白链的现有人工繁殖群体中存在着乳酸脱氢酶 �����

和醋酶 �����同工酶个体发生的多态性
。

讨 论

�一�有关 ��� 同工酶个体发生乡态性

�
�

白鳞 ��� 同工酶个体发生是 ���一�
、
���书 和 ���一� �个基因表达的结果

，
这

与前人在其它硬骨鱼类中研究的结果相同
〔呼��，，，�，��刀���，��� 。

值得指出的是
，
���一� 基因在

白鳝整个发育过程中都处于活动状态
，
因此

，
���一�同工酶担负着所谓

“
管家酶” 的职责

，

是各期胚胎细胞代谢库的成员�并在两组鱼中都一样始终存在
。
另外

，
白链 ���一� 基因

的产物是向阴极泳动的一条酶带
，
并都出现于 �� 期 �两组白鳝的 �� 期仔鱼的外部特征分

别是体色素开始出现或遍及全身
，
但在体内都已形成肝脏

。
由于 �组 � 期的样品比 �组

早了近 �� 小时�表 ��
，
所以其肝的代谢功能也较低

，

反映在电泳图谱中 ���
一� 活力也

较低
。
这项结果与前人在其它鱼类中研究 ���一�斗 同工酶的组织特异性表达的论断相

符���，��，��，。
前人对鱼类 ��� 基因进化的研究表明

， ���一� 基因是由 ��卜� 基因演化来

的
，

它的产物也不一定都向阴极泳动
〔���

。
此外

，
在高等脊椎动物精子中有人观察到 ����

��
�，��� ，

而白缝则没有
。

�
�

白鳞精液破细胞样品中有 �条 ��� 同工酶活性带
，

但为什么在受精后和胚胎发

育早期 �� 期以前�胚胎中却基本都只出现母本的 ��� 同工酶谱呢� 原因可能有三 ����
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精子人卵后
，
父本基因受到卵质中存在的抑制因子所抑制而无法表达

。
前人亦已证明在

胚胎发育中亲本基因的表达是不同步的
，
并且母本基因总是优先被活化而表达

汇�� 。

���因

精卵和早期胚胎中的 ��� 同工酶是由早已存在于成熟卵中的 ���� 翻译的产物或特

定的 ��� 前体加工的产物
。
这一推论也是符合前人关于合子基因组一般不在原肠期以

前表达的论证的����
。
���受精时

，
由精子带人卵中的精液量是很少的

，
且随细胞分裂而不

断稀释
。
因此

，
即使精液中也存在 �种 ��� 同工酶或其信息体 ���������

����
，
也可能

由于量少而不能通过电泳检出
。

�
�

关于 ��� 个体发生多态性产生的原因上文已经提到二组白醚父本精液中的 ���

同工酶谱没有差异
，

而在二组白链母本的成熟卵�即样品 �� 中 ��� 同工酶谱却不相同
。

因此
，
在二组白鳞中产生 ��� 同工酶个体发生多态性的主要因素

。

可能是由于二组白

鲤卵子成熟过程中
，
��� 同工酶代谢速率上存在着差异

。

具体地说
，
�组白鳞的成熟卵

可能对 ���一� 基因的产物 �� 肤�具有较高的降解速率
，
因此

，

在受精卵及其早期发育的

胚胎样品 ��一�期�中
，
难以检出要求有较多 �肤才能组成的 ���一�

、
���一�和 ���一�

同工酶类
。
此外

，

由于母本基因优先活化表达等原因
，
使 �组白链胚胎直到第 �期仍和成

熟卵的谱式相同
。

至于 �� 期后又逐渐出现其它几种 ��� 同工酶的原因
，

可以考虑
，

从

第 �期起
，
心脏和肝脏等重要生命器官的组织分化作用都已随着形态发生刺激 �������

�

邵����� ���������而逐步完善
，

导致了这些特化器官中专一性细胞生理学功能的逐步建立

和完善
。

�二�有关 ��� 同工酶个体发生多态性

�
�

关于 ��� 同工酶的分类和发育重要性
。

醋酶是一个复杂的
“
大家族 ” ，

它们的分类不仅要看它们的底物专一性程度和电泳迁

移率
，
而且还应从它们对温度

、

抑制剂的敏感性
、

分子量的大小等方面进行考察
。 �组鱼

的 ��� 同工酶个体发生过程中
，
���一� 同工酶是经常存在的

。
有人认为

，
这类酶的作

用是执行一般的代谢功能
，
如降解卵黄颗粒等

，
而和胚胎的特化作用无关����

。
在 �组鱼的

受精卵以及 �期以前的胚胎样品中都未检测到醋酶活性
，

所以我们认为
，

醋酶对早期胚胎

发育可能不是必需的
。
而从在两组鱼的出膜期均有较多 ��� 同工酶表达的情况看

，
它们

似有可能和仔鱼的脱膜有关
。
从图 �可以看出

，
上述两组白鳞出膜期醋酶与成体肝脏中

醋酶电泳迁移率不同
，

进一步说明了在白链胚胎出膜期存在着醋酶的特异性作用
。
但它

们是否属于鱼类孵化酶的成员
，
还待进一步实验证实

。
此外

，
也观察到两组 �� 期仔鱼样

品中醋酶与精液样品中醋酶不同�图 ��
，

说明二者功能上也可能存在着差异
，
前者可能与

该期细胞分化作用有关
，
而后者可能与精子入卵的功能有关

。

�
�

关于 ��� 同工酶个体发生多态性产生的影响和原因

醋酶属于水解酶类
，
在醋代谢和生物膜的结构与功能方面发挥作用

。
因此

，
它们的

个体发生多态性应与建立各种细胞生理学专一性的模式和相对速率有关
。
目前

，
我们知

道
，

这种酶的个体发生多态性不会影响白鳃的胚胎与胚后发育�但是否会影响幼鱼生长和

发育成熟的速率与程度等
，
均应是今后继续深人研究的课题

。
至于这种多态性产生的原

因
，
应与上述 ��� 多态性的产生相似

，
主要由基因表达调控方面差异造成的

，
是与形态



第 � 期 白鳞不同繁育群体中乳酸脱氢酶�����和醋酶�����同工酶个体发生多态性的研究 ���

发生和细胞功能分化过程的差异密切相关的
。

最后
，
应当指出

，
这类同工酶个体发生多态性是一般的生化多态现象

，
对胚胎发育无

害
，

很可能是特定的形态和生理学适应性的分子生物学基础
。
在这方面开展广泛深人的

研究是必要的
。
这种研究结果可以作为有效地指导渔业开发利用的实用生化指标� 将这

类指标与鱼类的生产性能结合起来考察研究
，
也可成为选种育种的有效手段

。
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