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同工酶的生化遗传分析
‘

徐 成 王可玲 尤 锋 吴谩琦 张培军
(中国科学院海洋研究所 青岛 26 6 07 1)

提要 于 1994 年 9 月一1995 年 12 月
,

在青岛近海采集 37 尾妒鱼的生化样品
,

采用淀粉胶

和聚丙烯酞胺凝胶 2 种电泳方法
,

分析 了 1」〕H
、

M卫H
、

M王P
、

ID H r
、

R 〕M
、

G3 PD H
、

AK
、

CK
、

A D H
、

5 1〕H
、

G6 PD H
、

G DI 诬
、

代子D H
、

CAT
、

MPI
、

E S I
, 、

S OD 等同工酶在妒鱼眼睛
、

肌肉
、

心脏
、

肝

脏
、

肾脏
、

鳃
、

胸鳍等 7 种组织或器官中的表达情况
,

并对同工酶表型进行了生化遗传分析
,

以

期为其种质资源保护和开发
,

以及遗传育种等方面的研究提供基础资料
。

结果表明
,

17 种同

工酶由 31 个基因座位编码
,

其中 MeP 一 1
、

Pg m 一 1
、

别h
、

Gd h
、

Pgd h
、

娜i
、

Es t 一 1
、

ES t 一 4 等 8

个基因座位为多态
。

多态座位比例为 25
.

8 %
。

关键词 妒鱼
,

同工酶
,

生化遗传分析

中圈分类号 Q1 78
.

53

妒鱼属于妒形 目脂科
,

是一种优良的增养殖鱼类
,

目前国内外关于其生化遗传学的研

究未见报道
。

生化遗传分析是通过分析同工酶的表型而获知其基因型
,

其中应用价值较

高的是遗传多态性座位的研究
。

遗传多态性(ge ne ti c

间ylll0印hi srn )是指某基因座位在同

一相互交配群体内存在两种 以上基因型的现象
。

多态座位在个体间的差异是其自身携带

的遗传标记
,

应用于多倍体倍性确定
、

雌核发育鉴定等方面有其独 到的优点 (S
u g

arna
et

al
,

19 92 )
。

本文报道妒鱼基本的生化遗传结构
,

以期为其种质资源保护和开发
,

以及遗

传育种等方面的研究提供基础资料
。

1 材料与方法

1
.

1 样品采集与处理

实验所用的妒鱼 (玩
艺印之口b~ ja 加

n ic u :
)于 19 94 年 9 月一1 9 95 年 12 月取 自青岛近

海
,

为活鱼或当天捕获的鲜鱼
,

共 37 尾
,

全长(266
.

0 士 36
.

7) ~
。

每尾鱼取眼睛
、

肌肉
、

心

脏
、

肝脏
、

肾脏
、

鳃
、

胸鳍等 7 种器官或组织
,

分别编号后置于小塑料袋中
,

迅速投人液氮保

存至分析
。

供分析的样 品加 1一2 倍量(V /W )的 T r is- H CI缓冲液(0
.

01 m o l/L
,

p H = 7
.

0)

匀浆后离心 (4℃
,

1
.

7 万 r/ m
,

巧而n)
,

上清液用于电泳
。

1
.

2 电泳方法

同工酶 电泳采用淀粉胶 (S G )和聚丙烯酞胺凝胶(PA G )两种支持物
。

淀粉胶电泳参

、 国家攀登计划 B 资助项目
,
PD B 6 一 5 一 2 号

。

徐成
,

男
,

出生于 19 68 年 9 月
,

博士生
,

助理研究员
,

E
一

~
l: c hx

u

@ 16 3
.

ne t

收稿 日期
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,

收修改稿 日期
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1 期 徐 成等
:

妒鱼群体生化遗传学研究 1
.

同工酶的生化遗传分析

照王可玲等(199 4 )
,

采用 T ri s 一柠檬酸(T C
,

pH = 6
.

9) 和 E D T A 一 硼酸 一

Tri
s
(E B T

,

州 =

8
.

9) 两种缓冲系统 ; 聚丙烯酞胺凝胶电泳参照莽克强等 (1975 )
,

采用高州 不连续系统
,

电极缓冲液为 T ri s 一 甘氨酸(T G
,

州
= 8

.

3 )
。

凝胶的组化染色方法参照 H 肚五s
等 (19 76)

和 Sh ak lee 等 1)
,

略加修改
。

笔者曾在 4 种缓冲系统中筛选过 26 种 同工酶
,

从 中选出 17

种用于常规分析
。

酶的名称及电泳情况见表 1
。

表 1 妒鱼 17 种同工酶及其电泳情况

l bb
.

1 T he

~
明d d ec tro p场

r etic m etlt 妇5 of 17 an al y z曰 i岌拐叨旧es in La 决幻么b
~ 担加

”

~
名称 缩写 编号 电泳支持物 缓冲系统

代咒Tc兀咒飞代冗姗姗珊姗珊嘟珊兀TG黔黔黔黔骆黔豁黔%豁骆骆骆骆黔哪PAG
乳酸脱氢酶

苹果酸脱氢酶

苹果酸酶

异柠檬酸脱氢酶

葡萄搪磷酸变位酶

甘油 一 3 一磷酸脱氢酶

腺昔激酶

肌酸激酶

醉脱氢酶

山梨醉脱氢酶

葡萄糖 一 6 一磷酸脱氢酶

葡萄糖脱氢酶

磷酸葡萄糖酸脱氢酶

过氧化氢酶

甘露糖 一 6 一 磷酸异构酶

醋酶

超氧化物歧化酶

1
.

1
.

1
.

2 7

1
.

1
.

1
.

3 7

1
.

1
.

1
.

4 0

1
.

1
.

1
.

4 2

5
.

5
.

2
.

2

1
.

1
.

1
.

8

2
.

7
.

4
.

3

2
.

7
.

3
.

2

1
.

1
.

1
.

1

1
.

1
.

1
.

1 4

1
.

1
.

1
.

4 9

1
.

1
.

1
.

4 7

1
.

1
.

1
.

4 4

1
.

1 1
.

1
.

6

5
.

3
.

1
.

8

3
.

1
.

1

1
.

15
.

哪MDH�IDHP翻�
AK以ADHsDH�GDH�CATMPI。脚

1
.

3 电泳结果记录

同工酶 的缩写
、

基因座位和等位基因的命名基本采用 Sh ak lee 等 ( 199 0) 推荐的方法
,

以同工酶缩写名称的大写代表酶蛋 白
,

小写代表编码基因
。

2 结果

2
.

1 同工酶的表达

2
.

1
.

1 L D H (图 1 : 1) 为 四聚体酶
,

由 Ld 卜A
、

Ld h
一

B
、

Ld h
一

C 三个基因座位编码
,

均 为

单态
。

此酶的组织特异性较强
,

Ld h
一

A 在肌肉中活性最强
,

为超显性 ;Ld h
一

A
、

Ld h
一

B 在眼
、

心
、

肝
、

肾
、

鳃
、

鳍中均表达
,

只有 人
、

氏 两条带
,

无杂合 ;
切h

一

C 只在眼睛中表达
,

且是在视

网膜中表达
,

晶体中不表达 (图 1 : 2)
。

2
.

1
.

2 M[D H (图 1 : 3 ) 为二 聚体酶
,

一般有
s (细胞质型 》M[D H 与 m (线粒体型 )

-

MD H 两 种 类 型
。

妒 鱼 只 见 到 s-- MD H
,

由
s 一

M dh
一

A 和 s- M dh
一

B 两 个 基 因 座 位 编

1) 5 抽kl ee J B
,

K

~
C P

,

19 86
.

A p ra c t ical la加
r a to 斗 加d e to the t ec hni qu es a」1(1 M e t卜交b城罗 of e】ec tm p场res is

朋 d its
a p p lica t

ion to fi sh 皿et id e n t ifi cat ion
.

A us t
CS I R O M ar l刁b ,

R e
卯rt ,

17 7
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码
,

均为单态
,

座位间可杂合
,

表型为 3 条带
。

2
.

1
.

3 ME P(图 1 : 4 ) 为四聚体酶
,

由 2 个基因座位编码
。

M
ep 一 1 为多态

,

有 100 及

110 两个等位基因
,

可组合成 10 0 /10 0
、

10 0 / 110
、

1 10 / 1 10 三种基因型
,

图谱中可见到相应

的 3 种表型
。

M ep 一 1 在不同组织中表达相 同
,

肌肉
、

肝脏活性较强
。

M e p 一 2 只在肝脏

中表达
,

单态
。

2
.

1
.

4 ID HP (图 1 : 5 ) 为二聚体酶
,

有 * ID Hr 与 m
一

ID Hr 两种类型
,

各由 1 个座位

编码
,

均为单态
。

座位间不杂合
,

表型可见 2 条带
。

此酶表达组织特异性强
。

眼
、

肝
、

肾
、

鳍中 s- ID HP 活性较强 ;肌肉
、

心脏中 m- ID H[P 活性较强
。

这与各组织的代谢特征一致
。

2
.

1
.

5 PG M (图 1 : 6 ) 单体酶
,

由 2 个基因座位编码
。

Pg 爪 一 1 为多态
,

有 75
、

10 0
、

120 三个等位基因
。

75 等位基因频率较低
,

未观察到其纯合子
。

表型只见 4 种
: 10 0 / 100

、

7 5 / 10 0
、

10 0 / 1 20
、

1 20 / 12 0
。

p脚
一 1 各组织表达基本相同

,

肌肉
、

肝脏活性较强
。

P g m 一 z

只在肝中表达
,

单态
。

2
.

1
.

6 G3 PD H (图 1 : 7 ) 二聚体酶
,

由 2 个基因座位编码
,

均为单态
。

G3 冈h 一 1 只在

肌肉中表达 ;
G3 Pd h 一 2 只在肝中表达

。

其它组织未检出活性
。

2
.

1
.

7 AK (图 1 :
8) 为单体酶

,

由 2 个基因座位编码
,

均为单态
。

Ak
一 1 在 眼睛

、

肌

肉
、

心脏中表达
,

肌肉活性较强 ;A k 一 2 在肝脏
、

肾脏
、

鳃
、

鳍中表达
,

肝脏活性较强
。

2 座

位间不杂合
。

2
.

1
.

8 CK (图 1 : 8 ) 由于染色方法的原因
,

染 CK 时会同时出现 A K 图谱
。

只有 A K
、

CK 同时分析
,

相 比较才能确定 CK 图谱
。

CK 为二聚体酶
,

由一个座位编码
,

只在肌肉中

表达
,

单态
。

2
.

1
.

9 AD H (图 1 : 9 ) 此酶在 E BI
,

系统中向负极迁移
,

为二聚体酶
,

只在肝中检出活

性
,

由 1 个基因座位编码
,

单态
。

2
.

1
.

10 S DH (图 2 :
1) 二聚体酶

,

由 1 个基因座位编码
,

多态
,

有 64
、

100
、

136 三个

等位基因
。

表型只见 3 种
: 100 / 10 0

、

64 / 10 0
、

10 0 / 136
,

由于基因频率低
,

未观察到 64 及

136 的纯合子
。

SD H 只在肝
、

肾中检出活性
,

肝脏的活性较强
。

2
.

1
.

n G6 p D H (图 2 : 2 ) 二聚体酶
,

由 G6 pdh 一 1
、

G6 冈h 一 2 两个座位编码
,

均为单

态
。

座位间不杂合
,

可见到 2 条带
。

G6 PDH 在肝中活性较强
,

2 个座位均表达 ; 鳃表达情

况似肝
,

活性较弱 ; 眼睛
、

肌肉
、

肾脏中只有 G6 pdh 一 1 表达
,

活性弱 ; 心脏
、

鳍中未检出活

性
。

2
.

1
.

12 G D H (图 2 : 3 ) 二聚体酶
,

由 1 个基因座位编码
。

多态
,

有 85
、

100 两个等位

基因
,

组合成 3 种基因型 85 /85
、

85 / 100
、

10 0 / 100
,

与之相应的表型均可见到
。

G D H 只在

肝中有活性
。

2
.

1
.

1 3 PG D H (图 2 : 4 ) 二聚体酶
,

1 个基因座位编码
,

肝中活性最强 ; 眼
、

心脏
、

肾
、

鳃次之
,

肌肉
、

鳍未检出活性
。

Pg d h 为多态
,

有 95
、

10 0 两个等位基因
,

组合成 3 种基因型

95 / 95
、

9 5 / 1 00
、

1 00 / 10 0
,

相应表型均可见到
。

2
.

1
.

1 4 CAT (图 2 : 5 ) 二聚体酶
,

由 2 个基因座位编码
,

均为单态
。

心脏中只有 〔急t

一 1 表达
,

肾脏中只有 Ca t 一 2
,

活性均较弱
。

肝脏中 2 个座位都表达
,

活性强
。

其它组织

未检出活
,

性
。
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因型
。

M l〕1是单体酶
,

其杂合子应为 2 条带
,

90 / 1 10 分离较为明显
,

90 / 100 和 1 00 / 1 10 因

迁移率较接近
,

分离不很清楚
。

2
.

1
.

16 E ST 是催化醋类水解的酶系
,

妒鱼只检测了肝中 E S飞
,

活性
,

可记录出 4 个

基因座位
。

E SI, 一 l 为单体酶
,

多态
,

有 100
、

n o 两个等位基因
,

可见到 3 种表型 (图 2 :

7 )
。

E ST 一 2 和 E S T 一 3 为单态
,

各由 1 个基因座位编码
,

座位间不杂合
。

E S T 一 4 是单体

酶
,

有 10 0
、

10 5 两个等位基因
,

表型似 E SI
,

一 1( 图 2 : 8 )
。

2
.

1
.

1 7 叹)1)(图 2 : 9 ) 二聚体酶
。

只检测 了肝中 S OD 活性
,

有 * S OD 及 m- 厌)1) 两

种类型
,

各由 1 个基因座位编码
,

均为单态
。

座位间不杂合
,

表型只有 2 条带
。

2
.

2 多态座位比例

前面分析的 17 种同工酶记录出 31 个基因座位
,

其中 M
e 一 1

、

Pg m 一 1
、

Sd h
、

Gd h
、

Pg
-

d h
、

M p i
、

Es t 一 1
、

E st 一 4 等 8 个基因座位为多态
,

多态座位 比例 (

~
p ro po

r t
ion of 间y

-

咖印hl。 loc i
,

P )为
:P = 8 / 3 1 X 100 % = 25

.

8 %
。

3 讨论
3

.

1 不同电泳方法所得图谱的生化遗传分析

生化遗传分析应回答的问题有
:
被分析的同工酶是几聚体 ? 由几个基因座位编码 ?

单态或多态 ? 有几个等位基因? 等等
。

不同的电泳方法
,

由于其电泳支持物 的种类
、

浓

度
、

缓冲系统
、

电泳条件(电压
、

电流
、

时间等 )不同
,

可产生不同的电泳图谱
,

可能会得到不

同的生化遗传分析结果
。

当今分析同工酶主要为淀粉胶电泳(汉三E )和聚丙烯酞胺凝胶电泳(PAG E )两种方法
。

两种方法相 比
,

PAG E 分辨率较高
,

但不能像 SGE 那样切成片
,

只能一块胶分析一种酶
,

这样可 比性差
,

效率也低
。

目前国际上积累的同工酶资料
,

绝大部分为采用 SG E 得到的

结果
,

采用 SGE 也便于互相比较和借鉴
。

但对活性较弱或组成复杂的同工酶(如 E S T

等 )
,

则 PAG E 更适用于其分析
。

使用何种电泳方法
,

标准只有一个
,

即尽可能地揭示同

工酶的表达
,

清晰地反映同工酶的遗传变异
,

使生化遗传分析能全面
、

正确地记录出编码

同工酶的基因座位数
、

酶的多态性
、

等位基因数等
。

N

~
hi (1970 )报道

,

妒鱼骨骼肌中 LD H 为 3 条带
,

M [D H 为 2 条带
。

该文献是 1970

年以前的资料
,

是作者对多种鱼类同工酶进行的 比较生化方面 的研究
。

其实验采用

PAG E
,

结果与本文 SG E 的结果不尽一致
。

分析该文献中 LD H 图谱
,

中间一条带超显性
,

应为人 ;近阴极处一条弱带可能为马
,

另一阳极区弱带则可能为次级修饰带
,

或其它原因

产生的假性同工酶
。

其 M[D H 与本文结果差别较大
,

主要原因可能是样 品的采集与保藏

等的差异
。

另外
,

PAG E 分辨率高而其图谱反 比 SG E 区带少
,

说明其电泳条件不尽适合

妒鱼的 M[D H
。

3
.

2 LD H 基因表达

3
.

2
.

1 Ld h
一

C 表达 鱼类 Ld h
一

C 多在特定器官中表达
。

低等硬骨鱼
,

如鲤科鱼类多在

肝中表达
,

高等鱼类多在眼 中表达
,

而 眼中表达有 的是在晶体中
,

有的是在神经系统中

(Sh
a klee et al

,

1976 )
。

本文作者将妒鱼眼睛的晶体与视网膜分开离心
、

电泳
,

结果见 图

1 : 2
。

可见
,

妒鱼 Ld 卜C 是在神经系统中表达
。

3
.

2
.

2 Ld 卜A
、

Ld h
一

B 表达 Ld h
一

A
、

切卜B 在各组织中基本均有表达
,

人 在白肌中为
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比例为 2 5
.

8 %
,

在鱼类中居中等水平
。

已有报道
,

鱼类特定的基因型与其生长性状相关
,

如虹缚
、

鲤鱼的生长
、

肥满度等与运

铁蛋白表型有关 (Re in t z
,

197 8 ) ; Pg m 一 1 杂合型虹缚生长较快(Ai le n d o rf et a l
,

1983 );雌

核发育的异育银卿体重与血清蛋 白和 EST 的不同基因型明显相关(朱兰菲等
,

1 98 7 )
。

这

样
,

通过对同工酶多态性基因座位的分析
,

如能确定某些特定基因型与优良生产性状的连

锁关系
,

在生产上就可用同工酶技术筛选出具有优良性状的亲本交配组合
,

从而定向地建

立稳定的人工优良繁殖品系
。

根据种群间生化遗传差异的分析
,

在鱼类遗传育种时
,

可有意识地选择遗传差异大的

群体进行杂交
,

其子代可在生长性能
、

抗病能力等方面表现出较大的杂交优势
。

此外
,

同

工酶多态座位作为一种稳定而灵敏的遗传标记
,

在增殖放流结果监测
、

种群鉴别
、

渔业管

理等方面
,

有着良好的应用前景
。
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