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5 种海水鱼同工酶表达的组织特性

及其电泳的初步分析
`

王可玲 尤 锋 徐 成 吴谩琦
(中国科学院海洋研究所

,

青岛 2仅刃7 1)

提要 于 r99 4 年 7一 12 月
,

在山东
、

福建沿海采集真绸
、

黑绸
、

牙奸
、

妒和小黄鱼等 5

种鱼 63 尾 69 2 个生化样品
,

应用水平淀粉胶和垂直聚丙烯酞胺凝胶电泳方法
,

对 5 种鱼的

肌肉
、

眼睛
、

肝脏
、

心脏
、

鳍
、

鳃
、

肾脏共 7种组织的 23 种同工酶进行初步分析
。

结果

为 : 1
.

选出酶活性强
,

基因座位表达稳定
、

清晰的肌肉
、

眼睛
、

肝脏
、

心脏 4 种组织
,

用

于以上 5 种鱼的常规性生化遗传分析 ; .2 筛选出适于 电泳分析的缓冲液系统有 CT I
,

E盯
,

T G 等 3种以及 14 种图谱清晰
、

分辨率高的同工酶( L D H
,

M D H
,

DI PH
,

M EP
,

A D H
,

SD H
,

C场P D H
,

C A T
,

G D H
,

P GM
,

GP D H
,

G p l
,

E S T
,

mP
,

S O D ) 和肌浆蛋白(haI ) ; .3

对其中的 L p H
,

E〕 H p
,

A D H
,

G D H 和 ES I , 5种同工酶进行生化遗传分析
,

包括每种酶的

亚基结构
、

编码座位以及多态座位等位基因数等
.

关键词 同工酶 电泳 组织特性 海水鱼

80 年代以后
,

同工酶的研究成为群体生化遗传学的热门课题
,

它已在种质资源 (王

可玲等
,

1994 ; 李思发等
,

1990 ; 吴力钊等
,

1992 )
、

遗传育种 ( C or ss ct a l
. ,

1983 ; M a

脚
et a l

. ,

19 82 ; s雌 a

ma ct a l
. ,

19 88
,

1992 )
、

系统演化 ( iB illn g ot n et a l
. ,

1990 )
、

遗传标记

(熊全沫
,

19 92 )
、

临床病理乃至环境保护等方面得到了广泛的应用
,

并取得了许多可喜

的成果
。

本文报告 5 种海水重要增养殖鱼的同工酶表达的组织特异性及其电泳的初步分

析
,

为反映这些鱼类遗传背景的同工酶电泳提供一些基本参数
,

其中涉及到的同工酶酶

谱
,

在国内外多数尚属首次报道 ( N u汀以 c h i
,

19 70
; Sha ik ee et .al

,

19 85; s ug ~
et a l

. ,

1989 )
。

1 材料与方法

199 4 年 7一 12 月
,

在山东和福建沿海收集真绸 (八替招〕 ,侧` ” 哪 or )
、

黑绸 (今~
脚份自即 ha 初 )

、

牙 坪 ( aP ar ihcl
thy

￡ iol 椒~ )
、

妒 (切佗碱站axr ajP , 二 ) 和 小 黄鱼

(乃洲由
,`如曰王a 夕o lJ` c山 )等 5种活鱼或死后冰藏 1一 d2 的鲜鱼

,

共 63 尾
。

每尾鱼分别

采取肌肉
、

眼睛
、

肝脏
、

心脏
、

鳍
、

鳃和肾脏等 7 种组织
,

在实验室内经匀浆
,

4 ℃ 下

以 巧 以x 〕r /~ 离心 15而 n
,

上清液用于电泳
。

分别使用水平淀粉胶和垂直聚丙烯酞胺

凝胶电泳 ( P A G )E (莽克强等
,

19 75 )两种方法
、

4 种电泳缓冲液系统 ( T C I
,

T C Z
,

EBT 和

*

国家科委攀登计划 B 项目
,

P D B 6一 5一 2
。

王 可玲
,

男
,

出生于 193 5年 10 月
,

研究员
。

收稿 日期
: l卯 5年 9月 5 日

,

接受 日期 : 1罗场年 8月 13 日
。
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T G ;
前 3 种用于淀粉胶

,

T G 用于 P A G E ) (王可玲等
,

1994)
,

对这些样品进行电泳分

析
。

同工酶组化染色主要采用 aH 币
s (19 76), )方法并略加修改

。

淀粉胶制成 1
.

2a n 厚的

胶
,

电泳后切成 6一 7 片
,

可分染 5一 6 种同工酶
,

以提高工效和可比性
。

共分析 692

个同工酶样品
。

同工酶缩写
、

编号
、

座位
、

等位基因命名
,

采用 hS
a ik 二等 ( 19 89) 推荐的方法

。

2 结果与讨论

.2 1 同工酶活性的表达及其组织特异性

对 5种鱼各 自 7种组织的 22 种同工酶的活性筛选结果见表 1
。

可见
,

同工酶的活性

在不同组织中差异很大
,

但不同鱼类在同一组织中酶的活性则是类似的
,

亦即同工酶表

达的种类特异性小而组织的特异性大
。

L D H
,

M D H
,

U〕 HP 和 M EP 等酶在肌肉
、

眼睛和

心脏中表达较好
,

而 A D H
,

SD H
,

6G P D H
,

C A T
,

G D H
,

P G M
,

PG D H
,

P O D 和 SE T 等

酶在肝脏中表达较好
。

某些基因座位
,

如 L D H 一 C 基因座位
,

5种试验鱼都仅在眼睛中

表达 (见图版 I
:

6)
,

其它组织皆无活性
,

这与其它鱼类 (鲤科除外 ) (李思发等
,

1990
;
吴

力钊等
,

1992) L D H 同工酶的研究结果是一致的 (王可玲等
,

199 4 ; Sh a k lee et 妙
,

19 85 )
。

比较 7 种取样组织同工酶的活性
,

以肌肉
、

眼睛
、

肝脏和心脏 4 种组织的活性较

强
,

基因座位表达的也较全面
。

因此
,

这 5 种鱼同工酶的分析采取 4 种组织即可
。

而

鳍
、

鳃和肾脏 3 种组织活性较差
,

除非有特殊需要 (如活鱼取样可采鳍等 )
,

则可不再分

析
。

.2 2 22 种同工酶及肌浆蛋白( P m )的电泳分析结果

以 4 种电泳缓冲液系统
、

2 种电泳支持物进行试验的结果
,

见表 2
。

可见
,

除小黄

鱼外前 12 种同工酶在 CT I 或 EB T 系统 (皆为淀粉胶电泳 ) 中均有较清晰的图谱 ; 包括小

黄鱼在内
,

ES T
,

P l l l 和 SO D 则在 T G 系统 ( P A G E )中图谱较好 : 它们已可用于种群生化

遗传研究的常规分析
。

表 2 中 A L D
, 、

C仃 r
,

M P I
,

P O D 4 种酶图谱不甚清晰或无
,

应进

一步试验
,

或采用其它缓冲液系统进行分析
。

表 2 最后的 4 种酶
,

其图谱与活性皆不

好
。

另外
,

以上所筛选出的 14 种酶中
,

小黄鱼的 6G P D H
,

G D H
,

P G M
,

P G D H 等酶在

这 4 种缓冲液系统中皆无图谱
,

亦应进一步筛选
。

所筛选出的 14 种酶及 P m适用的组织
、

电泳缓冲液系统和电泳支持物列人表 3
。

表

明 14 种同工酶适用的组织是肌肉
、

眼睛
、

肝脏和心脏 ; 电泳缓冲液系统是 CT I
,

sE T 和

T G 3 种
。

.2 3 5种鱼的 5 种同工酶和肌浆蛋白电泳图谱的初步分析结果

应用于种群生化遗传分析的同工酶谱
,

除酶带应清晰外
,

更重要的是能把编码该酶的

几个基因座位
、

存在几个等位基因
、

是几聚体的酶等等反映出来
。

5 种鱼的 5 种同工酶

和肌浆蛋白的电泳图谱见图版 I
。

它们分别代表着 3种电泳缓冲液系统和 2 种电泳支持

物 (见表 3) 的电泳结果
。

依据这些电泳图谱对它们进行生化遗传分析
,

初步结果如下
。

L D H (乳酸脱氢酶 )为四聚体酶
,

5 种鱼分别由 2一 3个基因座位编码
。

C 基因座位

l ) H a币 s ,

H
.

& H o p ik。
: 1 ,

n
.

入
,

一97 6
,

Hal 记饭洲〕k o
f E m笋优 E I已or p h o 比蕊5 in H t

annn
G台℃ it cs

,

O随P ter 4
.
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仅在眼睛中表达 ; A
,

B 两基因座位在心脏中活性高 (图版 L 6)
。

ID I刃叹异柠檬酸钠脱氢酶 )系二聚体酶
,

由 1一 2个基因座位编码
,

存在细胞质和

线粒体型两种同工酶
,

组织特异性强
,

心脏活性高 ( 图版 L 2)
。

A D (H 醇脱氢酶 )系二聚体酶
,

由 1个基因座位编码
,

多态性强
,

肝脏的活性强
,

在小黄鱼观察到 3个等位基因
,

纯合子为 1条带
、

杂合子为 3条带( 图版 L4)
。

G D H (葡萄糖脱氢酶 ) 系二聚体酶
,

由 l 个基因座位编码
,

单态
,

肝脏中的活性

高
,

在小黄鱼未检测出活性 (图版 I
:

3)
。

ES 喊醋酶 )为一酶系
,

存在 5 大类
,

系单或二聚体酶
。

分析的 5种鱼均至少有 5 个

基因座位编码
,

肝脏活性高
,

种和种群的特异性强( 图版 L )S
。

Pm 为肌浆蛋白
,

系一群小分子的蛋白质
,

每一区带代表着几种蛋白
。

其种和种群

的特异性强
,

是一个综合的生化指标 (图版 I
:
1)

。

3 结语

通过对在山东
、

福建沿海采集的真绸
、

黑细
、

牙虾
、

妒和小黄鱼等 5种鱼 692 个的生

化样品进行水平淀粉胶和垂直聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

分析了 5 种鱼的 7 种组织的 23 种

同工酶
,

初步结果归纳如下
。

.3 1 从中选出肌肉
、

眼睛
、

肝脏
、

心脏 4 种组织的 14 种活性强
,

图谱清晰
、

稳定的同

工酶 ( L D H
,

M D H
,

E〕 Hr
,

M EP
,

A D H
,

S D H
,

6G P D H
,

C A T
,

G D H
,

P G M
,

P G D H
,

G PI
,

E S T
,

P ln 和 S O D ) 和 P m 可用于这些鱼类的生化遗传学研究
。

.3 2 筛选出 T C I
,

EB T 和 T G 等适于这 5种鱼的 14 种同工酶和 P m 电泳分析的 3 种缓

冲液系统
。

.3 3 对上述 14 种同工酶中 5种同工酶 ( L D H
,

ID I」P
,

A D H
,

G D H
,

E ST 、进行初步的生

化遗传分析
,

包括这些酶的亚基结构
、

编码座位以及多态座位等位基因数等
,

建立了进

一步研究这几种鱼类生化遗传结构的基础
。
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