
第 30 卷 第 2 期

1 9 9 9 年 3 月

海 洋 与 湖 沼
O C EA N O L O G 】A E T L IMN O LO G IA S IN ICA

V 0 1
.

30 N o
.

2

M a r
.

,

1 999

山东近海牙虾同工酶的生化遗传分析
*

尤 锋 王可玲 相建海 徐 成 吴谩琦
(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 6 0 71 )

提要 19 9 6 年 5 月
,

19 97 年 1 月
、

12 月和 1 99 8 年 4 月在山东青岛和荣成近海采集了 13 1 尾

活牙纤共 7 10 个生化样品
,

采用水平淀粉胶和垂直聚丙烯酞胺凝胶电泳的方法
,

对牙鲜的 25

种同工酶进行了分析
。

结果检测出了 LD H
、

MD H
、

M E P
、

ID H P
、

G3 PD H
、

A K
、

C K
、

A CP
、

PG M
、

S D H
、

A D H
、

C A T
、

SO D
、

G D H 和 CPI等 15 种同工酶在牙鲜眼睛
、

肌肉
、

心脏
、

肝脏
、

胸鳍和 肾脏

等 6 种组织或器官中的表达情况
。

对牙虾 巧 种同工酶进行了生化遗传分析
,

获得了基本酶

谱
。

巧 种同工酶共记录出 29 个基因座位
,

其中 9 个基因座位 乙才儿一A
、

乙刀王一沃 2彻一1
、

A印一 1
、

Pg m
、

s刃i
、 ‘

刁办
、

ca
, 和 G dh 为多态

,

其多态座位比例为 31
.

03 %
。

关键词 牙虾 同工酶 生化遗传分析

学科分类号 0 17 8
.

5 3

牙鲜是 中国沿海的重要经济鱼类
,

近年来过度的捕捞已使其资源量严重衰减
;
其增养

殖业的迅猛发展
,

都对牙虾 自然群体的遗传本底
、

种质资源和遗传多样性产生了不可低估

的影响
。

同工酶作为基 因的生化表型
,

是遗传多样性和种质资源等研究 的有效工具之一
,

多年来国内外有关研究较多
。

对于牙虾
,

过去仅限于形态学
、

繁殖 习性以及生态学等方面

的研究
,

其生化 遗传学的研究报道很少且不 系统 (王可玲等
,

19 96
; 田 灿和男等

,

19 86
,

198 7 ; Ki m 。t al
,

1 98 8)
。

本文报告山东近海牙虾同工酶的生化遗传分析结果
,

以期为牙虾

群体生化遗传结构研究及其种质资源的合理开发利用
、

遗传育种等提供理论依据
。

1 材料与方法

牙虾 [儿
r a zie人匆

5 o ziva e e u 、 (T
.

。r 5
.

)]活鱼于 19 9 6 年 5 月
,

19 9 7 年 z 月
、

22 月和

19 9 8 年 4 月取 自山东青岛近海和荣成养鱼场
,

共 131 尾
,

体长为 7
.

5一43
.

0c m
。

每尾鱼经形

态学测量后
,

取眼睛
、

肌肉
、

心脏
、

肝脏
、

胸鳍和肾脏等 6 种组织或器官
,

直接进行分析或经

编号后放人样本袋
,

立即置于液氮中保存至分析
。

同工酶电泳采用淀粉凝胶 (S G )和聚丙

烯酞胺凝胶 (PA G )两种支持物
,

样品制备
、

淀粉胶 电泳
、

组化染色以及结果处理等参见王

可玲等 (19 9 6 )
,

聚丙烯酞胺凝胶电泳方法参照莽克强等 (1 9 75 )
。

同工酶的缩写
、

基因座位

和等位基 因的命名基本采用 S ha kl e e (1 9 8 9) 所推荐的标准
。

使用的电极缓冲系统为
: TC,

Tri
s一柠檬 酸

,

pH = 6
.

9 ; TC I
,

p H = 8
.

0 ; E BT
,

E D T A es 硼 酸一
Tri

s ,

pH = 9
.

0 ; T G
,

Tri
s一甘氨

酸
,

pH = 8
.

3
。

* 国家攀登计划B 资助项 目
,

PD B币
一 5一2号

.

尤锋
,

女
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硕士
,

副研究员
,

】几认
:
0 0 8 6一5 3 2-

2 8 7 0 8 8 2

收稿日期
:
19 9 8 { 3 一2 6

,

收修改稿日期
:
19 9 8一8

一 18



1 28 海 洋 与 湖 沼 30 卷

2 结果

2
.

1 4 种缓冲系统对 25 种同工酶筛选结果

通过对 25 种同工酶在 4 种缓冲系统中的筛选
,

选出 3 种缓冲系统中的 巧 种同工酶用

于牙坪 同工酶的生化遗传分析
,

见表 1
。

其它分析过的 10 种同工酶分别为
:

甘油醛一磷酸

脱氢酶 (G A PD H )
、

碱性磷酸酶 (A LP)
、

己糖激酶 (H K )
、

葡萄糖 一6一磷酸脱氢酶 (G6 PD H )
、

磷 酸 葡 萄糖 酸 脱 氢 酶 (PG D H )
、

甘 露 糖磷 酸 异 构酶 (M PI)
、

酉旨酶 (E ST)
、

过 氧 化 物酶

(PO D )
、

淀粉酶 (A MY )和谷氨酞胺转氨酶 (G O T )
,

由于它们在上述缓冲系统和电泳支持

物中
,

图谱不够清晰
,

因此本文只研究前述 15 种同工酶
。

表1

T ab
.

l 刀 le n a llle

用于分析的牙虾同工酶的名称
、

编号
、

缓冲系统和电泳支持物

se ri al n

um be r, b u」’fe r syste m an d e lee tro Pho re ti e g el fo r an al yz ed

Pa
r a lieh thy

s o liva c eu s (T
.

e , S〕

} 编号 } 缓冲系统 !

is o z ym es o f

酶 的名称

sGsGsGsGSGsGSGsGSGsGSG

TcTCTCTCTCTCTCTCTC

TTT
rJ
TT犯犯犯T(珊珊

乳酸脱氢酶 (L D H )

苹果酸脱氢酶 (M D H )

苹果酸酶 (M EP)

异柠檬酸脱氢酶 (ID H甲)

甘油一 3一磷酸脱氢酶 (G3 PD H )

腺昔激酶 (A K )

肌酸激酶 (CK )

酸性磷酸酶 (A C P)

磷酸葡萄糖变位酶 (PG M )

ilJ 梨醇脱氢酶(SD H )

醇脱氢酶 (A D H )

过氧化氢酶 (C AT)

超氧化物歧化酶 (SO D )

葡萄糖脱氢酶 (C D H )

葡萄糖磷酸异构酶 (C PI)

1
.

1
.

1
.

2 7

1
.

1
.

1
.

37

1
.

1
.

1 4 0

1
.

1
.

1
.

4 2

1
.

1
.

1
.

8

2夕4 3

2
.

7
.

3
.

2

3
.

1
.

3
.

2

5 4
.

2
一

2

1
.

1
.

1
.

14

1
.

1
.

1
.

1

1
.

1 1
.

1
.

6

1
.

1 5
.

1
.

1

l
,

1
.

1
‘

4 7

5
.

3
.

1
.

9

电泳支持物

SG

PA G

S G

S G

2. 2 牙虾同工酶的表达和生化遗传分析

2. 2
.

1 15 种同工酶的 29 个基因座位在 6 种组织中的表达及其活性 的强弱见表 2o

2. 2. 2 牙虾同工酶的生化遗传分析

LD H 四 聚体酶
,

由三个基 因座位 乙刀2一A
、

乙刃2一B 和 乙d人一C编码
,

B
、

C 基 因座位在

所分析的 6 种组织中仅在眼睛中表达
; A 基因座位为多态

,

有 100 和 167 两种等位基因
,

但

只见到 10 0 / 10 0 和 1 0 0 / 167 两种表型 ; C 基因座位也是多态
,

有 98 和 100 两种等位基因

(图 l
:
l)

。

M D H 二聚体酶
,

共四个基因座位编码
,

有
S一M D H 和 m 一M D H两种类型

。

m-- MD H

靠近 阴极
,

由两个基因座位 脸泪叨
之一1和加泪叨

之一2编码
,

互相之间不杂合
; 、一MD H 靠近 阳

极
,

也由两个基因座位 、泪叨
J一1和 、一几盛刀王一2编码

,

互相之间也不杂合
。

均为单态(图 1
:

2)
.

ME P 四聚体酶
,

只记录了两个基 因座位 j 轰, 一 1单态 j 盛孕
,一2活性强但易失活

,

也

为单态
。

图谱 中尚有一些很弱的区带
,

暂未记录 (图 1 :
3 )

。
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表2 牙解 15 种同工酶在6种组织中的表达和活性

T ab Z Ex p re ssio n alld ac ti v ity o f 1 5 a n a】yz e d iso z ym e s in 6 ki n ds o f ti s sue s o f Pa
r a li eh匆

5 0 11、a ee o s (T
.

e t 5
.

)

酶酶的名称称 基 因座位位 组 织织

眼眼眼眼睛 肌肉 心脏 肝脏 胸鳍 肾脏脏

乳乳酸脱氢酶酶 Z公刃诬一AAA + + + + + + + + 十 十 + + + + + +++

(((L D H ))) 五刀i一BBB 十 + 十 一 一 一 一 一一

乙乙乙刃i一CCC + + - - - - ---

苹苹果酸脱氢酶酶
刀卜五轰寿之一 lll + + + + 十 + + + 十 + 十 + + +++

(((M D ll))) 泞卜人盛刀于一222 + + + + + + + 一 + + +++

sssss 一
J

凡轰寿之一 111 + 十 一 一 一 一一

‘‘‘几认才人一222 一 一 十 + + 一 一 一一

苹苹果酸酶酶 人介刀一 lll 一 + + 一 一 + +++

(((M E P))) 凡轰岁一222 + 一 + 十 十 + 一 一一

异异柠檬酸脱氢酶酶 人角尸一 lll 十 一 一 + + + 十 + + +++

(((ID HP))) 人动尸一 222 一 十 + + + + 一 一 一一

甘甘油一3月舜酸脱氢酶酶 G 3P dhhh 一 + + 十 一 一 一 一一

(((G 3PD 卜1)))))))

腺腺昔激酶 (A K)))
曰

心卜 lll + + + + 十 十 + + 十 + + + + +++

月月月卜222 + 一 + + + + + + +++

肌肌酸激酶 (C K ))) Ckkk 一 一 + + 十 一 一 + +++

酸酸性磷酸酶酶 A cP 一 111 + 一 + + + + + + + 十 + 十十

(((A CP))) A cP 一222 一 一 一 + + 一 一一

磷磷酸葡萄糖变位酶酶 心 mmm + + + + + + + + 十 + + +++

(((POM )))))))

山山梨醇脱氢酶 (SD 卜1))) 及才丙丙 一 一 一 + + 十 + + 一一

醇醇脱氢酶 (A D ll))) 月刃之之 一 一 一 + + + + + 一一

过过氧化氢酶 (CA T))) Ca
ttt 一 一 一 + + + + + 一一

超超氧化物歧化酶 (SO D ))) 勘d-- lll / / / + + + + / ///

勘勘勘d-- 222 / / / + + / ///

勘勘勘d-- 333 / / / + + + / ///

葡葡萄糖脱氢酶 (G D H ))) G 司 ... 一 一 一 + + 一 一一

葡葡萄糖磷酸异构酶酶 GP i-- 111 一 + + + 一 一 一 ___

(((G PI))) GP i-- 222 + + + + + + + 一 十 +++

GGGGGP i一333 + + 十 十 + + + + + + + + + + + +++

GGGGGP i--444 十 + + + + + + + + + + + +++

注
:

一
表示活性很强

;

++ + 为活性强
;

一 为活性较强
; +
为活性较弱

; 一 为无活性 ;

/ 表示未进行实验

ID H p 二聚体酶
,

由两个基因座位 翻巾
一 1和 动切一2编码

,

虽迁移率相近
,

但有很强

的组织特异性
,

且其表达也明显不同
,

招如一 l为多态
,

有 78 和 100 两个等位基因
,

三种基因

型 10 0 / 10 0
、

10 0 / 7 8 和 7 8 / 7 8 均可见到 ; 而确尸一2为单态 (图 l : 4 )
。

G 3 PD H 二聚体酶
,

由一个基因座位编码
,

单态
,

只在肌肉中表达 (图 1 :

5)
。
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A K 单体酶
,

由两个基因座位 月无
~

1和 月卜2编码
,

均为单态卜刁介 1在肌肉中为强显

性 扒刁卜2在肌肉中不表达
,

在眼睛
、

肝脏中活性较弱且易失活 (图 l :

6)

C K 二聚体酶
,

由一个基 因座位编码
,

单态
; 在大多数新鲜组织 中都有

,

但在心脏

中活性最强
。

CK 图谱中往往同时出现 A K 图谱
,

只有与 A K 图谱相对照方能确定 CK 的区

带 (图 l :
6)

。

A c P 单体酶或二聚体酶
,

由两个基因座位 A印一 1和 A cP 一2编码
,

A cP 一 1为多态
,

有

100 和 78 两个等位基 因
,

其基因型有 100 / 100
、

100 / 78 和 78 / 78 三种
,

但分析中只观察

到前两种 ; AcP 一2只在肝脏中表达
,

单态 (图 1
:
7 )

。

PG M 单体酶
,

由一个基因座位编码
,

多态
,

有 10 0 和 2 00 两个等位基 因
,

只观察到

100 / 100 和 10 0 / 2 0 0 两种表型
。

在肌 肉中活性最强
,

在眼睛和胸鳍中活性较弱
,

且容易

失活 (图 l
:
8 )

。

S D H 二聚体酶
,

由一个基 因座位编码
,

多态
,

有 10 0 和 1 25 两种等位基因
,

三种表

型 10 0 / 10 0
、

10 0 / 12 5 和 1 2 5 / 12 5 都能见到 (图 l :
9 )

。

A D H 二聚体酶
,

由一个基因座位编码
;
其 区带在 E B T 系统中向阳极迁移

,

为多

态
,

该座位有 7 0
、

10 0 和 1 5 0 三个等位基 因
,

表型应为 6 种
: 7 0 / 7 0

、

7 0 / 10 0
、

10 0 / 10 0
、

10 0 / 1 50
、

7 0 / 1 50 和 1 50 / 15 0
,

观察到 10 0 / 10 0
、

7 0 / 10 0 和 10 0 / 15 0 三种
,

另三种表型

未检测到 (图 1 : 10)
。

CA T 二聚体酶
,

由一个基 因座位编码
,

多态
,

观察到 93
、

10 0 和 14 0 三个等位基 因

的 5 种表型
:
9 3 / 9 3

、

9 3 / 10 0
、

10 0 / 10 0
、

10 0 / 14 0 和 14 0 / 14 0
,

但基 因型 9 3 / 14 0 未见到

(图 l : 1 1 )
。

SO D 二聚体酶
,

由三个基因座位编码
,

均为单态
,

只在肝脏中表达 (图 1
:

12 )
。

G D H 二聚体酶
,

由一个基因座位编码
;多态

,

有 10 0 和 130 两个等位基 因
,

三种表

型 10 0 / 1 0 0
、

10 0 / 13 0 和 1 3 0 / 13 0 均可见到 (图 l : 1 3)
。

GP I 二聚体酶
,

由四个基因座位编码
,

均为单态
,

有一定的组织特异性
。

印 1-- 2在

肝脏中有时活性不强
,

而易失活 (图 1
:
14)

。

综 上所述
,

共 记录 了 巧 种 同工酶 的 29 个基 因座位
,

其 中 丈“人一A
、

五寿之一C沃才彻一 1
、

AcP 一 1
、

Pg m
、

s刃孟
、

Adh
、

Ca t和 G dh g 个基 因座位是多态
,

青岛近海牙虾群体的多态座位 比

例则为 p = 9 / 2 9 = 31
.

03 %
。

3 讨论与结论

1 1 牙醉 L D H 的表达

牙虾 LD H 的图谱
,

在肌肉和心脏中只有一条 区带
,

且在肌 肉中为超显性
,

可视为 A ;

在眼睛中则有稳定清晰的四条区带
,

第一条区带基本与肌 肉和心脏中的区带在一条线上
,

应为 A
4 ;
第三条 区带清晰明显

,

作者认为可能是基 因座位 B ; 在 A
4

与 B
4

之间出现的一条

清晰的区带是两者的杂合带
;
第四条带就是 C

4 。

而 B 4与 C
4

之 间有时尚有一些活性很弱

的带
,

可能是 次级修饰等原 因造成 的
。

不 同的鱼类 LD H 的表 达差 异较大
,

如 朱兰 菲

(198 2) 分析的 14 种鲤科鱼类
,

其肌 肉和心脏中一般有 4一 5 条区带
; 在鳞

、

墉和草鱼的心

脏
、

肌 肉
、

肝脏
、

肾脏中 A
、

B 都表达 (吴力钊等
,

19 8 7)
。

但是
,

Lu sh (197 7) 曾分析过欧洲 12

种虾蝶类 (不包括牙虾 )的 LD H
,

发现其中有 10 种鱼在肌 肉
、

心脏 中只有一条区带即只有
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A
,

在眼睛中则既有基因座位 A
、

B
、

C 的存在也有 A 和 B 杂合带以及一些次级修饰带的存

在
,

与本文的结果相同
。

1 2 酶蛋 白的活性与样品的保存

酶的活性和结构与样 品的新鲜程度密切相关
,

活鱼样品在液氮中保存
,

许多酶的活性

都很强
,

置于 一 40 一 一 20 ℃时
,

酶的活性明显降低甚至没有活性
;
同时亦发现未在液氮中

保存 的样品
,

酶蛋白的结构会产生变化
,

本来的一条 区带可能出现两条以上的 区带
。

如

SD H
,

在新鲜样品中其酶的活性很强
,

但随着保存时间的延长
,

活性逐渐降低
,

最终变得无

活性 ;
其它易失活的酶还有 ME P和 A D H 等

。

容易变化的酶有 LD H
,

在眼睛中随着保存时

间加长
,

在 B 4

和 C
4

之 间会出现一些很弱的区带
,

其原 因可能是酶蛋 白降解所致
。

在同一

种酶中不同基 因座位活性的稳定性与样品的新鲜程度的关系也不同
,

如在 LD H 中
,

乙刃诬一A

的活性极易保持
,

而 五刀2一B和 五刀2一C则容易失活
,

特别是 五动一B
。

另外
,

匀浆后的样品不易

保持其酶的活性
,

在 G3 PD H 中有一个在肝脏和肾脏中表达的基因座位只存在于新匀浆的

样品中
,

在 一 20 ℃保存两天后即失去活性
。

因此
,

在进行同工酶分析的时候应尽量选用鲜

活样品
,

并将其保存在液氮中
,

匀浆后的样品应尽快分析
。

3. 3 有效遗传标记的筛选

田灿和男等 (198 6
,

19 8 7) 筛选出 ID H p 用于牙坪的雌核发育和多倍体中的鉴定
,

本文

在分析中也发现 ID HP 在肝脏中是多态的
,

可以作为牙虾遗传育种中的有效标记
。

所分析

的同工酶 中
,

还有一些 含有多态基 因座位
,

其中等位基 因数较多 的 C A T 和 C D H 以及

Z功王一C等经过筛选不仅可 以作为遗传育种中的遗传标记
,

有些也可以作为群体间的识别

或物种进化 中的有效标记
.

当然
,

作为遗传育种中的遗传标记
,

首先需要解决活体取样的

关键技术
。

作者在实验中发现
,

取 自活鱼的鳍可检出某些酶的活性
,

有的也可获得较好的

图谱
,

因而用鳍作为活体取样材料进行遗传标记很有前景
。

王 可玲
,

尤

6 2 6一6 3 1
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