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[摘要 ]  采用垂直板不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳, 研究了江苏水域 7种重要养殖鱼类肌肉的数种同工酶

( LDH、E ST、MDH、ME、ADH、GDH和 POX ),对这些酶在各鱼种表达的位点与酶带分别作了分析.根据所统计的

位点和酶带数目计算出 6种鲤科鱼间遗传距离和相似性系数.聚类分析显示,青鱼、草鱼与鲢、鳙先分别汇聚,然

后再汇聚成一个单元,团头鲂与翘嘴红鲌汇聚成一个单元,最后这两个单元汇聚在一起, 这与分类学结论一致.

本文还讨论了各种鱼同工酶酶谱差异、江苏水域重要养殖鱼类资源状况以及鳜和翘嘴红鲌不同种群间酶谱异

同.
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Abstract: The patterns o f expression in seven mu ltilocus isozym ic system s, lactate dehydrogenase( LDH ),

Esterase( EST ), ma late dehydrogenase(MDH ), ma lic enzym e(ME), a lcoho l dehydrogenase( ADH ), g lu-

tam ate dehydrogenase ( GDH ) and perox idase( POX ) about seven kinds o f important fishes in Jiangsu are

investigated. The spots and enzym e be lts are ana lyzed. Genetic d istance and the sim ilar coeffic ient o f six

k inds o f Cypr in idae fish are ca lculated based on the num ber of spots and enzym e be lts. The result of UPG-

MA is thatM ylopharynodon p iceus w ith Ctenophayngodon idellus cluster, and Hypoph thalm ichthys m olitrix

w ith A r istichthy s nobilis cluster, these two g roups form a unit. F ina lly, this unit jo ins in the other un it to

form M egalobrama amblycephala and E ry throculter ilishaeform is. The phy logene tic relationship is consistent

w ith the result o f taxonomy. The diffe rences o f enzym e spectrum s in the seven fishes, the gene tic resource

cond itions o f these importan t ag ricultured fishes, and the d ifference o f enzym e spectrum in Ery throculter

ilishaeform is and Sinip erca chuatsi from d ifferent populations are also discussed in this ar tic le.

K ey words:M ylopharyngodon p iceus, C tenopharyngodon idellus, H ypophthalm ichthys mo litrix , A ristichthys

nob ilis, M egalobrama am blycephala, Ery throculter ilishaeform is, S iniperca chuatsi, isozyme
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0 引言

青鱼 (M y lopharyngodon p iceus)、草鱼 ( C tenopharyngodon idellus )、鲢 (H ypophthalm ich thy s m olitrix )、鳙

(Aristichthys nobilis) (以下简称四大家鱼 )、团头鲂 (M egalobram a am lycephala )、翘嘴红鲌 (E ry throculter il-

ishaeform is)和鳜 ( Sinip erca chuatsi)是重要的淡水养殖物种, 其养殖产量在我国淡水养殖业中占有重要比

重,尤其是四大家鱼养殖一直是淡水养殖的主导产业
[ 1]
.

近年来不断出现养殖鱼类性状退化现象, 如生长缓慢、性成熟提前、亲鱼个体小型化以及品质下降等.

养殖物种性状退化不仅对养殖产业造成了不利影响,而且有些逃逸性强的种类还可能对天然种群造成遗

传渗透
[ 2]

.造成养殖物种性状退化的原因主要和遗传多样性的丧失有关
[ 3]
. 现代遗传学观点认为,一个物

种遗传多样性高低与其适应能力、生存能力和进化潜力密切相关,遗传变异是有机体适应环境的必要条

件
[ 4]

.限制性环境条件是生物种群遗传变异变窄的重要因素
[ 5]
. 同工酶和 RAPD遗传标记对四大家鱼和

团头鲂等养殖种群或远近交种群的研究, 也证实了致使养殖种群遗传变异程度下降的主要原因可能是近

交
[ 6, 7]

.

目前关于上述鱼种生化遗传方面的资料主要集中在对天然种群的研究. 20世纪 80年代起,国内学者

运用同工酶遗传标记从个体发育、组织特异性和种群遗传多样性等方面较系统地考察了四大家鱼和团头

鲂,以了解其种群资源状况,胚胎发育过程中基因表达和调控, 种群亲缘关系以及系统发育等
[ 8- 13]

. 根据

这些研究结果,专家提出了一系列保护天然种群的措施,包括保护产卵场所、建立天然保护区和制定种质

标准参数等
[ 14]

.

江苏地处长江下游地带,具有淡水养殖的优越条件,四大家鱼、团头鲂、鳜和翘嘴红鲌是这一地区重要

淡水养殖物种.迄今有关该水域养殖鱼类遗传资源状况尚未见有专门报道. 本文采用同工酶遗传标记,对

上述养殖鱼种进行遗传变异研究,旨在了解这些种群的资源现状, 为维持或改良养殖种群遗传结构及其遗

传育种提供基础性资料.

1 材料和方法

111 实验材料
  实验用鱼取自江苏境内国家和地方水产良种场.四大家鱼取自南通市水产良种场,引种自国家级邗江

四大家鱼原种场,为长江下游原种繁殖的后代种群, 鱼体规格约 15 cm;团头鲂取自国家级滆湖团头鲂良

种场,为滆湖水域人工选育的亲本后代,规格约 25 cm;鳜和翘嘴红鲌取自苏州市水产研究所, 均为太湖水

域野生亲鱼的繁殖后代,鳜规格约 20 cm,翘嘴红鲌规格约 25 cm.选用的实验鱼体均经充氧袋运回实验

室,并在充气水槽中暂养备用.

112 实验方法

11211 酶液提取
  取鱼体肌肉 014 g,双蒸水冲洗干净, 吸水纸吸干, 置于研钵,按 1B3(w /v )加入 011mol /L的磷酸缓冲

液 ( pH 710) ,冰浴研磨. 4 e 下 10 000 r/m in离心 30m in,吸取上清液用于电泳分析.

11212 电泳
采用垂直平板不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳法, 电泳槽为 DYCZ- 24D型. 聚丙烯酰胺凝胶制备参照卢

龙斗等的方法
[ 15]

,浓缩胶 5% ,分离胶 10% ;电极缓冲液为 T ris-G ly溶液 ( pH 813). 进样量 45~ 50 LL,指

示剂为溴酚蓝,电泳在 4 e 下进行,电泳时间 4~ 5 h.

11213 染色

染色方法参照卢龙斗等
[ 15]
和 Shaw等

[ 16]
的方法并略加改进, 染色完毕后用数码相机摄片. 电泳酶谱

谱带命名和分析参照熊全沫的方法
[ 17 ]

.

2 结果

211 同工酶谱表型

  通过实验筛选, LDH、EST、MDH、ME、ADH、GDH和 POX酶谱稳定且酶带清晰,被选作分析对象.
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LDH (乳酸脱氢酶 )为位点 LDH - A和 LDH- B编码的四聚体.青鱼、草鱼、团头鲂和翘嘴红鲌检测到

5种四聚体酶带 A4、A3 B、A 2B2、AB3和 B4 (图 1) ,鲢和鳙检测到 3种四聚体酶带 A2 B2、AB3和 B4, 鳜检测

到 2种四聚体酶带 AB3和 B4.

EST(酯酶 )为单体酶.青鱼检测到由 EST- 4编码的 1条酶带, 草鱼、鲢和鳙检测到由 EST- 3编码的

1条酶带,团头鲂和翘嘴红鲌检测到由 EST - 3和 EST - 4编码的 2条酶带 (图 2) ,鳜检测到由 EST - 1、

EST- 2和 EST- 4编码的 3条酶带 (见图 4) .

GDH (谷氨酸脱氢酶 )为 2个位点编码的二聚体.青鱼检测到 6条酶带, 2个位点各编码 3条酶带;草

鱼、鳙、团头鲂和翘嘴红鲌检测到 5条酶带,位点 GDH - 1编码 2条酶带,位点 GDH - 2编码 3条酶带;鲢

检测到位点 GDH - 2编码的 3条酶带;鳜检测到由 GDH - 1编码的 3条酶带.

ADH (乙醇脱氢酶 )为 2个位点编码的二聚体.青鱼和草鱼检测到由 5条酶带 (图 3) ;鲢检测到 2条酶

带;鳙检测到 3条酶带,位点 ADH- 1编码 2条酶带,位点 ADH - 2编码 1条酶带;团头鲂和翘嘴红鲌检测

到 5条酶带,位点 ADH - 1编码 2条酶带,位点 ADH - 2编码 3条酶带;鳜检测到 3条酶带, 位点 ADH - 1

编码 1条酶带,位点 ADH - 2编码 2条酶带.

M DH (苹果酸脱氢酶 )有 s- MDH和 m- MDH两种类型,均是由 2个位点编码的二聚体. 青鱼、草鱼、

鲢和鳙检测到 5条酶带, s- MDH的 2个位点 ( s- MDH - A和 s- MDH - B )编码 2条酶带, m- MDH的 2

个位点 ( m- MDH - C和 m- MDH - D )编码 3条酶带;团头鲂和翘嘴红鲌检测到 6条酶带, s- MDH的 2

个位点和 m- MDH的 2个位点各编码 3条酶带;鳜检测到 3条酶带, s- MDH编码 1条酶带, m- MDH的

2个位点编码 2条酶带.

M E (苹果酸酶 )为 2个位点编码的四聚体.青鱼和草鱼检测到 4条酶带 A 4、A 2B2、AB3和 B4,鲢检测到

2条酶带 A4和 B4,鳙检测到 3条酶带 A 4、A2 B2和 B4, 团头鲂检测到 5条酶带 A4、A3 B、A2 B2、AB3和 B4,翘

嘴红鲌检测到 2条酶带 A4和 B4,鳜检测到 1条酶带.

POX(过氧化物酶 )为二聚体. 青鱼和草鱼检测到由 1个位点编码的 1条酶带;鲢和鳙由 2个位点编

码,位点 POX - 2编码 1条酶带,位点 POX- 1表现多态性; 团头鲂由 3个位点编码, 位点 POX - 1和 POX

- 3各编码 1条酶带,位点 POX - 2表现多态性;翘嘴红鲌检测到 6条酶带, 位点 POX - 1和 POX - 2各编

码 3条酶带;鳜检测到 5条酶带,位点 POX - 1和 POX- 3各编码 1条酶带,位点 POX- 2编码 3条酶带.
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212 遗传距离和聚类分支图

6种鲤科鱼的酶谱记录在 1 /0矩阵中,根据 N ei遗传距离公式计算出遗传距离和相似性系数,如表 1

所示. 左下方为遗传距离, 右上方为相似性系数.

表 1 6种鲤科鱼遗传距离 (左下方 )和相似性系数 (右上方 )矩阵

Table 1 The genetic distance( lower-triangular) and genetic sim ilarity( upper-triangular) ma trix of six fishes of cyprino id

青鱼

(MP)

草鱼

( C I)

鲢

( HM )

鳙

(AN )

团头鲂

(MA )

翘嘴红鲌

( ER)

MP

CI

HM

AN

MA

ER

)

01206 1

01335 7

01350 0

01511 1

01517 8

01793 9

)

01266 7

01277 8

01424 5

01431 1

01664 3

01733 3

)

01004 0

01381 9

01388 6

01750 0

01722 2

01996 0

)

01339 1

01345 7

01488 9

01575 5

01618 1

01660 9

)

01033 4

01482 2

01568 9

01611 4

01654 3

01966 6

)

  根据遗传距离,用 PH IL IP( v315)软件构建 6种鲤科鱼聚类分析图 (图 5). 青鱼、草鱼与鲢、鳙先分别

汇聚, 然后再汇聚成一个单元, 团头鲂与翘嘴红鲌汇聚成一个单元,最后这两个单元汇聚在一起.

3 讨论

311 同工酶酶谱比较

  同工酶作为一种遗传标记,可以反映物种间亲缘关系
[ 18 ]

.青鱼和草鱼属雅罗鱼亚科 ( Leuc isc inae) ,在

形态上也较相似.二者酶谱显示:在 MDH和 ME上无差异, GDH、ADH和 LDH在位点和酶带数目上相同,

只是草鱼的 3种酶靠近阴极的 2条酶带迁移速率明显较青鱼慢,酶谱表现从生化水平反映了青鱼和草鱼

的亲缘关系相近.鲢和鳙属鲢亚科 (H ypophtha lm ichth inae) ,在形态特征上有较多相似之处. 其 LDH、EST、

POX和 MD酶谱相同, GDH、ADH和 ME表现出差别. 翘嘴红鲌和团头鲂同属鲌亚科 ( Culterinae), 但形态

差别较大.从酶谱上看,二者仍有较近的亲缘关系,表现在 LDH、EST、GDH、ADH和 MDH上没有差别,仅

在 ME和 POX的酶带数目上表现出差异.鳜和 6种鲤科鱼分属不同目,亲缘关系较远, 其酶谱也和其它鱼

类差别较大.

作为反映编码蛋白的 DNA信息的同工酶可以准确反映物种的亲缘关系,甚至比受环境影响较大的形

态学标记更合理
[ 19]

. 7种鱼的酶谱分析所得结果和上述观点一致.聚类结果显示了 6种鲤科鱼类间亲缘

关系, 同时也证实了同工酶遗传标记用于考察养殖鱼种之间差异的可靠性.

312 江苏水域重要养殖鱼类遗传资源状况

LDH、MDH、EST和 ME是以往进行四大家鱼与团头鲂生化遗传分析的重要内容. 将本次实验酶谱与

历次研究结果比较 (表 2) ,可以看出江苏水域的四大家鱼亲本种群与取自长江天然种群和鄂州三山渔场

的实验种群在 LDH、MDH和 ME的位点和酶带数目上基本一致,与取自沙市长江水产研究所实验渔场的

四大家鱼稍有差.江苏水域亲本材料的 MDH、LDH和 ME在位点或酶带数目上较丰富,说明江苏水域四大

家鱼养殖种群具有与天然种群一致的遗传变异水平.团头鲂与取自长江中、下游天然种群以及中国科学院

水生生物研究所水关桥实验所的实验种群在 LDH和 MDH上没有差别,因此就 LDH和 MDH看,江苏水域

人工选育的团头鲂繁殖种群仍保持着原种的遗传性状. 生化遗传研究结果表明, 江苏境内国家和地方良种

场的四大家鱼和团头鲂亲本仍属于良种种群.
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EST的位点和酶带数目在历次研究结果中起伏较大,推测可能与 EST本身比较复杂且弱带显带不稳

定有关
[ 20]

,但本次实验检测到的 EST显带稳定, 酶谱清晰. GDH、ADH和 POX在以往研究仅在肝脏、晶

体、心脏或肾脏中检测到活性, 但在本实验中上述几种鱼的肌肉中均检测到活性,表明它们同属鱼体组织

普遍表达的酶带.这些酶可用于遗传资源的评估.
表 2 7种重要鱼类同工酶研究结果比较

Table 2 The com para tive study on the enzym e spectrum s of seven fishes

鱼名 电泳方法 实验鱼来源 研究者       LDH EST MDH ME

青鱼

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

淀粉凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

长江汉阳、九江

长江武汉

长江武汉

湖北沙市

江苏南通

李思发等 ( 1986、1992、1998 )

无锡淡水渔业研究中心 ( 1998)

吴力钊等 ( 1990 )

姜建国等 ( 1997 )

本次实验 ( 2005 )

5

5

 

5

5

3

 

 

3

1

6

6

6

2

5

 

 

 

3

4

草鱼

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

淀粉凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

长江汉阳、九江

长江武汉

湖北鄂州

湖北沙市

江苏南通

李思发等 ( 1986、1992、1998 )

朱蓝非等 ( 1982 )

吴力钊等 ( 1987 )

姜建国等 ( 1997 )

本次实验 ( 2005 )

5

5

5

5

5

4

 

11

2

1

6

 

6

2

5

 

 

 

2

4

鲢

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

长江汉阳

长江武汉

长江

湖北沙市

江苏南通

李思发等 ( 1992、1998)

朱蓝非等 ( 1982 )

刘青 ( 1986 )

姜建国等 ( 1997 )

本次实验 ( 2005 )

5

5

5

2

3

3

 

 

2

1

6

 

 

4

5

2

 

 

2

2

鳙

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

长江汉阳、九江

长江武汉

长江南京

湖北荆沙市

江苏南通

李思发 ( 1986、1992、1998 )

朱蓝非等 ( 1982 )

吴力钊等 ( 1992 )

姜建国等 ( 1998 )

本次实验 ( 2005 )

5

5

5

2

3

2

 

2

1

1

6

 

6

2

5

2

 

 

2

3

团头鲂

淀粉凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

湖北武汉

武汉、邗江

江西鄱阳湖

江西鄱阳湖

江苏滆湖

傅予昌等 ( 1988 )

李思发等 ( 1998 )

朱必凤等 ( 1999 ) [ 21]

欧阳敏等 ( 1999 )

本次实验 ( 2005 )

5

5

 

 

5

2

 

4

4

2

6

6

 

 

6

 

 

 

 

5

鳜

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

江西鄱阳湖

江西鄱阳湖

江苏太湖

朱必凤等 ( 1999 )

李达等 ( 2002 ) [ 22]

本次实验 ( 2005 )

2

 

2

 

4

2

翘嘴红鲌
淀粉凝胶

聚丙烯酰胺凝胶

黑龙江兴凯湖

江苏太湖

马波等 ( 2000 ) [ 23]

本次实验 ( 2005 )

5

3

4

2

6

6

4

2

313 鳜鱼和翘嘴红鲌不同种群酶谱比较

通过对表 2资料分析, 可以看出鳜和翘嘴红鲌的不同种群酶谱显示差异. 太湖鳜和鄱阳湖鳜的 LDH、

EST和 POX酶谱存在差异: 太湖鳜的 LDH为 AB3和 B4 2条酶带,鄱阳湖鳜为 A4和 B4 2条酶带;太湖鳜的

EST为 2条酶带,鄱阳湖鳜为 4条酶带; 太湖鳜的 POX检测到活性,鄱阳湖鳜未检测到活性.太湖翘嘴红

鲌和兴凯湖翘嘴红鲌相比,除 MDH无差别外, LDH、EST和 ME的酶谱都存在差异: 太湖翘嘴红鲌的 LDH

为 3条酶带,兴凯湖翘嘴红鲌为 5条酶带;太湖翘嘴红鲌的 EST为 2条酶带,兴凯湖翘嘴红鲌为 4条酶带;

太湖翘嘴红鲌的 ME为 2条酶带,兴凯湖翘嘴红鲌为 4条酶带. 鳜和翘嘴红鲌不同种群酶谱上的差异,反

映了不同种群由于地域或繁殖上彼此隔离,形成生化遗传水平上的差异.
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