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五种海洋生物葡萄糖磷酸变位酶和磷酸葡萄糖异构酶的同工酶分析
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摘要:采用水平淀粉凝胶电泳方法对虾夷马粪海胆 ( Str ongylocentrotus intermedius )、刺参 ( Apostichopus j ap onicus

Selenka)、半滑舌鳎( Cynoglossus semilaevis )、文蛤(Meretrix meretrix )和虾夷扇贝( Pecten yessoensis)不同组织中的葡萄

糖磷酸变位酶( PGM )和磷酸葡萄糖异构酶( GPI)进行了检测分析。结果发现, 虾夷马粪海胆肌肉组织和成熟性

腺组织中的 PGM 有较强的表达活性和表达位点差异, 两种组织中 GPI 活性稍差。刺参的肠道组织和肌肉组织

只有 PGM 和 GPI 表达活性的差异,而无位点差异。半滑舌鳎肌肉组织检测到两个 PGM 位点, 三个 GPI 位点。

文蛤闭壳肌组织 PGM 表现出非常高的多态性, 而 GPI表现为单态。虾夷扇贝闭壳肌组织的 PGM 和 GPI各只

检测到一个位点,遗传变异程度比较低。以 PGM 和 GPI 为指标,对我国北方 5 种重要海水养殖品种的同工酶

遗传变异水平和其它相关遗传参数进行了分析,对群体遗传结构可能的变化规律以及与某些性状的相关性进

行了探讨,这些参数对它们的遗传选育有一定的指导作用。
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Isozyme analysis of PGM and GPI in five marine organisms
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Abstract:Horizontal starch gel electrophoresis was used to detect the genetic variation of PGM and GPI in five marine organisms, sea

urchin( Strongylocentrotus intermedius ) , sea cucumber ( Apostichopus j aponicus Selenka ) , sole ( Cynoglossus semilaevis ) , hard clam

( Meretrix meretrix ) and scallop(Pecten yessoensis ) . For sea urchin, the PGM showed high expression activity in muscle and mature

gonad and the loci number was different in the two tissues, while the activity of GPI w as rather low . The isozyme demonstrated the

same number of lo ci in the muscle and intestines of sea cucumber, but their activity was quite different. Two PGM loci and three GPI

loci were detected in sole� s muscle. For the hard clam adductor, the PGM showed high polymorphism and G PI showed

monomorphism. One PGM locus and one GPI locus were detected in adductor muscle of the scallop, indicating the low variation of

two enzymes. The genetic parameters and genetic variation of PGM and GPI were analyzed for these marine cultured species in

Northern China. The genetic structure and relationship between genetic parameters and economic traits were discussed, which will be

important in selective breeding pro grams.
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� � 同工酶技术自从 20世纪 60年代产生以来,

在遗传学、发育生物学、疾病检测等方面得到了广

泛的应用。在海洋生物中, 主要应用于群体遗传

分析[ 1- 3] , 发育生物学[ 4] , 组织表达差异[ 5] , 细胞

工程
[ 6]

,遗传育种
[ 7]
和病害检测等方面。在海洋

生物遗传分析中, 经常检测的同工酶种类包括乳

酸脱氢酶(LDH)、苹果酸脱氢酶( MDH)、苹果酸酶

(ME)、异柠檬酸脱氢酶( IDH)、磷酸葡萄糖变位酶

(PGM )和葡萄糖磷酸异构酶( GPI)。这些酶由于

在能量代谢和营养物质的转换利用过程中起着非

常关键的作用, 酶活性表达比较强,因而也成为主

要的分析酶类。其中 PGM 和 GPI分析检测的频

率在这些酶中更显突出。据统计, PGM 和 GPI 在

贝类的研究频率高达 90% [ 8]。PGM 在能量代谢

过程中,催化机体的葡萄糖-1-磷酸生成葡萄糖-6-

磷酸, 这个反应是一个可逆的过程,生成的葡萄糖

-1-磷酸和葡萄糖-6-磷酸分别是合成糖原和葡萄

糖的前体。GPI 在糖代谢的过程中催化 6-磷酸葡

萄糖转变为 6-磷酸果糖。虾夷马粪海胆、刺参、半

滑舌鳎、文蛤和虾夷扇贝是我国北方沿海几种重

要的海水养殖物种。本文研究了 PGM 和 GPI 在

上述 5个物种部分组织的表达情况,并对其控制

位点和群体遗传结构进行了分析。

1 � 材料与方法

1. 1 � 样品采集

� � 虾夷马粪海胆、刺参、半滑舌鳎、文蛤和虾夷

扇贝样品采集时间和地点如表 1。

1. 2 � 实验方法
� � 样品活体运回实验室解剖,取其各种器官组

织,分装到 1. 5 mL 离心管中, - 76 � 保存。样品

的制备、水平淀粉凝胶的制备、电泳、染色和位点

的命名统计等参照文献[ 1, 2]方法进行。

表 1 � 样品采集时间和地点

Tab. 1� Sampling time and locations

序号
no.

样品
samples

数量
number

地点
location

时间
time

1
虾夷马粪海胆

Strongylocentrotus intermedius
50

辽宁大连海域
Dalian sea area, Liaoning

2004-11-10

2
刺参

Apostichopus japonicus
50

山东省荣成海域
Rongcheng sea area, Shandong

2004-11-15

3
半滑舌鳎

Cynoglossus semilaevi s
50

山东海阳黄海水产有限公司
Huang Hai Aquaculture Co. Ltd. Haiyang, Shandong

2002-10-16

4
文蛤

Meretrix meretrix
50

辽宁大连海域
Dalian sea area, Liaoning

2004-08-10

5
虾夷扇贝

Pecten yessoensis
50

辽宁大连海域
Dalian sea area, Liaoning

2004-08-09

2 � 结果

2. 1 � 虾夷马粪海胆

� � 对虾夷马粪海胆雄性个体和雌性个体的成熟

性腺组织和口器的肌肉组织分别取样分析。肌肉

组织 PGM 只有 Pgm-2一个位点表达, 表现为单

态。雄性性腺组织中 PGM 有 Pgm-1, Pgm-2 和

Pgm-3三个位点表达, 其中 Pgm-1 为多态位点

(图版-1) ,在该位点检测到 4种等位基因, 位点杂

合度观测值He( P0. 99)为 0. 34,杂合子平衡偏离指

数D 为+ 0. 0474。雌性性腺组织的 PGM 表达和

雄性相同。GPI在海胆肌肉组织和性腺组织均表

达为 3个位点,其中 Gpi-1和 Gpi-2为单态位点,

Gpi-3为多态位点。

2. 2 � 刺参

� � 分析了刺参体壁的肌肉组织和消化道组织的

PGM 和 GPI。PGM 在肌肉组织的活性稍高于在

肠道中的活性,但是比肠道少 Pgm-3位点。肠道

Pgm-1为多态位点, 该位点检测到四种等位基

因,杂合子观测值 He ( P0. 99 )为 0. 38,杂合子平衡

偏离指数 D 为- 0. 3045。Pgm-2 和 Pgm-3为单

态位点(图版-2)。GPI 在刺参肌肉组织和肠道组

织中的表达一致, 1个位点表达,多态(图版-3) ,检

测到 4种等位基因。杂合子观测值 He ( P0. 99)为

0. 14, 杂合子平衡偏离指数D值的为+ 0. 057。
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2. 3 � 半滑舌鳎
� � 半滑舌鳎肌肉组织中 PGM 检测到两个位点,

其中迁移比较快的 Pgm-1 位点表达非常弱 , 可

能是样品保存时间过长所致 , 迁移比较慢的

Pgm- 2 位点活性表达很强 (图版-4) ,均为单态

位点。半滑舌鳎肌肉组织 GPI 检测到 3个位点,

酶活性比较高(图版-5) ,其中 Gpi-1为多态位点,

在该位点检测到至少 3种等位基因, 杂合子观测

值He ( P0. 99)为 0. 20,杂合子平衡偏离指数 D为+

0. 0146。Gpi-2和 Gpi-3为单态位点。

2. 4 � 文蛤

� � PGM 和 GPI在文蛤的闭壳肌中活性表达非

常高。PGM 闭壳肌中检测到 1个位点, 表现出非

常高的多态性(图版-6) , 检测到 5种等位基因,杂

合子观测值 He ( P0. 99)为 0. 72,杂合子平衡偏离指

数D为 0. 0737。GPI分析为 2个位点, 均为为单

态位点(图版-7)。

2. 5 � 虾夷扇贝

� � PGM 和 GPI在虾夷扇贝肌肉组织中的活性

强于消化腺中的活性,无组织差异性。PGM 在闭

壳肌中表现为 1个位点, 多态(图版-8) , 4个等位

基因,杂合子观测值 He ( P0. 99 )为 0. 28, 杂合子平

衡偏离指数 D为- 0. 2670。GPI 在闭壳肌中表达

为1个位点,单态(图版-9)。

3 � 讨论

3. 1 � PGM和 GPI位点在 5种海洋生物中的遗传

结构分析

� � 虾夷马粪海胆的 Pgm-1位点表现为杂合子

过剩。这种杂合子过剩现象一方面表明所分析群

体处于不稳定的遗传状态,从另一方面说明该位

点为杂合子的个体在生存中相比纯合子的个体处

于一定的优势。当然这种推断需要进行生长对比

实验后才能证明。刘思阳等[ 9]在分析牙鲆 Idh-1

位点时,发现杂合子和牙鲆的存活率存在相关性。

虾夷马粪海胆原产于日本北海道及以北沿海, 上

世纪 90年代被引进到我国北方沿海进行大规模

养殖, 有关详细引进资料只有大连水产学院于

1989年5月引进 500个稚胆的报道,在此基础上,

到1997年已经培养获得 500万个稚胆和成胆[ 10]。

通过对遗传变异比较活跃的位点进行分析,掌握

该批引进虾夷马粪海胆群体经过近十年之后的的

遗传结构变化是非常有价值的。

� � 刺参的 Pgm-1位点检测到 4种等位基因,表

现为杂合子缺失现象。刺参为活动能力比较弱的

底栖海洋生物, 主要生活在底栖藻类比较繁盛的

海域,以藻类和植物碎屑为食。其能量的代谢应

该以多糖类的物质为主, 而 PGM是催化糖代谢过

程中的一个非常重要变位酶, Pgm-1位点等位基

因的丰富性使海参对于营养物质的吸收有更多选

择的余地。海参有夏眠的习性, 11月份应该是海

参结束夏眠, 摄食比较活跃的季节, 这也是海参

PGM 活性比较高的原因。刺参肠道组织的 GPI

检测到 4 种等位基因, 其预期基因型应该为 10

种,但是实际只检测到 4种基因型个体,表现为杂

合子过剩状态( D = + 0. 057)。作者分析应该是

某些基因型,特别是某些纯合型的个体在竞争中

处于不利地位导致个体消亡, 从而出现杂合子相

对过剩的现象。

� � 由于样品保存时间过长( 2002年 10月采集的

样品) ,半滑舌鳎 Pgm-1位点只有很弱的酶带被

检测到(作者在 2002年以新鲜样品进行实验时,

能够检测到酶活比较强的 Pgm-1 位点) , 可能是

Pgm-1位点的稳定性不如 Pgm-2 位点所致,这种

现象在扇贝的异柠檬酸脱氢酶中也有发现[ 11]。

半滑舌鳎肌肉组织 GPI检测到 3个位点, Gpi-1为

多态位点,表现为轻微的杂合子过剩状态。对于

某些基因位点,一旦以稀有等位基因的形式出现,

往往在群体中无法检测到纯合型个体的存在, 而

是以杂合子的形式存在,这种情况经常造成了杂

合子过剩的现象。Gpi-2和 Gpi-3为单态位点。

� � 文蛤 PGM 位点表现出非常丰富的等位基因,

本实验中检测到 5种等位基因, 7种以上的基因

型个体。在该位点表现为轻微的杂合子过剩现

象。文蛤成体营底栖半固着生活, 但是在其十多

天的浮游生活阶段, 海水洋流使不同遗传背景的

文蛤得到了充分的交流,因而也创造出基因型丰

富的群体。贝类的 PGM 具有丰富的遗传多样性

是很普遍的现象, 薛钦昭等[ 12] 利用 PGM 对海湾

扇贝 6个不同的地理群体进行了遗传分析,检测

到6种等位基因, 观测到多达 12种基因型, 发现

不同地理群体的杂合子和纯合子的存活率是有差

异的,不同基因型个体在体高、体长和体宽的生物

学指标方面是有差异的, 而这种差异和 Pgm 位点

等位基因的变化存在一定的相关性。文蛤GPI检

测到两个位点,都是单态位点,表达比较单一。
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� � 虾夷扇贝肌肉组织的 PGM 检测到 4种等位

基因, 5种基因型。虾夷扇贝是20世纪 80年代我

国从日本引进的 1种经济型贝类,主要在我国北

方沿海进行养殖。本文 PGM 位点表现为杂合子

缺失状态,和高悦勉
[ 13]
对大连沿海 4个海区的虾

夷扇贝5种同工酶( CAT, SOD, MDH, ME, EST)的

分析结果相一致, 在人工养殖生产中存在由于亲

本个体少导致的近交和遗传漂变现象的发生。虾

夷扇贝肌肉组织的 GPI 检测到一个位点, 单态。

表明 GPI 在扇贝肌肉组织中是一种非常保守的酶

类,这对于维持机体糖类的代谢稳定非常重要。

3. 2 � PGM和 GPI在遗传分析中的应用

� � PGM 和 GPI是海洋生物表达非常活跃的两

种酶类,往往在染色开始的几分钟之内就可以观

察到酶带的出现, 其活性在合适的条件下往往可

以保持很长时间。由于具有非常高的遗传变异水

平, PGM 和 GPI是衡量物种遗传变异水平很重要

的两种酶类。对于某些遗传变异水平比较低的物

种,比如中国明对虾( Fenneropenaeus chinensis ) , 往

往一个群体的 Hardy-Weinberg 平衡指数会因为

PGM 或者 GPI位点杂合子平衡偏离指数的变化

而变动[ 1]。利用某些同工酶位点和等位基因的丰

富性,用一种酶来衡量种群的遗传变异规律, 并且

利用其作为生物体某些性状的生化指标[ 9, 12] , 这

在选种育种中是非常有意义的。同样, 利用基因

某些位点等位基因的多态性, 比如文蛤 PGM 位

点, 实验中检测到五种等位基因, 理论上可以有

15种基因型组合, 在家系选育过程中, 可以将来

自不同基因型亲本产生的不同家系混养在一起,

利用个体的基因型将不同家系区分开来,从而可

以使所有家系的环境因子相同, 排除分开养殖而

形成的环境差异,同时可以节约大量的养殖设施。

这与利用微卫星技术对亲本和子代进行分子标识

的原理一样。
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图版 � Plate
1.虾夷马粪海胆肌肉组织和雄性性腺组织的 PGM 电泳图谱(从左到右,前 12个样品为虾夷马粪海胆肌肉组织,后 10个样品为雄性

性腺组织) ; 2.刺参肠道组织的 PGM 电泳图谱; 3.刺参肠道组织的GPI 电泳图谱; 4.半滑舌鳎肌肉组织 PGM电泳图谱; 5.半滑舌

鳎肌肉组织 GPI 电泳图谱; 6.文蛤肌肉组织的PGM电泳图谱; 7.文蛤肌肉组织的 GPI 电泳图谱; 8.虾夷扇贝闭壳肌 PGM 的电泳

图谱; 9.虾夷扇贝闭壳肌 GPI 的电泳图谱

1. Zymogram of PGM in muscle and male gonad of sea urchin, respect ively( The first 12 samples w ere muscle samples from lef t to right; the other

10 samples were male gonad tissue) ; 2. Zymogram of PGM in intest inal tract of Apostichopus j aponicus ; 3. Zymogram of GPI in intestinal tract of

Apostichopus japonicus ; 4. Zymogram of PGM in muscle of Cynoglossus semilaevis; 5. Zymogram of GPI in muscle of Cynoglossus semilaevis ; 6.

Zymogram of PGM in muscle of Meretrix meretrix; 7. Zymogram of GPI in muscle of Meretrix meretrix; 8. Zymogram of PGM in muscle of Pecten

yesoensi s; 9. Zymogram of GPI in muscle of Pecten yesoensi s
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