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摘要:运用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术, 对雌核发育草鱼近交 F1 代、同龄正常两性生殖草鱼、鲤的乳酸脱氢酶

( LDH)、酯酶( EST)、超氧化物歧化酶{ SOD}以及血红蛋白、血清蛋白进行了分析。结果表明,雌核发育草鱼近

交F1 代 EST、SOD 同工酶以及血红蛋白电泳图谱与正常两性生殖草鱼电泳图谱存在有一定差异; 雌核发育草

鱼近交F1 代的生化性状中未直接体现鲤遗传物质的影响。
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Abstract: By using the polyacrylamide gel electrophoresis( PAGE) , this paper studies isozymes( LDH, EST,

SOD) , haemoglobin and serum proteins of the inbreeding F1-generation gynogenetic grass carps、bisexual

reproduction grass carps in the same ages and carps, respectively. The results of experiments show that there exist

some differences in their electropherograms between the inbreeding F1-generation gynogenetic grass carps and

bisexual reproduction grass carps; The biochemical characteristics of the inbreeding F1-generation gynogenet ic

grass carps do not directly ref lect the influence by the genetic materials of the carps.

Key words: gynogenesis; grass carp ( Ctenopharyngodon idellus ) ; isozyme; haemoglobin; serum protein;

polyacrylamide gel electrophoresis( PAGE)

  鱼类的繁殖大多是通过两性生殖来实现,在自然界中也存在少数特殊有性生殖的鱼类, 如美帆 、

银鲫、广东/缩骨鲫0等都是天然雌核发育鱼类[ 1- 4]。随着对鱼类天然雌核发育逐渐深入的认识,人工雌

核发育技术日益成熟,通过遗传上失活的精子诱导作用,激活卵子并通过染色体加倍技术发育为二倍体

鱼。自六十年代以来,国内外学者相继成功地获得了人工雌核发育鲫、鲤、草鱼、斑马鱼、鲑、尼罗罗非鱼

等
[ 4- 9]

。鱼类人工雌核发育技术在鱼类性别控制、提高选择效率、快速建立纯系等生产应用上的前景,

已经引起人们关注[ 1, 8]。罗琛[ 9]用紫外线照射过的鲤精液与草鱼成熟卵子受精后, 通过冷休克方法抑



制第二极体排出使卵核染色体恢复二倍性,成功地获得了雌核发育草鱼, 同时,在这一雌核发育草鱼群

体中,存在有雄性个体,并能正常发育、成熟[ 1]。罗琛用已达性成熟的雌、雄性雌核发育草鱼为亲本进行

人工繁殖,获得了雌核发育草鱼近交后代( F1)。繁殖结果表明:雌、雄性雌核发育草鱼为亲本,受精率非

常低;孵化过程中,许多胚胎因发育异常而致死,孵化率也很低; 养殖结果同时也表明, 雌核发育草鱼近

交F1代表现出比正常两性生殖草鱼强的抗病能力。本文运用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术, 对雌核发育草

鱼近交 F1代及同龄正常两性生殖草鱼、鲤的部分同工酶、血红蛋白、血清蛋白等进行了分析, 以了解雌

核发育近交后代( F1)的生化遗传特性,并有利于进一步阐明雌核发育鱼类的遗传规律。

1  材料与方法

采用的雌核发育近交 F1代是以人工诱导雌核发育产生的雄雌性草鱼为父母本、人工繁殖的 6月龄

鱼。13尾雌核发育草鱼近交F1 代及 12尾同龄正常两性生殖草鱼均取自湖南省湘阴县东湖渔场,鲤购

自湖南师范大学农贸市场。

分别剪取尾鳍约 0. 5g ,各加入 1. 0~ 1. 5mL 的 0. 1M 磷酸缓冲液( pH 7. 2)。玻璃匀浆器冰浴匀浆,

高速冷冻离心机 4 e 、15000r#min- 1,离心 20min。分装上清液,按照1B1的比例加入 40%的蔗糖, - 20 e

保存,作为分析同工酶的材料。

用注射器从尾静脉抽血约 1. 0~ 1. 5mL,斜置于 4 e 冰箱中过夜。吸取淡黄色的上清液, 4 e 、10000r

#min- 1,离心 10min。吸取上清液,按照 1B1的比例加入 40%的蔗糖, - 20 e 保存, 用以分析血清蛋白。

用注射器从尾静脉抽血约 0. 5mL,加入到含 1%NaCl的试管中, 经离心洗涤、低渗破膜等处理后,获

得红细胞裂解液,按照 1B1的比例加入 40%的蔗糖, - 20 e 保存,以分析血红蛋白。

乳酸脱氢酶( LDH)、酯酶( EST)、超氧化物歧化酶( SOD)以及血红蛋白、血清蛋白的电泳及显色方法

参见参考文献[ 10, 11]。

实验结果用 GDS 8000 PC凝胶成像分析系统进行照相,并绘模式图。

2  结果

2. 1  乳酸脱氢酶( LDH)

正常两性生殖草鱼、雌核发育草鱼近交 F1 代 LDH 酶谱结构基本一致,电泳分离出 5条酶带: LDH1

yLDH5,这 5条酶带在正常两性生殖草鱼、雌核发育草鱼近交 F1代各个体中表达均较为一致。鲤也分

离出 5条酶带,鲤 LDH同工酶谱与正常两性生殖草鱼、雌核发育草鱼近交 F1 代不同(图 1, 2)。

图 1 正常两性生殖草鱼 LDH 同工酶谱

Fig. 1  Electropherogram of LDH iso zymes in bisexual

reproduction grass carp

( A~ L:正常两性生殖草鱼)

图 2  雌核发育草鱼近交 F1 代、

正常两性生殖草鱼、鲤 LDH 同工酶谱

Fig. 2  Electropherogram of LDH isozymes in the

inbreeding F1-generation gynogenetic grass carps,

bisexual reproduction grass carp and carp
( A~ J:雌核发育草鱼近交 F1;  K:鲤;

L:正常两性生殖草鱼)
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2. 2  酯酶( EST)

正常两性生殖草鱼共分离出 6条 EST 酶带( EST1~ EST6) : EST2为酶活性最强的带, EST2、EST3、

EST5、EST6在被检测的各正常两性生殖草鱼中均稳定存在; 12尾正常两性生殖草鱼中EST1仅在其中 2

尾鱼中分离到; EST4为较强带,在 12尾正常两性生殖草鱼中 EST4有强弱差别( 12尾中有 5尾的 EST4

呈强带) (图3)。雌核发育草鱼近交F1代的 EST 分离出 5条酶带( EST1~ EST5) ,均无正常两性生殖草

鱼的 EST1; EST1~ EST5与普通草鱼 EST2~ EST6的电泳图谱基本相同,雌核发育草鱼 F1 代的 EST3也

有强弱( 10/ 3) ( 13尾中有 10尾的 EST3呈强带)不同。鲤的 EST 同工酶谱由 10条酶带构成, EST4为最

强带(图 4)。

图 3 正常两性生殖草鱼 EST 同工酶谱

Fig. 3  Electropherogram of EST isozymes in bisexual

reproduction grass carp

( A~ L:正常两性生殖草鱼)

图 4  雌核发育草鱼近交 F1 代、

正常两性生殖草鱼、鲤 EST 同工酶谱

Fig. 4 Electropherogram of EST iso zymes in the

inbreeding F1-generation gynogenetic grass carps,

bisexual reproduction grass carp and carp

( A :正常两性生殖草鱼  B:鲤  C~ L:雌核发育草鱼F1)

2. 3  超氧化物歧化酶( SOD)

正常两性生殖草鱼、雌核发育草鱼近交 F1 代、鲤的 SOD 同工酶谱酶带多而密集, 根据电泳迁移率

的不同,明显可以分为两个区段:区段 1、区段 2。正常两性生殖草鱼区段 1包含 8条酶带,带 5在酶活

性强弱上具有多态性;区段 2有 5条酶带, 带 1酶活性也有不同( 12尾鱼中, 带 1为强带的仅 1尾) (图

5)。雌核发育草鱼近交F1代区段 1由 9条酶带组成,雌核发育草鱼近交 F1代中的带 2~ 5与正常两性

生殖草鱼带1~ 4相同,带 1为 12尾正常两性生殖草鱼没有检测到,但在雌核发育草鱼近交 F1 代中较稳

定存在的一条弱带, 带 6、9在酶活性强弱上具有多态性; 区段 2包括 6条酶带,带 1酶活性强弱在不同

个体中不一致( 13尾鱼中, 带 1为强带的有 7尾) , 带 5为一弱带, 在正常两性生殖草鱼中未观察到。鲤

区段 1包含 8条酶带,区段 2有 3条酶带(图 6)。

图 5 正常两性生殖草鱼 SOD 同工酶谱

Fig. 5 Electropherogram of SOD isozymes in bisexual

reproduction grass carp ordinary

( A- L:正常两性生殖草鱼)

图 6 雌核发育草鱼近交 F1、正常两性生殖草鱼、鲤

SOD 同工酶谱

Fig. 6 Electropherogram of SOD isozymes

in the inbreeding F1-generation gynogenetic grass carps、

bisexual reproduction grass carp and carp
( A :正常两性生殖草鱼  B:鲤  
C~ L:雌核发育草鱼近交F1代)
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2. 4  血红蛋白

正常两性生殖草鱼血红蛋白电泳分离出 14条不同带,带 6、7、8为强带,带 12在一些个体中没有表

达。雌核发育草鱼近交 F1 代血红蛋白则分离出13条带,它们与正常两性生殖草鱼带 1~ 11、13、14基本

一致, 13尾鱼中均未检测到正常两性生殖草鱼带 12。鲤血红蛋白有 7条带, 其电泳图谱与两种草鱼均

不一致(图 7, 8)。

图 7  正常两性生殖草鱼血红蛋白电泳图谱
Fig. 7 Electropherogram of haemoglobin in

bisexual reproduction grass carp

(A~ H:正常两性生殖草鱼)

图 8 雌核发育草鱼近交 F1、正常两性生殖草鱼、

鲤血红蛋白电泳图谱

Fig. 8  Electropherogram of haemoglobin in the
inbreeding F1-generation gynogenetic grass carps、

bisexual reproduction grass carp and carp
( A :正常两性生殖草鱼;  B:鲤;

C~ H:雌核发育草鱼 F1)

2. 5  血清蛋白

正常两性生殖草鱼、雌核发育草鱼近交 F1 代的血清蛋白电泳图谱较复杂,可划分为四大区段: 正常

两性生殖草鱼、雌核发育草鱼近交 F1代区段 1均分离出约 13条带,由于这一区段带多而密集, 难以准

确进行比较;区段 2由 3条强带和一条稍慢的弱带组成,这一区段在正常两性生殖草鱼、雌核发育草鱼

近交 F1代中表达都很稳定;区段 3都是由 8条清晰的宽带组成,带 1为强带,带 3、4在正常两性生殖草

鱼、雌核发育草鱼近交F1代中都有个体差异; 正常两性生殖草鱼、雌核发育草鱼近交 F1 代的区段 4皆

为弱带,均可分离出 6条相同带。鲤只有区段 1、2、3,无区段 4:区段 1由 11条带构成;区段 2也有 4条

带( 3强 1弱) ,弱带为快带;区段 3由 5条带组成, 均为弱带(图 9, 10)。

图 9  正常两性生殖草鱼血清蛋白电泳图谱

Fig. 9 Electropherogram of serum protein in

bisexual reproduction grass carp

(A~ H:正常两性生殖草鱼)

图 10 雌核发育草鱼近交 F1、正常两性生殖草鱼、

鲤血清蛋白电泳图谱
Fig. 10 Electropherogram of serum protein in the
inbreeding F1-generation gynogenetic grass carps、

bisexual reproduction grass carp and carp
( A~ J:雌核发育草鱼近交 F1;  
K:正常两性生殖草鱼;  L:鲤)
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3  分析与讨论

乳酸脱氢酶( LDH)是研究得最早、较为清晰的四聚体同工酶。在鱼类, 现已报道有三个基因( A、B、

C)控制 LDH 表达
[ 11, 12]

。本研究中, 正常两性生殖草鱼、雌核发育草鱼近交 F1 代、鲤鱼的尾鳍中均只检

测到 A、B 基因编码的五种 LDH类型。LDH 是糖类代谢必需的酶,在雌核发育草鱼近交 F1 代中表达非

常稳定,与所检测的 12尾正常两性生殖草鱼基本相同。

酯酶(EST)为催化酯类化合物水解的酶系,实验中, EST 显色是以萘乙酸酯为底物, 显示的是羧基

酯酶类。雌核发育草鱼近交F1 代电泳共分离出五条酶带, 除带 3稍有强弱变化外, 各酶带分布都较稳

定。与正常两性生殖草鱼相比,雌核发育草鱼近交 F1代无正常两性生殖草鱼EST1的多态性变化,控制

EST3(正常两性生殖草鱼EST4)的基因在雌核发育草鱼近交 F1代中表达强度大于正常两性生殖草鱼。

超氧化物歧化酶( SOD)广泛存在于细胞中, 脊椎动物中, 有 GuZn- SOD、Mn- SOD 两种不同结

构[ 13] ,根据其电泳迁移率的不同, 划分为 s- SOD(上清液型)、m- SOD(线粒体型)两种类型[ 14]。雌核

发育草鱼近交F1 代同工酶谱上的区段 1相当于 s- SOD(上清液型) , 区段 2 相当于 m- SOD(线粒体

型)。与正常两性生殖草鱼相比,雌核发育草鱼近交 F1 代 SOD 多表达了一条弱慢带和一条弱快带,同

时,控制区段 2带 1的基因表达也强于普通草鱼。

雌核发育草鱼近交F1 代中,血红蛋白电泳图谱很稳定,未观察到个体间差异。控制正常两性生殖

草鱼血红蛋白带 12的基因在雌核发育草鱼近交 F1 代中未见表达。正常两性生殖草鱼、雌核发育草鱼

近交 F1代的血清蛋白电泳图谱未见有明显差异。

雌核发育草鱼近交 F1 代与正常两性生殖草鱼在EST、SOD同工酶图谱以及血红蛋白的电泳图谱上

存在有差异,如雌核发育草鱼近交 F1代具有一些在所检测正常两性生殖草鱼中尚未见表达的特异酶带

( SOD区段 1中的带 1、区段 2中的带 5) ,雌核发育草鱼近交 F1 代在 EST3、SOD区段 2的带 1基因表达

强度明显强于正常两性生殖草鱼。作为基因表达的产物, 同工酶谱以及血红蛋白的电泳图谱的差异在

某种程度上反映了雌核发育草鱼近交 F1 代在遗传基础上与正常两性生殖草鱼存在有一定的差异。雌

核发育草鱼近交 F1代出现的较稳定的特异性酶带(如 SOD区段 1的带 1)及酶活性的增强(反映出同工

酶类型等位基因频率的变化)可作为遗传标记,为雌核发育草鱼近交 F1 代遗传分析研究及选育种所利

用。雌核发育草鱼 F1 代与正常两性生殖草鱼生化遗传性状上存在的差异是否与鲤鱼相关? 本实验中,

雌核发育草鱼 F1 代同工酶谱以及血红蛋白电泳图谱中未直接发现鲤鱼遗传物质的影响。雌核发育草

鱼F1代与正常两性生殖草鱼生化遗传性状上存在的差异发生的机理及可遗传性还有待进一步深入研

究。
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