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两种罗非鱼及其杂交种血清蛋白的

聚丙烯酞胺凝胶电泳分离及其

雌性特异蛋白氨基酸的分析

刘 荣 臻 王 浩 陈 洁 平

(南京大学生物系 )

提 要

本实验应用聚丙烯酞胺凝胶盘状电泳方法对莫桑比克罗 非 鱼 (八乙叩协 。 os sa , b落ca )和尼

罗罗非鱼 (八不“ , 邵 丽 J口`初的及其杂交种— 福 寿 鱼 (少
.

, ` ss姗玩。 。 早
x T

.

痴 z时`。 a 夕 )的血

清蛋白进行了分离
,

同时对其雌性特异蛋白进行了氨基酸组成分析
。

莫桑比克罗非 鱼的 血清

蛋白电泳图型具有 12 一热条蛋白质带
,

尼罗罗非鱼有 1 2一13 条蛋白质带
,

杂交种一福寿鱼有

12 一 1 5 条蛋白质带 ;三种鱼血清蛋 白电泳图型在雌
、

雄性别上有明显的差异
。

莫桑比克罗非鱼

和尼罗罗非鱼的成熟雌鱼有两条新的蛋白质带
,

这些带都比同种的雄鱼所显示的颜色深
。

杂交

种— 福寿鱼的血清蛋白电泳图型
,

为其亲本的中介型
。

此外
,

本文还对雌性特异蛋白的蛋白质带
,

进行了氨基酸组成分析
.

用聚丙烯酞胺凝胶电泳方法研究鱼类的血清过去 已有不少报导
,

幻da
,

K
.

等川用淀

粉凝胶电泳研究香鱼
,

认为其血浆蛋白有 12 一 15 个组分
,

并发现随着成熟雌香鱼的性腺

发育
,

血浆中有两个组分明显增加
。

B掀
a

丽
,

H
.

K
.

川用电泳方法 研究 了 四 种罗 非鱼

(几 z a
州 a 丽 Zo t落。比

、

T
.

别 21落不g。护廊 s
、

少
,

g a 乙“ a o a a 犷`e而 和 全
.

a ” 护。a )的血清蛋白
,

并观

察到这四种罗非鱼之间血清蛋白各组分的迁移率是不同的
。

易健华等川曾用聚丙烯酞胺

凝胶电泳对两种罗非鱼 〔莫桑比克罗非鱼和加利略罗非鱼 )的血清图型进行了比较
,

认为

是有差异的
。

莫桑比克罗非鱼 (雌 )与尼罗罗非鱼 (雄 )杂交产生的福寿鱼
,

比其亲本生长都快
,

所以

许多地方利用这两种鱼的杂交优势
,

提高鱼的产量
。

目前
,

对于这三种鱼的形态
,

习性以

及养殖等方面国外 已有许多学者作过报导
,

但对莫桑比克罗非鱼
,

尼罗罗非鱼以及它们的

杂交种— 福寿鱼的血清蛋白的研究
,

尚未见报导
。

因此我们用聚丙烯酞胺盘状电泳方法

对莫桑比克罗非鱼 (尹
.

o o

ssa 二乙化 a)
、

尼罗罗非鱼 (尹
.

而。 l时初 a) 及这两种鱼的杂交种—
福寿鱼的血清蛋白进行了比较分析

,

并对从三种鱼血清中分离出的各种蛋白质带进行了

特殊染色和鉴定
。

本文研究了上述三种鱼之间的差异和同一种鱼雌雄性个体血清蛋白之

间的差异及雌性特异蛋白的氨基酸的测定
。
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材 料 和 方 法

19 8 2 年 3 月至 7 月共进行了 9 批实验
,

实验材料取自江苏省南京市水产研究所及南

京保种场
,

共 阳 尾
,

其中尼罗罗非鱼 14 尾 (雌雄各半 )莫桑比克罗非鱼 29 尾 (雌 13 尾
,

雄

13 尾 )
、

福寿鱼 16 尾 (雌雄各半 )
,

鱼的性腺发育为 坦一 r 7 期
。

( 1) 取血方法 将鱼体擦干
,

平放在自瓷盘内
,

用 4 号医用注射器
,

直接穿刺静脉窦
,

吸尽血液
,

置离心管中
,
在室温中静置 2一 3小时后

,

取出血清
,

置 2一4
,

C冰箱中备用
。

: ( 2 ) 电泳条件 实验应用 D二伪 的聚丙烯酞胺凝胶盘状电泳法 〔̀ “ ,

凝胶浓度为 7%
,

p H S
.

8 ,

电流为 3m A
,

电压为 2 50 伏
,

电泳时间为 2
.

5一 3 小时
。

电泳完毕
,

取出凝胶柱
,

置于 1 2
.

5形三氯醋酸中固定 3 0分钟
,

然后分别进行染色
。

( 3) 染 色方法 将三种鱼的血清在同一条件下电泳
,

对凝胶柱分别按下列方法染色
:

血清蛋白的染色方法
:

用 0
.

1% 氨基黑 10 B 染 1小时
,

再移入 7终醋酸中电泳脱色

至底色完全退掉
,

然后 置 7% 醋酸中保存
。

对常染后的胶柱
,

进行紫外分光光度计扫描和

照像
。

糖蛋 白的染色方法
:

将 12
.

5%三氯醋酸中固定后的胶往
,

以蒸馏 水洗 至 p且 呈 中

性
,

移至 3%醋酸的 1终过碘酸中 1小时
,

再以蒸馏水洗涤 (以硝酸银检查为阴性反应为

止
,

然后将胶柱移入 2终的 汝州 ff 。
试剂中过夜

,

再取出胶柱用水洗 3一 5 次
,

置于 。
.

5终偏

重亚硫酸钠中 20 分钟
,

再用水洗至底色消失为止 (以上步骤均在暗处进行 )
。

脂蛋白的染色方法
:
将苏丹黑 (B s ud 二 b王ac k B )与无水 乙醇配成饱和溶液

,

并摇动

使乙酞化
,

用前过滤
,

再按样品液的 1 / 1 0 量加入样品中使染色 1小时
,

然后进行电泳
。

雌性特异蛋白带的氨基酸组成分析
:
取同一次电泳的胶条 1一2 根进行氨基 黑 B 染

色
,

迅速用电泳法脱色
。

精确测量雌性特异蛋白区带的位置
。

然后将另一部分未经染色

的胶条在相对应的位置进行切割
,

将切割下的胶条用水抽提
,

并振荡 24 小时以上取出胶

条
,

加入 6 N 盐酸 l m l
,

在 工。 oo C沸水浴中酸解 27 小时
,

直至水蒸干
,

再加入柠檬酸钠盐

酸缓冲液 ( PH Z
.

2 ) 亡幻
,

然后将样品用 日立 8 3 5一 50 高速氨基酸自动分析仪进行分析
。

结 果

1
.

雌
、

雄莫桑比克罗非鱼的血清蛋白电泳分离比较

经电泳
,

莫桑比克罗非鱼的血清蛋自分离为 12 一 14 条蛋白质带 , 雌雄鱼血清蛋白谱

带基本相似
,

但不完全相同
。

经氨基黑 10 B 染色
,

雌鱼有 1 3一 14 条蛋白质带
,

雄鱼有

12 一 13 条蛋白质带
。

将莫桑比克罗非鱼雌
、

雄鱼血清蛋白电泳图型进行比较
,
可看出雌鱼比雄鱼多一条带

(图 I
,

7 带 )
,

另外雌鱼第 3 带颜色明显比雄鱼第 3 带深 (图 1 )
。

经紫外光分光光度计扫

描
,

雌鱼第 7 带 ( 图 1) 具有吸收高峰
,

而雄鱼则缺少此峰
。

雌鱼第 3 带 (图 l) 比雄鱼第 3

带的吸收峰要高
。

莫桑比克罗非鱼血清蛋白经 S c五迁f , 试剂染色
,

雌
、

雄鱼电泳凝胶均显

示出+ 条深红色糖蛋白带 ( 图 1的第 i
、

2
、

4
、

s
、

9
、
1 0

、
1 1 、 1 2

、
1 3

、

1遵带 )
,

但第 3
、

5
、

6
、

7 四条
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图 1 莫桑比克罗非鱼血清蛋白电泳图型

带 ( 图 1) 却不被染色
。

凝胶经苏丹黑 B 染色
,

显示出正极端第 12 条带 ( 图 1) 和负极端第 2

条带 (图 l) 均里阳性反应
,

显示出脂蛋白的性质
。

2
.

雌
、

雄尼罗罗非鱼的血清蛋白电泳分离比较

雌
、

雄尼罗罗非鱼的血清
,

经 7拓聚丙烯酞胺凝胶盘状电泳分离
,

氨基黑 10 B 染色
,

其电泳图型显示为 12 一 13 条蛋白质带 (图 2)
,

雌
、

雄鱼血清蛋白图型基本相似
,

标志着

雌
、

雄差异的是在凝胶负极端的第 2
、
3蛋白质带 (图 2 )

,

雌鱼的这两条蛋白质带明显比雄

鱼色深
,

经紫外光分光光度计扫描
,

雌鱼第 2
、
3两带的吸收峰明显比雄鱼高

,

第 1 0
、

1 1
、

12

三条带可能是白蛋白带
,

个体之间常有变化
,

一般为 3一 4 条带
。

尼罗罗非鱼血清蛋白经

s o ih f f 。 试剂染色
,

雌
、

雄鱼均显示十条糖蛋白红色带
,

但第 5 、 6 、 7 三条带 (图 2) 则呈阴性

反应
,

不被染色
。

雄鱼第 2
、
3 带 (图 2) 染色甚淡

,

尼罗罗非鱼血清蛋白电泳凝胶经苏丹黑

B 染色
,

第 3
、

1 1 带 (图 2) 为脂蛋白性质
,

呈阳性反应
,

两条脂蛋白带迁移率与莫桑比克罗

非鱼相同
,

这两条脂蛋白带分别靠近正负极两端
,

其它各带均呈阴性反应
。

3
.

雌
、

雄福寿鱼的血清蛋白电泳分离 比较

用 ? 终聚丙烯酸胺凝胶盘状电泳分离杂交种— 福寿鱼的血清蛋白
,

雌鱼为 招一 15

条蛋白质带
,

雄鱼为 12 一 14 条蛋白质带
。

比较福寿鱼雌
、

雄鱼血清蛋白的电泳图型
,

雌鱼

第 2 、 6 两带 ( 图 3) 比雄鱼色深
,

经紫外光分光光度计扫描
,

雌鱼第 2
、

6 两带的吸收峰比雄

鱼高
,

第 n
、

12
、

13 三带可能为白蛋白带
,

个体之间亦有变化
,

一般为 3一 4带
,

第 3
、

n 带

用苏丹黑 B 和 eS bj l
.

伪 试剂染色均呈阳性反应
,
所 以为糖脂蛋白性质

,

两条脂蛋白带 (图

2 的第 3
、

11 带 )
,
迁移率与上两种鱼相似

。

在福寿鱼血清蛋白电泳图型中出现了一个有趣的现象
,

福寿鱼的父本尼罗罗非鱼和



水 产 学 报 9 卷

否 琴

图 2 尼罗罗非鱼血清蛋白电泳图型及扫描曲线
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图 3 杂交种— 福寿鱼血清蛋白电泳图型及扫描曲线

它的母本莫桑比克罗非鱼所特有的蛋白质带
,

在它的血清电泳图型上都显示出来
,

例如莫

桑比克罗非鱼的雌鱼血清第 了带 ( 图 1) 和尼罗罗非鱼第 2
、

3 带在福寿鱼血清电泳图型中

均出现
。

其中尤以福寿鱼的雌鱼较明显
,

因此福寿鱼血清蛋白电泳图型表现为介于莫桑

比克罗非鱼和尼罗罗 非鱼之间的过渡性的多态现象
, 因此表现带数较多 ( 12 一巧 带 )

。

凝

胶经 cS ih ff 。
试剂显色雌

、

雄鱼均显示 13 条带
,

其中第 2 , 6 两带不被染色
。

4
.

三种 罗非鱼血清蛋白电泳图型的比较

本实验分离出的莫桑比克罗非鱼
、

尼罗罗非鱼及它们的杂交种— 福寿鱼三种鱼的
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血清蛋白电泳图型有着明显的差异
。

表现为靠近负极端的蛋白质带差异较大
。

从经氨基

黑1 0 B 染色的三种鱼雌鱼凝胶电泳图型的比较可以看出
,

莫桑比克罗非鱼为 13 一拟 条

蛋白质带
,

尼罗罗非鱼为 1 2一 13 条蛋白质带
,

福寿鱼为 1 2一 1 5条蛋白质带
,

莫桑比克罗

非鱼的雌鱼比雄鱼多一条带 ( 图 1 的第 7 带 )
,

而尼罗罗非鱼的血清蛋白电泳图型中没有

见到这一条带 ; 而福寿鱼血清蛋白的电泳图型中却又出现此带 (图 3 的第 6 带 )只是颜色

稍淡
,

介于莫桑比克罗非鱼和尼罗罗非鱼之间
。

而尼罗罗非鱼雌鱼血清蛋白电泳图型中

的第 2带 (图 2) 的颜色较深
,

莫桑比克罗非鱼雌鱼血清蛋白图型中无此带
,

而此带在福寿

鱼雌鱼血清蛋自电泳图型图型隐约可见
,

其颜色较淡也表现出它的中介性
。

三种鱼雄鱼

血清蛋白电泳图型的比较也有明显差异
,

莫桑比克罗非鱼雄鱼有第 3 带 ( 图 1)
1

,

尼罗罗非

鱼雄鱼无此带
,

福寿鱼则为中介型
,

即有此带但颜色较淡
。

尼罗罗非鱼雄鱼的第 2 带明显

可见 (图 2 )
,

在莫桑比克罗非鱼雄鱼上则见不到此带
,

而在福寿鱼雄鱼血清蛋白图型中又

可见颜色较淡的此带
,

也表现出它的中介性
。

莫桑比克罗非鱼血清蛋白电泳的区带对 S 。州 ff 试剂有强烈的嗜染性
,
经 氏妞 f 试

剂显色显示出十条深红色的糖蛋白带
。

福寿鱼糖蛋白带型 比莫桑比克罗非鱼多 2~ 3 带
,

但它的蛋白质带显色较淡
。

而尼罗罗非鱼 歇址 ff 试剂染色为十条带
,

它的血清蛋白图型

在靠近阴极端第 2
、
3 带处显色非常微弱

,

几乎不能看见
。

同时莫桑比克罗非鱼第 3
、
5

、
6

、

7 四条带 (图 l) 和福寿鱼第 2
、

6 两条带 (图 3) 呈阴性反应而不被着色
。

用苏丹 黑 B 染色

时
,

三种鱼的血清蛋白图型中均出现两条脂蛋白带
,

这两条脂蛋白带在图型中的迁移率也

是相似的
。

实验结果证明雌性特异蛋白在雌鱼血清中表现出明显的差异
,

三种雌鱼血清的雌性

特异蛋白具有 15 一 17 种氨基酸不等 (见表 1 和表 2 所示 )
。

雌性莫桑比克罗非鱼和尼罗罗

表 1 血清雌性特异蛋白的氮垂酸组成

莫 桑 比 克 罗 非 鱼

氨 基 酸
N M 0 1

1 0
一 ,
汀 / O5 时

N G r a m

10 泊克 /印川

氨基乙磺酸

天门冬氨酸

苏 氨 酸

丝 氨 酸

谷 氨 酸

甘 氨 酸

半耽 氨 酸

异 亮 氨酸

亮 氨 酸

苯 丙 氨 酸

丫一氨酸丁酸

O
。

04 9

0
.

汉 5

0
.

1 8 1

0
.

朋 8

O
。

4软】

1 1 1
,

级旧

O
。

20 1

0
.

6 7 6

0

O
甲

1 3 4

0
.

1 99

1 0
`

2 2 3

0
.

忍习1

0
.

0 6 7

O
。

2 2 1

6
、
工8

9 9
.

1 3

红
,

邱

肠
.

4 9

馆
`

昨
2 6即 0 6

48
.

3

7 9
、

朋

()

1 7
.

仅〕

2 6
,

0 8

1佼粥 9 7

2习
,

8 1

9
甲

能

3 8
.

万2

万万 M
o lll

111 0
- 9

叮 /印闪闪

酸酸氨氨甄蛋

酸酸氨氨精赖
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表 2血清雌性特异蛋白的氮基酸组成

氨 鉴 酸 !尼 罗 罗 非 鱼 l杂 交 鱼

万 M
ol

1 0
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图 4 莫桑比克罗非鱼及杂交种血清雌性特异蛋白的氨基酸组成的比较
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非鱼血清中的雌性特异蛋白氨基酸组成相似
,

含量相近
,

其中甘氨酸含量最高
,

苯丙氨酸

和氨的含量较高
,

具有三个高峰 (图 4 图 5)
。

福寿鱼雌鱼的雌性特异蛋白的氨基酸组成和

含量同莫桑比克罗非鱼和尼罗罗非鱼雌鱼都相近似
,

福寿鱼的各种氨基酸含量也表现出

中介性的特征
。

一 -

— 一— 尼罗罗非鱼

一
杂 交 朴

岁八
》

丫 \
里线口 刁况尸 夕士吸 刀刀 F e l 口 公工Y C J叨

·

r 日J 习男 r l工刀 工召万 尸丑对口月住以 L l气罗刃王几 罗刀夕 且丑口

图 5 尼罗罗非鱼及杂交种血清雌性特异蛋白的氨基酸组成的比较

氨基酸组成分析的结果表明
,

三种鱼个别氨基酸的含量也存在差异
,

莫桑 比克罗非鱼

雌性特异蛋白的氨基酸组成缺少蛋氨酸而含有微量的牛磺酸
,

但福寿鱼在相应的区带 (图

3 第 6 带 )上具有微量蛋氨酸而缺少牛磺酸 (表 1 ) ,尼罗罗非鱼的雌性特异蛋白具有 17 种

氨基酸
,

蛋氨酸和牛磺酸全部存在 , 福寿鱼则缺少蛋氨酸和色氨酸 <表 2 ) ; 莫桑比克罗非

鱼也缺少色氨酸
。

讨 论

聚丙烯酞胺凝胶电泳对血清蛋白的分离
,

具有很高的分辨率
,

并兼分子筛和电荷双重

效应
。

不过凝胶的 p H 和浓度对分离效果有明显的影响
。

实验中曾使用这三种浓度不同

的凝胶
,

其中只有 少二 7%
,

C = 2终
,
p H = 8

.

8 的单一凝胶对雌性特异蛋白带的分离效果

较好
,

而 T 二 7
.

5环的标准胶分离效果不好
, 因此凝胶的 P且 和单体浓度应根据不同样品

而进行选择
,
我们认为 7拓的聚丙烯酸胺凝胶电泳方法对鉴定这三种鱼的雌

、

雄性和种间
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差异是一种比较好的方法
。

2
.

雌鱼和雄鱼的生殖生理是不同的
,

特别在性成熟时期
,

雌鱼卵母细胞的卵黄形成

和雄鱼精子的发生和成熟
,

都受不同的性激素的调节和控制
。

在不同的发育阶段
,

新的蛋

白质不断的合成
,

然后进入血液
,

诱导动物体内某些特殊的新陈代谢
,

所以分析雌
、

雄鱼的

血清可以反映出雌雄差异
。

然而是否各个不同发育时期都存在着这种雌雄差异间题
,

由

于本实验只作了三种鱼性腺发育 n l一VI 期鱼的血清蛋白的分析
,

对于 工一 n 期鱼 的血

清还有待进一步研究
。

3
,

三种鱼在形态上存在着明显的差异
,

杂交鱼在形态上和代谢上都表现为中介型
,

从遗传角度考虑
,
福寿鱼个体大是符合杂交优势

,

血清蛋白电泳图型显示出中介性多态现

象
,

这种现象是由于福寿鱼同时携带两种鱼的基因
,而血清蛋白的合成是受遗传基因控制

的
。

4
.

7那聚丙烯酞胺凝胶电泳揭示了莫桑比克罗非鱼和尼罗罗非鱼成熟雌鱼两条新的

蛋白质带
,

这个现象类似于 幻 da
,

K
.

等 ( 1 9 7 3 )
,

在香鱼血浆中观察到的结果
〔 , , 。

5
.

莫桑比克罗非鱼和尼罗罗非鱼血清蛋白电泳的胶柱经 cs 址 f伪试剂染色后均显示

出十条深红色区带
,

而福寿鱼则显示 12 一 13 条红色带
,

但着色较弱
。

这说明三种鱼的血

清中含有大量与多糖结合的蛋白质
,

作者认为这是由于在性腺成熟过程中由于糖蛋白激

素 (如促卵泡成熟激素等 )在血液中大量存在所致
。

不过因我们仅仅使用了三种染色方法
,

莫桑 比克罗非鱼中第 3
、
5

、 6 、
7 四条带 (图 1) 和福寿鱼第 2

、

6 两条带 (图 3 》 ,
经氨基黑 B 染

色
,

显示出蛋白质的性质
,

但它们却不能被 氏址 ff 。 试剂和苏丹黑 B 染色
,

这是一个非 常

有趣 的问题
。

幻 d
, ,

K 等 ( 1 9 7 3) 认为卵生脊椎动物
,

在产卵期间血浆中还存在着一种与

钙结合的蛋白质成分川
,

据此
,

我们设想上述不能被 S比 i拌 试剂和苏丹黑 B 染色的蛋白

质带
,

是否就是这种类似的物质
,

这是值得进一步研究的间题
。

{ 1 ]

〔 2 ]

吏3 ]

汇4 丁

〔 S J

1 6 J
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