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摘要 采用垂直板状聚丙烯酞胺梯度凝胶电泳分离技术
,

对企鹅珍珠贝闭壳肌
、

外套膜
、

鳃
、

消化盲囊
、

足组织的
、 、 、 、 、

种同工酶酶谱特征及其遗传控制进行 了研究
。

种同工酶在不同组织 中

的表达有明显的差异
,

同工酶分析共检测到 个位 点
,

其 中有 个位 点具 多 态 性
,

群体 中
,

多态 位点 比

例为
,

平均杂合度为 士 。
。

有 个多态位点 上 的基 因型频率与
一

定律

相符
,

位点 五肪 一
、

侧 一 、 一 极显著偏离该平衡 尸
。

在 ‘ 一 位点发现较高频率

的无效等位基因
。
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一 ,

玩 一 叮
, 一 沙

尸 一 ,

八 刀

企 鹅 珍 珠 贝 几 瓦 树 尸 嗒

是一种重要的海产经济软体动物
,

生长在

热带
、

亚热带海区
,

主要分布在我国的广东
、

海南

和广西
、

台湾沿海
,

以及 日本
、

菲律宾
、

印度尼西亚

等地
。

其个体较大
,

壳长可达
,

贝壳内表面

珍珠层具虹彩光泽
,

可培育品质较佳的大型附壳
珠【’〕

,

并已培育出正圆珠
,

成为我国南方养殖海水

珍珠的贝类新品种
。

它硕大闭壳肌柱也是一种美
味的海珍品

。

由于该贝生长速度快
,

个体大
,

生命
力强

,

珍珠质分泌旺盛
,

养殖成本低
,

是培育大型
高品质珍珠的理想母贝

“」。 目前由于生产性全人

工繁殖
、

养成和育珠已获成功 ’川
,

在海南及粤西

南部海区
,

这种新开发的珍稀品种的养殖 已逐渐

兴起
,

使企鹅珍珠贝珍珠大规模生产成为可能
。

关

于企鹅珍珠贝的研究报道相对较少
,

主要集中在

育苗和养成方面
,

而其同工酶等生化遗传方面的

研究则为空 白
。

目前
,

在其规模养殖刚刚兴起
,

对
它的种质资源状况不甚了解之时

,

开展相关研究
工作

,

对了解其群体遗传结构和遗传多样性
、

制定

种质标准
,

开展优良品系的筛选
、

育种和资源保
护

,

以及保证企鹅贝珍珠养殖的持续发展具有重
要的理论和实践意义

。

本文首次报道了企鹅珍珠
贝

、 、 、 、

和 酶谱特征

和生化遗传分析结果
。

材料与方法

材料来源与样品制备
实验贝

」

均来 自湛江海洋大学珍珠研究基地湛

江流沙港海上浮排
,

实验取样 个体
,

为海南陵

水野生母贝的子一代
,

贝龄 一 小体重
,

壳长 一 。

实验贝活体剖开
,

取鳃
、

消化盲囊
、

闭壳肌
、

外
、

套膜
、

足组织
,

将组织按体积 组织 双蒸水

比例冰浴匀浆
,

置 ℃下过夜后
,

℃
, ·

而
一 ’离心

,

上清液置 一 ℃保存备用
。

电泳
、

染色及酶谱分析

采用垂直板聚丙烯酞胺梯度凝胶电泳
,

胶的

制备及
、 、

和 同工酶显色法均

参考文献 〔 」
, ,

的染色方法参考文献

「」
,

略作修改
,

℃
、 ‘

恒压 条件下进行 电泳
。

缓冲系统为 三经 甲基氨基 甲烷
·

一 ‘ ,

乙二胺 四 乙 酸二 钠
· 一 ’ ,

硼
酸 止介 卜 一 ‘ ,

为
。

其凝胶梯度见

表 , 酶谱分析参考文献仁
,

了」
。

编码酶的基因位点 以该酶缩写的斜体表示
,

对于 个 以上位点编码的酶澳。各位点按其从阴

极向阳极迁移的顺序命名为
、

⋯
,

各位点等位

基因命名 以 补卜 ⋯表示
。

电泳原始数据用来

计算基因型频率
、

等位基因频率
、

多态位点 比例
、

多态位点杂合度
、 一

平衡下的不 同

基因型个体的预期值
、

杂合度预期值
,

并作显著性

检测
。

其中
“

多态位点
”

的标准为
。

表 所分析酶与电泳条件及分析结果

一邓 娜
, 一 耐 罗

同工酶 酶编码 凝胶梯度 亚基数
习 〕

位点数
由 〕

位点状态

超氧化物歧化酶

醋酶

苹果酸脱氢酶

苹果酸酶

乳酸脱氢酶

葡萄糖 一 一 磷酸脱氢酶

总计

一 或

,

一

一

一

注 为单态位点
,

为多态位点

一 , 一

阴
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结果与分析

酶谱分析
一 ‘

超氧化物
一

歧化酶侣 同工酶由

个位点编码
,

均为二聚体酶
,

不同
一

位点的亚基间互

蒸您惑黔蕊
带 纯合型

纂粗鹭淤撰套往
现为 条酶带或无

,

推测是由一对等位基因编码

的二聚体酶
,

其中有 个基因为哑等位基因
,

不表

达或表达极弱
,

因哑等位基因的纯合子不能产生

电泳带
,

而活性基因的纯合子及两基因的杂合子

均产生 条酶带
,

后者电泳带较弱
。

酶的表达在不同组织中有明显差异
,

消

化盲囊中检测到 个表达位点
,

其中 一 表达

照⋯然舅端黯
一 的微弱表达和 一 的明显表达

。

一 活性在所检测组织中均较其它 位点表达要

强
,

但在不同组织中有差异 消化盲囊 中活性最

高
,

鳃组织中次之
,

外套膜
、

足
、

闭壳肌中较低
。

而
一 、 一 的表达与否存在组织差异

。

酉旨酶 同工酶的编码位点至少

有 个
,

其中 个为单态位点
,

个为多态位点
,

其编码的酶为 个单体酶和 个二聚体酶 图版
一 , , 。

‘ 一 位点编码的酶为单体酶
,

群体为单态

位点
,

由 对相同的等位基因控制
,

表现为 条酶

带 纯合型
一 位点编码单体酶

,

活性较强
,

有 个等

位基因
,

呈多态
,

由
一

或 条酶带组成 纯合型或

杂合型
。

一 位点编码的酶也为单体酶
,

多呈现

条酶带 纯合型
,

但不同个体其迁移率有差异
,

呈

多态性
,

至少有 个等位基因控制 图版 一 。

卜 位点编码单体酶
,

活性很强
,

由 个等

群剩杯蒸

二⋯‘ 一 位点编码单体酶
,

活性弱
,

由 个复等

位基因控制
,

呈多态性
,

多数个体为 条酶带即纯

“
博藻祺贷在闭壳肌

、

足中有较强的表达
, 一 的表达仅

在消化盲囊和鳃组织中能检测到
, 一 、

、 一 、 一 ,

个位点在所测组织中均有表

达
。 一 、 ‘ 一 有很强的表达活性

,

在消化盲

囊中的活性最强
,

鳃
、

足组织次之
,

闭壳肌和外套

膜中的活性较弱
。

即 同工酶在组织中的表

达差异主要表现在位点 一 、 、

的表达与否

及 一 、 一 表达的活性强弱上
。

乳酸脱氢酶 企鹅珍珠贝 同

工酶由 个位点控制
,

二聚体酶
,

不同位点编码的

亚基间互相不能缔合 图扳兀一
, 。

二分丙一
、

乙己几 一 两位点基本上都表现为

条纯合型酶带
,

但不同个体其迁移率不同
,

推断各

由 个等位基因决定
,

为多态位点
,

杂合子严重缺

失
。

不同组织 的表达有很大差异 五肠 一
、

刁丙一 在闭壳肌
、

消化盲囊中均有表达
,

且在闭
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图版 企鹅珍珠则司工酶电泳图谱
尸嗯

一 同工酶电泳图谱 同工酶电泳图谱

消化盲囊
,

外套膜
,

闭壳肌
,

鳃组织
,

外套膜
,

闭壳肌

一 〕】〕 一

, , , , ,

壳肌组织中活性较强
,

而外套膜组织中两位点的

表达活性极低
,

鳃组织中只检测到 五 入 一 的表

达
。

葡萄糖 一 一 磷 酸脱 氢 酶

“ 同工酶检测到 个位点
,

‘ 一 的表

达活性较 ‘ 一 强 图版 一 , 。

‘ 一 编码的二聚体酶
,

在消化盲囊组织

中表现为 条酶带或无
,

且这条被检测到的酶带

在不同个体呈现出不同的迁移率
,

推测该位点为

多态位点
,

在群体中至少存在 个复等位基因
,

且

其中之一为哑等位基 因
,

即该位点具有 个等显

性基因和 个哑等位基因
。

酶带为显性同型合子

或含哑等位基因的杂型合子的电泳表型
,

当为哑

等位基因的纯合子时
,

不产生电泳带
。
‘ 一

编码的酶在所测个体中表现为迁移率相同的 条

酶带或无
,

推测由两个基因决定
,

其中之一为哑等

位基因
,

群体也为多态位点
。

但表达不稳定
。

不同组织的 同工酶的表达有差异 虽
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在消化盲囊
、

鳃
、

闭壳肌组织 中均有 一 、

一 编码的酶
,

且 一 的表达活性强
,

但同工酶活性在消化盲囊
、

闭壳肌组织中较强 鳃

组织中较弱而在外套膜组织中未检测到明显的酶

带
。

苹果酸酶 为四聚体酶
,

由 个

位点编码
,

位点间的亚基互相不缔合 图版 一

。

了印
一

了印
一

」头动
一

卜乃人刀,一

图版 企鹅珍珠贝同工酶电泳图谱

脚 尹咭
一 同工酶电泳图谱 一 同工酶电泳图谱 同工酶电泳图谱 〕 同工酶电泳图谱

消化盲囊
,

闭壳肌
, ‘

闭壳肌
,

消化盲囊
,

闭壳肌
,

闭壳肌

一 一

山 ‘
, , , , ,

一 、 一 编码的酶都呈现出迁移率不

同的 条或几条酶带
,

这 条或几条酶带分别代

表基因型为纯合或杂合型个体的酶谱
,

推断群体

中 个位点都分别由 个等位基因控制
,

呈多态

性
。

只在闭壳肌肌肉组织中检测到明显的 同
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工酶酶带
,

外套膜组织中只检测到 一 的微弱

表达
,

而在消化盲囊
、

鳃组织中未检测到酶带
,

说

明在这种检测条件下
,

这 种组织中的 匆君 活性

极低
。

苹果 酸脱 氢酶 企鹅珍珠贝 的

由 个位点控制
,

各编码一种二聚体同工

酶
,

位点间的亚基互相不缔合 图版 一 。 肥泛肠

一 编码的酶为 , 条酶带 纯合型或杂合型
,

群体中呈多态性
,

存在 个等位基因 从 丙 一 表

达为 一 条酶带 纯合型或杂合型
,

至少由 个

等位基因控制
,

其 呈多态性
。

在活性上存在组织差异 闭壳肌中活性

最强
,

外套膜
、

鳃
、

消化盲囊组织次之 且两位点在
不同组织中的活性强弱有差异 闭壳肌中

较 几叼入一 编码的酶活性强
,

而在外套膜组织中

几人丙一 较 从肠 一 编码的酶活性强
,

在消化盲囊

中两位点编码的酶活性相当
。

上述 种酶的亚基数
,

位点数和位点状态的

分析结果见表
。

等位基因频率及 矛检验

利用电泳原始数据来计算预期等位基因频率

和预期个体数
,

并对预期个体数与实际观察值作

广显著性检测 表
。

从表 中可见
,

企鹅珍珠贝 同工酶座位有丰

〕嚣黔淤薰道嚣
,

另 个位点 及跃 一
、

乙动 一
、 一

极显著偏离该平衡 尸
。
八从 一

、

人肠 一

极显著偏离的原因是群体中杂合子严重缺失
,

而

及 一 位点则全为杂合子
。

群体中
,

多态位点 比

例为
,

平均杂合度为 土

讨论

影响同工酶分析结果的主要因素

同工酶分析结果受多方面因素的影响
,

其中

主要的有 酶谱分析所参考的已有的相关信息
,

样

本取材的完备程度
,

研究材料处理
、

电泳和显色方

法等实验条件
。

确定研究对象酶蛋 白的亚基数
、

编码这些酶

的基因位点数是酶谱分析的重要 内容
,

但这些信

息并不是很容易获得的
,

而从相近分类单元 已有

的相关信息中来推测是很有效的途径之一
。

一般

而言
,

编码一种酶系的座位数在纲 以下阶元中都

相同
,

但也偶有另外 」
,

如 在脊椎动物中多

为 个座位
,

其它动物中多为 个座位
,

而在本研

究中
,

企鹅珍珠贝 在不同组织表达的座位数

就有差异 消化盲囊
、

闭壳肌肌肉组织中有 个座

位
,

而在鳃组织中只检测到 个座位
。

对 亚基数的确定上
,

企鹅珍珠贝消化盲

囊
、

鳃
、

闭壳肌组织中均表现出 条纯合型酶带
,

杂合子缺失
,

无法直接判读出亚基数
。

根据现有

资料
,

该同工酶大多数为四聚体酶
,

但在无脊椎动

物中也有二聚体或单体〔】
,

对照我们研究过的与

企鹅珍珠贝同属于异形亚纲 沙 的栉

江姚圈和同为珍珠贝科 的马氏珠母贝

酶谱 待发表 , 推断企鹅珍珠贝的 应为二聚

体酶
,

但确切的亚基数还有待进一步证实
。

酶谱的判读带有一定的主观性
,

对酶谱的解

释应首先建立在研究群体的该位点处于 盯勿

平衡状态这一零假设上
,

与此相反的假

设应仔细检验
。

尤其是在一个新的研究对象的初

期工作中
,

应尽量多分析几个组织
,

以免位点漏

检
。

因不同组织中
,

位点的表达可能存在很大差

异
,

酶谱差异不仅表现为位点的表达与否
,

还表现

为活性的强弱不同
,

这种现象在企鹅珍珠贝中特

别明显
,

如 一 在外套膜中有明显表达
, 一

在消化盲囊
、

外套膜中未见表达
, 一 在消化

盲囊
、

鳃组织中都未检测到
,

等等
,

如果只随机在

一或两个组织中进行检测并作分析
,

结果可能是

不全面的
。

另外
,

样本数量的多少
,

也影响着对

酶谱判读的准确性
,

因个体间表达有差异
,

仅根据

少量几个样本的酶谱来做判断
,

可能会失去某些

信息
,

尤其是一些稀有基因会漏检掉
,

如外套膜中

的 一 、

闭壳肌组织的 一 等位点
“

沉默
”

或
“

无效
”

基因和闭壳肌 凡‘ 一 一 等位点

个别样本中 基因等的检出
,

都需一定数量的样

本为基础
。
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表 企鹅珍珠贝基因座位的分布
,

等位基因频率及 扩检验
, 一

血

基因座位

一

黑
基 因型 观察值 预期值 等位基因频率

分

姗姗比

一

】

比瓜 一 《 弓

凡 一 嚣 汉

凡 一 月泛买〕

案 哭价 一

凡 一 ,

‘

吕吕

凡 一

月么之 一 记训摊

压价刀 一

迁试

芝劲弓
月

〔

封

性洲

反

欠玉

,

明〕

芝劲宝

仅汤

朋

乏引

肠月介 一

〔又娥 一 肠

仆抖

八认 一 】

乙 石一

一
,

,

义

契

注 一 闭壳肌
, 一 消化盲囊

, 一 鳃
, 一 外套膜

,

为显 著性水平

一 , 一 , 一 , 一 , 一
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为正确进行生化遗传分析
,

需优化实验条件
,

使酶谱表型有 良好的重复性
。

在研究中
,

实际电

泳图潜和理论上可能出现的同工酶带数往往不

符
,

如 一
、

翻
、 一 、

‘ 等编码的同工

酶
,

其原因是多方面的 可能因某些低等动物
,

不

同亚基的亲和力较低
,

杂合子数 目较少 或酶电荷

和分子量差异较小
,

在电泳 分离不开
。

另外
,

无

效基因或零基因的存在也会导致 卜述情况发生
。

企鹅珍珠贝中的无效等位基因

在企鹅珍珠 贝中
,

’一 和 ‘ , 一 两个

位点明显存在不能通过电泳检测其产物的哑等位

基因
,

其基因频率相对较高
,

在样本中出现了一定

数量的
“

无效
”

同型合子的电泳表型 即无酶带
,

它的出现是无效等位基因 哑等位基因或 。等位

基因 存在的证据
。

如 一 位点在外套膜中推

测编码的 个二聚体酶
,

通常应出现 条酶带
,

但

多数个体表现为 条酶带
,

个别个体未检测到酶

带
,

合理的解释是其中有一个的哑等位基因
,

在纯

合状态下不能显示 电泳带
。

该现象在 同

工酶中也较明显
。

位点 洲 一 至少由 个等

位基因控制
,

推测有 个等显性基 因和 个亚基

因
,

它们产生的酶带较特别
,

尤其在消化盲囊中
,

哑等位基因的频率很高
,

然而适合度检测却又很

符合基因平衡定律
,

这似乎表明存在哑等位基因

假设有一定合理性
。

对于无效等位基因或对应电泳表型产生的原

因
,

直至 目前还没有权威的解释
。

某一特定的酶

带未显现
,

归结起来应该有 个方面可能 一是相

关的酶蛋白未产生
,

二是蛋 白虽产生但缺乏相应

的酶活性
,

第三种 可能则是所用的同工酶检测 的

实验条件不适合该酶的检出
。

有研究报道其它物

种也存在哑等位基因队 ‘”」
,

但对其出现的原因多

未作深人分析
。

相对而言
,

这种现象在贝类中报

道的较多 ” 〕
,

是否是一种正常的生理与生化调节

方式
,

或与贝类生活环境多变存在某些关联还需

更深入的研究
,

但 目前我们至少可 以说
,

哑等位基

因的存在也是遗传多样性的一种表现
,

贝类 中哑

等位基因的频率较高也与现在通常认为的贝类遗

传多样性较丰富可能存在某种内在的联系
。

企鹅珍珠贝位点多态性

此次分析的 个位点中
,

多态位点有 个
,

其 中 个 多 态 位 点 的 基 因频 率 与 盯

定律相符
,

而 八认 一
、

侧 一 、 一 ,

个位点极显著偏离该平衡
,

其中 侧 一
、

侧 一

是由于群体中杂合子缺失
,

这与已报道的双壳类

天然群体中杂合子缺失 比较普遍存在的现象相

符
,

对这 一 现象 的解 释 目前还未取得 一 致的看

法 ’“
,

’“ 」。 而 一 位点全为杂合子
,

此现象是

因纯合子的存活力低或因其他原 因造成
,

尚需进

一步探讨
。

通常用多态位点 比例
、

平均每个位点杂合度

等参数来衡量居群的遗传多样性
。

此次分析结果

显示
,

群体多态位点 比例为
,

平均杂合度

为 土 ,

远高于 种海洋贝类的平均杂

合度 士 ‘钊 ,

表现 出丰富的遗传多样

性
。

初步分析是由于该贝人工养殖的历史较短
,

其原始种质资源较其他养殖时间长的贝类保存要

好
。

虽检测 个左右基因位点的样本己基本可

以作统计分析
,

但为避免因所涉及的酶系统较少

而影响结果的准确性
、

全面性
,

我们计划待检测分

析更多的同工酶系统的基因位点后
,

再根据群体

平均杂合度
、

多态位点比例等数值
,

评价企鹅珍珠

贝的遗传变异性
。

在分析讨论种群遗传结构变异

时
,

同工酶资料应结合其它方法 的研究资料进行

综合分析
,

因而
,

进一步开展核酸分子标记的研

究
,

并结合各种标记进行综合分析
,

将有助于对企

鹅珍珠贝遗传多样性的全面了解
,

并对这种珍稀

物种资源进行合理的开发
。
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