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Biochemical genetic analysis of isozymes in Plecoglossus altivelis

population in Fuxi

HUANG Fu2yong ,LI Ming2yun

( Faculty of Life Science and Biotechnology , Ningbo University , Ningbo 　315211 , China)

Abstract :30 ayu ( Plecoglossus altivelis ) samples were collected from the cultural net in Fuxi Town , Ninghai

County , Zhejiang Province . Polyarylamide gel electrophoresis was used to detect the expression of isozymes in 8

organs or tissues : eye , liver , kidney , muscle , spleen , heart , gill and pectroral fin. ADH , CAT , POD , ACP ,

AL P , EST , LDH , MDH , ME , GcDH , SCD , GDH , SDH , SOD , ATP were analyzed and the biochemical genetic

results showed that 15 isozymes were coded by 55 gene loci ,12 of which (ADH21 ,ADH24 , CAT22 , POD23 ,AL P2
2 , EST23 , EST24 , LDH25 , ME24 , GcDH24 , GDH , SDH22 ) were found polymorphic . The population of ayu

( Plecoglossus altivelis) in Fuxi town showed the higher genetic diversity when compared with other freshwater

fishes , with 21. 8 %of the proportion of polymorphic loci and 0. 0459 of the average heterozygosity per loci . And

we think the expression of CAT , POD and SOD of ayu ( Plecoglossus altivelis ) can be used to evaluate the

influence to body2protecting system of the fish when environmental factors were changed. The expression of

isozymes in pectroral fin can be used as genetic marker in breeding of ayu ( Plecoglossus altivelis) .
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　　香鱼 ( Pleccoglossus altivelis) 隶属鲑形目 ,香鱼科 ,香鱼

属 ,为我国小型名贵经济鱼类 ,广泛分布在北起鸭绿江南

至广西北仑河等涉海溪流江河中 ,也可生活在大型陆封水

库中[1 ] ,为一年生洄游鱼类。近年来 ,由于各地捕捞强度

增大、水利设施建设以及环境污染日益严重等原因 ,各地

香鱼资源量均急剧减少。关于香鱼的地理分布、生态习

性、繁殖生物学及人工繁殖技术 ,已经有较多报道 [2 - 8 ] ,但

生化遗传方面的研究尚未见有报道。同工酶作为一种重

要的生化指标 ,在鱼类种质资源利用、遗传育种方面有较

多应用。作者应用聚丙烯酰胺凝胶 ( PAGE) 电泳方法 ,对

香鱼的 8 种组织或器官进行了 18 种同工酶研究 ,选取其

中 15 种较清晰的酶谱进行同工酶位点分析 ,以期为香鱼

种质资源保护与开发以及遗传育种提供基础资料。



1 　材料与方法

香鱼于 2003 年 5～9 月采自浙江省宁海县凫溪镇 ,共

30 尾 ,体长为 12. 6～15. 5cm ,体重为 30～45g。对香鱼进

行活体取样 ,取眼球、肝脏、肌肉、脾脏、肾脏、心脏、胸鳍和

鳃耙等 8 种器官或组织 ,直接进行分析或置超低温冰箱

( - 71 ℃) 保存至分析。同工酶电泳采用聚丙烯酰胺凝胶

(PAGE) 电泳 ,电极缓冲液为 Tris - 甘氨酸 , TG ,pH = 8. 3。

样品的制备及结果处理参照文献 [ 9 ] ,凝胶的制备及电泳

方法参照文献[10 ] ,凝胶染色参照文献 [ 9 ,11 ,12 ] ,电泳酶

谱分析参照文献[13 ] 。

数据处理采用文献 [ 16 ]的方法 ,统计多态座位比例

(mean proportion of polymorphic loci2P) 和每个座位的平均

杂合度 (average heterozygosity per locus2H) ,其计算式如下 :

(1) P = 多态位点数/ 总座位数 ;

(2) H = ∑(1 - ∑xi
2) / n

以上 xi 为 x 种群的第 i 个等位基因的频率 , n 为所测

位点的总数。

2 　结果与分析

2. 1 　TG缓冲体系对同工酶的筛选结果
本实验在 TG 缓冲体系下检测了 18 种同工酶 ,共筛选

出具有清晰图谱的下列 15 种同工酶进行生化遗传分析 :

醇脱氢酶 (ADH , E. C. 1. 1. 1. 1) 、过氧化氢酶 ( CAT , E. C.

1. 11. 1. 6) 、过氧化物酶 ( POD , E. C. 1. 11. 1. 7) 、酸性磷酸

酶(ACP , E. C. 3. 1. 3. 2) 、碱性磷酸酶 (ALP , E. C. 3. 1. 3.

1) 、酯酶 ( EST , E. C. 3. 1. 1. 1) 、乳酸脱氢酶 (LDH , E. C. 1.

1. 1. 27) 、苹果酸脱氢酶 (MDH , E. C. 1. 1. 1. 37) 、苹果酸酶

(ME , E. C. 1. 1. 1. 40) 、D2葡糖脱氢酶 ( GCDH , E. C. 1. 1. 1.

118) 、琥珀酸脱氢酶 (SCD , E. C. 1. 3. 99. 1) 、谷氨酸脱氢酶

(GDH , E. C. 1. 4. 1. 2) 、山梨醇脱氢酶 (SDH , E. C. 1. 1. 1.

14) 、超氧化物歧化酶 (SOD , E. C. 1. 15. 1. 1) 、三磷酸腺苷

酶 (ATP , E. C. 2. 7. 4. 3) 。

对另外 3 种酶的分析结果如下 ,辛醇脱氢酶 (ODH) 和

半乳糖脱氢酶 ( GAD) 只显示微弱不清晰的酶带 ,α2磷酸甘

油脱氢酶 (α2GDPH) 主要在肝脏和肾脏表达 ,但酶带模糊

无法准确判读。

2. 2 　凫溪香鱼同工酶表达及生化遗传分析酶
ADH 　二聚体酶 ,共有 5 个基因座位编码 ,具有明显

的组织特异性 ,在眼睛和肝脏中活性最强。对肝脏进行群

体分析发现 ,ADH21、ADH24 为多态 ,ADH21 有 60 和 100 两

个等位基因 ,检测到 60/ 100 和 100/ 100 两种表型 ; ADH24

有 91 和 100 两个等位基因 ,检测到 91/ 100 和 100/ 100 两种

表型。ADH21、ADH22 、ADH23、ADH25 均为单态 (图 1 - 1 ,

2) 。

CAT 　四聚体酶 ,由 7 个基因座位编码 ,具有显著的

组织特异性 ,在肌肉中活性强且具有复杂的酶谱。对肌肉

进行群体分析发现 ,仅有 CAT22 为多态 ,观察到 91、100 两

个等位基因的两种表型 :91/ 100 和 100/ 100 ,其它座位均为

单态 (图 1 - 3 ,4 ) 。

POD 　单体或二聚体酶 ,由 3 个基因座位编码 ,在肌

肉和胸鳍中没有检测到活性 ,在其它各组织中活性均较

强。POD23 为多态 ,有 91 和 100 两个等位基因 ,只检测到

91/ 100 和 100/ 100 两种表型。其余座位均为单态 (图 1 -

5 ,6) 。

ACP 　单体或二聚体酶 ,由 3 个基因座位编码 ,在肌

肉中活性最低 , ACP23 仅在肾脏中表达 ,且活性较低。具

有明显的组织特异性。各基因座位均为单态 (图 1 - 7 ,8) 。

ALP 　单体或二聚体酶 ,由两个基因座位编码 ,在眼

睛、脾脏、肝脏、心脏和胸鳍中的表达均和 ACP 相似 ,但肌

肉中活性较强而鳃耙中活性较低。具明显组织特异性。

ALP22 为多态 ,有 86 和 100 两个等位基因 ,只检测到 86/

100 和 100/ 100 两种表型。ALP21 为单态 (图 1 - 9 ,10) 。

EST 　为二聚体酶 ,共记录了 7 个基因座位 ,在各组织

中均具有较强活性 ,具有显著的组织特异性。以肝脏和肾

脏中活性最强 ,对其进行群体分析表明 , EST23 和 EST24 均

为多态 , EST23 具有 90 和 100 两个等位基因的两种表型 :

90/ 100 和 100/ 100 , EST24 具有 100 和 110 两个等位基因 ,

仅检测到两种表型 ,100/ 100 和 100/ 110 (图 1 - 11 ,12) 。

LDH 　四聚体酶 ,由 5 个基因座位编码 , A、B、C 基因

分别对应图中 LDH21、LDH22、LDH25 基因座位 , A、B 基因

在 8 种器官或组织中表达 ,但在各部分活性差异较大 ; C

基因同时在眼睛和肝脏中表达 ,但活性较弱。C 基因座位

为多态 ,具有 89 和 100 两个等位基因 ,检测到两种表型 ,

89/ 100 和 100/ 100 (图 1 - 13 ,14) 。

MDH 　二聚体酶 ,由 4 个基因座位编码 ,有 s (细胞质

型)2MDH 和 m (线粒体型)2MDH 两种类型。两种类型分

别有两种基因座位编码 ,互相之间不杂合 ,且均为单态 (图

1 - 15 ,16 ) 。

ME 　四聚体酶 ,由 4 个基因座位编码 ,在肝脏和肾脏

中活性最强 ,鳃耙中没有检测到活性 ,肌肉、脾脏、胸鳍中

活性较低 ,具有明显组织特异性。ME24 为多态 ,具有 83

和 100 两个等位基因 ,仅检测到 83/ 100 和 100/ 100 两种表

型。其余座位均为单态 (图 1 - 17 ,18) 。

GcDH 　二聚体酶 ,由 4 个基因座位编码 ,在脾脏中活

性较弱 ,其余组织或器官中活性较强 ,组织特异性不明显。

GcDH24 为多态 ,有 93 和 100 两个等位基因 ,仅检测到 93/

100 和 100/ 100 两种表型。其余座位均为单态 (图 2 - 19 ,

20) 。

SCD 　单体酶 ,由 3 个基因座位编码 ,在肝脏和肾脏

中活性较强 ,其余组织或器官中活性较弱 , SCD23 仅为一

条微弱的酶带。有明显组织特异性。各个基因座位均为

单态 (图 2 - 21 ,22) 。

　　GDH 　四聚体酶 ,由 1 个基因座位编码 ,仅在肝脏和
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肾脏中表达 ,多态 ,由 64 和 100 两个等位基因 ,检出 64/

100 和 100/ 100 两种表型 (图 2 - 23 ,24 ) 。

SDH 　二聚体酶 ,由两个基因座位编码 ,在肝脏中活

性较强而肾脏中活性较弱 ,其它组织或器官中未检测到活

性。SDH22 为多态 ,观察到 86、100 和 109 3 个等位基因的

4 种表型 : 86/ 86、100/ 100、109/ 100 和 109/ 109 (图 2 - 25 ,

26) 。

SOD 　二聚体酶 ,由 3 个基因座位编码 ,在眼睛和胸

鳍中活性较弱 ,其它组织或器官中活性均较强 ,肝脏中活

性最强。各个基因座位均为单态 (图 2 - 27 ,28) 。

ATP 　单体酶 ,由两个基因座位编码 ,在胸鳍中活性

最强 ,肌肉中没有检测到活性。各个基因座位均为单态

(图 2 - 29 ,30) 。

凫溪香鱼群体多态位点基因频率统计见表 1。凫溪

香鱼群体的多态座位比例为 21. 8 % , 平均杂合度为

0. 0459。

3 　讨论

3. 1 　香鱼的同工酶表达
同其它鱼类相比 ,香鱼具备了较为复杂的同工酶系

统。研究了 15 种同工酶 ,共检出 54 个基因座位 ,平均每

种酶检出 3. 6 个基因座位。马波和石连玉[14 ]采用淀粉凝

胶电泳 (SGE) 方法对和香鱼同为鲑科鱼类的山女鳟进行

研究 ,做了 6 种同工酶共检出 13 个基因座位 ,平均每种同

工酶检出 2. 2 个基因座位。本实验采用的 PAGE 电泳方

法 ,较 SGE 方法分辨率更高 ,更加有利于检出一些活性较

弱或组成更复杂的同工酶 (如本实验中的 EST、CAT 等 ,二

者共记录了 14 个基因座位 ,占所记录基因座位总数的

25. 9 %) 。

香鱼的 EST 酶谱较复杂 ,在肝脏和肾脏中活性最强 ,

这是由于 EST 是催化酯类化合物水解的酶系 ,能水解大

量非生理存在的酯类化合物 ,包括某些药物 ,因此认为具

有解毒作用 ,而肝、肾是最重要的解毒器官。香鱼的 CAT、

POD、SOD 均与清除鱼体内自由基有关 , POD 能利用 H2O2

氧化供氢体 , CAT 可以催化 H2O2 分解为 H2O 与 O2 ,也可

催化 H2O2 氧化某些供氢体 ,SOD 也是生物体防御氧化损

伤的重要酶类 ,它能催化 O - 2发生歧化反应 ,生成 H2O2和

O2
[15 ] ,上述 3 种酶常作为机体保护系统加以研究 ,香鱼的

肌肉组织中 CAT 活性最强 , POD 没有检测到活性 ,但 SOD

活性稍低 ,这说明肌肉组织中清除自由基的机能主要是由

CAT 联合 SOD 完成的 ,推测 CAT 在其中发挥主要作用。

另外 , CAT、POD 均具有复杂清晰的酶谱 ,且具有多态位

点 ,SOD 活性高 ,具有一定的组织特异性 ,可以考虑将 3 种

同工酶结合来评价生理生化、环境因子对香鱼机体保护系

统的影响。

香鱼的 LDH21 存在于除脾脏之外的各个组织与器

官 ,且在各个组织与器官中活性较强 , 推测为基因座位

A4 ,第 2 条带清晰明显 ,且在肝脏中为超显性 ,作者推测为

基因座位 B4 。第 5 条带同时在眼睛和肝脏中表达 ,活性较

低 ,与靠近阴极的 4 条带分隔明显 ,推测为 C4 。第 3 条和

第 4 条区带与第 2 条区带大致分布于同一区域 ,位于 B4和

C4 之间 ,作者认为是两者的杂合带。

3. 2 　香鱼有效遗传标记筛选
本试验所分析的同工酶中 ,共含有 12 个多态基因座

位 ,其中 ADH、EST 等 ,不仅酶谱清晰 ,还包含有多个多态

基因座位 ,经筛选后可以作为遗传育种的有效标记 ,也可

以作为群体间识别以及物种进化的有效标记。为了能够

直接应用于遗传育种并解决活体取样问题 ,本试验对胸鳍

进行了分析 ,发现在多种酶中均可检测出活性 ,在 ADH、

CAT、EST、LDH、GcDH 等 5 种同工酶中 ,还可以得到较清

晰的图谱 ,因此作者认为可以采用胸鳍作为活体取样材料

应用于香鱼遗传育种的遗传标记。

表 1 　凫溪香鱼群体多态位点等位基因频率

Tab. 1 　Allele frequencies at 12 polymorphic loci in population of Plecoglossus altivelis in Fuxi

基因位点
locus

等位基因
allele

基因频率
allele frequency

基因位点
locus

等位基因
allele

基因频率
allele frequency

ADH21 100 0. 83 EST24 100 0. 87

60 0. 17 110 0. 13

ADH24 100 0. 87 LDH25 100 0. 92

91 0. 13 89 0. 08

CAT22 100 0. 80 ME24 100 0. 93

71 0. 20 64 0. 07

POD23 100 0. 90 GcDH24 100 0. 88

91 0. 10 93 0. 12

ALP22 100 0. 98 GDH 100 0. 87

86 0. 02 64 0. 13

EST23 100 0. 85 SDH22 100 0. 84

90 0. 15 86 0. 03

109 0. 13
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图 1 　凫溪香鱼群体同工酶电泳图谱 ( Ⅰ)

Fig. 1 　Electrophoretic patterns of isozymes in Plecoglossus altivelis population in Fuxi

1～2. ADH; 3～4. CAT ; 5～6. POD ; 7～8. ACP; 9～10. ALP; 11～12. EST; 13～14. LDH;15～16. MDH;17～18. ME;

E :眼睛 ; L :肝脏 ; M :肌肉 ;S :脾脏 ; K:肾脏 ; H :心脏 ; P :胸鳍 ; G :鳃耙(图 1 和图 2 中 ,各图谱电泳方向一致 ,均为上端阴极 ,下端阳极)

E :eye ; L :liver ;M :muscle ; S :spleen ; K:kidney ; P : pectroral fin ; G :gill (In fig. 121 and fig. 122 ,the upside of the electrophoresis patterns

is cathode and the underside of which is anticathode , and the direction of all the electrophoresis patterns is same)
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图 2 　凫溪香鱼群体同工酶电泳图谱 ( Ⅱ)

Fig. 2 　Electrophoretic patterns of isozymes in Plecoglossus altivelis population in Fuxi

19. GcDH; 20. GcDH; 21～22. SCD ;23～24. GDH; 25～26. SDH; 27～28. SOD ;29～30. ATP

E :眼睛 ; L :肝脏 ; M :肌肉 ;S :脾脏 ; K:肾脏 ; H :肾脏 ; P :胸鳍 ; G :鳃耙

E :eye ; L :liver ; M :muscle ; S :spleen ; K:kidney ; P : pectroral fin ; G :gill

3. 3 　凫溪香鱼群体的遗传多样性
多态基因座位是种群遗传多样性的一个重要指标 ,淡

水鱼类一般在 11. 8 %～33. 3 %[16 ] 。李思发[17 ]在 1996 年

发表的资料中 ,长江中、下游鲢、鳙、草鱼、青鱼的多态座位

比例分别为 5. 9 %、17. 7 %、6. 7 %和 5. 9 % ,1987 年资料表

明 ,鲢、鳙、草鱼的多态座位比例分别为 14. 8 %、17. 4 %、

16. 7 %。由此可见凫溪香鱼群体的多态座位比例为

21. 8 % ,高于 1996 年和 1987 年的水平 ,在淡水鱼类中属于

较高水平。平均杂合度与测定样本的大小关系不太大 ,比

多态座位比例能更直接、有效地度量群体遗传变异地情

况。凫溪香鱼群体的平均杂合度为 0. 0459 , 高于李思

发[17 ]资料中 1996 年长江中、下游鲢、草鱼、青鱼的平均杂

合度 ,上述 3 种淡水鱼类分别为 0. 0180、0. 0237 和 0. 0010 ,

低于鳙的平均杂合度 0. 0674。

综上所述 ,凫溪香鱼具有较为丰富的遗传多样性 ,这

与开展人工养殖时间较短、所采集养殖鱼类大多为野生亲

鱼的子二代或子三代情况相符。同时也提示 ,必须做好香

鱼的资源保护 ,要做好野生香鱼栖息溪流的保护 ,在人工

繁殖选择亲鱼时 ,也要尽可能避免近亲交配 ,避免因为小

群体亲鱼繁育产生的瓶颈效应导致遗传多样性降低 ,从而

造成养殖香鱼的种质衰退。
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