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摘　要:用彭泽鲫和尖鳍鲤的精子分别与彭泽鲫的卵子授精, 产生 2 种子代 PP 和 PS。采用聚丙烯酰胺凝胶电

泳技术对子代及父母本 3种组织 (心脏 、 肾脏 、 肝脏) 的 4 种同工酶 ( LDH, EST, SOD, MDH) 以及肌肉蛋白进

行了比较分析, 结果表明:两种子代的同工酶表型几乎完全一致, 且在肝脏 LDH 、 肾脏 EST和 SOD以及肌肉蛋

白表型上与母本彭泽鲫存在差异, 说明精子来源的不同对子代成体的同工酶和肌肉蛋白表型没有影响。暗示在

正常情况下, 无论与同源精子还是异源精子授精, 彭泽鲫都行雌核发育生殖方式。而子代与母本存在差异的事

实又意味着彭泽鲫的雌核发育与传统意义上的单性型雌核发育鱼类不同, 可能属于非典型的雌核发育 。
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　　彭泽鲫 Carassius auratus of Pengze原产于江西省

彭泽县丁家湖 、 芳湖和太白湖等天然水体中, 有关

其生殖方式的问题已有不少的研究报道。杨兴棋

等
[ 1]
最早报道彭泽鲫属于两性型天然雌核发育鱼

类。之后许多学者分别从细胞学 、 染色体组型和分

子生物学等多方面证实了彭泽鲫的雌核发育性

质
[ 2-5]

。虽然研究者对彭泽鲫的雌核发育生殖方式

基本没有疑义, 但在异源精子对雌核发育子代的遗

传贡献上却存在两种截然不同的观点。一种观点认

为异源精子对雌核发育鲫鱼的卵子发育只起刺激作

用, 精子的遗传物质并没有遗传给子代, 也就是说

子代完全继承了母本的遗传特性。相关的证据涉及

到受精生物学
[ 3]
、 同工酶表型

[ 6]
和分子生物学

[ 7]
等

多个方面 。另一种观点则认为异源精子对子代的遗

传有贡献, 也就是说父本的遗传物质进入子代, 子

代与母本的遗传特性并不完全一致
[ 4, 8-10]

。

为了探讨父本对子代的影响情况, 我们用不同

精子授精得到子代, 对子代及父母本不同组织的乳

酸脱氢酶 ( LDH) 、 酯酶 ( EST) 、 超氧化物歧化酶

(SOD) 、 苹果酸脱氢酶 ( MDH) 以及肌肉蛋白

(Muscle protein) 进行了比较研究, 试图从生化同

工酶表型的角度分析子代与双亲在遗传上的异同 。

1　材料与方法

1.1　材　料

实验鱼取自华南师范大学生命科学学院南海试

验基地 。母本彭泽鲫♀1尾 ( P♀) , 父本彭泽鲫♂

( P♂) 和尖鳍鲤♂ ( S♂) 各 1尾 。常规人工催产,

将雌性彭泽鲫的成熟卵子平均分为 2份, 分别用雄

性彭泽鲫和尖鳍鲤的精子进行体外人工授精, 受精

卵常规室外水泥池孵化 。2组鱼苗在 2 个面积约

650 m
2
的培苗池中分池养殖。催产之后 3尾亲本养

于室内水族箱中备用。当子代长至体质量 50 g 以

上时, 每组各取 10尾进行实验 。彭泽鲫精子授精

组的子代以 PP 表示, 尖鳍鲤精子授精组的子代以

PS表示。

1.2　酶液制备

将上述实验鱼活体解剖, 取肾脏 、肝脏 、 心脏

和背部肌肉, 置于-20 ℃冰箱中备用 。按 1∶10的

比例 (组织重 缓冲液体积) 加入预冷的磷酸缓冲

液 ( 0.2 mol L, pH 7.0) , 将组织低温研磨充分,

在 TGL_16G_A型高速冷冻离心机上进行离心, 4 ℃

100 00 r min离心 30 min, 提取液置于-20 ℃冰箱

中备用 。
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1.3　电　泳

分离胶为 w=7.5%的聚丙烯酰胺, 浓缩胶为

w=2.5%。电泳缓冲液为 pH 8.3的 Tris_甘氨酸溶

液
[ 11]
。采用 DYY_Ⅲ型垂直板电泳槽, DYY_2 型稳

压稳流电泳仪在4 ℃冰箱中进行电泳。同工酶染色

按照朱蓝菲的方法并略有改变
[ 12]

, 肌肉蛋白染色

按照 Barnes N等
[ 13]
的方法进行 。

1.4　拍照及模式图的绘制

对已染色及固定好的凝胶在 BIO IMAGING

SYSTEM下进行拍照, 并根据胶片绘制模式图。

2　结　果

2.1　乳酸脱氢酶 ( LDH, 1.1.1.27)

由图 1可以看出, 彭泽鲫心脏和肾脏的 LDH

分别有 9条和8条酶带, P♀、 P♂、 PP 和 PS 的酶

带完全相同。尖鳍鲤的 LDH 相应酶带的迁移率与

其它 4组明显不同, 心脏中的迁移率相对较大, 而

肾脏中的迁移率相对较小 。在肝脏的 LDH 中, P ♀

表现为7条酶带;与 P♀相比, P ♂和 PP 多一条染

色较浅的酶带, PS 多一条染色较深的酶带;而尖

鳍鲤的酶带为 13条, 其迁移率比彭泽鲫相应酶带

明显要大 。

2.2　酯酶 ( EST, 3.1.1.1)

鱼类的酯酶( EST)绝大多数为单体,只含 1个亚

基,一般由 2个以上的等位基因编码,多态现象非常

普遍。在心脏组织中, P♀、PS 为 4条酶带, 第 1 条

染色较深, 其它 3条染色较浅(图 2( a) ) ;P♂、PP和S

♂各为3条, 但 S♂与P♂和PP的迁移率不同。在

肾脏组织中, P♀、 P♂和 S♂为 4条酶带, 其中 P

♀和 P♂的酶带完全相同, S♂除第 1条酶带之外,

其余 3 条的迁移率与 P ♀和 P ♂相差较大 (图 2

( b) ) ;PP 和 PS 都表现为 3条酶带, 即比 P♀和 P

♂各少了 1条染色较浅的酶带 。而在肝脏组织中,

S♂表现为 3条酶带, 与其余四组一致表现为 4条

酶带存在明显差异 (图 2 ( c) ) 。

2.3　超氧化物歧化酶 (SOD, 1.15.1.1)

鱼类的超氧化物歧化酶 ( SOD) 分为线粒体型

( m_SOD) 和细胞质型 ( s_SOD) 2种
[ 14]
。在心脏组

织中, 除了S♂表现为 4条清晰酶带之外, 其余都

为 2条酶带, 但 P ♀的第 2条酶带比 P♂、 PP 、 PS

的染色要深 (图 3 ( a) ) 。在肾脏组织中, P♀和 P

♂同为 6条酶带;PP 和 PS 同为 5条酶带, 它们比

P♀和 P♂少了 1条染色很浅的酶带;而S♂则表现

为十条酶带, 除第 2条染色较深而且较宽之外, 其

余九条都比较细且染色不深 (图 3 ( b) ) 。

2.4　苹果酸脱氢酶 ( MDH, 1.1.1.37)

鱼类的苹果酸脱氢酶也分为线粒体型 ( m_

MDH) 和细胞质型 ( s_MDH) 2种
[ 14]

, 它是由两个

基因座位编码的二聚体酶。P♀、 P ♂、 S♂、 PP 和

PS在心脏组织中都表现为 7条酶带 (图 4) 。其中

m_MDH均为 3 条, 各组的迁移率也完全一致, 但

活性高低有较大差异;s_MDH均为 4条, 彭泽鲫各

组迁移率完全一致, 尖鳍鲤的迁移率明显比彭泽鲫

要慢。

2.5　肌肉蛋白

肌肉蛋白的条带清晰而且较多 (图 5) 。P ♀、

P♂、 S♂、 PP 和 PS 依次具有 19 、 17 、 14 、 16和

16条谱带 。在第 1区段, 除S♂外各有 7条带, 且

P♂的头 2个条带与其它的有些差别, 其迁移率非

常接近, 好像是 1条带, 但在自然光下两条带清晰

可见;在第 2和第 3区段 P♀比 PP 和 PS 各多出 1

条和2条酶带, 比 P♂分别多出 1条酶带;而在第

图 1　LDH 电泳图谱 (上) 和模式图 (下)

Fig.1　Electrophoretograms ( up) and models ( down) of LDH isozymes ( a) 心脏;( b) 肾脏;( c) 肝脏
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图 2　EST电泳图谱 (上) 和模式图 (下)

Fig.2　Electrophoretograms ( up) and models ( down) of EST isozymes

( a) 心脏;( b) 肾脏;( c) 肝脏

图 3　SOD电泳图谱 (左) 和模式图 (右)

Fig.3　Electrophoretograms ( left) and models ( right) of SOD isozymes

( a) 心脏;( b) 肾脏

4区段都为一条带, 但 P♀和 P♂与 PP 和 PS 的迁

移率不同 。S♂与其他 4种材料有 5 条谱带的迁移

率相同, 在第 1和第 2区段分别有4条和1条 。

3　讨　论

本实验结果表明尖鳍鲤几种组织的 LDH,

EST, SOD和MDH与彭泽鲫存在较大差异, 同时这

几种同工酶在不同研究对象中都存在明显的组织特

异性 。说明作为一种检测手段, 本文采用的几种同

工酶是可以显示出客观存在的差异的 。

雌核发育是指卵子需经亲缘关系相近的雄性提

供的精子激发卵子发育, 但不发生雌雄原核的融

合, 是一种无融合或假融合的生殖方式。群体全部

由雌性构成, 或仅含少量的雄性个体, 只产生雌性

的后裔, 表现型似母本, 基因型则与母本相同或略

有差异, 视卵核发育的途径而定
[ 15]
。关于鱼类的

雌核发育, 国内外学者提出了不同的看法 。Schultz

等
[ 16]
推断花 属 Poecilia的雌核发育三倍体雌 、雄
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图 4　心脏 MDH 电泳图谱 (左) 和模式图 (右)

Fig.4　Electrophoretograms ( left) and models ( right)

of MDH isozymes in heart

图 5　肌肉蛋白电泳图谱 (左) 和模式图 (右)

Fig.5　Electrophoretograms ( left) and models ( right)

of muscle protein

原核并不融合, 父本染色体不能掺入到合子中, 精

子的惟一作用是刺激卵子发育 。因此, 雌核发育过

程中使雄性染色体失活或排除的机制仍是一个谜 。

在雌核发育鲫鱼中, 当同源或异源精子进入银鲫或

彭泽鲫卵动物极后, 只排出唯一的一个极体, 精核

始终受到抑制而不形成雄性原核, 保持固缩状

态
[ 3,17]
。Lieder也曾观察到在 8细胞时精核仍保持

固缩状
[ 18]
。但蒋一 等

[ 8]
认为异源精子对银鲫的

雌核发育子代有遗传贡献, 并称之为 “异精生物学

效应” 。随后, 不少学者都找到了异精效应的分子

证据
[ 4, 9,10]

, 但迄今为止, 尚未发现更直接的形态

学或蛋白质表型上的证据 。

从我们的实验结果来看, 彭泽鲫精子或尖鳍鲤

精子刺激彭泽鲫卵子产生的子代在几种组织同工酶

和肌蛋白的表型上基本完全一致 (心脏的 EST 有 1

条染色很浅的酶带只存在于PS中, 而PP中缺失的

事实不能作为可靠的差异) , 说明异源精子即使对

子代有遗传贡献, 也不表现在成体或幼体常见的同

工酶表型上。但本文的实验设计使我们发现了另一

个较少被注意到的现象, 即子代 (无论是同源子代

还是异源子代) 与母本在一些同工酶弱带上存在差

异 (图 1 ( c) , 图 2 ( b) , 图 3 ( b) , 图 5) , 且这

些差异与父本没有直接关系 。虽然弱带的差异可能

会受实验条件的影响, 但本实验中约有 40%的组

织同工酶表现出类似的弱带差异, 特别是在肝脏

LDH和肌肉蛋白的表型上这种差异比较明显。即

使不足以得出明确的结论, 应当也可以说明一些问

题 。这是否意味着彭泽鲫具有的雌核发育生殖方式

与传统意义上的雌核发育不同? 即不论精子来源如

何, 都有可能对子代产生影响, 而不是单单起刺激

卵子发育的作用? 其雌核发育子代都有可能产生变

异, 而并非完全的母性遗传 ?当然, 这只是一个初

步的推测, 需要更加充分的证据 。

Zhou等
[ 19]
对银鲫应答不同来源精子采用不同

的生殖方式提出了明确的分子证据, 认为银鲫在与

同源精子受精时采用两性生殖, 而与异源精子受精

时则采用雌核发育生殖方式 。本文结果与上述观点

并不一致。同时他们认为彭泽鲫是银鲫的一个品

系, 与银鲫的 A系有着相似的遗传背景
[ 20-22]

。据

此推论, 彭泽鲫也应当具有两种生殖方式, 显然这

一观点较难解释本文的结果 。虽然我们发现的差异

都是弱带的差异, 但几乎都是子代相同而与母本不

同, 这很难让人相信精子来源的不同会对子代同工

酶表型产生影响。而异源子代与同源子代的表型完

全相同, 并非与母本完全相同, 也说明在应答不同

来源的精子时, 彭泽鲫可能采取同样的生殖方式,

即非典型的雌核发育。同样, 对这一问题还需要作

进一步深入系统的研究 。
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Comparative Study on the Isozymes of Offspring Developed from Pengze crucian

Carp Eggs Activated by Different Sperms and Their Parents
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( 1.College of Life Science, South China Normal University, Guangzhou 510631, China;
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Abstract:The eggs of pengze crucian carp ( Carassius auratus of Pengze) were stimulated by pengze crucian carp and

sea carp ( Cyprinus acutidorsalis Wang) sperms, respectively.The offspring were called PP and PS, respectively.Four

isozymes ( LDH, EST, SOD, MDH) of three tissues ( heart, kidney and liver) and muscle proteins of the offspring and

their parents above were investigated used by polyacrylamide gel electrophoresis method.The results showed that the

isozymes patterns of PP and PS were almost identical, that means no influence on the offspring coming from different

sperms.But differences were found in some isozymes and muscle protein phenotype between the offspring and their

maternal parent.That maybe hinted the gynogenesis of pengze crucian carp is different from the traditional gynogenesis of

unisexual animals.

Key words:gynogenesis;Carassius auratus of Pengze;isozyme;muscle protein;Cyprinus acutidorsalis Wang
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