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中华哲水蚤不同地理种群苹果酸脱氢酶(MDH)的比较 *
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中华哲水蚤(Calanus sinicus Brodsky)是属于甲壳

纲 (Crustacea)桡足亚纲 (Copopeda)哲水蚤目

(Calanoida)哲水蚤属 (Calanus Leach)的一类浮游动

物 ,为暖温带种 ,广泛分布于我国渤 、黄海和东海沿岸

区 , 为这些水域的优势种 [ 1] 。有关中华哲水蚤的研究

国内有过许多报道:李少菁 [2 ] 、陈清潮 [3 ] 、林元烧等 [4 ]

曾分别对该种类生活习性 、摄食 、生殖及生活史进行

过研究 , 林元烧 、曹文清等 [5 ]
也曾对厦门港不同月份

采集的中华哲水蚤染色体组型进行了分析 。而不同地

理种群和不同季节种群的中华哲水蚤同工酶的研究

至今国内 、外均无报道 。中华哲水蚤是我国近海广域

性的种类 ,各海区地理环境、生态条件不尽相同 ,栖息

于各海区中的中华哲水蚤有可能在自然选择和遗传

漂变过程中产生与各海域生态环境相适应的独特的

基因型和遗传结构
[5 ] 。本实验利用同工酶电泳技术对

不同地理种群的中华哲水蚤进行同工酶分析 ,比较它

们之间的异同 , 为使中华哲水蚤研究更加系统化 , 提

供其遗传多样性中蛋白质多态性的研究资料 。

1 材料与方法

1.1 样品的采集与处理

本实验所用的中华哲水蚤分别于 2000年 10 ～ 11

月和 2001年 3 ～ 4月采自台湾海峡(主要在厦门港海

区取样)和黄海东南部 。挑选成熟 、活力强的中华哲水

蚤作为实验样品 (每个地理种群 40只), 蒸馏水淋洗

后 ,置于液氮中保存运回实验室 。样品处理时 ,单只置

于萃取缓冲液 (1 μl β-巯基乙醇 、 1 ml Tris-HCl

(0.05 mol/L pH 8.0)、少量甘油)中冰浴研磨 ,匀浆液

于 4 ℃保存备用 。

1.2 电泳

本实验采用垂直板不连续聚丙酰胺凝胶电泳技

术(PAGE)对不同地理种群的中华哲水蚤的苹果酸脱

氢酶(MDH)进行电泳 。浓缩胶的浓度为 4%(pH为

6.8),分离胶的浓度为 7%(pH为 8.9)。在 150 V电压

下电泳 1h后改变电压 ,在 350V下电泳约 4 h。电极缓

冲液为 Tris-Gly系统(pH为 8.7)。染色液按王中仁 [6 ]

的配方配制 。

2 实验结果

2.1 MDH的电泳表现型比较

台湾海峡:该酶为二聚体酶 , 由 2个基因座位编

码 , 即迁移快的位点 Mdh-1和迁移慢的位点 Mdh-2。

其中 Mdh-1由 a , b , c 3个等位基因编码 , 共发现 6种

基因型:纯合体 aa , bb和 cc及杂合体 ab , ac和 bc 。

Mdh-2由 a , b , c , d 4个等位基因编码 , 表现出 7种基

因型:纯合体 aa , bb , cc和 dd及杂合体 ac ,bd , ad。(如

图 1 a所示)。

黄海东南部:电泳表现出的酶谱与台湾海峡采集

的中华哲水蚤的酶谱相似 , 也有两个位点 。在迁移率

较快的 Mdh-1位点也有 6种基因型:纯合体 aa , bb和

cc及杂合体 ab ,ac和 bc 。迁移率较慢Mdh-2的位点有

5种基因型:纯合型 aa , bb和 cc和杂合体 ac和 bc(如

图 1 b所示)。

台湾海峡与黄海东南部的样品在位点 Mdh-1的

基因型基本相似 。但在 Mdh-2两者却有着明显的差

异:台湾海峡的样品在此位点表现出以纯合体 cc为
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主的类型 ,占总体的 63.89%;而黄海东南部的样品则

以 3条带的杂合基因型 bc为主 ,占总体的 85.71%。

2.2 MDH酶谱的遗传分析比较

为了便于比较 ,计算出苹果酸脱氢酶两个位点的

等位基因频率(见表 1)。从表中可以看出 , 台湾海峡

与黄海东南部样品的苹果酸脱氢酶的两个位点都是

多态的(多态的标准定为最常见的等位基因频率不超

过 0.95)。在 Mdh-1位点都是由三个等位基因编码 ,在

位点 Mdh-2都是由四个等位基因编码 。

3 讨论

中华哲水蚤个体较小 , 样品单只研磨后 , 所得

到的匀浆液相对较少 , 每只只能添加一次样品井 , 因

此为了保证在染色时有足够量的有活性的酶与底物

反应而显色 ,在实验中如样品处理 、加样 、电泳等过程

中都应注意保持酶的活性 ,尽量使样品处于低温状态

下;同时 ,尽量减少实验中不必要的耽搁时间 ,以便保

持酶原有的活性 ,也利于酶带的清晰辨别及遗传学分

析 。由于不同生物的酶的性质受多种因素的影响 , 所

以在电泳的过程中 , 针对不同的样品选择合适浓度和

pH值的凝胶和电极缓冲液系统及合适的染色液配方

是至关重要的 。在实验的过程中 ,曾依据真刺唇角水

蚤同工酶电泳[ 7 ]的方法 , 对中华哲水蚤进行电泳 , 但

未能得到清晰的酶带 。由此可以推测在低等的动物之

间酶的性质的差异更加明显 ,只有通过反复实验才能

得出适合某一物种的特定的电泳方法 。

两个不同地理种群的中华哲水蚤苹果酸脱氢酶

的位点中 , 所有位点都是多态的 , 这与 Bucklin等
[8 ]
所

分析的美国大西洋沿岸浮游桡足类夏唇角水蚤 4种

同工酶 6个位点都是多态的现象趋于一致 。从电泳后

MDH酶谱来看 , 在 Mdh-2位点两个不同的地理种群

之间存在着明显的差异 , 台湾海峡的中华哲水蚤以基

因型纯合的个体为主 ,占总体的 63.89%;而黄海东南

部的中华哲水蚤在此位点以 3条带的 bc基因型为

主 , 占总体的 85.71%, 并且没有基因型纯合的类型;

这种基因型的差异可能是其对所处的不同生态环境

产生适应能力所引起的 。本实验同工酶分析只考察了

MDH酶多态性 , 由此分析结果只能停留在比较粗浅

的层次上 。如果要进一步度量种群的遗传多样性或者

进行不同地理种群之间的遗传学关系的分析 ,还需对

其他多种酶进行实验 , 获得一定数量位点的等位基因

频率等数据 ,才能计算两个群体间诸如基因多样性指

数 、遗传距离等平均指标 。
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图 1 中华哲水蚤MDH同工酶的基因型、表现型图谱

a:台湾海峡;b:黄海东南部
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牙鲆(Paralichthys olivaceus T.＆S.)属鲽形目 , 鲆

科 ,牙鲆属 。南方俗称左口鱼 、皇帝鱼 、比目鱼 ,其肉质

鲜美 , 营养丰富 , 为大型名贵海产鱼类 , 经济价值很

高 ,是我国主要养殖品种之一 。近几年牙鲆养殖在福

建方兴未艾 , 但还存在许多问题 , 如夏季水温过高难

以度夏 , 而利用地下水进行工厂化养殖投资大 、成本

高 ,经济效益不理想 。因此 ,作者于 1998年利用深水

沙质底池塘进行牙鲆养殖试验 , 成功解决度夏问题 ,

取得了满意结果。

1 材料与方法

1.1 池塘条件

选择福建省莆田县南日岛垦区内池塘一个 ,面积

6.7 ha ,南北走向 ,底质沙质 ,平均水深 3 m ,最大水深

6 m , 最小水深 1.5 m。南北各设一独立的进 、排水闸

门 ,纳潮方便 ,水质清新 ,最大日换水量达 50%以上 。

1.2 苗种来源

1998年 5月 15日放养从本海区收购的野生苗种

9 000尾 ,全长在 4.3 ～ 5.2 cm。1998年 6月 5日放养

本省宁德三都澳育苗室人工繁育苗 60 000尾 ,全长在

2.5 ～ 3.0 cm ,两批合计放养 69 000尾 。

1.3 池塘清整 、消毒

1998年 1月份 , 将池内积水排干净 , 封闸晒池至

龟裂 , 清整池底表层污物 、四周的淤泥 , 安装进水滤

网 , 进水至 1.0m对池塘进行浸泡和冲刷两遍 , 后安

装暂养围网并进水 0.3 m , 施生石灰 225 g/m2浸泡消

毒 15 d ,杀灭病原体及敌害 。

1.4 培养基础生物饵料

放苗前 20天经过滤网进水 0.3m ,按N∶P∶Si=

10∶1∶0.5的比例施 2×10 -6 CO(NH2)2 , 0.2×10-6

CaHPO 4 , 0.1×10 -6 Na2SiO3 , 连续 3次 , 并逐渐添水至

0.7 m ,使池水呈黄绿色 ,透明度达 0.3 m ,基础生物饵

料丰富 。

1.5 暂养

选购周鳍透明 , 体形椭圆 , 贴壁集群 , 体表无伤 ,

花纹清晰 , 活泼健壮的牙鲆苗种;入池时用 10×10 -6

高锰酸钾 、5×10 -6呋喃唑酮混合溶液药浴 10 min , 杀

灭寄生虫 、细菌 ,防止鱼体运输中机械损伤感染 。

在池塘内用 6.0 cm网目的无结节聚乙烯网分别

究 ,海洋与湖沼 , 1964, 6:272～ 287
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