
第 15 卷第 2 期

2∞6 年 4 月

上海水产大学学报

JOURNAL OF 5HANGHAI FI5HERIE5 UNIVER5lTY 

文章编号: 1004 - 7271 (2006)02 - 0140 - 04 

Vo1. 15 , No , 2 

Apr.， 2∞6 

池蝶蚌与三角帆蚌及其杂种 Fl 的同工酶鉴别

李晓英董志国2 程汉良2 李家乐 l

(1.上海水产大学生命科学与技术学院，仁海 2删90;

2 江苏省海洋生物技术重点建设实验室，淮海工学院海洋学院，江苏连云港 222∞5) 

摘 要:通过对外来种池蝶1\ i'(C)、三角帆蚌( 5)及其正反杂种1'1 的肝脏同工酶进行垂直板聚丙烯毗胶凝胶电

泳，分析了肝脏的 50D 和1 E5T 同工酶谱带。结果表明，这两种蚌及其正反杂种 FI 同工酶的表达既呈现出一些

相似的特征，又有明显差异。这四种蚌中分别有 2-5 个 50D 位点，其中 50D 一 l 为一强带且仅见于 FI 5C 中，

500- 2 在 FI 5C 中为强带，但在 F1 C5 中较弱，而其双亲中则无该带 ;500- 3 为一强带均保守的见于四种蚌1:1二

500-4 为一强带但仅在杂种 FI 5C 中无表达， 500- 5 为一强带但仅在池蝶蚌中未检到;在两亲本与其杂种1'1

中分别检测到 4-6 个 E5T 同工酶位点，其中 E5T-4 仅见于杂种 FI 5C 1:1" , E5T -'5 在杂种 F1 C5 1:1:1 元表达，其余

均有不同强弱的表达。
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Abstract: In the paper , isozyrnes(SOD , EST)from liver of alien species Hyriopsis schlegeli( C) , H. cumingii(S) and 

their reciprocal hybrids FJ were analyzed by vertical polyaclγlamide gel electrophoresis , The results indicated that 

phenotype polymolphism in the isozymes electrophoresis meanwhile some comrnon characters were observed among 

H. schlegeli , H. cumingii and their reciprocal hybrids FJ , There are 2 - 5 SOD loci in parental mussels and their 

reciprocal hybrids FI' A strong activity of SOD - 1 is visible only in F1 SC , and about SOD - 2 , a strong activity 

band in F1 SC , while a weak band in FJ CS but no band in parent is observed , respectively. There is a strong 

conservalive band SOD - 3 in aJ1 mussels and a strong band SOD - 4 except in F1 SC , and a strong band SOD - 5 

except in Hyriopsis schLegeli are visible. 4 - 6 EST loci are visible in the 2 species mussels and their reciprocal 

hybrids F1 and aJ1 loci have a varying degree of activily bul EST - 4 invisible in F1 SC and EST - 5 invisible in 

F1CS , 
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池蝶蚌( Hyriopsis schlegeli)隶属于蚌科( Uionidae) 、 1~}Lrt~f属( Hyriopsis ) ，是日本特有种， 1997 年由江西

省抚州市洪门水库开发公司从日本引进，目前在国内已进行了人工繁殖并获得成功[，]被认为是具有较

高经济价值的物种[2]O 与池蝶蚌同属的三角 l帆蚌 (H. cwningμ)为我国特有种，是我国淡水育珠普遍应

用的一种蚌。二者在幼蚌早期非常相似，很难从外部形态上加以鉴别。而且研究表明，池蝶蚌在自然状

况下就可以与三角帆蚌杂交并获得杂交后代lJ]这将对三角帆蚌的种质造成严重的威胁，而国内目前还

未有其潜在生态风险方面的研究报导。同工酶研究作为一种成熟的种质鉴定技术被作为遗传标记广泛

应用于水生生物研究领域。而且在贝类研究方面已有成熟的应用，特别是海水贝类种质鉴定方面已取

得了理想的结果[4- 8] 。本文应用该技术对外来种池蝶蚌与三角帆蚌及其杂种 F，进行了研究，分析其同

工酶语带，对这两种蚌及其杂交后代进行鉴别，为种质资源监测和保护提供依据。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

本试验材料所用三角帆蚌由浙江诸暨王家井珍珠养殖场提供， r也蝶蚌系间接从日本引进，并于

2003 年 5 月 21 日在浙江诸暨王家井珍珠养殖场进行杂交繁殖。成功获得正反杂交及亲本自交后代，取

经历两夏一冬的蚌用于本试验研究。岚验材料标识如下:三角帆蚌( S) 、池蝶蚌( C) 、正交 F， (三角帆蚌

♀×池蝶蚌t ， SC) ，反交 F， (池蝶蚌♀ x 三角帆蚌t , CS) 0 

选用个体元损伤，喷水有力的健康蚌，各 10 只，小心洗刷去除表面附着物，暂养于事先准备好经充

分曝气的实验室水族箱内 O

1. 2 同工酶提取

试验蚌于实验室水族箱内暂养一周，使其吐尽泥沙，活体解剖，取肝脏，电子天平称重，按 1 :3(W/V) 

ho人酶提取液(0.1 mol/L Tris-HCl, pH 8.0 + 0.6%琉基乙醇) ，在预冷的玻璃研钵内低温研磨，为了提高

研磨效果，加人少许石英砂和一定量的液氮， 15 ∞0 的nin 低温离心 2 次，每次 30 min，取上清液- 70 "c 

保存备用。

1. 3 电泳及染色

采用北京六一仪器厂生产的稳压稳流型电泳仪进行不连续聚丙烯毗股垂直板凝胶电泳。浓缩胶浓

度为 3.2% ， 0.5 mol/LTris-HCl 缓冲液， pH 6.7; 分离胶浓度 7.6%(SOD) 和1O.0%(EST) ， 3 mol/LT时

HCl 缓冲液， pH 8.9; 电泳缓冲液为 O. ∞5 mol/L Tris-Gly , pH 8.3 0 在 200 V 电压进行电泳分离，电泳时

间 :EST 为 3 h 20 m肌

2 结果与分析

2.1 =角帆蚌、池蝶蚌及其杂种 FI 肝的 SOD 同工酶语的比较与分析

图 l 、图 2 为三角帆蚌、池蝶蚌及其杂和1 I F，肝脏的 SOO 同工隅图语，这两种蚌及其l[反杂科1 F，同工

酶的表达既呈现出一些相似的特征，又有明显差异。且杂种后代中山现了两亲本中都未见的 SOD 同工

附语带，杂种具有明恒的变异。在两亲本与其杂和jl F, ~~I分别检测到 2-5 个位点，其仁1 I SOO 一 I {fí.点编

码的隅活性很强，在杂示11 F ， SC 中检测到很强的表达，为 l 条酶咐。而在其它二和tl蚌中均没有表达，可以

作为杂和1 I F ， SC 的特异性语带 ;SOO - 2 位点编码的酶活性在杂和1 I F,SC rl二l 表达较强， 11二I. ir: F, CS 中较弱，

而其双亲 1'~1 ]))IJ元该咕;;SOO - 3 在四种蚌均得到极强的表达，说明 J=!-有较高的保守性， rJJíì旨是维抖二正常~t

Jff!.功能的~，市同 I二Ili#i; SOD - 4 除了在杂和1 I F ， SC 叶 l无表达外， Jt余均有较强的表达 ;SOD - 5 除了在池~~

蚌 rll :JG忐达外，其余均有一条较强的情;:W ， ~1}tI主表明可以 };ìf. JIJ 该|冬|陆将这附 /y~斗斗nJt州山的杂交盯代川|

以~的)IJ ，
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|￥1I 三角帆蚌(J - 4) 、汕蝶蚌 (5 - 6) 、杂交 FI CS(7 - 8) 

和 FI SC(9 一1O))JlJVt Í:l~ SO!) 同工购'1:1.泳阁

Fig. 1 EleclrophorelOgI出11 0 1" 50!) in liver 0 1" H. clImil1gii 

(1-4) , H. schLegeü(5-6) , hyblids CS(7-8) 1Uld 5C(9- 1O) 

10 2 345 7 8 9 10 
__ SOOI 

=二 E二2…… S002

量通 …………………………………………………… ………………-----
S003 
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…………-- ---- S005 

且 用 2 二角帆~ll (J - 4) 、?也阴阳- 6) 、杂交 F(CS(7 - 8) 

和 FI SC(9 - IOltJH~ 50!) 同 L晦棋式罔

Fig.2 Mot/el graph of SO!) in liver of H. cwningii (1 - 4) , 

H. schlegeli(5 - 6) , hybrids CS(7 - 8) and SC(9 一 10)

2.2 兰角帆蚌、池蝶蚌及其杂种 FI 肝的 EST 同工酶谱的比较与分析

图 3 、图 4 为三角帆蚌、池蜕蚌及其杂种 F，肝的 EST 同工酶的图谱，在两亲本与其杂种 F，中分别检

测到 4-6 个位点，其中 EST 一 l 位点编码的酶活性较弱，且在池蝶蚌无表达谱带; EST- 2 在四利I~lq:中均

有表达，在三角帆蚌、池蝶蚌和杂种 F， CS 中表达较弱，但在杂种 F， SC 中表达较强; EST - 3 名u且|种蚌均

有表达，但以三角帆蚌最弱; EST-4 除了在杂种 F， SC 中表达外，其余均无表达。 EST- 5 在杂和1 1 F ,CS 

中元表达而其余种类中有较弱的表达 ;EST - 6 在四种类中均得到了极强的表达，在功能和进化上相对
保守。

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

民13 三角帆~ll:( 1 - 3) 、池j!Jli: ~l"(4- 5) 、杂和1 I FIC5(6-7) 

和王专利1 F I SC(8-10)肝的 E5T 同工酣I也泳罔

Fig.3 Elecl.rophOJ可IOgI1un 0 1" EST in liver 0 1" H. clImingù 

(1 - 3) , H. schlegeli(4 - 5) , hyl )lids C.S(6 -7) 出1【1 SC(8 一 10)

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

E三::::lE=二:::J C二二1 E二::J C二::J[二:::J C三::J C二::J EST1 

区三::::n:::二::J C::J C:二::::J C三:J C二:][:二3……… EST2
[:=J E:::J C::J………………… EST3 

E三::J[二二JC三:J EST4 

E二二 E二::J E二::J E:::J C:::J C::::J C::J E:::J EST 5 
----------EST6 

it'sa····· 

‘. 
' 民14 二 HJ'肌irH 1 - 3) 、池蝶ill(4 - 5) 、杂种 /<'IC5(6 -7) 

手11杂和 l' FI5C(8- 10) )JF(1甘 EST 同 l 酶模式|主|

Fig.4 Model gI'aph of lSr in /iver of H. clImi l1gii ( 1 - 3) , 

H. schlegeli(4 - 5) , hyblids CS(6 -7) and SC(8 - 10) 

3 讨论

3.1 同工酶语的特征及在亲本与杂交子一代中的比较鉴定

本研究中发现这四和j1 9l卡在 SOD 和] EST 这两种同工酶上均存在差异，这为这两种淡水贝类的 '1'L 191 鉴

定和防止和11质污染提供了可能。本研究中发现池蝶jf|:没有 SOD - 5 这条带而在三角 '1叽蚌仁|二!去fJ存在。另
外 iE反杂交』咋的变异t;fJ比较大，甚至山现 f双亲均不具有的柯:状O 如在杂和1 1 F,SC 1=1'1检测到很强 SOD 一
l 位点，而在其立三和II~ll' 1二十I均没有表达， fJJ 以作为杂和1 1 F ， SC 的特异性谐咐; SOD - 2 f\ì:/~(编码的酶I币百 f
在杂和利种1 1 F川lβS吭C 中表达较强，{但Ei.手布在l巨: F川r气， C臼SI中1'1较剧， 1(1刷(r创rJ其〉双o仪i义〈亲中则 j元êì该亥 i咄f旧肘日仔(;造成这和利种II~圳见象 l川叫l川'Jι自能E是 I11川1于:{位ι亿，点|问l可4 、l陀巨
基杂合「的|的甘产物 O 资料!革示构成lüj[响的f\I./;(间的\IV.主~m合形成新的附f|i;现象是存在的， jf: Jl 能够迥过
'1:1.泳组织化学染色方法检测 :H 来， 1M这种类峭的附属于次!!:'lliJT.陶类，也具有利 11叶的功能，是转求日创I
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变的结果，而不是不同的位点造成的[101 另外，每群体的 10 个样品间的酶谱带变异较小，但在杂交子

代中有一定的变异，但本研究主要目的在于种问变异，所以文 1:1:1将每个群体都共有的保守带作为考察种

间差异的标准，而对种内 10 个样本间的细微差异不作考虑。因此，应用本试验结果中的 SOD 酶谱可以

将四和1 1蚌区别如下:①三角帆蚌:与池蝶蚌相区别为该蚌具有语带 SOD - 5 ，而在池蝶蚌中无表达谱带。

与杂种 F1 CS 相区别为无谱带 SOD - 2 ，与杂种 F 1 SC 相区别为无语带 SOD - 1 , SOD - 2; ①?也蝶蚌:无谱带

SOD - 5 ，可以将其与其它三种蚌区分开来;③杂和1 1 F 1 CS: 无语带 SOD 一 l 可以将其与杂种 F1 SC 相区别，
而与亲本的区别同①和l ②;④杂种 F1 SC:有特异性谱带 SOD- 1 ，且表达很强，可以做为其同工酶标 i己。

应用本试验结果中的 EST 酶谱可以将四种蚌区别如下:①三角帆蚌:与池蝶蚌相区别为该蚌具有语带

回T-l ，而在池蝶蚌中无该谱带。与杂种 F1 CS 相区别为有语带 EST - 5 ，而杂利1 F 1 CS 元)刻苦带，杂种
F1 SC 有特异性i普带 EST - 4，可以将其手1]三角帆蚌力[1以区分。②池蝶蚌:元i晋南; EST - 1，可以将其与其它

三种蚌区分开来;③杂种 F1 CS: 无谱带 EST- 5 可以将其与亲本和杂种 F1 SC 相区别;④杂种 F1 SC: 有特
异性谱带 EST - 4 ，可以和其它蚌加以区分。

3.2 组织样品和酶类的选择依据

考虑到取材方便、样品量大小及酶量多少等因素，曾对这几种蚌的蝇、闭壳肌、外套膜和l肝脏等器官

进行了同工酶检测，经筛选后，认为以肝组织为材料进行同工酶检测具有酶带清晰、重复性好、多态性明

显等特点，因此采用了肝脏的同工酶谱。在对酶类选择上，山H 被广泛应用于鱼类种质鉴定中，如我国

现有的-些鲤科经济鱼类的种质标准[ 1 1. 12J 大多应用了该酶作为种质鉴定的工具酶。但 LDH 酶带很弱

且为一条带无多态性，由一个基因位点控制，这与鱼类的 LDH 有明显的不同。 SOD 一般以同工酶的三

种类型分布于机体内，按其结合的金属离子可将其分为 Fe - SOD 、 Mn - SOD 以及 CuZn - SOD，为二聚体

酶，此三种类型的 SOD 可以确保氧自由基在各种条件下均能被有效清除，在动物体内稳定存在川，因此

用作和tl质鉴定的标记酶有着可靠的应用价值。 EST 绝大部分是由一个亚基组成的单体酶，在鱼类研究

中变异较大，更适合于群体遗传结构分析和遗传多样性研究，而作为生化遗传标记进行科1质鉴定则较少

见，这可能与醋酶的酶带较多变异较大有关系，因此本研究中的醋酶酶谱可以和 SOD 酶谱的一起相互

对照作为生化遗传标记来对三角帆蚌和l外来种池蝶蚌及其杂交予一代进行鉴别。

池蝶蚌被引进我国之后，由于其具有壳、外套膜较厚，育成珍珠色泽、大小比一般淡水珍珠更为出

色，已被证明是 A种优质育珠材料以]O 进一步的研究结果表明，池蝶蚌♀×三角 l帆蚌f 后代生长，抗病

及育珠方而均具有明显的杂种优势[2J 。但应该足够重视的是:池!蝶蚌一旦进入天然水体，有可能与三角

l帆蚌产生杂交，这就将会对我国淡水优良育珠m:蚌三角帆蚌的种质造成污染。因此，应加强对外来和11池

蝶蚌的早期监测和风险评估，防止其进入天然水体对我国淡水贝类的生物多样性造成破坏O
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