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云南高背鲫鱼不同组织同工酶分析
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摘要：采用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术，分析了滇池中云南高背鲫鱼（!+*+&&#)& +)*+1)&）的脑、眼睛、肝脏、
心脏、肌肉 *种组织中的酯酶（+,-）、超氧化物歧化酶（,./）和乳酸脱氢酶（0/1）)种同工酶的表达模
式，并对各种酶的同工酶酶谱表型进行了分析。结果表明，云南高背鲫鱼的同工酶系统具有明显的组织

特异性，且同工酶的种类与活性变化与其功能相适应。
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鲫鱼（!+*+&&#)& +)*+1)&）属硬骨鱼纲、鲤形
目、鲤科、鲫属。云南高背鲫鱼又叫滇池高背鲫

鱼，是滇池及其附属水体中鲫鱼的一种特有品

种。体形及体色与普通鲫鱼相似，但身体比普

通鲫鱼显著地高且宽，生长速度较普通鲫鱼快

一倍，适应能力强，加之行雌核发育，能大量补

充群体资源，保证了资源的稳定性，因而在滇池

的经济鱼类中占重要地位［% ( )］。!" 世纪 X" 年
代以来，已有研究者利用同工酶技术对云南高

背鲫鱼在发育遗传学、种群遗传学、个体多态性

方面进行了研究。其中蒋晓华等对云南滇池高

背鲫鱼胚胎发育过程中酯酶（+,-）和乳酸脱氢
酶（0/1）的同工酶进行了分析，研究发现在胚
胎的不同发育时期，0/1和 +,- 均持续表达，

从心搏期到肝形成期，0/1新酶带逐渐增加，
从血液循环期起到肝形成期，+,-酶也有新带
增加。表明随着组织器官的结构和功能的分

化，胚胎细胞核中相应基因开始表达，使得新酶

带增多［%，!］。黄生民等报道了云南高背鲫鱼

（!+*+&&#)& +)*+1)&）和方正银鲫（! V + V /#4%,#(）

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

酯酶、乳酸脱氢酶的比较，分析表明方正鲫鱼与



滇池高背鲫鱼同一组织的 !"# 同工酶有明显
差异，两种鱼的肝脏、脑、卵的 $%&同工酶也有
明显差异，揭示方正鲫鱼与滇池高背鲫鱼至少

在生化水平上已有明显分化。可能起源于不同

地区，由不同祖先独立演化而成［’］。云南高背

鲫鱼作为重要的淡水经济鱼类，对其生理、生化

特征的进一步研究，对其品种的鉴定、新品种的

培育、养殖技术的发展等生产技术的建立有重

要意义，但至今对其研究报道甚少。本研究采

用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术，对云南高背鲫鱼

不同组织部位（脑、眼睛、心脏、肝脏、肌肉）的酯

酶（$%&）、超氧化物歧化酶（%("）和乳酸脱氢酶
（!"#）的同工酶进行了比较分析，初步确定这 )
种酶在云南高背鲫鱼不同组织中的表达特征，

旨在了解高背鲫鱼的生物化学遗传特征以及与

其生理功能的关系，为云南高背鲫鱼的种质资

源保护提供基础资料。

! 材料与方法

!"! 材料 取滇池水体中正常发育的云南高
背鲫鱼 *+尾，由云南省水产技术推广站提供。

体重为 *,+ - .++ /，均经过形态学鉴定。
!"# 样本制备 活体解剖取出脑、眼球、心脏、
肝脏及肌肉。以 +0)123"（辅酶!）液为提取
液，冰上研磨样本，+4，*+ +++ 56789 离心 .+
789，取上清。肝以 * : ’（;6<）加入 +0)1 23"
液，*+ +++ 56789 离心 *+ 789，去除上层油膜
后，*+ +++ 56789离心 *+ 789，至上层溶液澄清为
止。其他以 * : ) 比例加入 +0)1 23" 液，
*+ +++ 56789离心 *+ 789 取上清液。整个过程
均在 = ’4下完成。酶提取液以 , : *（<6<）加入
溴酚兰，混匀后备用。每个泳道孔上样 *+">
（约 *+"/）。
!"$ 电泳 采用聚丙烯酰胺非变性不连续电
泳，浓缩胶浓度为 ,1，?# @0A，酯酶和超氧化物
歧化酶分离胶浓度为 *.1，乳酸脱氢酶分离胶
浓度为 *+1，?# A0B，电极缓冲系统为 &58CDE>F
（?# A0)），相关试剂配方参见《分子克隆》［,］。
!"% 同工酶染色 电泳结束后，剥胶，将胶转
入 )G4预热的染色液中于 )G4恒温箱中恒温
染色，染色至所有酶带清晰显示为止。染色液

配方见表 *。

表 ! 同工酶染色液配方
&’()* ! &+* ,*-./* 01 23*45611 10, .40738* 45’.9.9:

同工酶 染色缓冲液 23"（7/） 2H&（7>） IJ%（7/） 其他药品

$%& +0* 7K>6!磷酸缓冲液 *,+ 7>
#D醋酸萘酯 .+ 7/，$D醋酸萘酯 .+ 7/，

坚牢蓝 *++ 7/，丙酮 * 7>
%(" +0, 7K>6! &58CD#L>，?# B0,，**A 7> )*0, )*0,
!"# *0, 7K>6! &58CD#L>，?# B0,，*, 7> )+ )+ *+0, * 7K>6!乳酸钠 *+ 7>，蒸馏水 B, 7>

&58CD#L>（*0, 7K>6! &58C）：&58C *A*0G* / M蒸馏水 B++ 7>；用 #L>调节 ?#至 B0,，稀释至 * +++ 7>。乳酸钠（* 7K>6!）：乳酸 .+)0G@

7> M蒸馏水 G++ 7>；用 ,+1 2N(#调节 ?#至 G0+，稀释至 * +++ 7>。磷酸缓冲液（+0* 7K>6!）：2N#.I(’·.#.( ,*0@ / M 2N.#I(’ *’0.

/；稀释至 * +++ 7>。* /67>氯化硝基四氮唑蓝（2H&）：*++ / 2H&溶于 *++ 7> 蒸馏水。

!"; 脱色 !"#和 %("酶染色后的电泳胶条
放入 .0,1冰醋酸中进行脱色；酯酶 $%& 染色
后的胶条置于 ,1冰醋酸脱色。
!"< 图谱分析 染色后利用 EO>D"KP*+++凝胶
分析系统进行拍照、分析。

# 结 果

#"! 酯酶的表达 云南高背鲫鱼的 $%&同工
酶表达如图 * 和表 . 所示，$%&同工酶谱的分

带如图 *所示，以图谱中主带的位置为标准，以
L图为例，将分子量最小的一条带定义为 $%&D
G，分子量最大的一条带定义为 $%&D*，在不同
组织的 $%& 同工酶谱中有 ) 条主带：$%&D)、
$%&D,和 $%&DG，其中 $%&D, 的位置正好位于
$%&D) 和 $%&DG 的中间。在 3 图中 $%&D) 和
$%&D,中间有 * 条清晰的条带，定义为 $%&D’。
在 L和 $图中 $%&D,后有 *条带，定义为 $%&D
@。$%&在云南高背鲫鱼中共有 G条带，在 ,种
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组织和器官中的活性都比较高。但呈现出明显

的组织特异性，在脑中有 !"#$%、&、’、(四条带，
在眼睛、心脏中有 %条带，且带型基本一致，在
肝脏中呈现 )条带，且有 %条特异性谱带 !"#$

*、!"#$+和 !"#$)。!"#$%、!"#$’和 !"#$(在脑、
眼睛、肝脏、心脏、肌肉中均有表达，且 !"#$%的
表达最强。!"#$*、!"#$+仅在肝脏中有弱表达。
!"#$&只在脑中有表达，且活性较弱。

图 ! "#$同工酶电泳图谱
%&’(! ")*+,-./0.-*,.’-12 .3 "#$ &4.562*4

,，-，.，/，!分别表示脑、眼睛、肝脏、心脏、肌肉的 !"#酶谱；* 0 *1泳道分别表示不同个体的酶谱。

,，-，.，/，! 2345 67689:4;34:694<:=>2 4? !"# @24AB>62 6C;:6226D @E F:=@E，6B6，7@G6:，36=:9 =ED >H2876，:62;689@G67BI

* J *1 2345 936 AB>4<:=>2 4? D@??6:6E9 @ED@G@DH=72K

787 超氧化物歧化酶的表达 云南高背鲫鱼
"L/同工酶谱表达见图 +，带型的划分以谱带
的位置和迁移率为标准，根据其分子量的大小

共分为 M 条带。云南高背鲫鱼的 "L/ 同工酶
分析结果表明，"L/同工酶在肝脏中种类最多
且活性最强，共呈现 M 条带，其中 "L/$%、"L/$
&、"L/$’活性最强。"L/$*、&、(、M 在所测定的

组织中均有表达，"L/$& 在 ’ 种组织中活性均
较强，"L/$*、"L/$(、"L/$M 在所有组织中表达
均较弱。"L/$+在眼睛中没有表达，"L/$%在心
脏中没有表达，而在其他组织中均有表达。

"L/$’ 和 "L/$) 仅在眼睛和肝脏中表达（图 +
和表 +）。
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图 ! "#$同工酶电泳图谱
%&’(! )*+,-./01/.+-/’.23 /4 "#$ &5/673+5

!，"，#，$，%分别表示脑、眼睛、肝脏、心脏、肌肉的 &’$酶谱；( ) (*泳道分别表示不同个体的酶谱。

!，"，#，$，% +,-. /0/123-4,-3/2-5367+ -8 &’$ 9+-:;7/+ /<43/++/= 9> ?369>，/;/，09@/3，,/632 6>= 7A+10/，3/+4/129@/0;；

( B (* +,-. 2,/ :;7-5367+ -8 =988/3/>2 9>=9@9=A60+C

!89 乳酸脱氢酶的表达 云南高背鲫鱼 D$E
同工酶谱表达见图 F，带型的划分原则同图 G，
酶活性变化见表 G。从 D$E同工酶检测结果显
示，D$E同工酶在肌肉中种类最多（共检测到 H

条带）且活性最强。D$EIJ、D$EIK和 D$EIH在
所测定的组织中均有表达，且活性最强；D$EI(
和 D$EIG除脑组织中没有外，在其余组织中均
能检测到，且活性较弱。
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图 ! "#$同工酶电泳图谱
%&’(! )*+,-./01/.+-/’.23 /4 "#$ &5/673+5

!，"，#，$，%分别表示脑、眼睛、肝脏、心脏、肌肉的 &$’酶谱，( ) (*泳道分别表示不同个体的酶谱。

!，"，#，$，% +,-. /0/123-4,-3/2-5367+ -8 &$’ 9+-:;7/+ /<43/++/= 9> ?369>，/;/，09@/3，,/632 6>= 7A+10/，3/+4/129@0/;

( B (* +,-. 2,/ :;7-5367+ -8 =988/3/>2 9>=9@9=A60+C

! 讨 论

同工酶是指能催化同一种化学反应，而其

酶蛋白本身的分子结构组成有所不同的一组

酶。作为一种生化指标，已广泛应用于鱼类的

物种及杂种的鉴定、物种倍性鉴定、物种间亲缘

关系比较及系统分类、基因连锁分析与基因作

图、基因的重复与演化、胚胎发育过程中的基因

表达与调控、病理研究与诊断等方面的研

究［D ) ((］。本研究从同工酶的角度对云南高背鲫

鱼的生化特征进行了研究，为进一步确定高背

鲫鱼在种质鉴定中的同工酶指标奠定基础。

吴榔虎等人对高背银鲫、大口胭脂鱼

（!"#$%"&’()*+ ,%(,-(%*+）及胭脂鲫 E( 代不同组织

的同工酶的表型分析显示，取自汉阳沌月亮湖

渔场的高背银鲫酯酶同工酶在肝脏中呈现 F条
带，性腺和肌肉中有 D 条带，心脏中表现 G 条
带；乳酸脱氢酶同工酶在肝脏中有 D条带，性腺

·(*(·D期 余 敏等：云南高背鲫鱼不同组织同工酶分析



表 ! 云南高背鲫鱼 "种同工酶在不同组织中
的表达与活性

#$%&’ ! #(’ ’)*+’,,-./ $/0 $12-3-24 .5 2(+’’ -,.647’,
-/ 0-55’+’/2 2-,,8’, .5 !"#"$$%&$ "&#"’&$

酶

!"#$%&’
同工酶带

!"#$%&’ ()*+"

组织与器官 ,-"".’ )*+ #/0)*"
脑

1/).*
眼球

2%’
肝脏

3.4’/
心脏

5’)/6
肌肉

7-"89’
2:,;< = = > = =
2:,;? = = > = =

酯酶
2:,;@ >>>> >>> >>>> >>> >>>

2:, 2:,;A > = = = =
2:,;B > > >>> >> >
2:,;C = = >>> = >>
2:,;D >> >>> >> >>> >>>
:EF;< >> >> >> >> >>
:EF;? >> = >> >> >

超氧化物
:EF;@ >> > >>>> = >

歧化酶
:EF;A >> >> >>>> >> >>>>

:EF :EF;B = >> >>> = =
:EF;C = > > = =
:EF;D > >> > > >>
:EF;G > > > > >
3F5;< = > >> > >>

乳酸脱
3F5;? = > >> > >

氢酶
3F5;@ > > = > >>

3F5 3F5;A >> > > >> >>
3F5;B >>> >>> >> >>> >>>
3F5;C >>>> >>>> >> >> >>>>

>>>> 表示活性最强；>>> 表示活性强；>> 表示活性较

强；>表示活性较弱；=表示无活性。

>>>> &’)*" 6H’ H.0H’"6 ."#$%&’ )86.4.6%； >>> &’)*" H.0H

."#$%&’ )86.4.6%； >> &’)*" /’9)6.4’9% H.0H’/ ."#$%&’ )86.4.6%； >

&’)*" /’9)6.4’9% 9#I’/ ."#$%&’ )86.4.6%； = &’)*" 6H’ )86.4.6% #J

."#$%&’ H)" *#6 (’’* +’6’86’+K

和肌肉中有 B 条带，心脏中呈现 L 条带［D］。黄
生民等人对云南高背鲫鱼和方正银鲫酯酶、乳

酸脱氢酶的比较研究结果显示，云南高背鲫鱼

的酯酶同工酶谱有 @种表型，在血清、眼球晶体
中为一种表型，在脑和肌肉中为另一种表型，在

心脏、肾脏、脾脏、肝脏和卵中为第三种表型，云

南高背鲫鱼的酯酶同工酶谱最多呈现 G 条带，
最少呈现 @条带［ A］；乳酸脱氢酶同工酶也存在

明显的组织特异性。本研究结果显示，@ 种同
工酶在云南高背鲫鱼的各种组织中均有表达，

但在不同组织中的同工酶种类和表达强度有差

异。尽管组织间有差异，但在不同组织中有共

同的谱带。酯酶中的 2:,;@、B和 D在各种组织
中均有表达，2:,;<、2:,;?、2:,;A和 2:,;C显示
不同的组织差异，其中 2:,;<、2:,;? 仅在肝脏
中有表达。超氧化物歧化酶中 :EF;<、A、D和 G
是各种组织中共同的谱带，而其他谱带显示出

组织的差异。3F5;A 在各种组织中均有表达，
且活性最强，其他谱带在不同组织中表达不同。

本研究观察到的同工酶谱的组织差异性与前人

的研究结果是一致的。

鱼类不同组织同工酶存在不同程度的组织

特异性，这与特定组织的重要代谢途径有关。

对云南高背鲫鱼的 @种同工酶分析结果显示，
酯酶和超氧化物歧化酶均在肝脏中分布最多，

且活性最强，脑中次之。肝脏是机体新陈代谢

的重要器官，它在糖类、酯类、蛋白质、维生素、

激素、金属等物质的代谢中起着重要作用，同时

机体内的多种代谢废物、毒素通过生物转化作

用在肝脏内被降解［<?］。:EF 是一种重要的防
御酶，能清除生物体内的有害超氧自由基，维持

机体正常的生理功能［<@］，在肝脏中的高表达可

能与其在肝脏中各种生物分子旺盛代谢产生的

氧自由基的清除有关。2:,酶在肝脏中的高表
达与其肝脏的酯类代谢活跃［<? ］是一致的。乳

酸脱氢酶是糖代谢途径的关键酶之一，催化乳

酸和丙酮酸的相互转化，从而完成葡萄糖的无

氧呼吸和乳酸的糖异生作用［<@］。在肌肉收缩

过程中，糖原在有氧条件下，部分乳酸氧化成二

氧化碳和水获取能量，但大部分乳酸又转化为

糖原储存起来。乳酸脱氢酶在肌肉运动过程中

起了重要的作用。本研究中乳酸脱氢酶在肌肉

组织中活性最强，种类最多，这也是与其肌肉中

乳酸代谢的需要是一致的。

黄生民曾对云南高背鲫鱼的 << 个成体分
别进行过肝脏、肾、脾、肌肉和卵巢中 2:,同工
酶表达情况的电泳分析发现，除卵巢外，其余 A
种组织均表现出明显的个体差异［A］。本研究结

果也表明，在分离效果较好的 2:, 同工酶谱
中，除脑和肝脏外，其余组织都表现酶谱的多样

性。如心脏和肌肉中 2:,酶的 2:,;B在有的个
体中有表达，有的个体中就没有表达，眼球中的

·?M<· 动物学杂志 !"#$%&% ’()*$+, (- .((,(/0 A<卷



!"#$%和 &#’$(也存在个体间的差异。
同工酶谱广泛应用于分类、进化和品种鉴

定［) * ++］。作为分类、进化和品种鉴定就需要种

类间的标记稳定。同工酶谱的组织和个体间存

在的差异提示，利用同工酶谱进行上述研究时，

需要确定特定的组织和特定的同工酶谱带作为

标准。同时也需要进行一定数量的个体分析，

以排除个体差异造成的假象。

致谢 研究过程中，尚海、黎一苇、朱明、赵文

秀、黄超等在取材、拍照及电泳技术方面给予了

帮助，在此表示谢意。
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