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角类肥蛛体躯不同部位酯酶同工酶的比较分析

程圆圆 陈 建! 刘凤想
（湖北大学生命科学学院 武汉 $%"")!）

摘要：运用聚丙烯酰胺凝胶电泳的方法对角类肥蛛（1+*#$#(2%& 3(*$)4+）头胸部和腹部的酯酶同工酶酶谱

进行了比较分析。结果表明，角类肥蛛的酯酶是单体酶，头胸部和腹部的酯酶酶谱差异显著。腹部的酯

酶呈现 $ 个位点：*+,-(、*+,-!、*+,-%、*+,-$。*+,-( 和 *+,-$ 位点为纯合基因型，*+,-! 和 *+,-% 位点为杂合基

因型。头胸部的酯酶仅表现出 ! 个位点：*+,-! 和 *+,-%，且这 ! 个位点是纯合基因型。不同个体之间头胸

部的酯酶没有明显差异，*+,-!. 和 *+,-%/ 可以作为鉴别角类肥蛛的特征酶带；腹部的酯酶则存在明显的

个体差异，在 *+,-! 和 *+,-% 位点的基因杂合度为 "! 0 "% 0 "1$## &。由此可见，酯酶同工酶可以作为角类

肥蛛遗传变异的分子标记，是研究个体间遗传差异、居群的遗传结构以及种间进化关系的基础。
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(&)) 年，同工酶电泳技术首次用于人类和

果蝇天然居群的遗传结构分析。迄今为止，自

然种群中大量的变异和遗传结构的资料几乎全

都来自于同工酶分析［(］。同工酶作为一类蛋白

质，广泛存在于生物的同一种属或同一个体的

不同组织，甚至同一组织、同一细胞中。由于同

工酶是基因的产物，并且能直接反映基因的异

同，易于观察研究［!］。目前，它在研究生物居群

的遗传结构［%］、遗传多样性、繁育系统［$］和地理

变异［3］，以及种间界线［)］和标本鉴定等方面都
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有着巨大的应用潜力。



!"#" 年，$%&’(&) 和 $*++(& 报道了乳酸脱氢

酶在不同组织、不同个体以及不同的种内以不

同的形式存在。即编码同一种酶的不同基因位

点在不同的亚细胞分室、不同器官、不同发育阶

段或不同生理状态下的表达存在差异。陈有

华［,］等对鲇鱼（ !"#$%$& ’&()($&）" 种组织的 # 种

同工酶进行了研究，结果表明 # 种同工酶在各

种组织均有不同程度的表达。张永普［-］等的研

究也表明丽纹龙蜥（ *’+’#$%’ &+#,-.".’）的 # 种

同工酶存在组织特异性。然而，白海艳［"］等的

研究则表明酯酶同工酶在两种盲蝽（长毛草盲

蝽 /01$& %$1$#"+,--"& 和西伯利亚草盲蝽 /01$&
&"2"%"3$&）体内不存在组织特异性。因此，在用同

工酶资料进行遗传学分析比较时，所选用材料

的器官、组织、部位等都应该尽量相同。在此基

础上，本文首次对蜘蛛体躯不同部位的酯酶同

工酶进行了详细的比较分析，此项研究也是进

一步分析探讨蜘蛛遗传变异的基础。

目前，酯酶同工酶电泳技术已广泛应用于

昆虫分类学研究。诸多的研究报道已证明酯酶

同工酶谱带丰富清晰，在不同物种之间差异明

显，可有效地区分不同的物种［!. / !0］，具有鉴别

性的意义。

角类肥蛛（ /’%"-").,& 3)%-$(’）属于节肢动

物门蛛形纲蜘蛛目园蛛科园蛛亚科类肥蛛属。

在全国的大部分地区都有分布，脱皮 1 次，有 ,
个龄期，傍晚或夜间结网，结大型斜形圆网，昼

伏夜出，以网捕食食物。

本文应用聚丙烯酰胺凝胶电泳的方法研究

了角类肥蛛体躯不同部位，头胸部与腹部酯酶

同工酶，并对酶谱进行了详尽的比较分析。旨

在为角类肥蛛的遗传多样性、地理变异以及种

属鉴定等方面的研究提供依据。

! 材料与方法

!"! 材料来源与样品的制备 角类肥蛛采于

武汉沙湖边。在普通试管底部放入海绵，使其

吸足水分，将蜘蛛放入试管中，加入活的果蝇，

然后用棉花塞住管口，放入培养箱中饲养（温度

0#2）。在实验中选取个体大小相似的 !" 只雌

性成蛛。实验前取饥饿 3 4 或者 3 4 以上的角

类肥蛛，将其分成头胸部和腹部，分别加入 3..

!+ 5&6789:+ 提取液，并对其进行研磨匀浆，结束

后装入离心管，;2 !0 ... &<=6> 离心 !# =6>，吸

取上清液，然后以上清液与 ;.?甘油为 !. @! 的

比例加入甘油（增加沉降系数且防冻），每离心

管分装 0.!+ 的样品量，置于 A 0.2下保存备

用。

!"# 方法 采用垂直板不连续聚丙烯酰胺凝

胶电泳技术［!3］，分离胶浓度为 !.?，浓缩胶浓

度为 ;?。电极缓冲系统为 5&678B+C（D9 -E3），

3# =F 恒流，;2电泳 0 / 3 G。染色方法参照何

忠效［!;］的方法有所改变，具体染色方法为：称

取 !#. =H 醋酸8!8萘酯和 #. =H 醋酸808萘酯溶

解于 !. =+ 丙酮溶液中，另称取 0.. =H 坚固牢

蓝 II 盐溶于 !. =+ 丙酮（坚固牢蓝溶液过滤，

可以提高清晰度），溶解后将坚固牢蓝先倒入

0.. =+ 的 .E! =*+<J 磷酸缓冲液（D9 1E;）中，震

荡均匀后倒入萘酯，最后放入电泳后的 KFBL
凝胶，在 3,2下染色 3. / 1. =6> 至条带清晰后

取出。

# 结果与分析

酯酶通常存在于细胞液中，是单体酶或二

聚体酶，有 0 / !. 个位点［!］。从染色后不同个

体的酯酶图谱（图 !）可以看出，角类肥蛛的酯

酶是单体酶，酶谱带共有 1 条（图 0）。依照国

际通用的方法记录酶谱［!］，从阳极到阴极依次

记为：L7)8!、L7)80%、L7)80M、L7)83%、L7)83M、L7)8;，

即角类肥蛛的酯酶有 ; 个基因位点，在位点

L7)8! 和 L7)8; 均为单个等位基因，在 L7)80 和

L7)83 位点各有 0 个等位基因。1 条酶带的迁移

率依次为：.E-"# 3、.E,;" 1、.E1.1 3、.E3#3 ;、

.E0#1 1 和 .E!0" #。

分析角类肥蛛腹部的酯酶同工酶酶谱（图

0：F）得出，腹部酯酶在 L7)8!、L7)80、L7)83 和 L7)8
; 位点均有酶带。个体之间的差异主要表现在

两个方面：（!）L7)8! 位点仅出现在第 3、"、!#、

!1、!, 和 !" 个体；而第 0、;、1、,、- 和 !! 个体在

L7)8; 位点则没有酶带；（0）大多数个体在 L7)80
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图 ! 角类肥蛛头胸部与腹部酯酶同工酶酶谱

"#$% ! &’( )*& +,-.$/0-1 .2 3(4’05.6’./07 089 0:9.-(8 #8 ! ; "#$%&’(
图中数字表示不同个体的编号；!：腹部；"：头胸部。后图同。

#$% &’()%* *%+*%,%&-, -$% ./00%*%&- ,+/.%* /&./1/.’!2,；!：!).3(%&；"："%+$!23-$3*!45 #$% 032236/&7, !*% -$% ,!(%5

图 < 角类肥蛛腹部（=）头胸部（>）酯酶酶谱模式图

"#$% < &’( )*& +,-.$/0-1 .2 0:9.-(8（=）089 3(4’05.6’./07（>）#8 ! ; "#$%&’(

和 8,-9: 位点都是杂合基因型 !)，基因的杂合

度为 !; < !: < =5>?? @，仅有少数个体表现为纯

合基因型：!! 和 ))（如第 >、A 号个体）。

角类肥蛛头胸部的酯酶酶谱结果如图 ;：

B，不同个体之间头胸部的酯酶同工酶没有明

显的差异。在 8,-9; 和 8,-9: 位点大多是单等位

基因，分别为 )) 和 !!。仅在第 C、D;、DE、DA 个

体中表现出 8,-9;!。
通过比较分析角类肥蛛头胸部与腹部的酯

酶酶谱（图 ;）得出，头胸部与腹部的酯酶差异

显著。头胸部仅在 8,-9; 和 8,-9: 位点有酶带分

布，并且表现出纯合基因型；而腹部的酯酶表现

出 > 个位点，且在 8,-9; 和 8,-9: 位点是杂合基

因型。
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! 讨 论

比较分析角类肥蛛个体的头胸部与腹部酯

酶同工酶的酶谱发现，酯酶同工酶在角类肥蛛

的头胸部和腹部之间存在明显的差异，这可能

是因为酶在同一个体中存在分布差异，即同一

个角类肥蛛个体的头胸部与腹部酯酶的差异是

由于同工酶在同一个体的不同部位或者不同组

织中酶的存在形式不同［!"］。一般认为，酶的生

物合成（即酶基因的表达）是受遗传基因和代谢

物双重控制。所以某些酶基因只在特定的器官

或组织中、特定的发育阶段表达，显出活性。腹

部是蜘蛛消化食物的主要部位，#$%&’( 和 #$%&)*
仅存在于腹部，由此推测这两种酶是角类肥蛛

消化猎物、进行新陈代谢所必需的酶。#$%&! 和

#$%&+ 仅在腹部有所表达，推测它们可能是与蜘

蛛分解消化猎物有关的酶。但是 #$%&! 和 #$%&+
在不同个体之间表现出有和无的差别，因而

#$%&! 和 #$%&+ 的存在与角类肥蛛个体的遗传结

构、生理状况、捕食猎物［!,］有关。

角类肥蛛不同个体的头胸部酯酶同工酶酶

谱大致相同，说明角类肥蛛头胸部的酯酶在不

同个体之间没有明显的差异，即均表现为迁移

率相同的两条带 #$%&’* 和 #$%&)(。所以，在角

类肥蛛的头胸部酯酶没有个体差异，酶带具有

可重复性和稳定性。此外，综合分析结果中的

+ 个酶谱图（图 !）可知，角类肥蛛不同体躯部位

的酯酶都存在 #$%&’* 和 #$%&)( 谱带，并且都比

较稳定，即不同的个体、不同的体躯部位都会出

现这两条谱带，而且迁移率相同，所以在居群结

构和系统分析的研究中，#$%&’* 和 #$%&)( 可以

作为鉴别角类肥蛛的特征谱带。

然而，不同个体角类肥蛛的腹部酯酶同工

酶酶谱存在较大的变化，腹部的酯酶同工酶表

现出显著的个体差异，即不同的个体酶带的分

布有所不同。这在分析种类的遗传进化中，可

以用来计算不同位点的等位基因频率，从而可

以计算不同种间的遗传距离［!-］，得出不同种间

的系统进化关系。

此外，在模式图（图 ’）中省略了一些非遗

传性的或人为干扰产生的谱带。因为实验中观

察到的酶谱是凝胶上显示出的色带，它们是基

因表达的产物，是酶蛋白质基因的表现型，并不

是基因本身，由于实验方法或操作的原因，在一

定的情况下会形成次生的、额外的非遗传性的

带。原因在于，在大多数情况下，由 ./0 核苷

酸编码的多肽链直接形成酶蛋白，但有时某些

酶在按照 ./0 的编码顺序合成多肽链以后，在

形成蛋白质以前，会与其他多肽链结合，或被加

上一些较小的类酯化合物片段，或由于材料的

采取和贮存的原因，染色时酶谱上出现了非遗

传性的或人为的带［!］。

同工酶是基因变化的一个标志，同工酶分

析是在居群、种甚至属的水平上研究生物遗传

多样性的重要方法，也是系统进化研究的一种

有力手段。但单纯的酶资料所获取的证据都只

是事物的一个方面，只有不断地综合各方面的

知识，结合来自形态学、地理学、生态学、细胞学

等各方面的证据，才能使科学研究逐渐接近复

杂的、不断变化着的生物界的客观实际。
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人工饲养朱!野化放飞后在野外繁殖成功

朱$（!"##$%"& %"##$%）是世界上最濒危的鸟类之一，目前全球只有一个约 )$$ 只的野生种群，分布在我国陕西

省洋县。鉴于朱$种群的现状，在其历史分布区（-./012.345 24678）进行再引入（98:.6021;<30.16），扩大野生个体的分布

区，是拯救这一物种的根本性措施。为了探讨朱$人工饲养个体再引入的可行性和实施方法，我们于 #$$& 年和

#$$) 年在洋 县 华 阳 镇 进 行 了 两 次 野 化 放 飞 试 验。试 验 的 实 施 参 考 =>?@ 物 种 生 存 委 员 会（AB83.8/ A<2C.C45
?1DD.//.16，AA?）制定的引入规程。在华阳镇的适宜地点搭建了一个面积约 * !$$ D# 、高 *) D 的六边形网笼，作为释

放个体的野化训练场所。网笼内包含野生朱$栖息的各种环境，如山坡乔木、水田、沼泽、水渠、草地等。选择健壮

的、性比合理的饲养个体（幼体、亚成体和成体）作为试验对象，检疫合格后，佩戴便于野外观察的数字环和无线电

发射器，释放到大网笼中进行野化训练。训练内容包括：将泥鳅投放到水田、沼泽、水渠中，并通过模型引导试验个

体觅食；通过栖杠引导试验个体到树上栖息和夜宿；定期播放猛禽和朱$的鸣声，培养试验个体对威胁的警惕和同

类个体声音的适应能力等。野化过程中，工作人员穿着模拟的“朱$服装”，尽量减少试验个体和人的接触。

野化训练一段时间后，对试验个体的觅食、夜宿、警惕能力进行评估，将其日间行为节律与野生个体进行比较，

确认试验个体获得相应的野外生存能力后，将其释放到野外，并通过无线电遥测进行跟踪监测。监测结果表明，释

放个体在野外的生存状况良好。截止到 #$$, 年 , 月，#$$& 和 #$$) 年分别释放的 *# 和 ** 只个体中，各有 + 只仍在

华阳镇附近区域活动，其他个体扩散后离开释放地。#$$, 年 % 月，陆续有 % 对释放的朱$在华阳开始繁殖，分别为

（*）华阳中学巢：亲鸟为 #$$) 年释放的 ’ 号和 *$ 号（均为成鸟）；（#）高峰巢：亲鸟为 #$$& 年释放的 ’# 号（饲养条件

下自然繁殖后代，# 岁）和 #$$) 年释放的 ** 号（成鸟）；（%）小华阳巢：亲鸟为 #$$& 年释放的 E$+,（成鸟）和一只野生

朱$（绿色数字环 ,+ 号）。各巢的详细情况参见表 *。

表 " 释放个体的繁殖信息

巢址 营巢树种 树高（D） 巢高（D） 巢树胸径（3D） 产卵数 出壳数 出飞数

华阳中学 油松 #) *, !# % % #
高峰 马尾松 *& ** #’ % # $

小华阳 马尾松 *) ** )* * * *

试验结果表明，人工饲养的朱$个体经过适宜的野化训练后，可以在野外环境生存并成功繁殖，同时验证了饲

养朱$再引入的可行性。但是，野化放飞的个体对原有野生个体可能存在影响，需要进一步评估。由于洋县环境

容纳量的限制，不宜继续在当地实施野化放飞。今后应在一定距离外朱$的历史分布区逐步、有序地开展再引入

工作，以期建立第二个隔离的、可以自我维持的野生种群，使朱$彻底摆脱濒危状况。

刘冬平! 路宝忠" 张国钢! 楚国忠!

（!中国林业科学研究院森林生态环境与保护研究所，国家林业局森林保护学重点实验室 北京 *$$$’*；

"陕西省朱$国家级自然保护区 陕西洋县 +#%%$$）

·*$*·% 期 程圆圆等：角类肥蛛体躯不同部位酯酶同工酶的比较分析


