
第 30卷 

2 0 0 9 

第 1期 

年 2月 

渔 业 科 学 进 展 

PRoGRESS IN FISHERY SCIENCES 

Vo1．30，No．1 

Feb．。2OO9 

两种壳色虾夷扇贝的同工酶分析 

孙秀俊 杨爱国  ̈ 刘志鸿 周丽青 王卫军。 
( 农业部海洋渔业资源可持续发展利用重点实验室 中国水产科学研究 院黄海水产研究所 ，青岛 266O71) 

( 上海水产大学生命科 学与技术学院 ，2OOO9O) 

(。山东省海洋水产研究所，烟台 264006) 

摘要 采用不连续聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳技术对两种壳色虾夷扇 贝的闭壳肌进行了同工酶检测 

分析 与 比较 。8种 同工 酶 (MDH、ADH、ME、SoD、EST、GDH、SDH 和 a—AMY)共检 测 出 17个 位 

点，其中白色贝有 7个多态位点，褐 色贝有 6个多态位点，多态位点(P。 。)的比例分别为 41．18 和 

35．29 ，白色贝和褐色贝平均每个位点的等位基 因有效数 目(A )分别为 1．142 1和 1．1O4 O，预期 

杂合度分别(H )为 O．091 9和 O．067 4，实际杂合度(H。)分别为O．127 5和 O．09O 7，多态位点的遗传 

偏 离指数表明，白色贝具有更高的遗传 变异水平和 多样性水平。住点 E5 3可以作为鉴定 白色贝和 

褐 色贝的特异性蛋白质分子标记 。 
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ABSTRACT The electrophoretograms of isozymes from adductor muscle of Pn 规0 ec 

ss0 ，zs s were analyzed by vertical polyactylamide gel electrophoresis．Resu1ts showed that 

there were 17 1oci by detecting 8 isozymes(MDH，ADH，ME，SOD，EST，GDH，SDH， 一AMY) 

in white sca1lops and brown sca1lops． Among the recorded 1oci，7 loci(S0 2，s—M d̂ 一1，Es 2， 

s 3，S l，旷A 
．

y一2， A772 一5)and 6 1oci(S0 2， M  一l，E5 2，S 1，旷A 一2，0『A77z 一5) 

were polymorphic in white and brown scallops， and the mean proportion 0f polymorphic loci 

(P)was 41．18％ and 35．29 ．The mean effective number of alleles per locus(A )was 1．142 

l and 1．104 0，the mean expected heterozygosity per locus(H )was 0．091 9 and 0．067 4，and 

the mean observed heterozygosity(H。)was 0．1 27 5 and O．090 7． In the mean time，the devia一 
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tion indexes from Hardy—W einberg equilibrium ( ) 。f the polymorphic loci were calculated， 

both of them showed the absence of heterozygosity． The genetic variability of white scallops 

was higher than those Of br。wn scallops，which had a better growth potential during the further 

selection． W e conclude that white scallops have batter potential a for further selection and 

breeding． At the same time，we found the dissimilarity of activity and polymorphism in Es 3 

between white scallops and brown scallops，and it can be used as the genetic marker of 口r 口一 

0 ． 

KEY WoRDS Pn 0 Pc￡鲫 PssD删 sis Isozyme Polymorphism 

Genetic variabilitv Shell colors 

虾夷扇贝 Pn￡ o ec把 Ps o s s主要分布于 日本和朝鲜半岛沿海，2O世纪 8O年代初从 日本引进，目前 

已成为我国北方沿海养殖的重要经济贝类之一。在人工养殖过程中，近几年发现少部分虾夷扇贝的壳色发生 

变异，变成左右壳均为白色 。多年的生产实践证明，白色贝较褐色贝有着生长快、易于度夏等优点，通过对左右 

壳均为白色的扇贝进行定向选育，培育出能够稳定遗传的优 良品种。目前，国内外对虾夷扇贝的苗种培育、繁 

殖生物学等方面的研究报道较多(王庆成 1984；李文姬等 1997；隋锡林等 199O)，有关虾夷扇贝的生化遗 

传及分子标记方面的研究工作开展较少(陈省平等 2OO5；高悦勉等 2OO3、2o04；Fu o e￡az． 1991)，有关虾 

夷扇贝壳色方面的研究尚少有报道 。 

本实验应用同工酶技术对壳色变异的虾夷扇贝和正常壳色的虾夷扇贝进行生化遗传研究，对二者的同工 

酶的酶谱特征进行分析和比较，分析二者的遗传多样性水平 ，为虾夷扇贝的良种选育和生化遗传提供基础资料 

和理论依据。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

白色贝，左右壳均为白色；褐色贝，为正常壳色，左壳为红褐色，右壳为白色，两种虾夷扇贝于 2OO7年 1月 

29日取 自大连长海县小长山养殖海 区，从同龄贝中随机选取 48只白色贝和 48只褐色贝，白色贝平均壳 长 

9．47±0．50cm，褐色贝平均壳长 9．41±0．43cm，活体带回实验室 ，一80Ic保存备用。 

1．2 样品的制备 

取 0．5g闭壳肌 ，加入 1．5m1 O．05 巯基乙醇水溶液 ，冰浴条件下进行研磨 ，4。C冷冻离心 12 OOOr／min，离 

心 30 min，取上清液分装入 PCR管中，放入一8O℃保存 。 

1．3 电泳及染色方法 

采用北京六一仪器厂的 DYCZ一24A型电泳槽进行不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳 ，对凝胶浓度、电压、电极缓 

冲液和点样量的多少及染色条件进行反复摸索和优化 ，确立的酶电泳参数如下 ：浓缩胶 T一3．6 ，pH6．7，分 

离胶 丁一8．2 (MDH、a—AMY 、IDH、ALP、ACP、ADH、ME、SOD、PoD、GDH 和 SDH)，EST的分离胶 丁一 

13 ，pH8．9，凝胶厚度 1mm，TG缓 冲液系统恒压 230～3O0V，TC系统恒压 80V，EBT系统恒压 140V，电泳 

在 4 C冰箱中进行，电泳时间 4～5h，点样量根据不同种酶类而异。 

电泳结束后，进行各种酶的染色 ，染色参照胡能书等(1985)、王中仁(1998)和季维智等(1999)的方法(略做 

改动)，最后用 UVP Biomaging systems C～80拍照记录。 

1．4 结果记录及 数据处理 

同工酶的位点和等位基因的命名参照 Shaklee等(199O)和 whitmore(199O)的方法 。以同工酶名称缩写 
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的代表酶蛋 白，小写英文字母 a、b、c⋯表示不同的基因位点 ，小写英文字母后面的数字代表不同的等位基因， 

用它们的组合代表基因型。控制同一种酶的不同基因座位按照从 阳极到阴极的顺序依次标记为 l、2、3⋯。 

同工酶数据的数理统计采用王中仁(1998)和 Nei(1972)方法 ，计算多态位点 比例(P)、等位基因频率( )、 

平均每个位点等位基因的有效数目(A )、预期杂合度(H )和实际杂合度(H。)、Hardy—weinberg遗传偏离指 

数( )、遗传相似度(J)和遗传距离(D i)。多态位点以其主要的等位基因频率低于 o．99为标准。 

2 结果与分析 

2．1 虾夷扇贝同工酶电泳结果 

白色贝和褐色贝 12种同工酶的结果表明，酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(ALP)、过氧化物酶(POD)、异 

柠檬酸脱氢酶(IDH)4种同工酶未检测到活性表达或酶谱不清晰 ，对显带清楚的 8种同工酶进行生化遗传分 

析 ，共检测出 17个位点 ，所测的位点和基因频率见表 1。部分同工酶电泳图谱见图 1、图 2和图 3。 

表 1 白色贝和褐色贝 17个 同工酶位点的等位基 因频率 

Table 1 Allele frequencies 0f 1 7 isozyme l0ci in white and brown scallops 

2．1．1 超氧化物歧化酶(SOD，E．C．1．15．1．1) 

二聚体酶。白色贝和褐色贝均观察到 So 1和 S0 2和 S0 3三个位点。其中，S0 1有 1种等位基因 a 

编码 ，观察到 1种基因型 aa，活性较弱。So 2由两种等位基 因 n和 6编码 ，观察到 1种基 因型 口6，为多态位 

点。S。 3有 1种等位基 因 a编码，观察到 1种基因型 aa，为单态。 

2．1．2 苹 果酸脱 氢酶 (MDH，E．C．1．1．1．37) 

二聚体酶。白色贝和褐色贝中均有一个位点 M 一1编码 ，由于等位基 因的 a或 b关闭 ，只观察到某个 

等位基因的纯合基因型 aa或 bb。 

白色贝和褐色贝中均有一个位点 M 矗一1编码 ，观察到两种等位基因 a、b和两种基因型 aa、ab，个体之 间 

有差异 ，为多态位点。 

2．1．3 乙醇脱氢酶 (ADH，E．C．1．1．1．1) 

二聚体酶。白色贝和褐色贝均有 A 1一个位点编码，观察到 1种等位基因 a和 1种基因型 aa，为单态 。 

2．1．4 苹果 酸酶 (ME，E．C．1．1．1．40) 

四聚体酶 。白色贝和褐色贝均有 M 一1一个位点编码 ，观察到 1种等位基因 a和 1种基因型 aa，为单态。 

2．1．5 谷氨 酸脱 氢酶 (GDH，E．C．1．4．1．2) 

二聚体酶 。白色贝和褐色贝均有 G 1一个位点编码，观察到一种等位基因 a和一种基因型 aa，为单态 。 
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2．1．6 酯 酶 (ES I、，E．C．3．1．1．1) 

单聚体酶 。白色贝和褐色贝均有 Es 1、Es 2和 Es 3三个位点编码，其中，白色贝和褐色贝在位点 Es 1 

均观察到 1种等位基因 a和 1种基因型 aa，为单态位点，位点 Es 2均观察到两种等位基因 a、b和 3种基 因型 

aa、ab和 bb，为多态位点 。而白色贝在位点 E 3活性较弱 ，观察到两种等位基因 a、b和两种基因型 aa、ab，为 

多态位点(图 2)。而褐色贝此位点活性较强，只观察到 1种等位基因 a和 1种基因型 aa，为单态位点(图 3)。 

为更好的证明酯酶在白色贝和褐色贝之间的表达差异 ，将白色贝和褐色贝的样品放在同一张胶板上在相同的 

条件下进行聚丙烯酰胺凝胶电泳(图 4)。结果证实 ，位点 Es 3的活性在白色贝和褐色贝中的表达有着稳定而 

显著 的差异 。 

图 1 虾夷扇贝的部分电泳 图谱 

sod0 

&)小2 

&) l 

m_Mdh．1 

s．Mdh—l 

兰 三H目日 嗣 烈日H目目日目嗣目舁渊 目目目 

Fjg．3 Th 

网 3 褐色贝 EST酶谱 

zymogram of EST 0fbrown scallops 

茎三 目丑同 目目H目霜目 目 口日目口日目 目 日 
w ：白色 贝；R：褐色贝 

W ：white scal10ps；R：br0wn scalIops 

图 4 白色 贝和褐色贝的 EST对 比酶谱 

Fig．4 The c0ntrast zymogram of EST of white and brown scal1ops 
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2．1．7 山梨醇脱氢酶(SDH，E．C．1．1．1．14) 

二聚体酶。白色贝和褐色贝均有 S 1一个位点编码，观察到两种等位基 因 a、b和 3种基因型 aa、ab和 

bb，为多态位点。 

2．1．8 0【一淀粉酶 (0【一AMY，E．C．3．2．1．1) 

单聚体酶。白色贝和褐色贝均有 Am 一1、旷Am 一2、 Am 一3、 A 一4和 旷Am 一5五个位点编码，其 中， 

旷Am 一2、旷Am ～3和 Am 一5三个位点均观察到 1种等位基 因 a和 1种基 因型 aa，为单态位 点。位点 

A 一2和 Am 一5均观察到两种等位基因 a、b和两种基因型 aa、ab，个体之间有差异 ，为多态位点 。 

2．2 两种壳色虾夷扇贝遗传参数的比较 

2．2．1 两种壳色虾夷扇贝的多态位点比率(P) 

白色贝和褐色贝在 8种同工酶的 17个位点中分别检测 出 7个 (S0 2、 一1、Es 2、Es 3、S 1、旷 

A77z 一2和 旷Am 一5)和 6个(S0 2、 M 一1、E 2、S 1、 A 一2和 口-A 一5)多态性位点 ，多态位点的百分 

数 P分别为 41．18 和 35．29 ，白色贝具有较高的多态位点比例。 

2．2．2 两种壳色虾夷扇 贝平均每个位点等位基因的有效数 目(A ) 

白色贝和褐色贝的平均每个位点等位基因有效数 目A 分别为 1．142 1和 1．1O4 O。 

2．2．3 两种壳色虾夷扇贝平均每个位点的预期杂合度(H )和实际杂合度(H。) 

白色贝和褐色贝平均每个位点的预期杂合度 H 分别为 O．091 9和 0．O67 4，实际杂合度 H。分别为O．127 5 

和 0．O90 7。其中，多态位点的预期杂合度(H )和实际杂合度(H。 )见表 2。 

表 2 白色贝和褐色贝多态位点的预期杂合度 (H )、实际杂合度 (H0 )和遗传偏离指数 (d) 

Table 2 The 0bserved and expected heter0zygosity，divergent index(d)at each p0lym0rphic locus 

O．5OO O 

O．O98 7 

O．117 2 

0．353 3 

0．O98 7 

O．277 8 

O．117 2 

O．50O O 

O．117 2 

O．234 2 

1．OOO O 

O．1O4 2 

O．O4l 7 

O．458 3 

O．1O4 2 

0．333 3 

O．125 O 

1．OOO O 

O．125 O 

O．1O4 2 

O．1O4 2 

0．145 8 

O．O62 5 

1．OOO O 

O．O55 7 

一 O．644 2 

O．297 2 

O．O55 7 

O．199 8 

O．066 6 

1．OOO O 

O．066 6 

一 O．555 1 

O．O55 7 

O．O78 4 

O．O33 1 

2．2．4 两种壳色虾夷扇贝 Hardy—Weinberg遗传偏 离指数( ) 

白色贝和褐色贝多态位点的遗传偏离指数 除了位点E 2为负值外，其余均为正值(见表 2)。 

2．2．5 两种壳色虾夷扇贝的遗传相似度(J)和遗传距 离(D 。) 

白色贝和褐色贝之间的遗传相似度(J)和遗传距离(D )分别为 O．995 8和O．OO4 2。 

3 讨论 

3．1 两种壳色虾夷扇贝同工酶的表达 

高等动物的 MDH通常有细胞液型( MDH)和线粒体型 ( MDH)两种类型 ，本实验中白色贝和褐色贝 

检测到的 MDH有两种类型： MDH 和 —MDH。其中 舯MDH 迁移较慢 ，通常是由 a和 b两种等位基因编 

码的二聚体 ，而 MDH 迁移较快 ，通常也是由 a和 b两种等位基 因编码 的二聚体。白色贝和褐色贝中位点 

MDH一1在个体之间的表达有差异，为多态位点，这与日本栉孔扇贝的酶谱特征相类似(李太武等 2O01)。经 

2 r 2 3 1 一 
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典的 MDH观察到 1条或3条酶带，本实验中 MDH一1的等位基因 b纯合时没有表达，未检测到纯合基因 

型 bb，由此推断等位基因 b可能是哑等位基因，需要通过繁殖实验进一步验证。高悦勉等(2O04)对我国大连 

海域养殖的虾夷扇贝进行了同工酶生化遗传分析 ，所检测 的两个 MDH位点均为单态，这与本实验结果不一 

致。作者认为 ，造成这种差异的原因可能是因为实验所采用养殖群体的不 同所造成的酶谱表型的差别，也可能 

是由于自然选择 、人工选择等因素造成了同工酶某些位点上的杂合子缺失，进而导致种群分化，形成异质性较 

大的不同群体。 

3．2 特征酶谱的确定 

同工酶是一种相对稳定的蛋 白质水平的遗传标记，已广泛应用于分析种群遗传结构、遗传变异、种质鉴定 

以及种间差异等研究中(王梅芳等 2000、2Oo2；张繁荣等 2OO0；杨发群等 2005)。王梅芳等 (2O02)认为， 

SOD、EST酶谱分析结果与江珧形态分类学分析有较高的相关性 ，酶谱特征可以作为蛋 白质水平的分子标记 

用于江珧物种的鉴定和亲缘关系的判别上。 

从两种壳色虾夷扇贝的同工酶电泳结果来看，白色贝和褐色贝的 EsT的活性表达在二者之间表现出显著 

的差别，白色贝的位点 Es 3的活性表达虽然较弱，但个体之间的表达有差异 ，具有明显的多态性 ，而褐色贝的 

E 3活性较强 ，为单态位点。从图 4可以看出，在相同条件下的重复电泳更加证明了白色贝和褐色贝在 Es 3 

活性表达的差异 。作者认为，褐色贝 Es 3的杂合个体的缺失可能是由于 自然选择 、近亲繁殖和无效等位基因 

等因素造成的。因此，位点 3可以作为鉴别白色贝和褐色贝的蛋白质分子标记 ，应用于虾夷扇贝的品种鉴 

定和亲缘关系的判别方面，为虾夷扇贝进一步的品种改 良和定向选育提供依据 。另外，在图 2、图 3和图 4中 

也发现位点 Es 2在 白色贝和褐色贝之间的表达差异 ，但只是在活性方面的差异需进一步的研究和验证。 

3．3 两种壳色虾夷扇贝遗传变异分析 

多态位点的比率、平均每个位点的有效等位基因数、预期杂合度和实际杂合度常用来分析种群的变异程度 

和遗传多样性水平。高悦勉等(2O03)的研究结果表明，大连海域养殖的虾夷扇贝的多态位点 比例为 4O ，证 

明虾夷扇贝养殖群体具有较高的遗传变异能力。本实验中白色贝和褐色贝多态位点的比例分别为 41．18 和 

35．29％，预期杂合度 H 分别为 O．O91 9和 O．O67 4，实际杂合度 H。分别为 O．127 5和 0．O9O 7，由此可知，白 

色贝表现出更高的遗传变异水平，种质资源状况较好，而褐色贝的遗传变异处于较低的水平，可能是由于自然 

选择或近亲繁殖造成的。 

Hardy—weinberg遗传偏离指数 反映了H 和 H。二者之间的平衡关系， 值越接近于零，基因型分布越 

接近于平衡状态 ， 值的正负直接反映了种群内杂合子的过剩或缺失的状态， 值为正则说明杂合子过剩， 

值为负则说明杂合子处于缺失状态。本实验的研究表明，白色贝和褐色贝多态位点的 值除E 2外均大于 

零，杂合子处于过剩状态 ，而二者在 Es 2的杂合子出现不同程度的缺失现象 。 

白色贝和褐色贝之间的遗传相似度和遗传距离分别为 0．995 8和0．O04 2。Nei(1987)根据从细菌到人类 

的各种生物类群的遗传距离估计值进行的分析和统计认为，亚种间遗传距离一般在0．05左右或大于0．O5，由 

此说明白色贝和褐色贝之间的遗传相似度较高 ，亲缘关系较近。白色贝作为虾夷扇贝的一个选育种群，在出柱 

率方面表现出极显著的优势(P<O．O1)(孙秀俊等 2OO8)。贝壳的颜色较浅，更容易适应高温和强光的环境， 

实验证明具有更高的遗传变异水平，但要判断白色贝在生长方面是否表现出显著的优势，应进行白色贝与褐色 

贝的形态学分析和比较 ，还要从生理和生态的角度对二者的新陈代谢机制及适应外界环境能力进行 比较研究 ， 

并从 DNA分子水平上找到与壳色表达相关的基因，为虾夷扇贝进一步选种育种和品种改 良提供依据。 
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