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异精效应在雌核发育彭泽鲫胚胎发育中的同工酶证据
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摘要: 采用聚丙烯酰胺凝胶垂直板电泳技术, 对同源和异源精子激发雌核发育彭泽鲫子代胚胎发育过程中四种同

工酶( EST , LDH, MDH,ME)的表达情况进行了比较研究。结果表明同源和异源精子激发的胚胎在MDH 和 LDH 同工

酶表达上存在明显差异。MDH 同工酶的差异主要表现为: 在孵出期, 异源精子激发的胚胎比同源精子激发的胚胎

多出两条谱带MDH4� 和MDH5� ; LDH 同工酶的差异表现为: 在原肠中期至肌肉收缩期的五个时期中, 异源精子激发

的胚胎比同源精子激发的胚胎多出 4条谱带( LDH9� � 12� )。这种差异说明同源与异源精子对子代胚胎发育过程

中同工酶表达的影响不同,可能属于� 异精生物学效应�的一种表现形式。
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� � 自从蒋一 1983年提出�异精生物学效应�现象

以来
[ 1]
,有关这一问题的研究就一直没有间断,其中

多数研究都是以雌核发育银鲫为对象,少数涉及到其

他雌核发育鱼类。到目前为止,仍存在两种截然不同

的观点,一种观点认为�异精效应�客观存在, 另一种

观点则认为�异精效应�没有足够证据或根本不存在。
在雌核发育鲫鱼中,支持�异精效应�的证据主要表现

在分子水平上[ 2� 5] , 少数表现在受精率和生长率方

面[ 6]。Schartl等[ 7]在具有雌核发育生殖方式的单性

鱼亚马逊帆 ( Poecilia formosa)中也发现了类似银鲫

异精效应的现象。不支持�异精效应�的观点认为迄

今为止尚未发现形态和蛋白质表型等方面的直接证

据
[ 8� 9]

,甚至目前显示的分子证据也还需要进一步的

验证[ 10]。Zhou等[ 11]提出银鲫在应答不同来源精子时

分别采用不同的生殖方式,有助于加深对两性型雌核

发育鱼类生殖方式的认识和对异精效应的理解。作

者从20世纪 90年代中期开始进行雌核发育彭泽鲫

的相关研究, 在研究过程中也一直受到�异精生物学

效应�的困扰。最近对同源和异源精子激发雌核发育

彭泽鲫胚胎发育过程中的同工酶表型进行了比较研

究,发现同源精子与异源精子激发的胚胎在部分同工

酶表型上存在明显差异,这种差异有可能是异精生物

学效应的一种表现形式。

1 � 材料和方法

1�1 � 材料 � 彭泽鲫(Carassius auratus of Pengze)雌性

2尾,体重均为 0. 8kg, 雄性 1尾,体重 0. 5kg; 尖鳍鲤

(Cyprinus acutidorsalis )雄性 1尾,体重 0. 6kg,均来自

华南师范大学生命科学学院海洋生物研究所南海实

验基地。经常规人工催产,将 2尾雌性彭泽鲫的成

熟卵子混合平均分成 5组(同时进行的还有其他实

验) ,本试验用其中两组, 分别与彭泽鲫或尖鳍鲤的

成熟精子进行人工授精, 受精卵均匀地铺撒在孵化

网片上, 在 4m � 4m的水泥孵化池中孵化(两组在同

一个池中孵化) ,水温 24. 8 � 25. 3 � 。

1�2 � 样品制备 � 依次按表 1所列的发育时期取样,

按 1�5的比例(胚胎重量/缓冲液体积)加入预冷的

0. 1mol/ L pH7. 0磷酸缓冲液, 在预冷的玻璃匀浆器

中匀浆充分, 匀浆液置 4 � 冰箱中抽提 1h, 之后在

TGL�16G高速冷冻离心机上离心, 4 � 8000r/min。离

心 30min,酶液置- 20 � 低温冰箱中冷藏备用。

1�3 � 电泳、染色及固定 � 采用 7. 5%的垂直聚丙烯

酰胺凝胶电泳法分析, 浓缩胶浓度为 2. 5%。电极

缓冲液为pH8. 3的Tris�甘氨酸溶液。染色按照朱蓝
菲的方法[ 12]并略有改变。酯酶和乳酸脱氢酶用 7%

乙酸固定,苹果酸脱氢酶和苹果酸酶用乙醇凝胶固
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定液固定。

1�4 � 拍照、模式图的绘制及命名 � 对显色和固定好
的凝胶板用NIKON数码相机进行拍照, 然后根据各

酶带的染色强度和相对迁移率绘制成模式图。并按

向阳极泳动的快慢分别命名为 1� , 2� , 3� ��

表 1 � 同源和异源精子激发雌核发育彭泽鲫子代胚胎发育时序及主要特征(水温 24. 8 � 25. 3 � )

Tab. 1 � Time schedule and major morphological features of samples taken form the embryogenet ic stages of gynogenet ic Pengze

crucian carp act ivated by homogeneous and heterogeneous sperm

样品编号

Sample No.

发育时期

Developmental stages

受精后时间(中文为同源精子,

英文为异源精子)

Time after fertilization( h: m)

( homogeneous sperm in Chinese,

heterogeneous sperm in English)

主要形态特征

Major morphological charaterist ics

1 未受精卵 0�00 圆球形,卵质均匀分布

One Unfertilized eggs 0�00 spherical, spawn is not pockety

2 受精卵 0�00 圆球形,卵质均匀分布

Two Fertelized eggs 0�00 spherical, spawn is not pockety

3 64细胞期 2�30 胚盘分裂为 64个细胞

Three 64� cell stage 2�25 Blastodisc cleaved into 64 cells

4 囊胚中期 4�35 囊胚层细胞变低,细胞界限不清楚

Four Middle�blastula stage 4�30 The cells of blastula become lower

5 原肠中期 6�40 胎盘下包 1/ 2 � 2/ 3

Five Middle�gastrula stage 6�33 Blastodisc 1/ 2 � 2/ 3 epiboly

6 胚孔封闭期 9�55 胚孔封闭

Six blastpore closed 9�45 blastopore closed

7 肌节出现期 14�35 出现 1 � 3对肌节

Seven sometes present 14�20 1 � 3 somites present

8 尾鳍出现期 22�30 出现膜状鳍褶

Eight tail fin present 22�05 crapy fin present

9 肌肉收缩期 23�55 胚体开始扭动

Nine Stage of muscle contraction 23�10 Embryos exhibited moderate movement

10 心博期 28�40 心脏开始扭动

Ten Heartbeat stage 28�05 Init iation of heartbeat

11 眼黑色素期 45�15 眼黑色素沉积较多

Eleven Stage of darkly�pigmented eye 44�40 Eyes darkly pigment

12 孵出期 58�45 绝大多数胚体已出膜

Tw elve Hatching 57�30 The majority of embryos hatched

2 � 结果

2�1 � 同源和异源精子激发雌核发育彭泽鲫子代的
胚胎发育时序 �

从表 1可以看出, 同源和异源精子激发雌核发

育彭泽鲫子代的胚胎发育过程及各个发育时期的形

态特征基本不存在差异。在胚胎发育的初期, 二者

的发育速度也相差不大, 但总的表现为同源精子组

较异源精子组的发育速度稍慢。随着时间的推移,

到孵出时,同源精子组较异源精子组慢一个多小时。

2�2 � 胚胎发育过程中同工酶的表达 �
2�2�1 � 酯酶( EST, EC 3�1�1�)

同源和异源精子激发雌核发育彭泽鲫的胚胎发

育过程中酯酶同工酶的表型无明显差异。Est1�、

Est3� 在整个胚胎发育过程中都得到表达。Est2� 从

尾鳍出现期开始表达, 并一直表达至孵出期。但同
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源精子组的Est2� 在出现早期的活性较低。(图 1)

图 1 � 同源( A)和异源( B)精子激发雌核发育彭泽鲫胚胎发育的酯酶电泳图谱及模式图

Fig. 1� Electrophoretogram of EST isozymes in the embryogenetic stages of gynogenet ic Pengze crucian carp activated

by homogeneous sperm ( A) and heterogenous sperm (B)

2�2�2 � 苹果酸酶( ME, EC 1�1�1�40)
鱼类的苹果酸酶分为线粒体型( m�ME)和细胞

质型( s�ME)。同源和异源精子激发雌核发育彭泽鲫

胚胎发育过程中苹果酸酶的表达情况基本没有差

异。无论是同源还是异源精子激发的胚胎, s�ME 均

有三条酶带(ME1� � 3� )从受精卵到孵出期一直表

达;m�ME(ME4� ) 的活性很低, 染色很弱, 同源精子

激发的胚胎从受精卵表达至肌肉收缩期, 而异源精

子激发的胚胎从受精卵表达至心博期(图 2)。

图 2 � 同源(A)和异源( B)精子激发雌核发育彭泽鲫子代胚胎发育的 Me电泳图谱及模式图

Fig. 2 � Electrophoretogram of Me isozymes in the embryogenetic stages of gynogenetic Pengze crucian carp activated

by homogeneous sperm ( A) and heterogenous sperm (B)
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2�2�3 � 苹果酸脱氢酶( MDH, EC 1�1�1�37)
鱼类的苹果酸脱氢酶也分线粒体型( m�MDH)

和细胞质型( s�MDH)。同源和异源精子激发雌核发

育彭泽鲫胚胎发育过程中苹果酸脱氢酶的表达情况

存在一定的差异, 主要表现在泳动较快的 s�MDH

上。在孵出期, 异源精子激发胚胎的 s�MDH 比同源

精子激发的胚胎多出两条酶带(MDH4� 和 MDH5� ) ;

而在之前的 11 个时期, 二者均只有三条酶带表达

(MDH1� � 3� )。m�MDH(MDH6� )的活性在整个胚胎

发育过程中一直很低, 同源和异源精子激发的胚胎

在表达上没有明显差异。(图 3)

图 3� 同源( A)和异源( B)精子激发雌核发育彭泽鲫子代胚胎发育的MDH 电泳图谱及模式图

Fig. 3 � Electrophoretogram of MDH isozymes in the embryogenetic stages of gynogenetic Pengze crucian carp activated

by homogeneous sperm ( A) and heterogenous sperm (B)

2�2�4 � 乳酸脱氢酶(LDH, EC 1�1�1�27)
同源和异源精子激发雌核发育彭泽鲫胚胎发育

过程中乳酸脱氢酶的表达存在明显差异。同源精子

激发的胚胎在发育各个时期中 LDH 的表达情况基

本一致,均只有 LDH1� � LDH8� 共 8条酶带,这 8条

酶带在异源精子激发的胚胎中的表达情况与同源精

子激发的胚胎基本相同; 但异源精子激发的胚胎从

原肠中期到肌肉收缩期这五个时期中另有 LDH9� �

LDH12� 四条酶带表达,其活性在原肠中期和胚孔封

闭期较强,在肌节出现期、尾鳍出现期和肌肉收缩期

较弱。总体上 LDH9� � LDH12� 的活性较 LDH1� �

LDH8� 的活性要弱得多。(图 4)

图 4 � 同源( A)和异源( B)精子激发雌核发育彭泽鲫子代胚胎发育的LDH 电泳图谱及模式图

Fig. 4� Electrophoretogram of LDH isozymes in the embryogenetic stages of gynogenetic Pengze crucian carp activated

by homogeneous sperm ( A) and heterogenous sperm (B)
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3 � 讨论

自从蒋一 发现银鲫中存在�异精生物学效应�

的现象以后[ 1] , 相继在我国其他的鲫地方种群以及

最早发现的雌核发育鱼类一帆 中发现了类似的现

象
[ 5, 7]
。许多研究都找到了异源精子 DNA片段渗入

子代基因组的证据[ 2, 4, 6� 7] , 但类似的一些研究也存

在不同的结果[ 8� 10]。因此, 对异精生物学现象存在

与否仍存争议。最近, 关于银鲫具有两种不同生殖

方式的观点得到了染色体和 DNA 等方面的证据支

持[ 11, 13]。这一观点阐明了多年困扰研究者的银鲫

生殖方式之谜, 有助于加深对雌核发育及异精雌核

发育的认识和理解,但似乎并没有对异精生物学效

应给予充分的解释。除了分子生物学方面的证据之

外,其他方面支持异精效应的证据似乎并不足够充

分,特别是在最为直接的形态学和蛋白质表型上未

能发现有较强说服力的证据。这使得异精生物学效

应受到部分研究者的质疑。滕春波等[ 10]对这一问

题的看法最具代表性, 他们认为银鲫雌核发育的生

殖方式是一种隔离机制, 很难想象与异源精子受精

时会发生有限的 DNA片段杂交;同时他们认为当初

蒋一 提出异精效应时所列举的证据并不充分, 因

为生长和酶的显色反应受环境影响较大, 个别个体

出现的红色不具普遍性, 而且鲤鲫中本来就存在红

色的基因突变。

看来,对银鲫生殖方式的研究虽然取得了重要

的进展,但相关研究并未能对异精生物学效应做出

令人信服的解释。那么异精效应是否客观存在? 根

据我们近年来对雌核发育彭泽鲫的研究, 答案应该

是肯定的。至于异精效应的具体表现形式也许比我

们想象的要复杂。要在异精子代的成体中寻找异精

生物学效应在形态学的表现是十分困难的。这一点

不难理解,因为毕竟是雌核发育,子代的形态与母本

相似是其基本特点。因此,我们从胚胎发育入手, 结

果发现,在同源与异源精子激发的胚胎发育过程中

MDH和 LDH 同工酶的表达存在明显差异。MDH 的

差异主要表现在孵出期, 异源精子激发的胚胎比同

源精子激发的胚胎多出两条酶带( MDH4和 MDH5,

图2�A和图 2�B) ;LDH 的差异主要表现在原肠中期
至肌肉效应期, 异源精子激发的胚胎比同源精子激

发的胚胎多出四条酶带( LDH9�LDH12)。另外, 在相

同的条件下,从受精卵到孵化出膜,同源精子激发的

胚胎发育耗时较异源精子激发的胚胎发育耗时要

长。这些差异至少说明异源精子与同源精子对子代

的遗传贡献是有区别的。

最新研究认为,彭泽鲫与 A系银鲫具有基本相

似的遗传背景[ 13� 15] , 而银鲫应答同源和异源精子

时分别采取两性生殖和雌核发育生殖方式[ 11]。是

否暗示本实验所用的彭泽鲫也与银鲫一样具有两种

生殖方式,而实验得到的胚胎发育耗时及同工酶表

型上的差异是由于不同的生殖方式所致? 这还需要

进一步的深入研究。第一,关于彭泽鲫与银鲫的关

系,目前仍有不同看法。姚纪花等[ 16]通过对彭泽

鲫、滁州鲫、淇河鲫、滇池鲫、银鲫、草海鲫等六个鲫

鱼种群的线粒体�ND5/ 6片段 PCR 扩增和 RFLP 分

析,得出彭泽鲫和银鲫亲缘关系较远的结论。第二,

关于彭泽鲫与银鲫的染色体数目, Zhou & Gui
[ 13]
认

为彭泽鲫与银鲫的 A 系均为 156; 张辉认为彭泽鲫

的染色体数目是 162[ 17] ; 杨睿娇认为彭泽鲫的染色

体数目是 150+ ,没有明显的众数
[ 18]

;而我们最近的

研究表明彭泽鲫存在类似银鲫的种群内染色体分化

现象(未发表结果)。上述不同的结果说明彭泽鲫与

银鲫的关系还需要进一步的研究, 彭泽鲫是否与银

鲫一样具有两种生殖方式同样也需要进一步的深入

研究。因此,我们初步认为,本实验中同工酶表达上

的差异可以理解为异精生物学效应的一种表现形

式。由于取材时未能得到父本的胚胎发育材料, 因

此不能说明异源精子激发的胚胎同工酶中多出的酶

带是否在父本中存在。但即使父本中不存在这些多

出的酶带,也不能说实验结果中存在的差异就一定

与异精效应无关。因为异源精子的作用多数情况下

是表现在 DNA水平上,并非一定要异源精子完整的

功能基因片段才会对子代产生影响, 也许某些非功

能基因片段的随机渗入改变了原有胚胎发育过程中

某些同工酶基因的表达, 从而导致差异的出现。我

们同时进行了异精子代与双亲同工酶表型的比较

(未发表) ,却没有发现子代与母本之间在相应的同

工酶表型上存在差异。这一点也不难理解,已有研

究表明, 鱼类胚胎发育过程中某些同工酶的基因表

达与成体存在差异[ 19]。在本文的结果中,异源 DNA

的随机渗入完全有可能只是对胚胎发育过程中某些

同工酶的基因表达产生影响,而对幼体和成体相应

同工酶的基因表达则没有影响。因此, 同源和异源

精子激发的胚胎在发育过程中表现出的同工酶表达

上的差异,可以理解为异精生物学效应的一种具体

表现形式。
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ISOZYME EVIDENCES FOR ALLOGYNOGENETIC BIOLOGICAL EFFECTS IN

EMBRYOGENESIS OF GYNOGENETIC CRUCIAN CARP( CARASSIUS

AURATUS OF PENGZE)

ZHAO Jun, CUI Miao and CHEN Xiang�Lin
( Life science college of South China Normal University , Guangzhou � 510631)

Abstract: Pengze crucian carp, just like silver crucian carp, is known as gynogenet ic crucian carp. It is one of themost popular

cultural fishes in China. The offspring of pengze crucian carp activated by heterogeneous sperms show obvious allogynogenetic bi�
ological effects in growth, rate of fertilizat ion and other aspects. But like in silver crucian carp, no evidences have been found

that the allogynogenetic biological effects exist in morphology or protein phenotype in pengze crucian carp. That is why there are

argument about the phenomenon of allogynogenetic biological effects. In this paper, the patterns of expressions in four isozymes

(EST, MDH, ME and LDH) were investigated in the embryogenet ic stages of gynogenet ic crucian carp ( Carassius auratus of

Pengze) activated by homogenous and heterogeneous sperms, respectively, used by polyacrylamide gel electrophoresis. The ma�
terial used here were collected fromNanhai Aquiculture Experiment Base, College of Life Science, South China Normal Universi�

ty. Both MDH and LDH showed apparent differences between the embryos activated by homogenous sperm and those by heteroge�
neous sperm. The main differences in MDH exist at hatching stage, which showed two more bands in the isozyme pattern of em�
bryos activated by heterogeneous sperm than those of embryos act ivated by homogenous sperm. The main differences in LDH exist

at five stages from middle�gastrula to muscle construction, which showed four more bands in the isozyme pattern of embryos acti�
vated by heterogeneous sperm than those of embryos activated by homogenous sperm. Meanwhile, the other two isozymes ( EST

and ME) detected in this paper did not show apparent differences between the embryos activated by homogenous sperm and those

act ivated by heterogeneous sperm. Furthermore, the speed of development of the embryos activated by heterogeneous sperm is

slight faster than that of the embryos activated by homogenous sperm. Although it is difficult to define the reason of the above dif�
ferences, it can be considered as one form of allogynogenetic biological effects.

Key words: Allogynogenetic effects; Isozyme; Pengze crucian carp; Gynogenesis; Embryogenesis
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