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花鲈冷冻精液受精鱼苗与鲜精受精鱼苗 
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摘要：采用水平凝胶电泳技术对花鲈 (Lateolabrax maculatus)冷冻精液受精鱼苗与鲜精受精鱼苗进行了同工酶分 

析。本实验选取肌肉和肝脏两种组织，检测了IDHP、PGM、LDH、GPI、MDH、G3PDH、ME、HK、SOD、G6PD 

和 SDH等 11种酶，得到 13个位点 ：IDHP 、PGM一1 、PGM．2 、LDH 、GPI-1 、GPI-2 、MDH 、G3PDH 、 

ME 、HK 、SOD 、C．6PD 和SDH 。结果显示在0．99水平 ，SDH 和PGM一2 位点在两种受精鱼苗中均表现为 

多态，多态位点比例均为0．1538；平均预期杂合度分别为0．0460和0．0407，但未观测到杂合子，观测杂合度均 

为0，遗传偏离指数均为一1；有效等位基因数分别为 1．0720和 1．0850，花鲈冷冻精液受精鱼苗与鲜精受精鱼苗 

的遗传相似度为0．9991，遗传距离为 0．0010。由此可见，花鲈的冷冻精液受精鱼苗和鲜精受精鱼苗间未出现同 

工酶水平上的遗传差异，冷冻保存精液完全适用于花鲈育苗生产。 
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Isozyme Analysis of Spotted Sea bass(Lateolabrax maculatus)Artificially 
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Abstract：Horizontal starch gel electrophoresis was used to investigate the genetic difference on isozyme level between 

spotted sea bass artificially fertilized by cryopreserved spermatozoa and norm al sperm atozoa． Muscle and liver samples from 

two populations were chosen for the isozyme electrophoresis．13 putative enzymes coding loci(IDHP ，PGM一1 ，PGM一 

2 ，LDH ，GPI-I ，GPI-2 ，MDH ，G3PDH ，ME ，HK ，SOD ，C．6PD andSDH )were obtained based on 

11 enzymes(IDHP，PGM，LDH，GPI，MDH，G3PDH，ME，HK，SOD，G6PD and SDH)examined in this experi- 

ment and two of them were determined to be polymorphic．i．e．．SDH and PGM一2 when the most common allele iS less 

than or equal to 0．99．The proportions of polymorphic loci of spotted sea bass artificially fertilized by cryopreserved sper- 

matozoa and normal spermatozoa were both 0．1 538，respectively．There was no heterozygote appeared in individuals，and 

the average observed heterozygosities was therefore 0． The expected heterozygosities were 0．04 60 and 0．0407，respectively 

for spotted sea bass artificially fertilized by cryopreserved spermatozoa and normal spermatozoa．The Nei’S genetic dis— 

tance of two populations was 0．0010． The average effective numbers of alleles were 1
． 0720 and 1．0850．respectivelv． 
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The results showed that there was no difference on isozyme level in the spotted sea bass artificiallY fertilized by cryopre— 

served spermatozoa and normal spermatozoa． SO the cryopreserved spermatozoa is fit for spotted sea bass production eom- 

pletely． 

Key words：Lateolabrax rnaculatus； artificially fertilized by eryopreserved spermatozoa；artificially fertilized by normal 

sperm atozoa；isozyme analysis 

花鲈(Lateolabrax maculatus)属脊索动物门、硬 

骨鱼纲鲈形目艏科花鲈属，分布于中国沿海，南到 

越南与中国的边界，北到朝鲜。花鲈为广温、广 

盐、肉食性经济鱼类，是海水养殖的主要种类之 
一
[1] 

O 

自1949年以来，精液的超低温冷冻保存技术 

得到广泛应用，精液的冷冻与解冻技术逐步发展起 

来 j，国外报道了对大西洋鲱、虹鳟、美洲红点 

鲑、大麻哈鱼等的精液超低温冷冻保存的研究；相 

对而言，国内主要集中在淡水鱼类的研究上 ' ， 

极少数学者研究了花鲈、大菱鲆、真鲷、黑鲷等海 

水鱼类精液的超低温保存技术 ，有学者等报道 

了花鲈的超低温冷冻精液的冷冻与解冻技术以及防 

冻剂和精液的稀释倍数对受精率的影响，结果表明 

精子与卵子在一定比例范围内，其受精率与鲜精的 

受精率没有很大差异 。 

有关冷冻保存对冻精受精鱼苗遗传结构影响的 

研究方面，陈松林等采用微卫星分析技术研究表明 

冷冻保存对大菱鲆冻精受精鱼苗的遗传结构没有明 

显影响 。但采用同工酶技术研究冷冻保存对鱼 

类冷冻精液受精后代的影响的报道，迄今极少。而 

有关花鲈冷冻精液受精鱼苗的生化遗传研究，目前 

尚未见报道。为检测超低温冷冻精液在水产育种方 

面的可行性，本实验拟采用水平凝胶电泳技术，对 

花鲈冷冻精液受精鱼苗和鲜精受精鱼苗进行了同工 

酶比较分析，以检验花鲈冷冻精液受精情况及其子 
一 代的遗传结构，旨在为进一步的水产遗传育种提 

供基础依据。 

l 材料与方法 

1．1 实验材料 

实验鱼为黄海水产研究所用冷冻保存 1年的花 

鲈冷冻精液与花鲈卵授精获得的鱼苗 F1代，花鲈 

精子的冷冻保存按已建立的方法进行 。冷冻精 

液授精鱼苗 Fl代和鲜精授精鱼苗(与冷冻精液授 

精鱼苗的亲鱼相同)饲养在山东烟台海阳黄海水产 

研究所实验基地。取冷冻精液授精获得的花鲈 30 

尾，其体长为 33～41 on，体重为 630～860 g；取 

鲜精授精花鲈 19尾，体长为 28～43 cm，体重为 

616～880 g。在采样地点取肌肉和肝脏两种组织冷 

冻带回实验室，一80℃保存待用。 

1．2 实验方法 

本实验凝胶所用的淀粉是 Smithies公司生产的 

水解马铃薯淀粉，凝胶浓度约为 11％。缓冲液系 

统为：CT．8．0，电泳在恒温4℃的冰箱内进行，约 

6 h。电泳条件：稳压，恒电流100 mA，600 v。本 

实验是按照 日本水产资源保护协会 和 Pasteur 

等 推荐的方法进行水平淀粉凝胶 电泳和染色。 

具体的染色方法、酶的命名和电泳技术分别参照日 

本水产资源保护协会 和 Shakleel 1o]方法，实验检 

测的酶的名称、缩写和代码见表 1。 

表 1 酶的名称、缩写和国际编号及样品来源 
Tab．1 Enzyme names，abbreviations，E．C．numbers 

and sources 

本研究中采用肝脏和肌肉(尾部右侧)两种组 

织，对 11种同工酶进行了筛选检测了，肌肉(尾 

部 右侧 )组 织：IDHP、PGM、LDH、GPI、ME、 

MDH和G3PDH；肝脏组织：HK、SOD、G6PD和 

SDH。 

1．3 遗传学分析 

参照Neïl̈和日本水产资源保护协会 的方法 

计算多态位点比例(P)、平均预期杂合度、平均观 

测杂合度、Hardy—Weinberg遗传偏离指数(d)、遗 

传相似度和遗传距离。 

2 实验结果 

2．1 异柠檬酸脱氢酶(IDHP) 
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冷冻精液受精鱼苗：一个位点 IDHP ，为单 

态，只出现等位基因 a，观测到的基因型为 a／a。 

鲜精受精鱼苗：一个位点 IDHP ，为单态，只出 

现等位基因 a，观测到的基因型为 a／a(见表 1和 

表2)。在IDHP 位点上均为单态且酶谱的迁移率 

完全相同，未表现出差异。酶谱见图1。 

表2 基因位点、基因型、基因型观测值、多态位点比例、 

平均杂合度和有效等位基因数 
Tab．2 Loci，genotypes，observednumbers，the 

proportions of po lymorphic loci t the expected observed 

heterozygosities and the average effective numbers of alleles 

冷冻精液受精鱼苗 鲜精受精鱼苗 
位点 基因型 ——— — — — — —  

观测值 观测值 

IDHP a／a 30 19 

PGM．1 a／a 30 19 

PG． 一2 a／a 29 l8 

b／b 1 1 

LD日 a／a 30 19 

GPI．1 a／a 30 9 

GPI2 a／a 30 19 

MDH a／a 30 9 

PDH a／a 30 19 

ME a／a 30 19 

HK a／a 30 19 

S0D a／a 30 19 

( PD a／a 30 19 

SDH a／a 11 9 

b／b 19 10 

P0 99 0．1538 0．1538 

Ho 0．0000 0．0000 

H 0．0460 0．0407 

A 1．0720 1．0850 

2．2 磷酸葡萄糖变位酶(PGM) 

PGM．1 ：冷冻精液受精鱼苗为单态，只出现 

等位基因 a，观测到的基因型为 a／a。鲜精受精 

鱼苗为单态，只出现等位基因 a，观测到的基因 

型为 a／a(见表 1和表 2)。 

PGM．2 ：冷冻精液受精鱼苗表现为多态位点， 

2个等位基因分别为 。和 b，基因型为 a／a和’ 

b／b。在检测的3O个个体中，只有一个个体出现的 

基因型为 b／b，但无杂合子。鲜精受精鱼苗为多 

态，其等位基因为 a和 b，基因型为 a／a和 6／ 

b。在检测的 19个个体中，只有一个个体出现的基 

因型为’b／b，但无杂合子。 

冷冻精液受精鱼苗与鲜精受精鱼苗在 PGM一1’ 

和PGM-2 位点上无遗传差异。 

ME’ 

PGM—l 

PGM一2 

sDH’ 

DD 

图1 冷冻精液受精鱼苗与鲜精受精鱼苗的 

11种酶的电泳谱带 
Fig．1 Electrophoretic pattern of eleven enzymes 

2．3 乳酸脱氢酶(LDH)和苹果酸酶(ME) 

LDH 和 ME 均表现为单态，只出现等位基 

因 a，观测到的基因型为 a／a。ME酶谱较其它 

酶的酶谱稍弱，但在冷冻精液受精鱼苗与鲜精受精 

鱼苗中未表现出差异。 

2．4 6。磷酸葡萄糖异构酶(GPI) 

GPIA ：单态，只出现等位基因 a，观测到 

的基因型为 a／a。GPI-2 ：单态，只出现等位基 

因 a，观测到的基因型为 a／a。在花鲈冷冻精液 

受精鱼苗与鲜精受精鱼苗中无差异。 

2．5 苹果酸脱氢酶(MDH)、甘油醛．3·磷酸脱氢 

酶(G3PDH)、己糖激酶 (HK)、超氧物歧化酶 

(SOD)和6-磷酸葡萄糖脱氢酶(G6PD) 

这 5种酶均呈单态，MDH 、G3PDH 、IlK’、 

SOD 和 G6PD 在冷冻精液受精鱼苗与鲜精受精鱼 

苗中表现一致：为单态，只出现等位基因 a，观 

测到的基因型为 a／a。 

2．6 山梨醇脱氢酶(SDH) 

冷冻精液受精鱼苗：SDH 表现为多态，2个 

等位基因分别为 a和 b，基因型为 a／a和 b／b。 

3O个个体中，出现了 11个 a／a和 19个 b／b。鲜 

精受精鱼苗在SDH 位点也表现为多态，其等位基 

因亦为’a和 b，基因型为 a／a和 b／b。19个个 

体中，出现了9个 a／a和 1O个 b／b。详见表 1和 

表 2。 

2．7 遗传分析 

实验筛选了适用于花鲈冷冻精液受精鱼苗与鲜 

Ⅳ ~̂ ． 坳 卜 刚 删 
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精受精鱼苗同工酶分析的 l1种酶 IDHP、PGM、 

LDH GPI MDH G3PDH ME HK SOD 

G6PD和 SDH，检测到 13个位点：IDHP 、PGM． 

1 、 PGM．2 、 LDH 、 GPI-1 、 GPI．2 、MDH 、 

G3PDH 、ME 、HK 、SOD 、G6PD 和 SDH 。 

在0．99水平上(即某位点的主基因频率 0．99)， 

13个位点中，只有 SDH IDHP 、PGM-1 、PGM． 

2 、LDH 、GP，．1 、 GPI．2 、MDH 、 G3PDH 、 

ME 、HK 、SOD 、G6PD 和 SDH 和 PGM 2 

IDHP 、 PGM．1 、 PGM．2 、 LDH 、 GPI-1 、 

GPI-2 、MDH 、 G3PDH 、ME 、 HK 、 SOD 、 

G6PD 和 SDH 2个位点在花鲈冷冻精液受精鱼苗 

与鲜精受精鱼苗中表现为多态。冷冻精液受精鱼苗 

与鲜精受精鱼苗的多态位点比例均为0．1538，平 

均预期杂合度分别为 0．0460和 0．0407，但未观察 

到杂合子，观测杂合度均为0。有效等位基因数分 

别为1．0720和1．0850，遗传偏离指数均为一1(表 

3)。冷冻精液受精鱼苗与鲜精受精鱼苗间遗传相 

似度为0．9991，遗传距离为0．0010。 

表3 等位基因频率和遗传偏离指数 

Tab．3 The allele frequencies and Hardy—W einberg 

genetic d values 

冷冻精液受精鱼苗 鲜精受精鱼苗 
位点 等位基因 — — — ～  

等位基因频率 d等位基因频率 d 

3 讨论 

多态位点比例和平均杂合度是遗传多样性研究 

的重要指标。海洋鱼类的多态位点比例一般在 

30％左右 。李明云等 B'̈ 对山东日照和福建厦 

门沿海花鲈的研究结果表明，其多态位点比例分别 

为0．2110和0．3118，两群体的平均预期杂合度分 

别为0．1l12及0．0939。楼东等 研究了中国产 

花鲈与东京湾日本鲈群体生化遗传变异，中日鲈鱼 

多态位点比例分别为0．4375和 0．3750，预期杂合 

度分别为0．0473和0．0782。本实验的花鲈冷冻精 

液受精鱼苗和鲜精受精鱼苗的多态位点比例均为 

0．1538，平均预期杂合度分别为0．0460和0．04D7， 

低于海洋鱼类和楼东等  ̈ 的研究结果。用于同 

工酶分析的个体中未出现杂合子，观测杂和度为 

零，杂合子严重缺失，这与冷冻精液受精鱼苗和鲜 

精受精鱼苗的亲本选择有关，亲本数量极少，造成 

近亲交配，可能是杂合子缺失的主要原因。 

遗传距离是一种常用的度量遗传分化的指标， 

Nei 归纳物种内的遗传距离为0～0．05，亚种间 
一 般为0．02～0．2。李明云等  ̈H 得到山东日照和 

福建厦门花鲈间的遗传距离为0．0098。楼东等L1 

研究 的 中国产花鲈和 日本 鲈间的遗传距 离为 

0．1918，而花鲈群体问的遗传距离仅为 0．0004～ 

0．001 1。冷冻精液受精鱼苗与鲜精受精鱼苗的遗传 

距离为0．0010，结果显示花鲈的冷冻精液受精鱼 

苗与鲜精受精鱼苗的遗传分化非常小，与已有的结 

果吻合  ̈，比山东日照和福建厦门沿海花鲈群体 

间的遗传距离小 。 

因此表明，花鲈冷冻精液受精鱼苗和鲜精受精 

鱼苗间无遗传差异，仍属同一群体，冷冻精液适合 

于花鲈的苗种生产。 
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