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血红蛋白 (Hb)的多态现象虽然在许多脊椎动物中存在,但不是所有物种都有,就
小哺乳动物而言,Hb呈现多态者为数并不多 (Lush,1970)。  小家鼠 (M″‘″的切口‘‘)

是世界性分布的种类,取材容易,Hb多态现象的报道多
一

些 (sda:ldcr,1970; Mye”

1974)。 其他如褐家鼠0勿
`侈

‘”″″馏切‘)(Brdi&a,1966),棉鼠 (P“砀y‘“‘gorFyp`″‘)
(ForeInan,1966)、 鹿 鼠 (PFro″ y‘“ ‘ ″ 御 “ 切 哂 )(Rasm烬 m等 ,1968)等 的 Hb多 态

现象也见有报道。

蛋白质生化多态现象的研究一般都采用电泳法,早期常见于淀粉凝胶电泳法 ,近年来

也见于聚丙烯酰胺凝胶盘电泳法。 电泳技术之所以为种群生物学家广泛应用,是因为基

因产物可直接通过电泳图谱得到辨认。在此,表现型是与基因型一致的 (Johnson,1977)。

自从蛋白质生化多态现象被广泛研究之后,人们逐渐注意到多态型的分布频率因地

域(空间)、季节 (时间)以及种群密度而异 (scla【ldα 等,1973;sm油 等,1978;Gah“

等,1971)。 这类研究作为一种生物学工具现在不仅用于种群遗传学,而且也已用于蛋白

质进化和分子分类学等方面的研究 (Bucmcr,1970;Ha血 cr等 ,1979)。

高原鼠兔(o品 o`。″
'“

″0脑〃)是青藏高原牧区啮齿动物的一个优势种,为该地区主

要的害鼠之一。我国科学工作者对高原鼠兔的生态学已有较多的研究,并积累了丰富的

资料(施银柱等,1978;王祖望等,1979;刘 季科等 1980)。 我们则从生物化学角度,以淀

粉凝胶电泳和聚丙烯酰胺凝胶盘电泳法对其蛋白质(包括血红蛋白,血清蛋白、各种酶蛋

白)生化多态现象进行研究,借以探讨其种群遗传特征以及生态地理因子的影响。本文仅

对其血红蛋白多态现象空间分布的研究结果作一报道。

材 料 和 方 法

1.实验动物来涿

本实验选用青海省 3个地区的野生样品。 (1)门源样本: 捕于门源县风匣口地区 ,

海拔约 3,250米 ,北纬约 37° 20′ ,东经约 101° 40′。从 1979年 10月 至 1980年 7月 4次共

捕获 34只 ,以下简称门源种群。 (2)同德样本:捕于同德县巴滩地区,海拔约 3,290米 ,
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北纬约 35° lO′ ,东经约 lO0° 28′。1979年 9月和 1980年 5月 2次捕获 20只 ,以下简称同

德种群。(3)天峻样本: 捕于天峻县快尔玛地区,海拔约 3,500米 ,位于北纬 37° lOf,东

经 99° 00′ 左右。 1979年 8月 、1980年 4月和7月 3次共捕获 17只。 以下简称天峻种

群。

⒉ 红细胞溶血物的制备

动物经乙醚轻度麻醉后 ,颈部放血。 抗凝剂为 4.5%的柠檬酸钠溶液,离心 (每分钟

4,000转左右)分离血浆后,红细胞沉淀物用生理盐水洗涤 4次 ,最后按每毫升红细胞加人

无离子水 1毫升,四氯化碳 0,6毫 升,剧烈振摇 1分钟左右,离心后用注射器吸出上层红

色溶血液,放置冰箱,24小时内进行电泳分析。

⒊聚丙烯酝胺凝胶盘电泳法

参照 Maurcr(1971)介绍的Hb盘电泳分析法,略作修改。凝胶浓度5,6%,凝胶玻

璃管管长 16厘米,内径0,6厘米。阴极(上槽)缓冲液为 pH 9·1的
·
T“-EDTA一硼酸缓冲

系统°。阳极(下槽)缓冲液为 pH8.6的 巴比妥缓冲系统动。加样时每管同时加人牛血清

清蛋白 (BsA)约 0.002-0.003毫 克,作为参考标记物,以计算 Hb各成份的相对泳动度
(Fyh,等 ,1979)。 电泳时每管电流控制在4毫安以内,电泳进行约4.5小时。

4.电泳结果的记录

(1)染色前记录。因为溶血物是深红色的蛋白质溶液,电泳后 Hb各成分的红色区

带清楚可见,不用染色就能获得可靠的结果。我们采用透光摄影法记录图谱,透光箱自行

设计,规格如下:长 52厘米,宽 28厘米,高 25厘米。内装 3支 15瓦 日光灯管,内壁刷白

漆,以增加白光强度 ,上盖普通玻璃。

(2)染 色后摄影记录。 盘电泳的 Hb染色方法很多,但一般不用特异的联苯胺法。

曲于染色剂的限制,我们选用溴酚兰染色法。溴酚兰 1克 ,溶于 500毫升乙醇冰醋酸水溶

液(体积比是 200:30:270)。 染色时间 1小时左右,然后用5%的醋酸溶液洗涤,更换洗液

多次,至无蛋白区透明为止。

实 验 结 果

门源、同德、天峻 3个种群的高原鼠兔,经分拆,它们的 Hb皆呈多态性,共发现 7种

多态型 (图 1),其 中门源种群的 Hb多态型最多,达 6种 (AA,AB,BB,BC,CC,CD);

同德种群只发现 3种 (AA,BB,DD);天 峻种群也只发现 3种 型 (A人,BB,BC)。 7种

型中只有 AA和 BB这两种型为 3个种群所共有;BC型为门源、天峻 2个种群所共有;

AB、 CC、 CD 3种型只发现于门源种群,DD型只发现于同德种群。

Hb 7种多态型的成分数以及各成分的相对泳动度见图 2。 Hb各多态型在每一种

群内的频率见表 1。

1)上槽缓冲液的配制:Tris 25.2克,EDTA 2,9克 ,姗酸 1.9克 ,加芜离于水至1升 ,放置冰箱。
2)下槽缓冲蔽的配制:巴比妥钠 5.15克 ,巴 比妥0,92克 ,加无离子水至1升 ,放置冰箱。
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图 1 高原鼠兔 Hb多态型电泳图谐

F· ig. l  iClectfophcrogram of the Hb polymorphic types in Oc乃 o,‘,`,' r“
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表 1 Hb7种 多恋狂的攻翠

Table 1  
·
Iˉ he frequcncy (listfibution of ` observOd nb phenot,· pes in 0cllo.to.na. cu.rzo.口 liCa0.

种 群 名 称

Population ilain.c

同 德 种 群

Tongdc population

数工
(只 )

number
DD

0.20

门 源 种 群

Menyuan popuiation

天 峻 种 群

Tianiun population

讨   论

从电泳图谱上可见,相同位置上(泳动度相同)的区带颜色有显著的深浅之分,区带宽

窄悬殊也很大,而且是颜色深的区带宽,颜色浅的区带窄,这无疑是 2种态。是否两者是

同一成分,只是不同个体的相对含量不同而已,还是具有相同泳动度的 2种成分,则有待

亚基结构分析后才能确定。 Chapman和 Morgan(1973)分析各种血浆蛋白质时也有类

似情况,他们认为这是常染体上共显的等位基因控制的多态现象。现代对 Hb多态的认

识已达到亚基结构 (α 链或
`链

)水平,以亚基结构的差异来表达。当然多态现象首先在

BC CC CD

34 o.32

BB

o.18 o.23

20

o.03

o.55

AA

o.25

o.12

l9 o.06

o,12

^B

o.71 0.23
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电泳图谱上显示出来,然后才有亚基结构的分析。当亚基结构未了解之前 ,仍然需要按一

般的多态辨认法,从 电泳上出现的表型确定多态型以及区分多态型中的纯合表型和杂合

表型 (Boycr等 ,1966)。 我们对高原鼠兔 3个种群 Hb分析的结果 ,因 Hb各成分的亚

基结构尚未分析 ,所以不能以亚基结构来叙述,而是按电泳表型确定其多态型,并以此讨

论它们因长期的生态地理的差异在 Hb上的反映。

高原鼠兔 Hb成分按泳动速度从慢到快分别以 HbI,HbII,HbIII称 之 ,而区带窄颜

色浅者相应地以 Hb1· ,HbⅡ
′
和 Hbm· 表示。这样各型的 Hb组成的差异就明显可见 :

AA型 为 Hb(I+Ⅱ I′);AB型 为 Hb(I+Ⅱ′+IⅡ′
);BB型 为 Hb(I+r);BC型 为 Hb

(I+Ⅱ);cc型 为 Hb(I+r);CD型 为 Hb(I+II+Ⅱ I);DD型 为 Hb(I+III)。

聚丙烯酰胺盘电泳分析 Hb时 ,前沿部位 (即泳动最快的成分)常常出现 2条区带 ,

一粗在后,一细在前,粗者深红色、细者浅红色、二者几乎紧挨在一起,这在染色前清晰可

见,透光摄影记录的图谱尚能清楚识别(图 3箭头所示)。 由于两者相距较近,染色后界线

不清,成为 1条区带。当计算成分数时,染色前的区带数皆比染色后多 1条。但此成分以 1

个或 2个计,各型之间的差别不变,不影响型别,本文暂以 1个计之 (图 2〉。上述情况常见

于各类鼠兔的 Hb,这个现象是否属假阳性,有待进一步验证。其它成分的计算,本文都

以染色前的红色区带数为依据,染色后出现的区带不计其内。如图 1中 BC和 CC图谱
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图3 染色前遇光摄影的 Hb电泳图谱

Fig. 3  Non-stained electropherog● am of thc Hb polymorphic types in (9o乃 o`o″
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的正极端出现模糊的区带,这是染色后出现的,由于没有洗净血清蛋白污染所致。在此部

位染色前肉眼见不到任何红色成分 ,从透光摄影图能够说明达一点(图 2,BB和 BC)。

Hb多态型我们用双字母标记,2个字母相同者代表纯合体遗传型,不同者代表杂合

体遗传型。 显然,上述 7种 Hb多态型中,4种是纯合的 (AA、 BB、 cc、 DD),3种是

杂合的 (AB、 BC、 CD)。 从纯合型的数目可知等位基因的位点数目,=者是相等的。 这

就是说高原鼠兔的 Hb至少有 4个等位基因,属复等位基因类型。 根据 Hardy-We血心g

法则,在随机交配中可能产生的基因型数目按公式ˉ
:-I动

×(″ +1)1计算而得,式中″

代表等位基因数。具有 4个 Hb等位基因,它的多态型数目应有 10种。这暗示除我们已

发现的 7种多态型外,可能还有 3种多态型(包括隐型)尚未发现。当然,有 2种可能,未

发现的多态型或者由于频率甚低,以致 71个分析样品中未能见到 1例,或者可能在其他

财邻地区的种群中存在。
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图 4 高原鼠兔三个种群 Hb多态型的地理分布

F.ig. 4  The geographicul distribution o( polyinorphic type of Hb in (9r乃 。‘o″。 ct‘
`zo″ `‘

:`C

● ^A ▲.AB o BB ^.BC o CC '叭 .CD (勿 DD

已发现的 7种 Hb多态型在所分析的 3个种群中的分布是非常悬殊的 (图 4),反映

出由于地理的隔离,多态型空间分布的差异。门源种群占有 7型中的 6型、只缺 DD型 ;

同德种群占7型中的 3型、缺 AB、 BC、 CC、 CD型 ;天峻种群也只占7型中的 3型 ,缺

AB、 CC、 CD、 DD型。从表 1可见,.AA型和 BB型是 3个种群所共有,但频率不同。

门源种群和天峻种群以 AA型频率最低,BB型频率最高,分别为 0.32和 0,71。 同德种
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群与此相反,以 AA型频率最高、达 0.55。 sdandcr(1970)曾分析同一地区不同仓库的

小家鼠 Hb多态型 ,发现其 Hb的“
单一型

”
和

“
扩散型

”
的频率在各仓库间非常不同。我

们研究的高原鼠兔是地理上较大隔离的 3个种群,不仅发现多态型的频率非常不同,而且

发现种群间 Hb多态型的严重缺失。

如上所述 AA型和 BB型在 3个种群中都存在,而且频率也较高,可以认为这 2型

所代表的 2个等位基因是该物种的共同等位基因,所谓共同等位基因是指一个种在它的

所有繁殖区域都存在的等位基因。 同样,门源种群的 CC和同德种群的 DD应是这 2

个种群分别具有的限于局部分布的稀少等位基因。

3个种群 Hb多态型的频率,若按纯合型和杂合型区分,显然前者的频率较大于后

者 ,两者比为 4:1。 sclandcr(1970)分 析野生小家鼠和棉鼠 (Rr。″
`‘

″‘

`0切

″o′”)的酶

和非酶蛋白的多态现象时,发现杂合的多态型只有 8%,比我们的结果 (25%)更低。Cha~

pman和 Morgan(1973)分 析野兔血清中运铁蛋白多态现象时,其杂合型的频率同样比纯

合型低。是否野生哺乳类动物的蛋白质生化多态型中杂合型频率都低于纯合型,这有待

更多资料的积累。

从本实验对 3个种群所呈现的 Hb多态型的多寡来看,似乎门源风匣口地区的自然

环境对高原鼠兔的繁殖、生长、发育具有较为优越的条件,适于多种 Hb型的个体的生

存,而其余 2个地区似乎有所不及,至少不宜于 AB、 CC、 CD等 型的个体的生存。 3个

地区除地理上较大隔离外,其它自然条件如温度、湿度以及海拔高度等也有差异,但不很

明显,而 Hb多态型的差异却如此之大,只能说明该物种对生态地理因子的微小差异的

变化是敏感的。

高原鼠兔 Hb多态型如此之多、这在啮齿动物中是罕见的。 其生物学意义尚不清

楚 ,但是联系到该物种在世栖地区的啮齿动物中处于优势种的地位 ,我们设想它在种系演

化史上现阶段仍然处于兴盛时期。当然分化也是明显的,个体间 Hb型别的差异是个体

分化的标志,种群间 Hb多态型的数目和频率的不同意味着种群的分化。
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sPATIAL DYNA~ⅡCsl ON HElMOGLOBIN POLYlMIORPHIsM
oF OCjH70roJ″∶n.c口in口o^`JciAE

zhou·Yucan   Jing zellgchun

(Ⅳ(rthw凼 t Ph佗alt zπ“祝咖C or BIo7o乡 v,z∞de|n访 尽咖饣c‘:)

The plateau mouse hare(oc凡 o切勿@c化 r刀 @,〕o0口口)is an endemic small mammal as well

as one of the main pest rodents on the Qinghai-Xizang (T山 et) Plateau. In recent
y·ears (Clb.inese ecologistg have lnade go]m.e illVestigatio】ls oll its eCology. We are eI11pha-

伍cally studying the biochemical polymorpbism o￡ its protein.In this experiment the

speclmens were obtained from three areas in Qinghai province:Fengnakou Metlyuan

Cou∶〖lty,Batan Tongde County,Kuaierlna Tianjun County, The spatial dynalnicg of

hem.oglobin polym.orphi舡 工 was a∶【lalysea by means。 f polyacrylalnide gel disc electroˉ

∮horesls.The resul低 are as follows:

1. IThe heln.oglobin patterns indicate that the polylm.orphisln was appeared il∶ l all

of tllree populatiol∶ ls,  In the hetn.oglobiIl o￡ 71 specill∶ lens, seven poly【 norphislll types

were found. Their distribution are: Menyuan population contains si区  of the seven
typeg; Tiongde and irianjull populationg possess respectively three of the seveI【 types,

2.  Among seve∶〖l polymorpllisim.types, four are ho〗 m.ozygous, alld the others are

heterozygot△s,  ′rhe ￡requellcy o￡ heterozygote is less tha11 that o￡ holllozygote,occupying

only 259ib,

3.Four alleles were￡oulld on hemoglobin polymorphism l° ci of this mouse harc.

There are tw· o alleles ca11ea conllm.oll allele for they exist iIl 七五ree populations.  7rhe

other two only· eXist in.1Ieny· uan and ToIlgde populations respectively, so called rare

alleles.

吐.  C)ll the basis oF geograpllical distriblltio【 l diFference of henloglobin.polylllorˉ

phisln, the genetics, difFerelltiation, habitat envirom.ent o￡ this specieg,and its sensiti~

vity to eCo~geographical factors are discussed.
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