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青海湖裸鲤前清蛋白、铁传递蛋白

以及血红蛋白多态型的分析
米

周 虞 灿

青海湖裸鲤 (C夕″″∝yp`·订
``留

″。
`攻

方
``扌

″6′‘尺″)又名湟鱼 ,无鳞 ,属于鲤科的裂腹

鱼亚科 ,是 青海湖重要的经济鱼类。 青海湖为我国最大的内陆咸水湖泊 ,面积约 4,456平

方公里 ,位于海拔 3,200米的青藏高原东北部 ,界于东经 97° 53′ -101° 13′ ,北纬 36° 28′-
38° 25′ 之间 ,气候寒冷 ,冰冻期较长。由于青海湖的特殊高原地理环境,湖 中盛产的裸鲤

与湖本身一样为生物学家所注目。科学工作者对青海湖裸鲤的生物学以及赖以生存的地

理条件已有很多研究 (青海省生物研究所 ,1975),以丰富的资料论证了青海湖的形成、

裸鲤的起源、适应以及分类地位等。然而已往的工作主要限于裸鲤的形态学方面 ,生理生

化的工作尚无报道。

在鱼类的研究中,生化方法的应用已愈来愈普遍。 鱼的蛋白质多态现象的研究是其

中较活跃的方面 (Kirpichnikov,1973;Fvh且 等,1979)涉及种群的进化 ,渐变群的存在和

适应 (Frydcnbcrg等 ,1968;Mo1Iσ ,1970),同功酶功能的差异 (Moon等 ,1972)以 及

多成分血红蛋白功能的差异对适应的意义 (Brunori等 ,1973),此 外也涉及杂种优势对

鱼类遗传和进化的作用 (Mctcalf等 ,1972)。

本文以青海湖裸鲤为材料 ,采用聚丙烯酰胺凝胶和淀粉凝胶 2种电泳法 ,比较分析其

血红蛋白和血浆中的铁传递蛋白、前清蛋白生化多态的特点以及多态的程度 ,从生物化学

角度为青海湖裸鲤的进一步研究积累资料。

一、材 料 和 方 法

(1)动物来源:青海湖裸鲤 48条 ,体重在 500克至1,000克 之间,不分性别和色斑 ,

1981年 7月 和8月 两次由哇农捕鱼队拉网捕获。捕获地点位于湖的西南角,离黑马河约

22公里。

(2)血浆和溶血物的制各:活鱼先养在盛湖水的桶内,然后就地心脏穿刺采血,以

4.5%柠檬酸钠溶液抗凝,经 自然沉淀法分离血浆。红细胞沉淀物 24小时内带回实验室 ,

用 1,7%盐水洗 3次 ,再加人与红细胞等体积的去离子水和二分之一体积的四氯化碳,剧

衤景增春、胡晓梅二位同志参加部分工作,青海湖哇农捕鱼队给予取材方便,在此一并致谢。

(中 国科学院西北高原生物研究所)
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烈振摇 1分钟左右 ,大部分红细胞都已破裂 ,以每分钟 3,000转的速度离心 15分钟,上层

透明的红色溶液用注射器吸出,放置冰箱,4小时内进行电泳分析。

(3)淀粉凝胶电泳: 自制的青海马铃薯淀粉经 1%的盐酸丙酮溶液 37℃ 下水解 2

小时左右,得部分水解的马铃薯淀粉,制成 12%浓度的凝胶电泳板 (周虞灿等,1981a)。

血浆蛋白电泳采用 pH 8.7的硼酸缓冲系统,血红蛋白电泳采用 PH 8,6的 Tris-EDTA

(二钠)一硼酸缓冲系统。

(4)聚丙烯酰胺凝胶盘电泳:我们只用此法分离血浆蛋白,凝胶浓度 7%,加样时同

时加入 1%的溴酚兰溶液 1滴 ,以作泳动速度的标记(周虞灿等,1981b)。 当指示剂泳动到

距终端约剩1厘米时停止电泳,剥出胶条后在指示剂处切断,以 留下部分的总长为 100,

计算各成分的泳动度 (chapman等 ,1973)。

(5)染色: 血浆蛋白用氨基黑 10B染色,血红蛋白用联苯胺法染色 (Hanly等 ,

19719,铁传递蛋白因亚硝基R盐法染色 (Mucllcr等 ,1962)不 明显,它的鉴别是根据文

献 (Rcichcnbach-Klinkc,1973;Uttcr,1973)图 谱确定的。
(6)结果记录:电 泳图谱采用透光摄影法记录,透光箱自行设计。

结  果

1.前清蛋白的多态

盘电泳分析发现青海湖裸鲤血浆前清蛋白有 4种多态型 (图 1),共 由 4个 成分组

成。按泳动速度的快慢,4个成分分别以 s(慢 )、 Ms(中慢)、 MI(中快)和 F(快)称之 ,

其中 Mf为各型所共有。各成分的泳动度见图 5。 4种多态型中,I型和 IV型各由 3条

区带组成 (M” M” F;s,M” Mf),II型 和 III型 各有 2条区带组成 (Ms,M6s,Mf)。 各

型的频率见表1,以 1I型最高,达 052,I型最低,只有 0.06。 从区带的缺失和组合的情况

图 1 青海湖裸鲤鱼前清蛋白多型盘电泳图谙(氨基黑 10B染色)

F!g.I PoI”~Crylam记 c geI dtc clect()phoretiB of prealbuminB of takcd carp

(C.pr9`″‘k和j prgr″ oJ铁|0.
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Fig~2 Polpcryiamldc gel dkc eiectroph()rtig of rmsferri“ of。akcd carp
(C.″ :口〃

'k灭
氵 prtc刀夕△天″).

)ρ
艴白

图 3

Fig. 3
青海湖裸鲤鱼血浆蛋白淀扮凝胶电泳图谱(氨基黑 10B染色)
su.rch gel electrophoresis of plas:lla‘ proteiils iil naked carp

(C.″″
`″

″J双;J pr″〃‘J砍f|).

十

图 4 青海湖裸鲤鱼血红蛋自淀粉凝胶电泳图谱(联苯胶染色)
starch gel clectfophoresiB of hemoI” atct h naked carp(C.″ z`″召J“″ ″:“叼订廿 9.

Fig. 4
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看,IV型是 II型和 III型的杂合体。 血浆蛋白的淀粉凝胶电泳见图 3,由于加样的限制 ,

前清蛋白区带很微弱 ,多态型和多态成分辨别不清。

表 】 次】血浆前清蛋白多恋型的缘率和成分

TabIc l Prcalbumin-polylnofphism of naked carp(C.pr″ r‘〃
'`‘

及ji p/te`‘
`夕

`‘ `ji)(N=48)

型  别
t`pe

出溏蛋白
P欠。1bun卫

I】

JI1

I`′

2.铁传递蛋白的多态

铁传递蛋白(以下简称 T￡〉也发现有 4种多态型(图 2)和 4个成分。 按照各成分泳

动的快慢,从负极向正极分别以A,B,C,D称之,它们的泳动度(图 5)。

4种多态型中,1型由 4个成分组成 (A,B,c,D),II型 和III型皆由 3个成分组成 ,

分别为A,C,D和 B,C,D,IV型只有 2个成分 (C,D)。 其中C,D成分为各多态型所

共有。从各型成分的缺失和组合情况来看,I型是 II型和 IIr型 的杂合体。各多态型的频

率以 IV型最高,II型次之,1型和 III型较低(表 2)。
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图 5 搡睚前清蛋白和铁传递蛋自各多态型电泳

分离示意图

Fig.5 A scheinatic draWing of the electrop-

horctic patterns of prealbun】 ins and transferfin.g

in naked carp.

淀粉凝胶电泳分析结果(图 3)与上述盘电泳相符。

加样 0ngin

图 6 裸鲤血 红蛋 白各 多态 型成分 电泳分离示意 图

Fig. 6 A schc1oatic drawing of the electr~

ophoretic pattcrns of hemolysates in naked

Carp.
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Frequency
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表 2 撰鲤血浆铁传啦I自 多态垫的频率和成分

Tablc 2 ·
I ransrcrrin~poIyinorphisin ot nakcd carp(C.p/ze刃

``,天
ff p'zF″

'`‘
尺
`i)(N-18)

型   另刂
△
·
9pe

3.血红蛋白多态

淀粉凝胶电泳分析,初步发现有6种多态型(图 4和图6),它们由5条区带和1条扩

散区带组成,从负极向正极分别a,b,c,d,c,f称 之。a带是唯一的一个向负极移动的成

分,且是各多态型所共有,其余区带皆向正极移动,其中又以扩散谱带 (f)泳动最快,也为

各型所共有。

各多态型频率以 II型最高,III型 次之,I型和V型最低(表 3)。

裘 3 操鲤血红蛋白多志型的频率和成分

Tab1c 3 HemogIobin-polymorphism of naked carp(C.p/zez〃
'`‘

私|p'zc″
'′

了改j‘
)

(N=23)

型  别
T'pe
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讨  论

前清蛋白的多态现象在哺乳动物中曾见于人 (Fagerhol等 ,1967)、 小家鼠 (RClltcr

等,1966)、 猪 (Kri“nn的n,1963)的报道。鱼类的血浆蛋白虽有较多的研究,但前清蛋

白的多态现象未见有报道。我们的分析发现青海湖裸鲤血浆前清蛋白存在多态型,而且

达 4种之多,它们由 4个成分的不同组合而成。 4个成分的特点是:F为罕见的成分,48
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份样品只有 1例 ;Mf为 常见成分 ,在各多态型中存在。从存在前清蛋白的多态性来看 ,我

们认为青海湖裸鲤是一种颇为特殊的鱼类。这种特殊性很可能与它赖以生存的特殊环境

有关 ,有待进一步研究。

鱼类的铁传递蛋白 (Tf)的 多态性已见于若干报道 ,我们分析的青海湖裸鲤也存在铁

传递蛋白的多态性,看来此蛋白质的多态性在鱼类中比较普遍。 我们发现青海湖裸鲤有

4种 Tf多态型,它们由 4个成分的不同组合而成。鱼类的 Tf在电泳图谱上的部位与哺

乳动物不同,前者位于 。部位 ,后者位于

`部
位。 青海湖裸鲤的 Tf也位于 ￠部位,这

与 Rcichcn抵ch-Klinkc(1973)对 鳟鱼 (sd馏 o go`'`″″F)和鲤鱼 (cyprinus carpio)以及

U】cr等 (1973)对鲑鱼 (o″o硝

`″

乃” t嘭
`汕
)所得图谱一致。不过他们发现鳟鱼的 Tf

有 6种多态型,由 5个成分组合而成;鲤鱼的 Tf也有 6种多态型,由 6个成分组合而成;

鲑鱼的 Tf却只有 4种多态型 (AA,Ac,BC,CC),由 3个成分 (A,B,c)组合而成。 上

述 3种鱼的 Tf,从多态型数和成分数而言 ,似乎青海湖裸鲤的 Tf与鲑鱼比较相近。

青海湖裸鲤的血红蛋白 (Hb),其多态性是复杂的。如图4所见,淀粉凝胶电泳法初

步分析出 6种多态型,图中 1是 I型 ,2,4,5是 Ⅱ型,8,9是 II1型 ,3,7是 IV型 ,6是
V型 ,10是 Ⅵ型。其中以1I型频率最高,I型和V型最低。 6种多态型共由6个同种型

Hb组合而成 ,其中只有 a和 I成分是 6种型所共有,而且 a是唯一的 1个向负极移动的

成分 ,￡ 是个扩散的成分,向正极泳动最快。我们认为这 2个成分可称之青海湖裸鲤 Hb

电泳图谱的特征性成分。二者泳动方向相反,一个在负端,一个在正端。

Hb成分经凝胶电泳 (碱性 pH下 )向负极移动,这在哺乳动物中是少见的,但在鱼类

中并不少见。Hacn等 (1968)用淀粉凝胶电泳法 (碱性 pH下)发现鲑鱼有 2类 Hb,一

类向正极移动,一类向负极移动。每类都由 5个同种型 Hb成分组成,而且证明它们都是

四聚体 ,含有若干不同的肽链。Powcrs等 (1972)也 以同法 (pH 8.6)分析 Cc娅
`∞

,″‘属

中 14个种的 Hb,同样鉴别出 2类 Hb,移向正极的高度不均一,呈现 9个活性的成分,移

向负极的有 3个成分,但对一个种来说移向负极的只是其中的 1个成分。经生物化学结

构分析,C″o“o″氵
`″

的 Hb至少有 2种 ￠链和 4种
`链

。从上述结果我们似乎可以认为

Cc彻⒃″叨‘属鱼的Hb更接近青海湖课鲤,因为就一个种而言,二者的Hb移向负极的只

有 1个成分。鲤鱼的 Hb与裸鲤却不相近,据 Gillcn等 (1972)对 鲤鱼的分析,只发现 3

个 Hb成分,而 青海湖裸鲤至少已发现 6个 Hb成分。

青海湖课鲤除上述前清蛋白、Tf、 Hb的多态外,我们从图 1和图 3中还观察到
`球蛋白的多态现象,至于各种酶蛋白我们还未分析,但这就足以说明青海湖裸鲤的蛋白质生

化多态性的程度是很高的。

蛋白质生化多态的生理意义以及同种型成分的功能差异,近年来已有若干报道。-
般认为生化多态是动物对环境的适应和选择的结果,同种型成分多的个体要比单成分的

个体更适应于可变的环境,对疾病和污染也更具抗力 (Rochcnbach Klinkc,1973),而 且

认为温度是形成多态的重要的环境因素 (sunivan,1977)。 青海湖位于海拔 3,200米的青

露高原上,显著的特点是严寒,冰冻期长 (5个月),年平均气温约 5.2℃ ,即是最热的8月

份 ,月 平均温度也不超过 15℃。似乎可以认为青海湖气候条件的恶劣可能是导致青海湖

裸鲤蛋白质生化多态性如此普遍的原因之一。

0
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BIOCHEMICAL POLYIMiORPHISM.0F PREALBUMINS,
TRANSFERRINS AND HEMOGLOBINS IN

Cy丿叨ⅣoCl'PHs PRzE″
^二

sKrr PRzE″
^LsKrfIN Q1NGHAI LAKE

zhou Yucan

(^′orrhtt esf P氵 乙忉伽 rmst访够饣￠ oF B|o;oσ v, zccdemto s讠乃协6)

This papcr deals with the bioche1nical polym.orphis1·n o￡ naked carp i△ 1 Qinghai

I.lake. 7rhe plas1na proteins were analysed by 1neans of poly-acrylallliae gel disc clectro-

phoresis and starch gel electrop△ oresis.  The llemolysates Were allalysed by usillg

starch gel electrophoresis.  ′rhe bi。 chelnical pol、 quorphisIn was fOuncl to occur in the

prealbulllin,transFerritl alla he【 【10globill:

Four polymorphic types obscrvcd in the prealb】 】△1i1△ 、vere composed of fou.r con1~
ponents,al∶ rlong which the medium fast component (Mf) is commom in four types,

tlle fast cOmponellt(F)i心 0nly o∶【le case in 48 examples,so called rare con1.ponellt.
The transFerrin has at least four polylnorphic types and four colrlponents.Arlo∶ 〖lg

thOn·l the colllpOnents Cl and I) are coti】 1Ylon.

six polyrnorphic typcs of thc henloglobin wcrc found in henlolysatc oF nakcd

carp. Tbe fish heayloglobill exists in two m.ajor groups, o11e lnigrating cat△ odally and

the other lnigrating a11odally upon starch gOl electroplloresis at  alkaline  F)11.  Tbe

form~er has only o△ e Conlp°nent (a), the lattOr consists of five con1pollents (b, c, d,e

alld ￡).  T·he con△ ponent f is a diffusive zolle a1|ld Illigrating rate is the fastest in five

Colllponents.  The co111ponents a alld￡  exigt altogether in Overy type.

The cOIrlplexity o￡ biocheⅡ lical poly·rnorphisIn of llaked carp lnay be related with

speciFic ecological environment of Qinghai Lake.
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