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摘要  [ 目的] 研究克氏原螯虾( Procambarus clarkii) 卵巢成熟过程EST 的变化。[ 方法] 采用聚丙烯酰胺凝胶电泳方法 , 分析了卵黄形成
期和成熟期卵巢中酯酶同工酶( EST) 的表达情况。[ 结果] 所研究的两个阶段卵巢中EST 同工酶的表达可分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ共3 个区。其中Ⅰ区
和Ⅱ区卵黄形成期EST 表达较强 , 酶带明显比成熟期浓 , 尤其是Ⅰ区, 卵黄形成期EST 同工酶的表达最强。相反 , 在Ⅲ区 , 成熟期EST 酶带
明显比卵黄形成区浓。[ 结论] 在克氏原螯虾卵子成熟过程中,EST 基因的表达存在时间差异性。
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Comparisonof EST Isozymeinthe Ovary of Proca mbarus cl arkii in Different Developmental Stages
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Abstract  [ Objective] The purpose was to study the changes of EST inthe ovary of Procambarus cl arkii in the mature period . [ Method] By using the
method of polyacrylami de gel electrophoresis , the expression of esterase ( EST) isozyme inthe ovary in vitellogenesis stage and mature stage was analyzed .
[ Result] The expression of esterase isozyme in the ovary intwo stages could be divided into 3 regions (Ⅰ, Ⅱand Ⅲ) . In the vitellogenesis period , EST
in regionⅠand Ⅱexpressed more strongly and the isozyme bands were obviously dense than that in mature stage . Especially ,the expression of EST
isozymes in regionⅠi nthe vitellogenesis period was strongest . Onthe contrary , EST isozyme bands i nregion Ⅲinthe mature stage were obviously dense
than that in the vitellogenesis region. [ Conclusion] The expression of EST gene had temporal difference in the mature stage of P . clarkii ovary .
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  克氏原螯虾( Proca mbarus cl arkii ) 隶属节肢动物门, 甲壳

纲, 软甲亚纲, 十足目 , 螯虾科。克氏原螯虾俗称龙虾、海虾

等, 是重要的淡水经济虾类, 因其味道鲜美, 营养丰富, 而受

到国内外市场青睐。同时, 克氏原螯虾也是我国近几年出口

创汇的水产品之一[ 1] 。同工酶是生物体细胞内基因组编码

的催化体内某一类生化反应, 而本身分子结构组成有所不同

的一组酶。同工酶是生物体代谢的调节者, 与特殊的生理功

能和细胞分化相联系。有关克氏原螯虾养殖和生物学的研

究已有报道[ 2 - 4] , 但有关克氏原螯虾同工酶的研究较少, 母

昌考等发现克氏原螯虾 EST 存在组织特异性[ 5] 。笔者通过

对克氏原螯虾卵子成熟过程两个不同阶段酯酶同工酶( EST)

的表达情况进行了比较分析, 以期为克氏原螯虾卵子成熟过

程的基因表达研究提供参考。

1  材料与方法

1 .1  材料 试验所用材料购自湖北孝感一宫菜市场。卵巢

分期参照李胜等[ 6] 的方法进行。试验分析的克氏原螯虾卵

巢分别为卵黄发生期和成熟期两个阶段。

1 .2 方法

1 .2.1 样品制备。对克氏原螯虾进行活体取样, 取卵巢, 分

类后按1∶3( W/ V) 加入匀浆缓冲液直接进行匀浆, 匀浆后在

高速冷冻离心机中14 000r/ min 离心30 min , 取上清加入等体

积上样缓冲液, 混匀后供电泳分析用。

同工酶电泳采用聚丙烯酰胺凝胶( PAGE) 垂直平板电

泳。使用的电极缓冲液为 Tris- 甘氨酸( TG,pH 8 .3) , 分离胶

浓度为7 .0 % , 浓缩胶浓度为2 .5 % , 凝胶的制备参照周宗汉

等[ 7] 的方法进行。

1 .2.2 电泳。电泳过程采用 DYY-8B 型稳压稳流电泳仪( 北

京六一仪器厂生产) ; 用50 μl 微量进样器每孔加样40 μl 。在

浓缩胶中电泳时, 使用电压为100 V, 至指示剂完全进入分离

胶后, 升高电压至150 V , 总电泳时间为4 h。整个电泳过程

在4 ℃冰箱内进行。

1 .2 .3  染色、脱色和固定。凝胶的染色参照李思发[ 8] 的方

法, 并有所修改。电泳结束前按照染色液配方, 将染色剂分

别溶解, 电泳结束后, 取出凝胶, 用重蒸水冲洗干净, 置于培

养皿中。然后将各染色液均匀混合 , 倒入培养皿中 ,37 ℃条

件下置暗处显色至条带清晰。染色结束后, 用7 % 醋酸溶液

进行脱色至底色透明 , 最后用已配好的固定液固定保存。

1 .2.4 结果记录。采用2 种方法进行酶谱记录: ①按照酶带

迁移的距离和染色深度 , 在记录本上画出酶谱草图; ②利用

复日FR-980 生物电泳图像分析系统( 上海复日科技有限公

司生产) 进行观察 , 拍照。

2  结果与分析

在进行组织处理时发现, 卵黄形成期的卵巢匀浆后有大

量的脂肪浮于匀浆液的上层, 经离心后 , 离心管最上层为脂

肪, 中间为电泳所需上清液, 下层为沉淀。而成熟期的卵巢

匀浆后离心分为上清液和下层沉淀, 很少能看到脂肪层的存

在, 表明卵黄形成期卵巢脂肪含量高于成熟期。EST 同工酶

电泳结果( 图1) 显示 , 所研究的两个阶段卵巢中EST 同工酶

的表达可分为Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ共3 个区。其中Ⅰ区和Ⅱ区卵黄形成期

EST 表达较强, 酶带明显比成熟期浓, 尤其是Ⅰ区, 卵黄形成期

EST 同工酶的表达最强; 相反,Ⅲ区成熟期EST 酶带明显比卵

黄形成期浓。

3  讨论

3 .1 卵巢脂肪含量的变化及意义  卵子含大量供早期胚胎

发育所需的营养物质卵黄, 在动物个体发育中起着不可替代

的重要作用。该试验过程中发现, 克氏原螯虾卵黄形成期卵

巢呈淡黄色, 成熟期呈紫黑色 , 与谢松等[ 9] 的报道一致。

虾蟹类卵巢的成熟过程是一个随着卵黄的形成而大量

积累和贮存营养物质和能量的过程[ 11] 。十足类甲壳动物卵

巢快速发育是卵黄物质大量积累时期, 其中积累的主要物质

之一是脂类[ 10] , 这些脂类将是胚胎发育重要的能源物质, 且
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注 :vs 为卵黄形成期 ,ms 为成熟期。

Note :vs stands for vitellogenesis stage ; ms stands for mature stage .

图1 克氏原螯虾卵黄形成期和成熟期卵巢EST 图谱

Fig .1 EST mapping of Procambarus clarkii ovaryinthevitellogene-

sis stage and maturestage

脂类积累的数量和质量对胚胎发育有很大的影响[ 12] 。李荷

迪等指出, 脂类在红螯螯虾胚胎发育中的作用仅次于蛋白

质[ 13] 。在中华绒螯蟹受精卵内的卵黄储存着供给胚胎发育

所需的各种营养物质, 卵黄主要由3 种主要物质组成, 在胚

胎不断发育过程中 , 逐渐分解为胚胎各期发育必需的物质和

能量, 其中蛋白质的相对含量最大, 脂类次之 , 碳水化合物最

小[ 14] 。该研究发现卵黄形成期脂肪含量高于成熟期 , 可能

在克氏原螯虾卵子成熟过程中也可能存在脂肪和蛋白质及

碳水化合物之间相互转化的过程。

3 .2  EST 同工酶表达的差异 EST 是催化酯类化合物水解

并进入中间代谢的重要酶类, 其作用除维持细胞正常的能量

代谢外 , 还能水解大量非生理正常存在的酯类化合物[ 15] 。

该试验中, 卵黄形成期脂肪含量高于成熟期, 而在Ⅰ区和Ⅱ区 ,

卵黄形成期EST 的表达明显强于成熟期, 因此这可能与卵子

成熟过程中大量脂肪的消耗有关 , 由此可认为,Ⅰ区和Ⅱ区的

EST 可能主要是参与催化脂肪降解。而在Ⅲ区, 卵黄形成期

的EST 表达明显低于成熟期, 说明Ⅰ区和Ⅱ区 EST 可能参与了

卵子的成熟过程, 而Ⅲ区可以作为卵子成熟的标志。

脂类是主要的高能物质, 又是构成生物膜的重要成分。

田华梅等发现中华绒螯蟹从受精卵到卵内第一无节幼体期

间脂类变化不很显著, 认为在此阶段脂类可能主要不是作为

能量物质而只用于构建生物膜 , 因此相对量变化不大[ 13] 。

该研究中, 成熟期克氏原螯虾卵巢中脂肪含量明显低于卵黄

形成期, 且Ⅰ区和Ⅱ区 EST 同工酶的活性明显低于卵黄形成

期, 因此, 可以认为克氏原螯虾卵巢发育过程不是以脂肪作

为主要的能量来源, 而是以蛋白质或碳水化合物为主要能量

来源, 这与中华绒螯蟹有相似之处。

同时, 两个时期卵巢中EST 同工酶表达的差异表明,EST

同工酶在卵子成熟过程中具有时间特异性。该研究有助于

了解克氏原螯虾胚胎发育过程中基因表达的特点 , 为克氏原

螯虾胚胎发育的进一步研究提供参考。
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之, 刀蛏最弱; 在Fenton 体系中竹蛏 I C50 为3 .60 mg/ ml , 缢蛏

I C50 为4 .00 mg/ ml , 刀蛏 IC50 为4 .57 mg/ ml , 三者清除自由基

的能力大小依次为竹蛏、缢蛏、刀蛏 ; 对于二苯代苦味酰自

由基 , 竹蛏的清除能力最明显, 其 IC50 为0 .93 mg/ ml , 而缢

蛏、刀蛏依次为 1 .93 、2 .93 mg/ ml 。因此, 对于这 3 种自由

基, 竹蛏的清除效果最好 , 可开发利用价值较大 , 经试验证

明其在清除羟自由基方面与Vc( I C50 为3 .25 mg/ ml) 相当 ; 缢

蛏次之, 说明这2 种蛏的抗氧化能力均值得进一步研究。

该研究结果可为将竹蛏、缢蛏开发为新的抗氧化药物先导

化合物或新的功能食品奠定一定的基础。而这些蛏类的抗

氧化有效成分 , 还需要进一步研究。
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