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E S T 同工酶在家鸡个体发生中的表达特征
马建岗 邱 怀

( 厦门大学生物 系
,

福建厦门 3 61 0 0 5) (西北农 业大学动物科学系
,

陕西杨陵 7 1 2 1 0 0)

摘 要 通过对家鸡胚胎期 l ~ 16 日龄全胚以及不同生长阶段肝
、

心
、

肾
、

眼
、

脑
、

胸肌各

组织的 E S T 同工酶 P A G E 分析表明
,

酶谱既呈阶段性表达
,

又具组织器官特异性表达
,

且谱

带多少与活性和该组织器官执行的生理功能相吻合
.

在某些组织 E S T 同工酶呈现较高程度

的多态性
.

此外
,

对 E S T 同工酶的遗传基础及其在个体发生中差别表达的调节进行了讨论
.

关键词 家鸡
,

E S T 同工酶
,

个体发生
,

表达特征
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·

2

酷酶 (E S T )同工酶是家鸡体内分布很广
〔’ 」、

多态程度很高
仁’ 」
的一组水解酶类

,

近年来

又成为一种研究动物发生遗传学方面非常有用的遗传标记
` ’ 〕 .

我们在完成对家鸡血清

E S T 同工酶多态性
、

成年鸡不同组织 E S T 同工酶分布特征研究的基础上
,

进而对 E S T 同

工酶在家鸡个体发生中的表达特征进行追踪研究
,

以期对 E S T 同工酶表达的阶段性和组

织器官特异性及其对代谢的调节作用有深入的了解
。

1 材料与方法

1
.

1 家鸡养育阶段的划分与样品制备

将家鸡一生分为胚胎期
、

初生 (1 日龄 )
、

育雏期 l( 月龄 )
、

性成熟期 ( 1 50 日龄 )和成年

期 ( 5 0 0 日龄 )5 个生长 阶段
。

以罗斯鸡为代表
,

胚胎期按自然孵化 日龄于每天下午 4 时定

时取样
,

其不同 日龄的发育特征见表 1[
`

,

5]
.

胚胎 1一 16 日龄取全胚
,

17 日龄以后取肝
、

心
、

肾
、

眼晶体
、

脑
、

胸肌各组织
,

取样量为 1 9
.

每一阶段均取 5 个重复样本 (3 舍
,

2早 )作平行

测定
。

制样程序为
:

先用预冷的生理盐水冲净组织上的血污
,

后加等量 0
.

1 m ol
·

L
’

的磷

酸缓冲液 ( p H 7
.

0) 置玻璃 匀浆器 中在冰浴上 匀浆
,

匀浆液置离 心管中以 3 0 0 o r / m in 在

4℃离心 3 0 m in
,

上清液即为制备好的样品置冰箱中待测
。

表 l 家鸡不同胚胎 日龄的发育特征

胚胎

日龄

{:

发育
时期 L` ]

V I

X I

X V I

X X ,

X X V I

X X V 柑

X X X I
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X X X V
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主要形 态特征 。 」

原条出现

心脏形成

出现四 对嗯 弓

胚胎与蛋黄分离

性腺
、

脾
、

肝明显发育
形成肺的基础

出现鸟类特征
四肢完全形成

心
、

肝
、

胃
、

食道
、

肠
、

肾已发育 良好
尿炭在蛋的锐瑞 合拢
背部 出现绒毛

胚胎
日龄

l 2
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,
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冠

、
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,
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l
·

2 E S T 同工酶分离

采用不连续缓冲系统的 P A G E 法 对 E S T 进行 同工酶分离
,

凝胶缓冲系统及电泳条

件同以前报道
〔’

· ’ 〕 .

对胚胎 1 ~ 16 日龄酶谱用岛津 C S
一

93 0 型双波长薄层扫描仪进行光密

度 O D 值扫描
,

记录扫描曲线
.

对各组织酶谱进行拍照后绘制 电泳模式图
。

2 结 果

2
.

1 E S T 同工酶在胚胎 1一 16 日龄的表达模式

E S T 同工酶在鸡胚早
、

中期发育过程中
,

出现典型的发育阶段模式
,

如图 1
,

2 所示
。

{{{){{…{{…{{{{{{
1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 15 l b

“

气勺娜报 态
习

水车粼
图 1 E S T 同工酶电泳模式图 图 2 E S T 同工酶电泳区带扫描图

l ~ 1 6 日龄鸡胚

具体可划分为孵化的 1 ~ 4 日龄
、

5一 9 日龄
、

1 0一 1 3 日龄
、

1 4一 1 6 日龄 4 个阶段
。

区带表

现由多变少
,

最后趋于稳定
; 活性 由弱渐强

,

最后趋于稳定的发展过程
。

按从正极到负极依

次编号的方法
,

胚胎 1一 16 日龄共检出 n 条区带
,

详见表 .2

表 2 E S T 同工酶在鸡胚早期发育过程中的区带分布

胚龄 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 15 16

E
一 1 + +

E
一
2 + +

E
一 3 + + 十

E
一 4 + 十

E
一
5 十 十 十 +

E
一 6 十 + + + + + + 十 + +

E
一 7 +

E
一
8 + + + + + + + 十 + + +

E
一 9 十

E
一 1 0 + + +

E
一 1 1 + 十 + + + + 十 十

2
.

2 E s T 同工酶在不同组织器官的发育表达模式

E S T 同工酶在不同组织器官呈现组织特异性和阶段特异性
,

但不表现性别之间的差

异
。

2
.

2
.

1 肝脏 E S T 同工酶 肝脏 E S T 同工 酶呈现典型的发育阶段表达模式 (如图 3 所

示 )
。

孵出前 ( 17 一 21 日龄 ) E S T 同工酶谱呈现均一的三条深染带
,

出生后各发育阶段除保
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持胚胎期的三条主带外
,

在靠近阳极端和靠近阴极端均出现新的谱带
。

特别是靠近阳极的

谱带
,

由刚出生 时的两条浅染的细带
,

到 1 月龄时合成一条浅染的粗带
,

至 5 月龄时发育

成一条深染的粗带
,

并稳定保持至成年
。

酶谱发育呈现阶段性和渐进性
.

2
.

2
.

2 心脏 E S T 同工畴 与肝脏 E S T 同工酶相类似
,

心脏 E S T 同工酶也可 划分为胚

胎期和生后期两大阶段 (如图 3
一

B 所示 )
。

…{ 日 {……) { 1 目 日 同 日 { 1 { 1 ! …日 ……目 . { 11 {

口目口目目目目目目 日 日日 日日日 日日目
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 扭 3 寻 5 6 7 8 9

A 11

{{{{{{{{{{{{{…!{{{
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 : 5 6 7 8 9

C D

{{{{{){{i…{{……{{{{
1 2 3 4 只 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

图 3

F

不同发育时期 ES T 同工酶电泳模式图

.A 肝脏
; B

.

心脏
; C

.

肾脏
; D

.

眼晶 ; E
.

脑组织 : F
.

脚肌

1~ 9 分别为胚胎期 17 ,

1 8
,

1 9 ,

20
,

2 1 日龄和 生后 l 日龄
, 1 月龄

, 5 月龄和 50 0 日龄

胚胎期 E S T 同工酶的特征是带的数量少而染色活性较强
,

生后期带的数量增加而染

色活性变弱
。

值得注意的是在生后 1 日龄 (样本 6) 出现既不同于胚胎期
、

也不同于生后期

其他阶段的特殊酶谱
。

这并非 E S T 同工酶在该发育阶段的特征性表达
,

而是心脏 E S T 同

工酶多态性 ( i s o z y m e p o ly m o : p h i s m )的表现
。

类似的发现曾在鸡
L6 〕 、

鱼 L’ 」
等不同动物的同

一组织中有过报道
,

说明 E S T 同工酶除在血清 (或血浆 ) 中存在多态性外
,

各组织器官中

也存在多态性
。

2
.

2
.

3 肾脏 E S T 同工酸 肾脏 E S T 同工酶在鸡的一生中基本保持稳定 (如 图 3
一

C 所

示 )
,

生前与生后稍有不同
。

从生后 1 日龄开始
,

在阳极端出现一条浅染的谱带
。

2
.

2
.

4 眼
、

脑
、

胸肌 E S T 同工晦 眼和脑均是在个体发育中出现较早的器官
,

E S T 同工
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酶在这两种组织中出生前后基本保持相同 (如图 3
一

D
,

3
一

E 所示 )
,

无论是条带的多少还是

在活性的强弱上都基本保持恒定
。

眼晶体 E S T 同工酶中的生后 1 日龄 (样本 6) 以及脑组

织中的 1 日龄 (样本 6) 和 5 月龄 ( 样本 8) 出现酶谱变异类型
,

与心脏酶谱中的变异相类

似
,

均为 E S T 同工酶多态性的表现形式
,

连同肌肉组织 中 E S T 同工酶 (图 3
一

F )中的生后

1 日龄 (样本 6) 一起
,

足以反映 E S T 同工酶多态性在家鸡组织器官中存在的普遍性
.

肌肉组织 中 E S T 同工酶生后期条带增多
,

而 活性却减弱
,

这可能与生后环境的改变

导致代谢类型的转变有关
。

3 讨 论

E S T 同工酶作为一种遗传标记在动物的群体遗传分析和发生遗传学方面引起了人

们的高度重视 〔’
· ’ ]

,

但由于其遗传基础 和亚基组成 尚未完全搞清
,

因而本文及以前的研究

均采用国际酶学会 1 9 6 4 年规定的方法按谱带迁移速度从正极至负极依次命名
.

显然这种

方法只是一种权宜之计
。

在进行 E S T 同工酶的群体遗传分析时
,

人们曾将血清和各器官

的酶谱按迁移速度或脏器类型划分为 10 个不同的位点
,

分别标记为 E s 一 1 至 E s 一 10 6[]
,

各

自独立进行遗传学分析
。

这显然是将 E S T 同工酶作为复等位基因位点同工酶看待
,

而在

每一位点内
,

又存在复等位基因同工酶
。

这种方法虽不影响群体遗传分析的准确性
,

但在

进行发生遗传学分析时
,

至少我们不能简单地认为 E S T 同工酶是 由 10 个复基因位点组

成的同工酶
,

因为到 目前为至
,

还没有一个基因位点准确地在染色体上定位
,

因而也就没

有可能对每个位点决定的亚基结构进行分析
。

所以对 E S T 同工酶遗传基础的研究仍是今

后需深入探讨的课题
。

E S T 同工酶是多态程度较高的同工酶
。

本研究除观察到前人曾报道的血清
、

心脏
、

肝

脏存在多态性外
,

还发现在家鸡的眼
、

脑
、

胸肌中亦表现多态
.

这种因个体不同而出现差异

的酶谱也称为异型酶 ( a ! loz y m e)
,

在哺乳类和 昆虫的组织中亦有 出现 .8[
’ 〕

。

在进行同工酶

的发生遗传学分析时
,

不应将其看成是同工酶某一阶段特异性表达的结果
。

同工酶的阶段

性表达与异型酶的区别在于
:

前者在家鸡某一特定阶段的所有个体中均出现特征性谱带
,

而后者表现为不同个体间的差异
。

对 于某一个特定的个体而言
,

某一酶谱一旦出现
,

则终

生保持不变
。

在此
,

测定时设置一定的重复个体至关重要
。

E S T 同工酶在家鸡个体发生中的阶段性和渐进性表达是基因调节性状发育的结果
。

而 E S T 同工酶表达的组织器官特异性
,

一方面受之于特定基因的调控
,

另一方面也行使

对该组织器官的代谢调节
。

如肝脏是脂类代谢最 旺盛的器官
,

E S T 同工酶在肝脏表现区

带多且活性强
;肌肉脂类代谢相对较弱

,

表现在同工酶区带活性上均较弱
。

研究中发现
,

在系统发育中出现较早的器官 (如脑
、

眼 )
,

酶谱表现相对稳定
; 而在系统

发育中出现较晚
、

个体发育中逐渐成熟的器官 (如肝
、

心 )
,

酶谱一般表现阶段发育模式
。

这

是否意味着基因调控造成不同器官表 达时间上和量上的差异
,

值得进一步探讨
。

系统发育

中出现愈早的器官
,

对生物个体愈重要
,

基因表达上呈现一定的保守性
。

出现较晚
、

与代谢

有关的器官
,

基因表达上具有一定的灵活性
,

且在一定限度内对该器官所执行的功能无

害
,

甚至有利
。

这也许是生物进化适应的一种表现
。
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