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同功異構晦在臺灣鮑螺粹的研究

巫文隆﹒ 孫 王其

中央研究脫動物研究所

關鍵詞 : 胺足綱一鮑螺科﹒同功異構嚼。
Key words: Gastropoda-Haliotidae, Isozyme.

一、前雷

鮑螺是本省相當重要的食用經濟性貝

類(Ho 1959; Kuo 1964 ; Wu and Chang

1976) 。自古以來 , 鮑螺即列名八珍之一 ,

所謂“鮑參翅肚 " 係備受圈人歡迎的高級

料理 (Peng 1986) 。很遺憾的有關本省鮑

螺科的分類記錄甚少 , 且科內各種間的親

緣關係之記載 , 更是缺如。 Kuroda (1941)

根據其所採集的標本 , 認為本省鮑螺科有

四種 : Haliotis α sznzn α ,H. v α T 悶
, H.

discus 及 H. j α.ponic α。他同時認為 diver ﹒

sicolor . supertext α﹒ grunen 和αqu α tUis

均為 H. j αponzca 的同種異名 ; 而 planat α

則為H. var i α的同種異名。然而 H. discus

應屬於溫帶的大型種鮑螺 , 不應該出現在

本省的蘇澳與高雄兩地。 Wang (1979) 也

根據臺灣省立博物館館贏標本報告了本省

鮑螺科貝類有五種及一亞撞 , 分別為 H.

α s znzn α。 H. ovina '
lJ. var 悶 , H. pl αn α t α

, H. diversicolor diversicolor 和JH. di-

versicolor αqu α titis 。這兩篇報告有差異

存在 , 因為都是只根據外殼來作分類鑑

定的依據 , 很容易造成認知上的差距 , 沒

有一個較為客觀的分類檢索表可供對照與

遵循。
本文嘗試利用生化電泳技術來分析鮑

螺科的同功異構梅。雖然本實驗室已經建

立了對本省文蛤的同功異構梅電泳系統

(Wu and Liu 1987) , 然而很據經驗 , 文

蛤適用的生化電泳系統不一定適用於鮑螺

。因此希望藉此再建立並評估一套同功異

構時電泳分析系統 , 以供爾後鮑螺科系統

分類研究之用。

二、材料與方法
(一) 材料一由台東縣成功 , 蘭嶼 ; 台北縣

貢寮及澎湖縣七美等地沿海採集鮮活

的鮑螺科貝類 , 計有九孔 (H. diver ﹒

sicolor) .七星 (H. var i α) 及石 fL (H.

planat α) 各十隻左右。鮮活標本帶回

實驗室 , 立即解剖取下包括有外套服

邊緣 (Mantle edge)
, 右殼肌 ( Right

shell muscle)
, 足肌 (Foot muscle)

, 消化腺 (Digestive gland) 及生殖腺

( Gonad) 等部位的組織 (Fig. I) , 以 {共

同功異構醋的萃取。

一 53 一



巫文隆、孫10

透明粘欄狀 , 經由真空抽出氣泡 ,

倒入正方形模子 (19 x 19 x 1 em) 中

琪

, 冷部後置於冰箱中備用。
3. 電泳過程一用吭吭atman No.1 filter

paper O. 7 X O. gem 吸取離心後的上

層清液 , 分別插於膠片上 , 放入置
於低溫拭櫃 (4-6.C) 的電泳槽中

, 利用淨電荷的不悶 , 即可使同功
異構臨分離出來。電泳跑完後 ( 電

泳過程參看圈二 ) , 取出膠片 , 以

水平方向橫向切割 4-5 片的 1-
1.5mm 厚的薄片。將此薄片置於自

行設計的酵素顯色盒中 , 分別加不
同酵素之顯色基質。

Mt

G

..-mm.-....-.....',--..-z...-ae---..

﹒
晦

2.-,

制

hFH

.,﹒

D

h�L�:�

1 em

Fig. 1. Different tissues of Taiwan abalone are used
for isozyme study.

L

(二)方法

1. 同功異構鷗萃取一新鮮組織取下後
, 加入雙倍量的萃取液 (Extraction

(-)

pro-

4. 緩衝液系統 (Buffer system) 一鮑

螺的緩衝液系統, 採用 12 種配方 ,

係根據 Shaw and Prasad (1970) 及

Wu and Liu (1987) 的配方稍加修

135 mM tris ‘ 43 mM

正而來的 :

A. Electrode buffer

Basic electrophoretic and laboratory
cedures.

Fig. 2.

buffer- Tris
'

EDT A
'

NADP) , 再
以超音波研磨器 ( Sonicator) 將組

織充分研磨 , 細胞打破 , 如此可以
使組織中的同功異構晦釋放於萃取

液中 , 再放入冷凍離心機 , 以 4.C
, 11. OOOrpm (lO281.1g) 離心 45 分

鐘後 , 取上層清液 , 再分裝於 1 C.C

小瓶中 , 貝于於一 70.C 低溫冷凍植中

儲存備用。

2. 電泳膠片 (Gel) 製備一取 12% 的 ilK�

粉液 (Di vall 1984) 置於抽氣過濾三

角瓶 (Suction filtering flask) 中
, 利用電爐一邊加熱 (1200 v) , 一

邊搖動使鴻粉完整而均勻溶解皇
一 54 一



戶 l 功與憐的在電﹒鴻鮑練科的研究 11

citric acid, pH 7.0.

Gel buffer: 9 mM tris, 2.9 mM citric
acid, pH 7.0.

B. Electrode buffer: 250 mM tris, 50 mM
citric ac 的 , pH8.0.

Gel buffer: 9.6 roM tr 函 , 1.9 mM citric

ac 肘 ,pH8.0.

C. Electrode buffer: 100 mM tris, 100 mM
maleic acid, 10 mM EDT A, 20 mM

MgCl2' 6H2O, pH 7.4.
Gel buffer: 10 mM tris, 10 mM maleic

acid,l mM EDTA, 2roM MgCl2' 6H2O,
pH 7.4.

D. Electrode buffer: 129 mM tris, 3 mM
EDTA, 70 mM boric acid, pH 7.5.

Gel buffer: 45 mM tris, 1 mM EDTA,

25 mM boric acid, pH 7.5.
E. Electrode buffer: 129 mM tris, 3 mM

EDTA, 70 mM boric acid, pH 8.6.
Gel buffer: 45 roM tris, 1 roM EDTA,

25 mM boric acid, pH 8.6.
F. Electrode buffer: 200 mM sodium ace.

tate (adjust pH with acetic acid), pH
5.6.

Gel buffer:
buffer.

G. Electrode buffer: 30 mM lithium hydro-
xide, 190 mM boric acid, pH 8.1.

Gel buffer: 1:9 mixture of stock A and

B
Stock A - 30 mM lithium hydroxide,

190 mM boric acid, pH 8.1 .
Stock B - 50 mM tris, 8 mM citric

acid, pH 8.4.

H. Electrode buffer: 130 mM tris, 43 mM
citric acid, pH 8.0.

Gel buffer: 5 mM histidine, pH 8.0.

Electrode buffer: 40 mM citric acid
(adjust pH with N 一{3-aminopropyl)-

morpholine), pH 6.1.

Gel buffer: 2 mM citric acid (adjust pH
with N 一(3-aminopropyl)- morpho-

line), pH 6.1.

Electrode buffer:

1 :22 dilute of electrode

J. 40 mM citric acid (ad ﹒

just pH with N 一(3-aminopropyl)-

morpholine), pH 8.0.

Gel buffer: 2 mM citric acid (adjust pH
with N 一(3-aminopropyl) 一morpho-

line). pH 8.0.

K. Electrode buffer: 40 mM citric acid (ad
﹒

just pH with N 一 (3-aminopropyl)-

morpholine), pH 8.5.

Gel buffer: 2 mM citric acid (adjust pH
with N 一(3-aminopropyl)- morpho-

line), pH 8.5.

Electrode buffer: 40 mM citric acid (ad-
just pH with N 刊 3-aminopropyl) 一

morpholine), pH 9.0.
Gel buffer: 2 mM citric acid (adjust pH

with N 一(3-aminopropy l)-morpho-

line), pH 9.0.

L

5. 電泳的電壓 (Voltage) .時問及顯色基

質 ( Substrate) 如下 :

a. Phosphohexose isomerase (Pgi):
1. Buffer system

1) buffer system A, B, 100 v, 16 hr.

2) buffer system C, 120 v, 16 hr.
3) buffer system D, E, 300 v, 8 hr or

180 v, 16 hr.
4) buffer system G, 200 v, 6 hr.

2. Substrate, Fructose-6-phosphate.

b. Phosphoglucomutase (Pgm):
1. Buffer system

1) buffer system A, B, 100 v, 16 hr.
2) buffer system C, 120 v, 16 hr.

2. Substrate, Glucose-I-phosphate.

c. Malate dehydrogenase (Mdh):

1. Buffer system
1) buffer system A, B, 100 v, 16 hr.

2) buffer 5yst�m C, 120 v, 16 hr.

3) buffer system D, E, 300 v, 8 hr or

100 v, 16 hr.
4) buffer system F, I, J, K, L, 150 v,

16 hr.

2. Substrate, Sodium-malic acid.
d. Isocitrate dehydrogenase (Idh):

1. Buffer system

一 55 一
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三、結果

一、九孔

在本實驗中 , 總共測試了十二種緣衝

液系統及七種問功異構醋 , 結果綜合於表
一中 : 在 Tr 悶 , Citric acid ﹒ pH 7.0 緝

衝液系統中 , 只有Me 分離效果尚可 , 也有
多態現象 (polymorphism) ; 而 Pgm 不但分

離效果差 , 同時也未見多態現象。在 Tris
, Citric acid, pH 8.0 緩衝液系統中也

只有Me 其有相同的結果。在 Tris
'

maleic

acid, EDTA
'

pH 7.4 緩衝系統中﹒只有

Pgi 及 Pgm 分離效果尚可 , 然而 Pgi 才有多

態現象。在 Tris
'

EDTA
'

boric acid.

pH 7.5 緩衝系統中也有類似的結果。在E

到 I 的緩衝液系統中 , 分離效果都不理想
。在 citric acid ﹒ pH 8.0 緩衝系統中也只

有 Me 分離效果尚可 , 也有多態現象 ; 同

樣結果也發生在 citric acid, pH 8.5 緩

衝液系統中。當 citric acid 的 pHil 直提高到 9.0

1) buffer system H, I, J. K, L, 200 v,

16 hr.
2) buffer system A, B, 100 v, ] 8 hr.

2. Substrate, Sodium-isocitrate.

e. Aminoaspartate transperase (Aat):

]. Buffer system

1) buffer system A, B, F, G, H, I,

J, K, L, 150 v, 16 hr.

2. Substrate, Aspartic acid, α -ketogluta-

rate, pyridoxial-5-phosphate, fast

blue BB salt.

Malic enzyme (Me):
]. Buffer system

1) buffer system A, B, ] 00 v, 16 hr.
2) buffer system D, E, 100 v, ]6 hr.

3) buffer system H, I, J, K, L, ]80 v,

16 hr.
2. Substrate, Sodium 一 L-malic acid, pH

7.0.
6-phosphag]uconate dehydrogenase (6-
Pgdh):
]. Buffer system

]) buffer system A, B, C, D, E, H
‘

], J,
] 50 v, ] 6 hr.

Substrate, 6-Phosphagluconia acid.

f.

時Me 分離效果特佳同時也具有多態現象。2

Table 1. Validation on various buffer system for isozyme separation of Haliotis diversicolor

Buffer system
Isozyme

LKJHGFEDCBA

OooooOooMdh

++
O

+
o

+
oooOo

+
o

+
O

Me

OOoOoo
Idh

+
O

+
oXX

Pgi

+
X

+
XXX

Pgm

OOOOoooo
Aat

o。

x: No polymorphism

OO

。 : Polymorphism一 . No separation

o

+: Separation

Oo

++: Separation well

一 56-
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tris
'

EDTA
'

boric acid, pH 7.5 月犬 J兄

F {!.UII JJL 0 在緩衝液系統 E ﹒ F,G 及 I 條

件中 , 雖然Mdh, Me '
Aat 及 6- Pgdh 可以

顯示多態現象 , 然而其分離效果均不甚理

想。在 tris ﹒ ci tris acid' pH8 .0 而 Gel buffer

改為 Histidine 時 Mdh 及 Me 分離敘果尚佳
, 也均具有多態現象。而在 citric acid 中利

二、石扎

在石孔研究中亦進行十二種緩衝液系

統及七種同功異構醋 , 結果整理於表二中
, 在 Tris' citric acid, pH 7.0 串震 {動液

系統中 , Mdh 及 Me 自可分離效果尚可 , 同

時也具有多態現象 ; 而 Tris
'

citric acid

, pH 8.0 的條件下也具有類似的結果。在

用N ﹒ (3 -aminopropyl) -morphol ine 調整 pHtris, maleic acid, EDTA
'

pH 7.4ft 集 f牛

值越高時 Mdh 及 Me 的分離效果越好﹒也F, Pgi 及 Pgm 分離效果很好 , 但是只有

具有相當滿意的多態現象。

Table 2. Validation on various buffer system for isozyme separation of Haliotis planata

Pgi 可以顯示出多態現象 ; 類似的結果在

Buffer system

L

++
O

K

+

H

+
O

GFEDCB

T---1

←

--li

←

||||

A

Isozyme

++
O

O

+
O

O

+
O

O

O

+
O

OO

O

+
o

+
O

+
O

+
o

Mdh

O
Me

OO

+
o

+
O

Oo
Idh

O

+
X

+
X

Pgi

XPgm

Separation well
Separation
No separarion
Polymorphism
No polymorphism

oO。oOO
Aat

OOOOOoO
6-Pgdh

++-ox

+

citric acid, pH 7.0 及 pH 8.0�j:.J, Mdh 及

Me 的分離故果不錯
, 也可以顯示出多態現

一57 一
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buffer 為 Histidine 時 . Mdh 及 Me 的分離

效果尚可 , 向時亦可出現多態現象。在
citric acid 利用N ﹒ (3 -aminopropy l)-mor

pholine 來調整 pH 值時 , 發現 pHil 直越高時
, 對 Mdh 及 Me 的分離效果越好 , 且有明

象來。在 tr 峙 . maleic acid. EDTA . pH

7.4 及 tris . EDTA . boric ac 肘 . pH 7.5

條件中 , 雖然 Pgi 及 Pgm 分離效果均很好
, 但是只有 Pgi 可以出現多態現象。在緩

衝液系統E.F.G 及 I 中
, 分離效果甚差

顯的多態現象出現。

Table 3. Validation on various buffer system for isozyme separation of Ho/iotis IIor;o

。在 tr 泊 . citric acid. pH 8.0 戶斤用 Gel

Buffer system

Isozyme

L

+
O

K

+
o

H

+
o

GFEDCB

+
o

A

+
O

++
o

+
o

o

+
o

o

O
+
o

o

o

o

o
+
o

+
o

Mdh

o

Me

ooooo

+
o

+
o

o
Idh

。

+
X

++
x

Pgi

X
Pgm

Separation well
Separation
No separation
Polymorphism
No polymorphism

OOoooo
Aat

ooOooooo
6 -Pgdh

村

+-ox

, 因此利用 Me 同功異構酪應可區分三種

鮑螺 ( 九孔、七星與石孔 ) 的不同。在 Fig.

3 亦顯示同一種的九孔
, 雖分別採自貢寮

與成功但是卸沒有差異存在。

在 Malate dehydrogenase (Mdh) 系

統中 (Fig. 4) .雖然成功與貢寮的九孔的

在Malic enzyme (Me) 系統中 (Fig.3)
, 成功與貢寮的九孔以及澎湖的七星與蘭

嶼的石孔雖然都其有三條電泳帶 , 但成功

與貢寮的九孔電泳帶位置顯然與澎湖的七

址及蘭嶼的石孔有很大的差異 , 而且澎湖

的七星與蘭嶼的石孔其電詠帶也有所不同

一 58 :
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Fig. 3. Malic enzyme (Me) electrophoresis zymo-
grams of Haliotis spp.

電泳帶分離效果不理想 , 但是整體而言 ,

九孔的電泳帶高於蘭嶼的石孔及澎湖的七

星 ; 同時石孔與七星的電泳帶也具有差異

存在。

Fig. 4. Malate dehydrogenase (Mdh) electrophoresis
zymograms of Halio'tis spp.

在 Isocitrate dehydrogenase (Idh) 系

統中 (Fig. 5) : 雖然分離故果不甚理想 ,

但是仍然可以分辨出來成功與貢寮的九孔

電泳帶沒有差異存在 , 而蘭嶼的石孔與澎

湖的七星電泳帶有甚大的差異存在 , 並且

與九孔的電泳帶位置亦不同。

Fig. 5. Isocitric dehydrogenase (Idh) electrophoresis
zymograms of Haliotis spp.

綜合本文的結果 ( 表一 ~ 表三卜若以

電泳的多態性分析 (Polymorphism) , Pgm

在各種緩衝系統中均無多態性的結果。其

餘的M品 , Me' I 品
, Pgi , Aat 及 6- Pgdh

大部分均可顯出多態性結果 , 然而 Idh ,

Aat 及6-Pgdh 的分離效果顯然比M品 , Me

及 Pgi 來得不理想 , 其中 Idh 的電泳結果

5) 也有差強人意的結果。所以 Mdh(Fig.

, Me 及 Pgi 三種若在適當的緩衝溶液配合

下 , 對於鮑螺科貝類即可得分離效果好而

且又具有多態性表現的理想組合。

四、討論

同功異構鷗在國外被認為是研究動物

系統分類及族群遺傳相當重要而且有致的

工具 , 例如 Fujino (1978a '
1978b) , Koehn

et 此 , (1976) 。然而目前本省有關問功異

構臨應用於海洋生物系統分類研究報告楣

當缺乏 , 如 Lee et 此 , (1987) 利用 Mdh
, Ldh 及 Aat 判定臺灣直葉綱屬魚類的分

類地位。本省軟體動物研究方面

曾利用y水k 溶 f性生肌肉蛋臼質的電泳來比較本
省蚱科貝類的雲酪象關係ο同功異構圖每基礎的

一 59 一
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電泳分離技術也由Wu and Liu (1987) 建

立 . L i u (1988) 更利用已經建立的電泳系

統完成本省文蛤族群判定 , 可以確定的是

同功真構臨的生化電泳分析是相當可行而

有效的方法 , 更可以補充傳統形態分類的

不足與缺 |嚀。

Fuj ino et al
叮

(1980) 研究太平洋鮑

螺(Pacific abalone) 時 , 應用 11 種問功異

構晦 , 發現只有二種酵素適用於種別判定
, 因為其餘的均缺乏多態現象。但在我們的

研究中 , 發現在 Tris
'

citric acid, pH

7.0 下分離 Mdh 時 , 並沒有多態性 , 然而

部在 citric acid, pH 9.0 下蘭嶼的石孔

及澎湖的七星其 Mdh 均可以清楚地分出

Cytoplasm 及 Mitochondria 的酵素 (Fig.4 )

, 因此 Fuj ino et 此 , (1980) 的實驗中 ,

不適於應用的同功異構酪如 Aldehyde oxi-

dase ; Tetrazoliumoxidase 等 , 也許問

本實驗一樣 , 在改變緩衝液系統的情況下
, 應可將位點 (loci) 分離清楚 , 即可廣泛
地應用此電泳技術作為族群判定或種別鑑

定研究上。

Wi I kin s (1980) 的研究指出 , 不同亞

種的 Pacific abalone 其 Pgm 有不同的熱穩

定性 (thermostabi I i ty) 而且和悽息的海域

有很大的相關i生。在本研究中 , Pgi 在三

種鮑螺 (Table 1, 2
'

3) 中並沒有差異。

臺灣地處亞熱帶 , 今後當可嘗試本省南、

北部採集的鮑螺種類 , 作熱穩定性方面的

研究 , 或許亦可作為將來族群判定的指標
之一。

綜合表一、 - -及三的結果以及 Me

3) , Mdh (Fig. 是 ) 及 Idh (Fig. 5)

的電泳圖結果可以明確的判定 : 依傳統形

態學分類為同類的成功與貢寮的九孔 , 在

(Fig.
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生化系統上亦歸屬於同一種 , 而澎湖的七
星與蘭嶼的石孔不但在形態上有別於九孔

; 在生化系統上也有甚犬的差異存在 , 且
七星與石孔二者形態差異不犬 , 但生化電
泳結果 , 則可明確地區分出來。因此以本
文所使用的Me '

Mdh 及 ldh 的電泳結果 ,

有助於種別的判定。
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Isozyme Study of the Taiwan Abal9nes (Gastropoda: Haliotidae)

Wen-lung Wu and Chyi Sun

Institute of Zoology, Academia Sinica

Allozyme variations of Haliotis abalones from Kong-Hao (Northeastern Tai-
wan), Cheng-kon (Eastern Taiwan) and Peng-hu (Western Taiwan) were studied by

strach gel electrophoresis on 7 isozymes with 12 different buffer systems.
When the adjustment of Me (Malic enzyme) and Mdh (Malate dehydrogenase)

in citric acid pH 7.0 and 9.0, with N ﹒ (3-aminopropyl) -morpholine) to pH 8.5 and

9.0 respectively; Pgi (Phosphohexose isomerase) in tris-maleic-EDT A pH 7.4 and

tris-boric-EDT A pH 7.5 buffer system were employed, the separation of bands
are better effective. Therefore, these three isozymes are recommend to do further

systematic study on Haliotis.


