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中华绒螯蟹不同组织 LDH同工酶凝胶电泳分析

王 琦,穆淑梅,曹 刚,刘桂荣,马丹丹,康现江

(河北大学 生命科学学院, 河北 保定 071002)

摘要:采用高 pH 不连续系统聚丙烯酰胺垂直板凝胶电泳, 特异性组织化学染色对中华绒螯

蟹(Er iocheir sinensis )的血清、肌肉、鳃、心脏、肝胰腺、精巢和精子等组织的乳酸脱氢酶

( LDH )同工酶酶谱进行了研究。同时, 利用 2 种底物(乳酸钠和 羟基丁酸钠)进行了特异

性反应,并对其精子特异性乳酸脱氢酶进行了研究。结果表明: 以乳酸钠为底物时, 中华绒

螯蟹的肌肉、鳃、血清和心脏有 2 条谱带,而精巢和精子有 3 条谱带, 但在肝胰腺中未发现谱

带;以 羟基丁酸钠为底物时,只在血清、精巢和精子发现有 1 条谱带。从而说明,中华绒螯

蟹乳酸脱氢酶同工酶存在组织特异性; 精子存在特异性乳酸脱氢酶。
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乳酸脱氢酶 ( lactate dehydrogenase, 简称 LDH ,

EC 1. 1. 1. 27)是糖酵解途径中的一种重要的酶, 能

可逆地催化乳酸和丙酮酸的相互转变, 广泛地分布

于动物的各个组织,以及植物和微生物之中[ 1]。1959

年, Marker t等[ 2]用电泳法将牛心肌 LDH 结晶分离

出 5 条区带, 均具有 LDH 催化活性, 首先提出了同

工酶的概念。在鸟类和哺乳动物中, 它是由 A 亚基

和 B 亚基所组成的四聚体, 由于分子中的 A 亚基和

B 亚基的相对含量不同形成 5 种同工酶( LDH 1 5 )。

在骨骼肌中,以 A 亚基为主; 而在心肌中, 则 B 亚基

占优势[3]。而且 LDH 在不同种动物, 不同组织, 不

同的发育阶段或不同周期, 甚至个体在不同环境因

素作用下均有其特异性谱带[4]。

1963 年, Blanco 和 Zinkham[ 5]在人的成熟精子

中首次发现了不同于 LDH 1 5的新型同工酶, 称为

LDH X。它是 LDH 中与 LDH 1 5不同的另一种特殊

类型的同工酶[6]。同年, G oldberg[ 7]也在分析人精液

的 LDH 电泳酶谱时发现, 除出现与体细胞相同的 5

条 LDH 同工酶区带外, 在 LDH 3和 LDH 4之间还存

在额外的一条 LDH 同工酶区带。后来, 在许多哺乳

动物和鸟类精子中均观察到 LDH X的存在,并得知它

们是由 C 亚基所形成的同质四聚体, 故又称 LDH

C4。目前, 普遍认为 LDH C4仅存在于哺乳动物、鸟

类和硬骨鱼中[8, 9]。Baldw in 等[10]从尾索动物海鞘

( Pyura stolonif er a) 中分离了 LDH。此海鞘 LDH

为同质四聚体。陈明等[ 3] 在对无脊椎动物中国明对

虾(Fennerop enaeus chinensis ( Osbeck, 1765) )成熟精

子的 LDH 研究时, 首次发现对虾成熟精子中存在

LDH C。

中华绒螯蟹( Er iocheir s inens is )俗称河蟹 (以下

简称河蟹) ,主要产于中国 ,是中国重要的经济蟹类。

有关其 LDH 同工酶的研究国内已有一些相关报道:

乔新美等[ 11]比较了长江, 瓯江河蟹的心脏、肝胰腺、

卵巢和肌肉 4种组织的 LDH 同工酶, 许加武等[ 12]对

长江口河蟹与其他几种同科蟹的肝胰腺与步足肌肉

的 LDH 同工酶进行了比较研究, 王丹等[13] 对辽河、

长江两水系河蟹 LDH 同工酶进行了比较研究, 都从

生化方面表明了 LDH 同工酶存在明显的物种特异

性和组织特异性, 程家骅等[ 14]对苏北南部沿海河蟹

等 4 种常见蟹的眼、肝胰腺、肌肉和卵组织 LDH 同

工酶进行了比较; 薛俊增[ 15]对患 抖抖病 的河蟹和
健康河蟹的 5种组织 LDH 同工酶进行了比较分析,

并表明病蟹与健康蟹的 LDH 同工酶分离图谱存在

明显差异; 贾守菊等[16]对河蟹不同发育阶段腹肢粘

液腺的 LDH 同工酶进行研究;雷焕宗等[ 17]比较河蟹

不同生理时期肌肉组织中 LDH 同工酶,表明了河蟹

收稿日期: 2005 08 27;修回日期: 2005 12 30

基金项目:国家自然科学基金资助项目 ( 30371115) ; 河北省

自然科学基金资助项目( 303118)

作者简介:王琦( 1980 ) , 男,山西长治人, 硕士研究生, 主要

研究方向: 生殖生物学, E m ail: w angqiw q@ 126. com; 康现

江,通讯作者,电话: 0312 5079362, E m ail: XJKan g@ mail.

h bu. edu . cn

92



Marin e Sciences/ Vol. 30, No. 4/ 2006

附肢肌肉在不同生理阶段 LDH 同工酶的表达上具

有一定特异性; 王群等[ 18] 对河蟹生殖系统各组织

LDH 活性进行了测定, 但未见河蟹精子 LDH 同工

酶的相关报道。

作者采用高 pH 不连续系统聚丙烯酰胺垂直板

凝胶电泳方法和两种不同的特异性底物, 对河蟹的

肌肉、心脏、鳃、肝胰腺、血清、精巢和精子等组织进行

了 LDH 同工酶的酶谱分析, 并对河蟹精子 LDH 同

工酶进行了研究,为研究发育过程中基因的调控, 对

于了解精子的发生发育规律是比较有意义的, 以及

为进一步研究精子的发生和代谢过程中生理生化等

的变化提供了资料。

1 材料和方法

1. 1 样品采集

河蟹购自河北白洋淀, 雄性未成熟和成熟河蟹

各 15 只,每次实验各取 3只, 重复 5 次。活体解剖分

别取其血清、鳃、心脏、腿部肌肉、肝胰腺、精巢和储精

囊等组织,得到的储精囊进一步分离得到精子。以上

材料放入低温冰箱中保存待用。

1. 2 材料制备

各实验 材料与 0. 1 mo l/ L 磷酸 盐缓冲液

( pH 7. 4)混合的比例为: 1 ! 2 (质量 ( g ) /体积

( mL ) ) , 冰浴超声波匀浆, 匀浆液在 0 ∀ , 12 000

r/ min,离心 30 min, 取上清液存入低温冰箱备用。

1. 3 蛋白质质量浓度的测定

取上清液采用考马斯亮蓝染色法 ( Bradford

法[ 19] )测定。

1. 4 电泳方法

采用 DYCZ 24D 型双垂直平板电泳槽, DYY 6C

型恒流稳压电泳仪,参照文献[ 20]进行聚丙烯酰胺凝

胶垂直平板电泳。分离胶质量分数为 7. 5% ,浓缩胶

质量分数为 4% , 电极缓冲液为 pH 8. 3 的 T r is 甘氨

酸。电泳采用稳压方式, 预电泳 15 min( 150 V ) 后,

样品在浓缩胶中电泳 15 min( 150 V ) ,进入分离胶电

压调到 300 V , 电泳 1 h 结束。

1. 5 染色方法
以乳酸钠和 羟基丁酸钠两种底物, 参照文献

[ 21]进行 LDH 活性染色。待酶带显色(呈蓝紫色 )

后取出, 放于 7%醋酸中保存。

1. 6 结果记录
对显色后的凝胶片进行扫描,并绘制模式图。

2 结果与讨论

2. 1 以乳酸钠为底物河蟹不同组织 LDH 同

工酶特征
将各样品的上样质量浓度调整到 2 g / L。上样

样品为成熟蟹肌肉、心脏、鳃、肝胰腺和血清 (图 1) ,

未成熟蟹精巢、成熟蟹精巢和精子 (图 2) , 均以乳酸

钠为底物。

图 1 河蟹 5种组织中 LDH 同工酶电泳图谱(乳酸钠为底物)

Fig. 1 T he elect rophoretograms of LDH isozymes in f ive t issu es of E. sinen si s ( S odium

lactate as subst rate)

1 1. 电泳图(图 2~ 4 同) ; 1 2. 模式图(图 2~ 4 同) ; 1, 2:肌肉; 3, 4: 心脏; 5, 6:鳃; 7, 8: 肝胰腺; 9, 10: 血清(图 3图解同)

1 1. electropho resis figure( the same as F ig . 2~ 4) ; 1 2. mode f igure( the same as Fig . 2~ 4) ; 1, 2: muscle; 3, 4: heart; 5, 6: gill; 7, 8:

hepat opancreas; 9, 10: serum( the same as Fig . 3)

由图 1 可以看出,肌肉、心脏、鳃和血清均有 2 条

谱带,并且它们的相对迁移率也是一致的。但是它们

的谱带颜色深浅是有差异的。这种谱带颜色深浅与

其同工酶的活性是成正比的。而这种活性的差异,决

定于其组织生理功能上的差别。蟹的肌肉、心脏和鳃

的活动较频繁 ,相应的这几种组织糖的代谢旺盛, 因

而 LDH 酶质量浓度较大, 酶活性较大。而在血清

中, LDH 酶活性较小。这主要是由于血淋巴是运输
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氧和营养物质的组织,它所含的 LDH 酶部分来源于

肌肉、心脏等器官组织, 而在实验中所取的是血清,加

之 LDH 是一种胞内酶,从而显示了血清较低的酶活

性。这一电泳结果与薛俊增等[ 15]的结果相同。然而

对于肝胰腺来说, 通过反复地进行实验都未发现

LDH 酶谱带。肝胰腺中 LDH 同工酶是否因活性极

弱[19] , 不易观察到;该酶在肝胰腺中更易失活[14] ; 还

是与河蟹肝胰腺主要是进行脂类代谢有关[ 15] , 有待

进一步研究。

图 2 河蟹精巢和精子 LDH 同工酶电泳图谱 (乳酸钠

为底物)

Fig. 2 T he elect roph or etogram s of LDH isozymes in

test is and sperm of E . sinensi s ( Sodium lactate

as subst rate)

1, 2:未成熟蟹精巢; 3, 4: 成熟蟹精巢; 5, 6:精子

1, 2: immat ure t estis; 3, 4: mature test is; 5, 6: sperm

由图 2可以看出, 未成熟蟹精巢、成熟蟹精巢和

精子中都有 3 条谱带, 并且显示了一致的相对迁移

率。而其酶谱带的颜色是从未成熟蟹精巢过渡到成

熟蟹精巢再到成熟精子逐渐减弱的, LDH 酶活性也

是逐渐减弱的。结果表明,在精巢和成熟精子中存在

3 种 LDH 同工酶,这一报道与陈明等[3]的结果一致。

再则, 在河蟹的精子发生过程中, 此 LDH 同工酶是

普遍存在的, 只是在各个发育时期其酶的含量和活性

是发生变化的 ,表现为随着精子的成熟,此酶是逐渐

减少的。

2. 2 以 羟基丁酸钠为底物河蟹不同组织

LDH 同工酶特征

处理方法同 2. 1, 将底物由乳酸钠改为 羟基丁

酸钠后, 其电泳图谱也发生了很大的变化(图 3, 4)。

由图 3可以看出, 肌肉、心脏、鳃和肝胰腺未发现

LDH 同工酶谱带, 仅在血清中存在 1 条谱带。以

羟基丁酸钠为反应底物,能够高水平地显示某种组织

中是否存在 LDH C,也就是说, 羟基丁酸钠可以作

为 LDH C 的特异性底物[ 8, 9]。因此, 在河蟹的肌肉、

心脏、鳃和肝胰腺未发现 LDH C 的谱带, 这与陈明

等[ 3]电泳结果一致, 进一步说明了 LDH C 有更明显

的组织特异性。而在血清中却存在 LDH C, 仍然是

由于血淋巴在将氧和营养物质运输到河蟹雄性生殖

系统的过程中 ,从其组织中携带出来的,进而表现出

了一定的酶活性[ 15]。

图 3 中华绒螯蟹 5种组织中LDH 同工酶电泳图谱( 羟基丁酸钠为底物)

Fig. 3 T he elect roph or etogram s of LDH isozym es in f ive t is sues of E. sinensi s( Hydr ox ybutyric

acid sodium salt as su bst rate)

由图 4 可以看出, 精子、成熟蟹精巢和未成熟蟹

精巢中都存在 1 条谱带,且三者具有相同的相对迁移

率。但从谱带颜色深浅变化来看, 刚好与图 2 相反。

利用 羟基丁酸钠来检测 LDH 的活性,用以鉴定在

河蟹精子中是否存在 LDH C。结果表明, 在河蟹的

精子发生过程中,均存在 LDH C,并且随着精子的成

熟, LDH C 的质量浓度和酶活性也是逐渐增强的, 这

与前面的实验结果 # # # LDH 的质量浓度和酶活性逐

渐减弱, 表现为消长关系, 从而说明,在河蟹精子发生

的过程中, LDH C 逐渐替代 LDH 而发挥作用。进而

推测, 在河蟹精子成熟的过程中, 发生着 LDH 不同

类型的转变, 这种转变更有利于河蟹精子的成熟, 并

在其精子的成熟过程中起着至关重要的作用。
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图 4 中华绒螯蟹精巢和精子LDH 同工酶电泳图谱( 羟基丁酸钠为底物)

Fig. 4 The elect roph or etogram s of LDH isozymes in tes ti s an d sperm of E . sinensi s (

H ydroxybu tyric acid sodium salt as subst rate)

1, 2:精子; 3, 4:成熟蟹精巢; 5, 6:未成熟蟹精巢

1, 2: s perm ; 3, 4: m ature test is; 5, 6: imm ature test is

本实验通过两种特异性底物 # # # 乳酸钠和 羟

基丁酸钠,分别对河蟹肌肉、鳃、心脏、肝胰腺、血清、

精巢和精子进行了特异性反应,显示了 LDH 同工酶

的组织特异性, 首次发现了河蟹成熟精子中存在

LDH C, 这对今后进一步了解河蟹的精子发生与成

熟,探讨蛋白质分子进化和动物亲缘关系提供了基

础资料。有关它的功能以及在生殖细胞中出现的时

期,有待进一步研究。
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Abstract: T he elect rophor etog rams o f lactat e dehydrogenase iso zymes were studied in sever al tissues of

Er iocheir sinens is by the high pH discontinuous system o f polyacr ylamide gel electr opho resis( PAGE) and the

specific histochemical staining . A t the same time, t he tw o specific substrates ( sodium lact ate and H ydroxy

butyr ic acid sodium salt) w ere managed in a specific r eact ion, and sperm specific LDH w as researched by the

specific dyeing . When sodium lactate served as the substr ate in the muscle, gill, serum and heart , it was ob

serv ed that the electr opho reto gr ams o f LDH w ere consisted o f 2 bands, in t he testis and sperm, there were 3

bands, in the hepatopancr eas, how ever, there w as no band. When H ydroxybuty ric acid sodinm salt serv ed

as the substr ate in serum, testis and sperm, it w as observ ed that the electrophor etog rams o f LDH w ere consis

ted of one band. T he results indicated that LDH iso zymes had tissue specificity , the sperm of E. sinens is had

sperm specific LDH.
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