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本文作者采用平板架丙烯跳膝凝胶电拯技未 分析研究了黑硅
·

姗 螃 �柳
。 , ‘。, 时娜。

�淤珊擎赞荞筹缪鞘羚
攀� 翔� 娜丙爆瑞缺康胶电卜匹酸眺氢酶同弄酶

, 垂直平板 , 黑眼级蜘
�

沼‘
,

花狭口”

前
一

言

��麒撇攀粼搏�
蒙来女

从而探讨了
终李理华恤沙护

母
镰

的� � � � ‘
,

�, �� � 同工酶在各个时期的变化
,

细触中纂因清动状况
。

目
、

确卿每

沼蛙

李琴桨粼瓮溉纂誉嘿霎翼辈黔器穿谈宗蓄言黔煞
垂直平板聚丙烯酞胺凝胶电泳

,

分析了三种两栖动物的心脏
、

肾脏
、

脑
、

骨骼肌
,

眼晶体
、

脾

脏
、

肝脏 等七种组织的� � � � �
。

�
�

�� � 同工酶
,

为探讨两栖动物之间的亲缘关系 及各

组织中基因的特异性的表达提供生化依据
。

材料与方法

一
、

材料

本试验采用的三种两栖动物
,

每种各取材 �� 只
,

均于 � � � �和 � �  !年的 � 一 � 月份在华南

师大校园和石牌地区捕捉
,

其体重分别为
� 黑眶蟾赊 ��

�

�一� �
�

�克
,

沼蛙 ��
�

�一� �
�

�克
,

花

·

本文承蒙潘炯华教授
,

熊全沫
、

陈湘 奔副教授的指导
,

王志高同志提供部分参考文献
,

在此 表 示 感

谢
。

芍�



换口蛙��
�

�一仑�
�

�克
。

二 、
方法

�一 � � � � � �
。

�
。

�
。

� � � 同工酶的提取

将动物捣脊髓称体重后
,

迅速放入冰块中解剖
,

分别取出心
丫
肾

、

脑
、

骨 骼肌
、

眼 晶

体
、

脾
、

肝等七种组织
,

用 �
�

��的� �
�� 洗去组织上的血污

,

吸 干 水 分 按 �
�

�� 加
� �

�

�

� 的磷酸缓冲液于玻璃匀浆器中
,

在冰浴中反复匀浆
,

匀浆后用 � �    � 的� �一��� � � � 型

高速离心机
,

在 �
�

�下离心�� 分钟
,

取其上清液
,

立即用于电泳分析
。

�二 � 电泳与显色

聚丙烯酞胺凝胶 电泳参考朱蓝菲 〔幻 的方法进行
。

电泳时电压保持在 � �� 伏
,

电 泳 在

�� �的冰箱中进行 � 一 � 小时
。

� � � � �
�

�
�

�
�

�� � 同工酶的显色是用硝基四氮哇蓝法
。

我们参考薛国雄 〔� 〕
、

朱蓝菲 〔� 〕的方法
,

并进行一些修改
,

染色液的配方为
�
每 � �� 毫升染色液中含 有 氧 化型

辅酶� �� 毫克
、

氯化硝基四氮哇蓝 �� 毫克
、

甲硫吩嗦 � 毫克
, � � 乳酸钠 �� 毫 升

、

�
。

� �

� �� �一� �� � � � �
�

� � 缓冲液�� 毫升
。

电泳后取 出胶板
,

用蒸馏水漂洗几次后
,

于染色液 中

进行显色
,

最后将胶板保存在 �
�

� �的醋酸溶液中或制成干板保存
。

�三 � 电泳结果分析

胶板显色后
夕

用重蒸水德洗 � 一 � 次
,

选择分离效果较好的胶板进行摄影
,

得 电泳图谱

� 一 �
。

将与图谱对应的凝胶条用岛津� �一� �� 型双波色谱扫描仪进行定量测定
,

测定结果

表明
,

除因仪器灵敏度高
,

显示个别酶谱上不可见的酶带外
,

其结果与酶谱显示的情况基本

相同
。

实 验 结 果

一
、

燕咚幼蛤��� � �
�

�� �
�

� � � 同工醉的表现

如图 � 图 � 所示
,

黑眶蟾蛛各组织的 � � � � �
�

�
�

�
。

�� � 同工酶的组成存在 很 大

差异
。

其中谱带数目最多的是心脏
,

其� � �
。

一� �  � 的活性均很强
,

而且还出现二条活性

较弱的亚带
,

肾脏
、

脑
、

骨骼肌
、

眼晶体均由� �  
。

一� � �
�

四条酶带组成
,

各组织相 应酶

带的迁移率相同
,

但酶带的活性有异 �见图 �
、

表 � �
。

脾脏 由� �  。 � � � �
二 条酶带组

成
,

肝脏 由� �  
�

一� � �
�三条酶带组成

。

二
、

沼蛙��� � �
。

�
。

�
�

�� � 同工呜的裹现

从图 � 图 � 所示的酶谱可看出
,

沼蛙的 � � �� � �
。

�
。

�
。

�� � 同工酶存在着组织 的

特异性
,

肾
、

脾
、

脑
、

眼晶体
、

肝脏的酶谱均由五条带组成
,

五种组织的相应酶带间的迁移

率相同
,

但酶带的活性有差异 �见图 �
、

表 � �
。

心脏由四条酶带组成
,
� � �

�

一� � �
� 的

活性很强
,
� � �

‘

活性较弱
,

骨骼肌的酶谱比较简单
,

只表达了� � �
。 。
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图�� 黑眶蟾绘� � � �
�

模式图
,

�
�

扫描图

从左至右分别为
�

肝赃
,

脾赃
,

眼晶体
,

肌肉
,

脑
,

霄赃
, 心 赃

�

衰 � 燕咚幼绘的�� 醉谱 � 参见图 � �
� � � � � � � 曰� � � 目� � � �

�
, � 曰 � 州 � � � � � � � � � � � � � � � � � � 进� , � � � 叹 � � � � , ‘� 巴二� � �� , � � 匕巴,

一
� 叹, � , 巴� � , � � � � 里 , 巴 � 吧 , � � � � � 汤� , 口 通 � � 一月 � � 尸 �

各 区 带 醉 活 含 资 �

二月七一于
名名 称称称称称称称称称称称称

心心心 亚 带带 � �  ‘‘

睿睿睿睿睿睿睿睿睿睿睿睿睿

�����
。

� �    �
。 � � ���

久久久久�
�

只� ���

三三三三
�

…
, � � ���

���������
月月四四四 � � 石乙马马

肌肌 冈冈冈 � �
。

� � ���

晶晶 体体体 � �
。

� � ���

三
、

花狭口蛙的�� � �
�

�
�

�
�

�� � 同工晚的表现

�

如图 � 图 � 所示
,

花狭口蛙 各组织的� � � � �
�

�
�

�
�

�� � 同工酶 酶 谱 组 成 很 简

单
,

酶谱上基本上只出现一条深染的酶带 � 脾脏还常显示活性较弱的� � �
‘ ,

肝脏也常 出现

� � � � � ,

根据酶带所处的位置和迁移率的数值
,

我们认为这条酶带应为� � �
, 口茧然花狭

口 蛙� � � � �
�

�
�

�
�

�了� 同工酶酶谱组成简单
,

但 各组织间酶的活性均有 差 异 � 见表

� �
。



四
、

兰种两栖动物的�。日� �
�

�
�

它
�

之� � 同沈映的比较

图 � 是根据每种两栖动物相应组织的 电泳图谱中
,

酶带着色的深浅
,

绘成的比较模式图
。

从图中可见
,

黑眶蟾蛛和沼蛙的� � � � �

� 一 � 条酶带组成
,

花狭 口蛙基本上只 由一条酶带组成
。

�
。

�
。

宽窄及相对迁移率

� � � 同工酶酶谱由

蚕 七�日�

�
,�月‘�

日������妇日“�甘�甘凡曰��甘,‘.‘‘口.�
‘

.‘

‘+ 匕产

‘

l

”�

==

州日日片日日
,

l尸

圈2
.
沼帷LD H B. 模式图

,

C

.

扫描图

从左至 右分别为
。 肌肉 ,

份赃
,

心赃 , 脾脏,
脑

, 眼晶体
,

肝脏
。

表 2 沼蛙的LO H醉诺 ( 参见图 2 )

名名 称称 各 区 带 酶 活 含 量 %%%

LLLLL D H 。。 L D H ‘‘ L D H aaa L D H 么么 L D H :::

肌肌 肉肉 1000000000000

呀呀呀 32 。9 7 666 5
。

2 2 555 2

。

5 1 333 1 2
。

0 9 777 4 7

。

2 0 555

JJJ

OOOOO 1 5

。

2 6 888 2 0

。

1 0 777 2 8

。

4 1 777 3 0

,
1 0 555

牌牌牌 11 。

1 6 888 1 3

。

8 8 666 1 4

。

5 8 777 1 7

。

7 9 888 4 2

。

5 5 999

脑脑脑 16 。

0 8 777 3 3

。
8 7 999 1 2

。

8 1 666 1 2

。

5 3 000 2 4

。
6 7 444

~~~

峨
,

体体 48。 9 8 111 4 6

。

1 6 444 1

。

6 生999 1
。

0 1 777 1

。
2 1 777

歼歼
, · ___

9 3

一
6 2 555 1

。

3 6 555 1

。

4 5 666 l

。

0 3 111 2

。
5 1 111

6 3



令 6
「

产

|
从日日日日�

图3
.
花狭口蛙L D H B 。

模式图
, 亡

.
扫描图

从左奎分右别为
。 心赃

,

呀赃
,

脑
, 肌肉

,

眼晶体 , 脾赃
,

肝赃

衰 8 花狭口挂的LO H 醉谱 ( 参见图 3 )

于一一
对心脏这一组织

,

黑眶蟾赊的酶带数 目最多
,

有五条深染的酶带和二条弱的亚带
,

沼蛙

只有四条酶带
,

缺少L D H
。 ,

花狭口蛙 只有L D H
。 。

三种两栖动物脑的酶谱间也有浪大的 差

异
,

黑瞻蟾蛛只显现四条谱带
,

缺少L D H
, ,

沼蛙有五条酶带
,

花挟 口蛙只表达L D H
。 。

脾

脏中
,

黑眼蟾螃只有 L D H
3 、

L D H

:

两条酶带
,

沼蛙由五条酶带组成
,

花狭口蛙由份条深染

的L D H
。

和活性较弱的L D H
‘

酶带组成
。

眼晶休的酶谱中 犷黑眶 蟾 赊 由 L D H
。

二L D H
:四

条酶带组成
,

沼蛙有五条酶带
,

花狭口 蛙只有L D H
。

一条酶带 (见模式图 4 )
。





物的亲缘关系较远
,

不仅反映在形态结构上
,

而月
.
反映在同工酶酶谱上

,

以上三种两栖动物的

L D H ( 1
. 1 . 1 . 27 ) 同工酶

,

无论在酶带数 自或各酶带的酶活含量上都有差 异 (见 图

1 一 3
,

表 1一 3 )
,

而且差异是稳定的
,

重复性好
,

同种蛙不同个体和不同性别 几 乎 没

有差异
,

从而说明L D H ( 1
。

」

1

.

1

.

27
) 同土酶的电泳在两栖动物的进化和分类上有一定的

参考价值
。

L D H ( 1

.

1

.

1

.

27 ) 同工酶在各个组织器官中的不同表达是和这一组织器 官 的生

理功能适应的
,

一般在厌氧生活的骨骼肌和肝脏 I
J
D H S的酶活含量高

,

而在不厌氧生活的心
奋

脏
、

脑积肾脏 L只珍陋活含量较高
。

以
、

沼蛙为例
,

沼蛙心脏的L D
H( 井 1。

1

。

27 ) 同工

酶酶谱含有丰富的L D H
, 、

L D H

: ,

仑基因的活性较强
,

而骨骼肌和胖脏基木只有A
’

基因 表

达
,

含有丰富的L D H
。 ,

这一结果与M ar k
ert 〔幻 ( 1965 ) 在哺乳类发现的情况类似

。

为此

这种表达可以作为鉴别组织器官生化特异性的标志之一 一几

S h a k ie e 〔8 〕认为L D H
人
在缺氧条件卞

,

具有重要的生化代谢功能
,

花狭口 蚌善用其更庶

部的尖锐突起掘土钻入深土中
,

释常生活在厌氧环境中
,

因而其L D H 同工酶 ( 1
. 1 . 1.

2
7) 酶谱出现主要 由A 亚基组成俞稗带是可以理解的

。

L D H ( 1

.

1

.

1

.

2幻同工酶分别由不同座位上的基因人和B编码组成的 五 种 同 工

酶
,

电泳图谱表现为五条带
,

但从实验结果看到
,

黑眶婚捺心脾的酶谱有七条区带
,

除五条

酶活较强的酶带外
,

还出现酶活较弱的两条亚带 ( 见图 1图 5 )
,

这种情况既不象群体中杂

合子的酶谱
,

也不是c 基因
。

究舞能杏用后生的形式
,

即M
ar
喻八 。 〕提出的

,

在正常亚 单

位转译后
,

由于二硫键桥氢键及多肤键间各种形式的相互作用 , 可以改变酶的三维结构
,

达

到后生形式的饰 变
,

从而造成同工酶酶谱的多样性来解释
,

还有待进一步研究
。
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