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提 要 木文以草鱼为材料
,

利用亲和层析法
,

从肌肉
、

心脏和肝脏中分离纯化了 L D H

同工 酶基因产物 ; L D H
一 A` 、

B `
和 C ` ,

并对其纯度
,

氨基酸组成以及动力学性质进行了比较分

析
,

同时制取了 A ` 、

乌 和 C
.

的相应抗体
,

利用抗原
一

抗体免疫吸附反应对一些淡水鱼类 的

L D H 酶谱进行了准确的鉴定
。

关键词 草鱼
,

乳酸脱氢酶同工酶
,

免疫吸附

鱼类 L D R 同工酶与哺乳类一样
,

由 A
、

B
、

0 三个基因组成
。

这种多位点基因 酶 系

在胚胎发育和细胞分化过程中表现出显著分化的基因调控方式
,

而且它们的表达具有高

度的发育特异性和组织特异性
〔 . 〕。 鱼类 L D R 同工酶基因结构和功能远比哺乳类复杂得

多
。

在漫长的基因进化过程中
,

原始鱼类只有一个 L D H ~ A 基因
,

而 B 基因由 A 基因进

化而来
,

O 基因由 B 基因进化而形成 .t,
, 空〕。

特别是 C 基因的表达更表明某些高度特化细

胞所具有的独特代谢活动
,

这对研究基因表达和调控的时空特异性
,

是极好的指标
。

鱼类的生存及进化与其所处生态环境密切相关
。

不同水域中的同种鱼
,

同一水域中

的不同种鱼
,

由于氧含量
、

温度
、

水质等差异
,

加之各自代谢类型的差异
,

其同工酶基因表

达均不同
。

在鱼类杂交育种中也显示出杂交 F
,

代所显示的杂交优势与亲 本 的 酶 活 高

低
,

酶谱差别具有平行关系 (拟另文发表 )
。

这种生理功能和酶组成及结构的不同是 L D H

同工酶分子进化中分子异质性的体现
,

也是其相互 间氨基酸组成
、

理化特性差异所至
。

因

此
,

准确了解鱼类 L D H 同工酶的理 化性质
,

对研究鱼类生理功能及结构关系
、

遗传和非

遗传的起源
、

基因表达与调控以及发育
、

进化等方面的问题均有重要意义
。

材 料 和 方 法

(一 ) L D H 一A ` ,

B
。

和 C ;

的分离纯化
t ` ” “ ’

1
.

L D H es A
`
的纯化 取新鲜草鱼骨胳肌 50 克

,

于缓冲液 ( 20 m M T ir s , l m万 琉基

乙醇
, l m万 氟化苯甲基磺酸胺 p H S

.

6) 中匀浆
,

匀浆液 8
.

00 0 又 g 离心 30 分钟
,

上清液

过 B fu e 一 D e
对ar IL 柱

,

用上述缓冲液以不小 于 s m l/ m 坛 的 流 速 过 柱
,

直 至 U V ” 。 <

收稿年月
: 1洲1 年 11 月 ; 1创〕2年 6 月修改

。
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0
,

0 2 O D
。

再用二倍床休积缓冲液 (l 过万 N A D + , 1劝万 乳酸锉
,
1 0m万 T : i , , 。

.

s m M 琉

基 乙醇
, p H S

.

6) 洗脱
,

以去除 L D H 一B
`

和含有 B 亚基的杂四聚体
。

然后用缓冲液 《 10 o M /

L T ir , , 。
.

5二卫 L/ 琉基 乙醇 pR S
.

6) 洗脱
,

除去残留在柱内的 N A D + 和乳酸锉
,

再用缓

冲液 ( 10 功」f / L N A D E
,

10 o M / L T 八: , 。
.

s m万 / L 琉基乙醇
,

p H S
.

6) 洗脱柱上的 L D E 一

A
` ,

收集含 L D E 活性流出液
,

电泳鉴定后合并含有 L D H一 A
`
的部份

,

加饱和硫酸钱至

终浓度为 70 %
,

过夜沉淀
。

次日离心 13
,

00 0 R
.

P
.

M 4
口

0 20 分钟
。

用少量体积缓冲液溶

解沉淀 (即 L D H 一 A
`

粗品 )
,

装透析袋于上述缓冲液中透析过夜 ( 4吧 )
。

再上 D E A E -

吕。 p il a d e x A 一 5 0 柱 (预先平衡好 )
,

用缓冲液 ( 1 0m M / L T r i ,
, 0

.

s m M / L 琉基 乙醇 pR S
.

6 )

洗脱
,

同时监测酶活
,

直至流出液酶活小于 0
·

3 U /m l
,

合并 L D H 活性部份
,

加饱和硫酸

铁至终浓度为 70 % 浓度
,

过夜沉淀 (4 吧 )
。

经溶解
、

透析后即为纯化后的 L D H一 A
`
纯品

,

一 7。
。

C保存备用
。

2
.

L D H一 B
`

的纯化 20 克新鲜鱼心肌经生理盐水洗去血污后
,

在缓冲液 A ( ZOnY万 /

L T r i s
, l m M / L 琉基乙醇 p H S

.

6 )中匀浆
,

(W : V 二 1 : 5 )匀浆液经 1 4
, 0 0 o x g 离心 5 0 分

钟 ( o4 C )
。

上清用纱布过滤后直接加入至预先平衡好 的 B fu --e D e
对 ar --n S eP ha 。 。 e 4B 柱

上
,

用上述缓冲液以 s m l /。 恤 速度洗脱
,

直至流出液的 U V 二
。
< 。

.

02 O D 为止
。

再 以线

性梯度亲和洗脱 (起始浓度为 0
·

01 m万 / L N A D + ,
o

.

01 m万 / L 乳酸钠溶入 I ln 叮 / L 琉基

乙醇和 20 m形 / L T r 招 缓冲液中
。

终浓度为 。
.

12 m万 / L N A D + ,

0
。

0 5 nI M / L 乳酸 钠 )
。

中速洗脱
,

收集第一个旦白峰
,

用 7 5拓硫酸按终浓度沉淀
,
400 过夜后离心 1。

, 。。。 又 9 4
’

0

20 分钟
,

沉淀溶于缓冲液 A 中
,

用缓冲液 A 透析 24 小时
,

再用 P E G 6 0 0 0 浓缩至所需

浓度 ( Zm g /m l 左右 )
,

此为 L D狂~ B
` 。

3
.

DL H一
`
的纯化 1 20 克草鱼新鲜肝脏

,

用生理盐水洗除血污 后
,

于缓 冲 液 B

( 10 m万 / L 磷酸缓冲液 P且7
.

1
,

1加』『/毛 琉基乙醇 ) 中匀浆 (W : V = l : 4)
,

经 30
,

000 丫 g

4
O

C离心 2 小时后
,

用 4一8 层纱布滤掉上清液中脂肪
,

重复上述离心一次
,

该士清液直接

上柱
,

基本方法参照 B
`

纯化步骤但缓冲液需改为 B
。

线性梯度洗脱液为缓冲液 B 及缓冲

液 B 中含 o
·

sm万 / L 氯化钠
,

收集的旦白峰再过 S e p h a e r y l令 S一 2 0 0 柱 D E A l s e p h a d e x

A 一
50 柱

,

二个柱的缓冲液均为 B
。

收集到的 L D E 活性峰即为 L D H 一 C
4
(全过程在 4℃

中进行 )
。

(二 ) 免疫抗体的制备和抗血清效价测定

将纯化的 L D E ~ A
` ,

B
` ,

C
`
分别注射到大耳白兔 ( N e w Z e o l a n d W h i t 。 ) 的脚趾和背

部皮下多点注射
,

每星期一次
,

四星期后按常规方法获得抗血清
。

当抗血清的效价经免疫

双扩散测定达到 1八 6一 1 / 32 时即可杀兔采血
,

否则需加强免疫
。

合格的抗血清提取其抗

体 I g G (最后浓度为 5一 6m g /m l) 即可进行抗原 -抗休的免疫吸附反应
。

抗原与抗体的比

例为 l : 。
,

5一 1
.

5
。

抗原与抗体混合物在 37 吧保温 5 分 钟 后 离 心 10
,

0 0 0 R
.

P
.

M 15 分

钟
,

取上清进行淀粉胶电泳
。
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D LH 一 A
` ,

B
` ,

0
`
的抗体 I酮 分别对这二条多余带进行免疫吸附反应

,

发现 L D H 一 A
`

抗

体 址G 与这些带没有免疫吸附反应
,

而用 L D H一
。 、

。 `

抗体 J沙 分别去吸附
,

则发现均

有免疫吸附作用
。

这就证明肾中的多余带只 能是 L D H一 O 亚基与 L D H 一B 亚基的杂合四

聚体
。

3
.

相对说
,

L D且 同工酶的研究比起其它类型同工酶是很完善了
,

但目前仍然有不少

的新观点
。

本文曾提及
,

鱼类 L D H一 亚基是由A 亚基进化而来
,

0 亚基则由B 亚基进化

而形成
。

但在某些低等的软骨鱼类
,

有的只有单一型的称之为 A 型的亚基
,

它们的理化特

性和免疫化学性质相似于高等硬骨鱼类的 C 型亚基
。

因此有人推断
,

0 亚基还早于 B 亚

基发生伪
’ J 。 也有人认为 L D H一

、

B
、
O 三个基因可能都来自同一个原始的基因

,

由于突

变产生了结构和功能上的分化
,

基因调控也就产生了分化和特化
,

并分别位于不同的染色

休土
,

因而这三个基因是独立调节的
。

从哺乳类来看
,

小鼠 L D ll - A 和 c 基因连锁在 7

号染色体上
,
B 基因在 6 号染色体

_

L
。

人 L D E - A 和 0 基因连锁在人 11 号染色体上
,
B

基因位于 12 号染色体上 at]
。

还证明 L D H
一A

4

和 C
`

在蛋自质的编码区的同源性高于 和

L D H一
;

的同源性 〔`月 ,

因此认为 0 基因由 A 基因进化而来
。

但在鱼类
,

尚无明确的 L D H

基因定位工作
。

4
.

已有发现
,

大鼠肝 L D R 一 A
`

具有与单链 D N A 结合能力 t ls]
。

人
、

小鼠和牛中也

有这种现象
,

推测 L D丑 分子在 D N A 复制和转录方面起着某种调控作用
。

还有人发现

鸭晶状体 二晶体蛋白就是 L D H ee B
` ,

具有结构蛋白作用
「明

。

类似的新间题不少
,

但均局

限在哺乳类
,

鱼类也无相似的报道
。

至今为止尚未有一完整的涉及鱼类 L D R 三种基因

的克隆
。

因此完成鱼类 L D H 理化性质的研究和免疫化学性质的探讨
, 显然为研究鱼类

L D H 分子生物学的诸领域开辟了重要途径
。
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