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三角帆蚌十六种同工酶系统的表型

及其在瘟病病蚌中的病理变化

邵健忠 项黎新 华志华 毛树坚

(杭州大学生物研究所
,

3 1。。2 8)

提 事 采用聚丙烯酞肤凝胶电泳技术
,

对我国三角帆蚌〔H夕而口夕对 s 。

帅抽夕“ 加 a) 11

种组织中 16 种同工酶系统的酶谱表型
、

组织分布
、

活性含量和迁移特征进行了分析
,

并就不同

酶谱特征与基因表达状况作了讨论
。

证实脂酶和 。 一磷酸甘油脱氢酶的表型和活性含量在病蚌

体内有明显的素乱现象
,

表明三角帆蚌瘟病的病理机制与消化系统脂类代谢异常有密切关系
。

梢化系统两种酶谱的特异性变化
,

可作为瘟病早期诊断的生化辅助指标
。

关键词 三角帆蚌
,

同工酶系统
,

蚌病病理
,

蚌病诊断

三角帆蚌 (丑尹石叩骊,

~
如娜` L。 )是我国培育淡水珍珠的优 良品种

,

以往对它的研

究主要见诸生态
、

养殖和组织形态学等
,

生理生化和分子生物学的工作较 少 〔石安静
,

1 9 8 5 ,石安静等
, 1 9 8 7 ;刘小明

, 1 9 9 1〕
,

同工酶系统的研究则尚未见报道
。

70 年代末
,

随着

生产上传染性
“

三角帆蚌瘟病
”

的大规模流行
,

国内开始有关病原学研究 〔倪达 书等
,

1 9 82 〕 , 1 9 8 6 年确认三角帆蚌瘟病是一种病毒性蚌病 〔张治国等
,
1 9 8幻 , 1 9 87 年对病原病

毒进行了分离和鉴别
,

认为是嵌砂样病毒科 ( A er 、 v i抓 da “ ) 病毒
,

暂名为三角帆蚌瘟病

病毒 (凡
护

吻嘛 , , 认如感 p al笋 v j , , ,

丑 e

yP ) 〔张治国等
,
工9 8口, 为了深入探讨三

角帆蚌瘟病的病理机制及开展临床诊断和防治
,

同时也为贝类学基础研究积累资料
,

本文

报道瘟病前后三角帆蚌成体组织中 16 种同工醉系统的表型及病理变化
。

一
、

材 料 和 方 法

1
.

实验蚌 二龄三角帆蚌 20 0 余只
,

蚌体长 10 一 12 厘米
,
取自浙江省德清珍珠研究

所蚌养殖基地
,

实验前置 25
.

C水族箱人工饲养 3一 4 周
,

确证健康无病后使用
。

2
。

病毒来源 H O P V 取自浙江省德清疫点自然发病的盘病病蚌组织
,

采用蔗搪 密

度梯度离心分离提纯〔张治国等
,

19 8 7〕
,
R 。 。

--d M u o

cn h 法测定其对蚌体的半数致死剂量

L D
` 。 , 一 7。

。

C保存备用
。

3
.

病蚌制备 取分离提纯的 三 。 P V
,

以 100 L D
。。 ( 5

,

o L o g L D
。。

/ 0
.

l m l) 的量从斧足

注射感染实验蚌
,

水温 2 5
O

C
, 1 5 天后发病死亡

。

实验将整个发病期分为早
、

中
、

后三个时

期
,

每 5 天为一期
,

分别取材备用
。

4
.

同工酶样品的提取 分别取健康蚌及各期病蚌的外套膜
、

鳃
、

生殖腺
、

肝
、

胃
、

肠
、

收稿日期
: 1 9 9 3一刃 1一1 .1
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闭壳肌
、

斧足
、

心脏
、

触唇和围心腔液 n种组织
,

加 0
。

。SM T对卜。
.

3 8M G I y
,

声 8
.

3 缓冲

液匀浆
,

48
, 。 0 09 离心

,

收集上清层同工酶液
,

一 70
’

C保存
。

5
.

电泳方法 采用高 p H 不连续系统聚丙烯酞胺凝胶平板电泳
,

参照 B lae k , h ae r

等方法进行 〔B l ae k o h e o r ,

P
,

J
.
,

1 9 8 4 ]
。

电泳前按 B ar d f or d 法侧定各样品的蛋白浓度

〔B r a
df

o , d
,

M
甲

M
,

,
1 9 7 6 ]

,

以 2 0 0 微克 /孔的量加样电泳
。

酶带的染色按 5 10 11正a on 等方

法进行〔希西来诺等
,
1 9 8。 ,胡能书等

, 1 9 8 5〕
。

电泳图谱以区带数目
、

染色强度和相对迁移

率为指标进行描绘
。

岛津 C S一 930 薄层色谱仪扫描
,

根据扫描峰面积值
,

比较酶带组份的

相对活性含量
。

6
.

醉的命名 对目前尚不清楚其分子遗传基础的同工酶带的命名
,

均按国际生化命

名委员会的规则进行〔苏学良等
,
1 9 9 1〕

。

二
、

结 果

(一 ) 健康蚌组织中同工酶系统的分析

1
.

艺醇脱氮酶 ( A D H
,

.E .0 .1 .1 1
·

l ) 三角帆蚌 A D且 的活性很低
,

11 种组织的

电泳结果
,

仅在闭壳肌中显示两条染色很浅的漪带 A D H一 1 和 A D E es Z ,

其它组织均未检

测到 A D H 的活性 ( 图 1
,

A )
。

2
.

a 一确酸甘油脱 氢酶 ( a
刀 P D三

,

.E .0 .1 L l
.

8) 未感 染病 毒的健 康 蚌 中 -a

G P D E 的活性很低
,

只能在外套膜
、

生殖腺
、

肝
、

胃
、

肠和闭壳肌中检测到微弱的酶带
,

各

组织的醉带数均为两条
,

, G P D H一 l 和 “ 一 G P D H一 2 , 。
一 P D H 一 1 的活性略高 (图 l

,
B )

。

3
.

乳酸脱氢酶 ( L D H
,

.E .0 1
·

1
·

1
·

2 7) 三角帆蚌 L D旦 的活性也很低
,

在外套膜
、

生殖腺
、

闭壳肌和斧足 中各显示 1条微弱的酶带
,

与草鱼的 L D H 一人 酶带相对应 (图 1
,

0 )
。 产

4
.

苹果酸脱 氮酶 (M D H
,

E
.

0
.

1
.

1
.

1
.

37) 三角帆蚌 M D H 的活性较高
,

11 种组织

均有分布
,

包括趋于阴性一侧的线粒休型 功- M D且 和趋于 阳极一侧的细胞质型
s一M D E

两组 ; m 一M D H 的酶带数均为 1 条 ; : 一M D只 的酶带数在外套膜
、

鳃
、

生殖腺
、

闭壳肌中为

1条
,

在肝
、

胃
、

肠
、

斧足
、

心脏
、

触唇和 围心腔液中为 3 条 , s一 M D H 酶带中以 十M D H一 1

的活性最高 <图 1
,
D )

。

5
.

苹果酸蔺 (M E
,

E
.

O
,

1
.

1
.

1
.

4 0) 三角帆蚌中 M E 的活性很高
,

但酶谱单一
,

11

种组织的电泳结果均呈现 1条宽阔的酶带
,

染色强度相近
,

含量基本一致 《图 1
,
E )

。

`
二

异柠滋酸脱氢酶 (I D H
,

.E .0 1
.

工
.

1
。

4 2) 细胞内的 ID H 有以辅酶 I 和辅酶 H

为受氢体的两种不 同类型
,

本文所分析的是以辅酶 11 为受氢体的类型
,

其活性较低
,

仅在

鳃
、

生殖腺
、

肝和 胃组织中检测到显色很淡的细胞质型 : 一 I D E 和线粒体型 --m I D H 酶带

各 1条 , 。一 I D H 的泳动较快
,

活性略高于 m 一 I D E (图 1
,
F )

。

了
.

6一磷酸葡萄糖酸脱氮酶 (6 P G D
,

E
·

.D 1
·

1
·

1
·

4 4) 三角帆蚌中 6 P G D 的分布较

广
,

n 种组织均显示出 6 P G D 一 1和 6 P G D 一2 两条醉带
,

但活性有所差异
,

两者在外套膜
、

生殖腺
、

肝
、

胃
、

肠和闭壳肌中活性高
,

含量相近 ,在心脏
、

围心腔液中活性较高
,

但含量不

等
,

以 6 P G卜 1为主 , 在鳃
、

斧足
、

触唇中含量相近
,

但活性均较低 (图 2 ,
A )

。
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A D H
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,

L D且
,

M D H
,

M E 和 I D H

F i g
.

I D亏吕印协m日时 M D H ,

M E a
血 ID H

。加。廿叩加 er ot g格功。
in
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1
.
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.

纽 ; 3
,
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.

, ; 6
.

肠 ; 7
,

闭充肌 ; 8
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8
.

葡萄据一6 一磷酸脱复酶 (G6 P D
,

E
.

0
.

1
.

1
.

1
.

4 9) 三角帆蚌的 G 6 P D 活性较高
,

除生殖腺外
,

其余 10 种组织均有分布
。

心脏的辞带最为典型
,

有 G 6 r D 一 1
、 一 2

、 一 3 醉带共

3 条 ;其次是肠
、

闭壳肌
、

斧足和触唇
,

有 G 6 P压 1
、 一 2 醉带 2 条 ,外套膜

、

鳃
、

肝
、

胃和围心

腔液仅含 G 6 P D一 1酸带 1 条
: 3 种班带中以 G 6 P D一 l 的活性较高 (图 2

,

B )
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l
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.
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9
.

过氧化氮酶 (oa ta la s。 ,

E
.

0
.

1
.

n
.

1
.

6) 三角帆蚌的胃组织中能检测到过氧化

氢酶酶带两条
,

但染色浅
,

活性很低 ,其余组织未检出其活性 〔图 2 ,

O )
。 二

1 0
.

过氛化物酶 ( P O D
,

E
,

0
.

1
.

1 1
,

1
.

7) P O D 主要分布于鳃
、

生殖腺和心脏 3 种

组织
,

生殖腺中酶的活性较高
,

有 P O D 一 1
、

一
、 一 3 、

滩 酶带共 4 条 , 鳃和心脏 中活性较低
,

仅见 P O D 一 3 酶带 i 条 ( 图 2
,
D )

。

n
.

细胞色素复化酶 ( 0外。
.

0 幼 d as 。 ,
E

.

C
,

1
.

9
.

3
.

1) 三角帆蚌中细胞色素氧化酶

的分布广
,

11 种组织的酶谱均呈现 3 条酶带
,

各酶带的含量相近
,

在各组织中的活性都稳

定在较高的水平 (图 2 ,
E )

。

12
.

谷丙转氨酶 ( G P T
,

E
.

.0 2
.

6
.

1
.

2) 三角帆蚌中 G P T 的活性很低
,

仅在肝组织

中显示非常弱的两条醉带 G P T 一 1 和 G P T 一 2 ; G P T 一 2 的活性略高于 G P T 一 1( 图 2 ,
F )

。

13
.

碱性磷酸醋酶 ( A K P
,

E
.

C
.

3
.

1
.

3
.

1) 三角帆蚌各组织中 A K P 的活性较低
,

在鳃
、

生殖腺和胃中各检测到 1 条 A K P 酶带
,

鳃和生殖腺中酶带的迁移率相同
,

可能由

同一 A K P 基因编码 ,胃中酶带的迁移较慢
,

可能由另一 A K P 基因编码 (图 3 ,
A )

。

14
.

醋醉 ( E s T
,

瓦 Q 3
.

1
.

1
.

1) E S T 在 11 种组织均有分布
,

但以肝
、

胃和肠组织

中的活性较高
,
肝中的酶带包含了各组织所有的酶带 E吕T l一 19 共 19 条

,

其中 E S T S一8

和 E S T 12 一19 酶带的染色深
,

活性特别高 ; 胃组织的酶带 含 E S T S一7 和 E S T 16 一19 共 7

条
,
E S T I卜 19 酶带的活性高

; 肠组织有酶带 5 条
,

分别是 E S T I一 2 和 E S 甲5一 7 ,

后者活性

较高 ; 其它组织的酶带均为 7 条
,

它们是 E S --T
2 、

E S T S一 7
、

E S T 一 15 和 E S T 1 8一 1 9
,

活性

T a b l e l

表 1 三角帆蚌十六种同工酶的组织分布
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3期 邵健忠等
:

兰角帆蚌十六种同工酶系统的表型及其在瘟病病蚌中的病理变化 2 07

道
,

其酶谱表型与三角帆蚌十分相似
。

已证实螺类 E S T 是由竣基醋酶等 4 种组分组成

的
,

有 了个位点至少 “ 个独立的等位基因参与遗传仁许学积等
,
19 8 2〕

。

这些结果
,

可作为

三角帆蚌 厄3 T 进一步研究的很好借鉴
。

3
.

E S T 和 。 一G 卫D H 是脂类化合物水解和进入中问代谢的重要酶系
,

其作用除维

持细胞内正常的能量 代谢外
,

还与机体的解毒功能有密切的关系 [俞远京等
, 1 9 9 1 ]

。

病蚌

组织中两种酶系的紊乱
,

将直接影响其脂类代谢的正常进行
,

从而使机体的能量代谢失

衡
、

解毒功能下降
。

这些异常的
“

生化症状
”

很可能就是导致三角帆蚌瘟病的分子病理学

机制之一
。

病变过程集中在消化系统的肝
、

胃
、

肠组织
,

进一步说明了瘟病的性质是一种

消化系统的疾病
,

这与临床上病蚌所出现的肝溃烂
、

晶杆体消失
、

停止摄食等症状是相吻

合的
。

4
.

同工酶是生物机体中可以反映机体内各种变化的天然标记
,

作为病理诊断指标具

有特异性强
、

灵敏度高等优点
,

因而得到广泛应用 [邱文平等
, 1 9 9 0」

。

三角帆蚌的分析结

果表明
,

瘟病病蚌中同工酶系统的变化集中于消化系统的 E S T 和 “ 一 G P D且
,

表现出很高

的组织特异性和酶的特异性
。

两种酶谱表型的变化规律稳定
,

重复性好
,

均出现在发病的

早期
,

灵敏度高
,

因此可作为三角帆蚌瘟病早期诊断和预 防的一个很好的生化辅助指标
,

应用于生产
。

作者中的华志华现在中国水稻研 究所生理系
。
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