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、占卜�口�呀
二

之、,丫����口�卜�

马 成
�淮北煤炭师范学院生物系

,

�� �� 叉�� �

王 子
� 陕西师范大学生物系

,

西安 ��  !巧� �

提 要

利用垂直板聚丙烯酞胺凝胶电泳法分离大貌「泪唾回汉边如动泌 由
遨痴如哎“ ��� � �� ��� ��  乳

酸脱氢酶同工酶
。

研究了各同工酶的最适 ��
、

最适温度
、

热稳定性
、

米氏常数
、

底物抑制

等动力学性质
。

关键词 � � � 同工酶
,

动力学性质
,

大貌

乳酸脱氢酶 � �� � �是由 � 及 � 两种亚基组成的一组四聚体分子
,

催化乳酸与丙

酮酸之间的相互转化
。

各种动物的 � � � 有其不同的动力学特性
,

即使是同一动物的不

同种同工酶
,

其性质也不尽相同
。

动物可依靠各同工酶相对含量不同及其动力学性质的

差异来调节各组织
、

器官的代谢活动
。

关于大织 � � � 同工酶动力学方面的研究国内至

今尚未见报道
,

本文除了讨论大蜕 �� � 同工酶的一些动力学性质外
,

并就大织本身各

同工酶之 间进行了比较
。

� 材料和方法

� � 制备性电泳 采用 � � 厚的凝胶板
,

点样 �
�

� � �
,

其它操作方法与 ��� 】相同
,

电泳完毕后
,

取下凝胶板
,

切下其中间的一条凝胶
,

用前述染色法 �� 染色作为对照
,

然后根据此染色的酶带位置确定并割下未染色板上 的酶 带
,

用 �
�

� �� � � � �  !∀ �

�� 
� 一� � 缓冲液提取

,

提取液用作同工酶动力学研究
。

材料来源及处理同本研

究 �川
。

� � 酶活力测定 � � � � � 一 丙酮酸体系 � � 一 � 法�� �� 由 � ��  � �� � � 磷酸盐缓冲

液组成的混合物
,

其中包括新鲜配制的 � �  ! � �
�

�� � �
�� � �

,

�
�

�
�

�� � � 丙酮酸

钠
。

� � � 一乳酸体系 � � 一 � 法 �吼 由 �
�

�� � �� � � 缓冲液组成的混合物
,

其 中包括

新鲜配制的 � � � �
���

� � � �
,

�� � � � �  � � � 乳酸钠
。

本文是根据马成仓研究生毕业论文整理而成
,

是在兰天鹤教授指导下完成的
,

谨此致谢�

�叨 年 �月 �� 日收到� �姚 年 �� 月 � 日修回
。
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反应在 �� ℃ �除特殊说明外� 下进行
,

用 ���� 型分光光度计在 ��� ��� 波长处测定

�而 �
。

光密度变化值
,

酶活性用光密度值的减少或增加值表示
。

� 结果与讨论

��  �� 对酶活性的影响

同一种同工酶
,

对于不同底物有不同的最适 � �
,

而且相差很大
,

对于 同一底物来

说
,

不同同工酶的最适 � � 却很相近
,

如图 � 及 � 所示
,

�� � , 以丙酮酸钠作底物时的

最适 � � 是 �� �
,

以乳酸钠作底物时的最适 � � 是 ��  
,

�� � � 以丙酮酸钠作底物时的最

适 � � 是 ��  
,

以乳酸钠作底物时的最适 � � 是 ��
�

�
。

�� ��
� 和 �� �� �� �� � 在研究 �� 对

牛心肌 � � � 动力学的影响时曾指出
,

� �  在把丙酮酸转变成乳酸时
,

组氨酸上的咪

哇环必须质子化
,

在把乳酸转变为丙酮酸时
,

组氨酸上的咪哇环必须去质子化
,

所以
,

��  在以丙酮酸为底物时
,

最适 � � 偏酸
,

以乳酸作为底物时
,

最适 � � 偏碱
,

这与

本研究结果完全一致
。
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图 � �� 对 �� �
,

��� 及 �� � �
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·

�活力的影响

反应在 �� ℃
,

�
·

�� � � � � � 乳酸和 �
���

� � � �

� � �
十

下进行
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,

�
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�� � 温度对酶活性的影响

如图 �
、

� 所示
,

温度对酶活性的影响与所用底物无关
,

不论是用丙酮酸或乳酸作底

物
,

�� � ,
的活性在 �� ℃一 �� ℃ 之间呈直线上升 � ��  �

的最适温度都是 �� ℃
,

��  ,
的最适温度大于 L D H

S。
最适温度是酶在加热时失活与酶促反应速度增加两个相
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反作用的平衡点
。

L D H

S

的最适温度低于 LD H :
,

说明 L D H
S
的耐热性低于 LD H I

,

这

个结论在下一个研究中得到进一步证实
。

2. 3 L D H 同工酶的热稳定性

如图 5
、

6 所示
,

LD

H
S

及
LD
H .的半衰期均随着温度的上升而减少;

LD
H :在

45 ℃下热处理 ro 而n 酶活性失去一半
,

L D H

,
在相同温度下处理 Z h

,

酶活力仍未下

降
,

在 50 ℃处理 Z h
,

酶活力仍保留 50 % 以上
。

可见 L D H
I
的热稳定性 明显 高于

LD
H S

。

Pl

agl

m an
l2] 报道

,

兔 LD
H ,
在 55 ℃ 热处理 40 而n

,

酶活力不受影响
,

而
LD
H S

在 55 ℃ 热处理 6而n
,

酶完全失活
。

这说明兔 LD H
.
的热稳定性明显高于兔 L D H

S,

此

结果与本结果一致
。

另外
,

罗莉中141 曾报道
,

金鱼
LD
H 提取液在 60 ℃ 水浴 中处理

1而n
,

不影响实验结果
。

由此看来
,

不同动物的 L D H 热稳定性或同一动物各 L D H 同

工酶之间的热稳定性都有着一定 (甚至是很大) 的差异
,

这种差异已被应用于 LD H 同

工酶之间的鉴定ls]o

2. 4 L D H 同工酶的米氏常数

LD H 同工酶的米氏常数如表 1所示
,

其结果与前人卜 7】测定其它动物 L D H 同工酶

的米氏常数相似
。
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2. 5 底物浓度对酶活性的影响

图 7
、

8 分别是大蜕 L D H
,
和 LD H

S

—
以丙酮酸钠和乳酸钠作底物时

,

底物

浓度与酶反应速度关系曲线
。

结果表
LD珠 明

,

达 到最大活性 时 的丙 酮酸 浓

度 L D H
I
是 O

.
srornol /L

,

L D H
S

是

—
L伽m m of / L

,

达到最大活性的乳酸浓
3x10一‘ 度 L D H

I
是 5伍孔m o l / L

,

L D H
S

是
31 2 、

10
一3

3
00

~

of
/

L

。

底物浓度超过最大活

—
性浓度后

,

酶活性都表现出不同程度

的降低
。

比较酶分别在丙酮酸钠和乳酸钠中的最大活性浓度可知
,

高浓度的乳酸钠对酶

活性的抑制较小
,

此结果与前人研究结果一到
8一 ”’

。

瓦cha rd
【川 分析了许多研究者报道

的不同动物在不同状态下体内丙酮酸和乳酸的浓度后发现
,

动物体内的丙酮酸可以高于

丙酮酸底物抑制浓度
,

而乳酸则达不到乳酸底物抑制浓度
,

因此认为
,

在动物体内
,

丙
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酮酸底物抑制可能起着重要作用
,

而乳酸底物抑制的意义不大
。

本研究结果也支持这一

推论
。
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