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　　中国大鲵 Chinese Giant Salamander ( Andrias davidianus)是

1869年被 David[1 ]在中国西部发现的 ,俗称娃娃鱼、狗鱼、啼

鱼 ,隶属两栖纲、有尾目、隐鳃鲵科、大鲵属 ,是世界上最大的

珍稀有尾两栖类动物 ,被列为国家二级保护动物。曾广泛分

布于我国中南部各省 ,是由水生脊椎动物向陆生脊椎动物过

渡的类群 ,具有独特的科研和经济价值 [2 ,3 ] ,从 20世纪 70年

代起 ,很多学者[4—6 ]对大鲵的性腺发育、人工繁殖、胚胎发育

及大鲵的资源状况和生态等方面做了一些研究 ,而有关中国

大鲵同工酶方面的研究很少 ,同工酶的研究不仅有助于探讨

个体发育过程中个体基因的表达与调控 ,同时还能揭示生物

种群的进化和亲缘关系 ,是一种生化表现型的遗传标志。目

前对鱼类和哺乳类动物的同工酶研究比较广泛 ,但两栖类是

脊椎动物进化过程的一个重大转折点 ,因此其同工酶的研究

是很有必要的。本文对中国大鲵 6种组织 3种同工酶进行

了研究 ,旨在了解中国大鲵遗传物质的特征 ,为中国大鲵的

种质标准和种质鉴定提供有价值的参数 ,并为其特殊的演化

地位提供生化表型的遗传标志 ,同时也为合理开发利用中国

大鲵资源 ,建立和保护人工种质资源及基因库提供理论

依据。

1　材料与方法

1. 1　材料　实验所用中国大鲵为 3条雌性成体 ,个体重为

15—17 kg ,于 2005年 7月取自本研究室养殖基地。

1. 2　方法

样品制备　将中国大鲵处死后 ,迅速分别摘取背部肌

肉 (M)、心脏 (H)、肝脏 (L)、肾脏 ( K)、性腺 (S)、胰脏 (P) ,放入

冰浴的培养皿中 ,用预冷的生理盐水 (018 % NaCl)洗净各组

织上的血污、结缔组织及脂肪后 ,用小剪刀剪碎 ,取组织约

015 g ,置冰浴玻璃匀浆器中按 1∶4 (质量 :体积)加入 4℃磷酸

缓冲液 (pH714 ,011 mol/ L)冰浴中匀浆 ,再放置冰浴中 2h后 ,

高速冷冻离心机 (4℃,14000 r/ min)离心 20min ,肝脏须再重复

离心 1次 ,取上清液分装 ,按 1∶1比例加入 40 %的蔗糖甘油 ,

分装于 015 mL EP管中 ,置于 - 80℃冰箱中保存供同工酶电

泳分析用。点样前 30min ,将样品从 - 80℃冰箱中取出 ,放入

4℃冰箱中 ,点样时再取出。各组织的加样量如表 1。

垂直板聚丙烯酰胺电泳( PAGE) 　聚丙烯酰胺凝胶电泳

试剂配制及梯度胶的制备方法参考胡能书 [7 ]、朱蓝菲[8 ]的方

法。不同同工酶的凝胶浓度、凝胶缓冲液、电极缓冲液及电

泳时间 (表 2)。3 种同工酶显色方法参照朱蓝菲的方法进

行[8 ]。电泳结果通过 GDS8000PC凝胶成像分析仪进行记录 ,

并绘制模式图。
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表 1　不同类型同工酶系统各组织的加样量

Tab11　Specimen Volume of different isozymes of different tissues (μL)

酶名称

Isozymes

肌肉

Muscle

心脏

Heart

肝脏

Liver

肾脏

Kidney

性腺

Gonad

胰脏

Pancreas

LDH 30 30 30 30 30 30

EST 50 40 30 40 40 50

SOD 50 40 30 40 40 50

表 2　不同类型同工酶凝胶浓度、缓冲液及电泳时间的选择

Tab12　Selection of gel concentration buffer solution and Electrophoretic time

Isozyme Gel concentration Gel buffer system Electrode buffer system Electrophoretic time

LDH 4 %—15 % TC∶H2O = 1∶3 TC∶H2O = 1∶5 20h

EST 4 %—30 % TVB TVB∶H2O = 1∶1 20—24h

SOD 4 %—30 % TVB TVB∶H2O = 1∶1 18h

2　结　果

同工酶的缩写、基因座位和等位基因的命名采用吴力钊

等[9 ]推荐的方法 ,以同工酶缩写名称的大写代表酶蛋白 ,小

写代表编码的基因。当一种酶有多个基因座位时 ,按从阳极

向阴极方向依次以 1、2、3⋯等命名。但对遗传结构清楚的酶

如 LDH等则以 A、B、C等命名。

211　乳酸脱氢酶( LD H)

中国大鲵 6种组织中心脏 ( H) 、卵巢 (S) 、肾脏 ( K)表达

出LDH1 (B4) 和 LDH5 (A4) 两条酶带 ,而肌肉 (M) 、肝脏

(L) 、胰脏 ( P)只表达出 A4一条酶带。同一组织中 A4的含

量远高于 B4。在不同组织的酶带中肌肉的 A4酶带表达最

强 ,肝脏次之 ,心脏中两条带都表达较强 ,表达最弱的是胰

脏 (图 1) 。

图 1　中国大鲵不同组织器官中LDH同工酶电泳图谱

Fig11　Electrophoretogram of LDH isozymes expressed in various tissues of Andrias davidianus

H—心脏 (Heart) S—性腺 ( Gonad) K—肾脏 ( Kidney) M—肌肉 (Muscle) L—肝脏 (Liver) P—胰脏 (Pancreas) (以下各图与此相同)

212　酯酶 ( EST)

中国大鲵各组织 EST酶谱都由 6条酶带组成 (图 2) ,明

显分成 2个区段 ,但这 6条酶带在大鲵不同组织中表达强度

有很大的不同 ,且以肝脏组织中表达最强 ,肾脏和性腺中次

之 ,胰脏和心脏中较弱 ,肌肉中表达最弱。在同一组织中酯

酶的表达强度也有很大的不同 ,肝脏中 EST2、EST3 和 EST5

表达最强 ,EST1和 EST4表达最弱 ;肾脏和性腺中 EST5表达

最强 ,EST1、EST2和 EST3较强 , EST4 最弱 ;心脏中各酶带表

达基本相同 ,其中 EST6相对弱些 ;胰脏和肌肉各酶带表达也

基本相同 ,但 EST5相对强些。EST4 在各组织中都为弱带 ,

EST5在各组织中活性相对都比较强。

2. 3　超氧化物歧化酶 ( SOD)

中国大鲵 SOD酶谱较复杂 ,可明显分为两个区段 :区段 1和

区段 2。区段 1由两条酶带 SOD7和 SOD8组成 ,在区段 1中 ,不

同组织酶带表达强度不同 ,肝脏的酶带表达最强 ,心脏和肾脏次

之 ,肌肉的酶带表达最弱 ;同一组织各酶带表达也有差异 ,心脏

和肌肉中 SOD7表达强于 SOD8 ,其他组织中两条酶带表达强度

相同。区段 2由 1—5条酶带组成 ,在区段 2中各酶带在数量和

表达强度上都存在明显的组织特异性 ,6种组织中酶带的数目最

多的是卵巢有 5条带 ,SOD1是卵巢中特有的带 ,但缺 SOD2酶

带 ;最少的是心脏和肌肉都只有 1条带 ,缺其他酶带 ;肾脏和胰

脏有 4条带 ,缺 SOD1和 SOD2酶带 ;肝脏有 3条带 ,缺 SOD1、

SOD2和 SOD3酶带。在酶带表达的强度方面 :肾脏、卵巢和肝脏

中 SOD6表达最强 ;6种组织中 SOD5酶带除了肌肉中表达稍弱

外 ,其他的表达都比较强 ;SOD1、SOD2、SOD3和 SOD4在 6种组织

中除非没表达 ,表达的都比较弱(图 3)。
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图 2　中国大鲵不同组织器官中 EST同工酶电泳图谱

Fig12　Electrophoretogram of EST isozymes expressed in various tissues of Andrias davidianus

图 3　中国大鲵不同组织器官中 SOD同工酶电泳图谱

Fig13　Electrophoretogram of SOD isozymes expressed in various tissues of Andrias davidianus

2. 4　三种同工酶的表达强度及其酶带数目的组织特异性

中国大鲵 6种组织中的 3种同工酶酶带数目和表达强

度都存在一定的组织特异性 ,3种同工酶在各组织中的酶带

数目和表达强度如表 3。

表 3　中国大鲵 3种同工酶在 6种组织中的表达和活性

Tab13　Expression and activity of 3 analyzed isozymes in 6 kinds of tissues of Andrias davidianus

酶名称

Isozymes

组织 (Tissues)

肌　肉

Muscle

心　脏

Heart

肝　脏

Liver

肾　脏

Kidney

性　腺

Gonad

胰　脏

Pancreas

LDH
LDH1(B4) +++ +++ ++ ++ ++ 　　+

LDH5(A4) — ++ — +— + 　　—

EST

EST1 +— + +— + + 　　+—

EST2 +— + + + + 　　+—

EST3 +— + ++ + + 　　+—

EST4 +— +— +— +— +— 　　+—

EST5 + ++ +++ +++ +++ 　　+

EST6 +— +— + +— +— 　　+—
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续表

酶名称

Isozymes

组织 (Tissues)

肌　肉

Muscle

心　脏

Heart

肝　脏

Liver

肾　脏

Kidney

性　腺

Gonad

胰　脏

Pancreas

SOD

SOD1 — — — — +— 　　—

SOD2 — — — — — 　　+—

SOD3 — — +— +— +— 　　+—

SOD4 — — + + + 　　+

SOD5 ++ ++ ++ ++ ++ 　　++

SOD6 — — +++ +++ +++ 　　—

SOD7 ++ +++ +++ ++ ++ 　　++

SOD8 + + ++ ++ ++ 　　++

　　注 : + + +表示染色较深的酶带 ; + +表示染色深的酶带 ; +表示染色浅的酶带 ; + —表示染色很浅的酶带 ;—表示无酶带

Note :The signs + + + stand for darker2stained isozyme bands ; + + for dark2stained bands ; + for light2stained bands ; + —for light2stained bands ;—for

absence of isozyme bands

3　讨　论

　　乳酸脱氢酶 LDH( E1C111111127)属于氧化还原酶类 ,为

四聚体酶 ,在糖代谢过程中催化乳酸和丙酮酸的相互转化。

鱼类、鸟类、和哺乳类动物等动物的乳酸脱氢酶多由 A和 B

两种亚基构成 ,呈 5种 (A4、A3B、A2B2、AB3、B4)不同分子形

式的四聚体 ,为 LDH2A、LDH2B 两个基因所编码。几乎在所

有的脊椎动物中 ,A4在骨骼肌中占优势 ,其功能是在厌氧条

件下将丙酮酸还原为乳酸。而 B4在含氧组织 ,如心和脑中

占优势 ,其功能是将乳酸脱氢形成为丙酮酸 ,丙酮酸氧化放

出能量供组织利用[10 ]。可见 ,A4 是与糖酵解有关的酶 ,B4

是与糖有氧氧化有关的酶。因此 ,A4和 B4含量的变化直接

反映能量代谢的方式和水平的变化。从图 1中可以看出 ,在

中国大鲵的组织中 A4的含量比 B4明显高出很多 ,并且肌肉

中 A4的含量特别高 ,还有 3种组织中没有 B4 ,这些结果表

明 ,中国大鲵组织中糖酵解比较旺盛 ;心脏中 A4和 B4的含

量都比较高 ,与心脏活动消耗能量高有氧代谢旺盛有关 ;性

腺中 A4和 B4含量也相对较高 ,应与中国大鲵性腺合成代谢

比较旺盛有关。6—7月是中国大鲵的繁殖季节[11 ] ,本实验

所用材料取自 7月底 ,正是中国大鲵的繁殖盛期 ,性腺的合

成代谢应该比较旺盛 ,这与本实验结果也是相符的。糖酵解

作用不仅是动物的某些组织在低温缺氧环境中的重要供能

方式 ,也是动物整体在低温环境中的重要供能途径 [12 ]。中国

大鲵长年生活在温度较低的水中并且不喜活动 ,而其糖酵解

作用也比较旺盛 ,这是否与中国大鲵对环境的适应有关还须

进一步实验来证明。

酯酶 EST ( E1C13111111) 同工酶是一个遗传基础和亚基

组成较复杂的同工酶类。它属于复等位基因决定的同工酶 ,

按照 Nei 的推论[13 ,14 ]可能含有 10 个以上的基因座。从功能

上讲它是一种催化羧酸酯类的酯键水解或合成的酶类 ,多数

同工酶对底物的特异性要求不太强 ,酶分子的多样性则较普

遍 ,以醋酸2α2萘酯为底物的羧基酯酶类一般为单链或二聚多

肽链。实验结果显示 ,在中国大鲵各组织中 EST在肝脏、肾

脏和性腺中占优势 ,活性高。这说明在这些组织中 EST是高

表达的 ,由于酯酶是单链或异二聚体蛋白体 ,在代谢中可能

有转酯作用 ,水解大量非生理存在的酯类化合物 [7 ] ,肝脏除

了作为消化腺参与食物的消化外 ,是体内最大的毒物清除器

官。肾脏在生物膜的结构和渗透功能方面 ,必须有大量酯酶

参与 ,因此 ,活跃的脂类代谢使 EST在这些组织中呈现高表

达。同时 ,性腺中 EST也呈现高表达 ,这也表明在性腺中脂

类代谢也很旺盛 ,与本实验所取材的中国大鲵处在繁殖期 ,

性腺脂类代谢旺盛是相符的 ;也可能与实验所用到的中国大

鲵在取材之前注射了类固醇类催产激素有关。具体原因还

须进一步实验来证明。与之相比较心脏、肌肉、胰脏中 EST

的表达较弱 ,也恰与 EST功能相适应。中国大鲵的各组织之

中 EST酶带在数量上没有存在组织特异性 ,只是酶带在各组

织中表达强度不同 (图 2)。

超氧化物歧化酶 SOD( E1C111151111) 是一种催化超氧化

物阴离子自由基发生歧化反应 ,生成氧和过氧化氢的酶 ,广

泛存在于动植物细胞中。SOD在维持生物体内超氧阴离子

自由基产生与消除的动态平衡中起着重要的作用 ,可以防御

氧毒性 ,它是研究生物抗逆境与清除自由基有关反应机理的

特殊工具酶。实验结果表明 ,在中国大鲵各组织中 SOD存在

明显组织差异 (图 3)。肝脏和肾脏中 SOD酶活性明显高于其

他组织 ,肝脏和肾脏是机体非常重要的免疫器官 ,应该在大

鲵的防御系统中发挥着很重要的作用 ,而 SOD在这两种器官

中的高表达也是与其生理机能相对应的。心脏中 SOD酶活

性也比较高 ,表明心肌抗逆境能力比较强。潘伟槐等的研究

结果表明 ,日本沼虾繁殖期生殖腺中 SOD酶活性明显增强 ,

其中雌性生殖腺更加明显 [15 ]。本文的研究结果也显示 ,SOD

在中国大鲵卵巢中的活性很强 ,这是和卵巢的重要生理功能

相适应的 ,预示着卵巢中有着旺盛的代谢活动。
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