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几种鱼类线粒体 � � � 酶活性的比较研究
‘
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,

武汉 � � � � � � �

提 要

本文 比较 了草鱼 �� �
��

�� �
�
理

, � � � � � �� � �� � , �瓦氏雅罗 鱼 �� � � � ��� 二� �� �� � ��� �和鳗鱼

��� �� � ���
� � �� �� �� “�� 在常

、

低温驯养时
,

肝细胞线粒体 � � � 酶活性 �并采用吐温 �� 处理线

粒体
,

观察其对线粒体 � � � 酶活化能 � �� ��� ��
�
图折点温度的影响

,

讨论了线粒体 � �  酶

活性与鱼类低温适应能力的相关性
。

认为鱼类线粒体 � � � 酶活化能折点温度在常
、

低温驯

养时的差异程度和鱼的抗寒性能有关
�
低温驯养时

,

线粒体 � � � 酶活化能折点温度的高低

和鱼的低温耐受能力有关
。

关镇词 线粒体 � � � 酶
,

折点温度
,

吐温 ��
,

活化能

鱼类对温度的适应性
,

特别是对低温适应的系统研究是在 �� 年代开始的
。

主要涉及

神经系统的调节
、

调控蛋白类的温度适应调节
,

膜流动性调节以及能量代谢调节等四方

面〔’�
。

由于能量代谢调节在鱼类温度适应机制中起着显著的作用川
,

一些与能量代谢有关

的酶受到重视
。

膜的流动性调节也有了深入的研究
。

线粒体作为细胞能量代谢中心
,

结合

在线粒体内膜上的 � �  酶 在细胞能量代谢中起着重要作用
�而且线粒体对环境因素的

作用比较敏感
,

很多环境因素的影响都能迅速引起线粒体发生变化闭
。

以线粒体为材料
,

研究鱼类的耐寒机制显然有其重要意义
。

本文对三种鱼的线粒体 � � � 酶活性进行比较

研究
,

在能量代谢和膜流动性协同调节机制方面作了一些尝试
。

材料和方法

试验鱼为长江野生草鱼��� �� �� �� ��
�
�� ��

� ��� ��� � � 龄�
、

内蒙岱海瓦氏雅罗鱼�肠
� �

�� �� � � 切口泣��  ! ‘��� 龄 �和广东省顺德水产 良种二场提供的鳞鱼��� �� � �
� � � �� ��� �� ��� �� 龄 �

。

草鱼和瓦氏雅罗鱼分别在 �一 � ℃和 � �一 �� ℃水温的室内水族箱中驯养两周
�
峻鱼在

�一 �� ℃和 �� 一 ��
‘

�水温的水族箱中亦驯养两周
。

取每个试验组鱼的肝脏制备线粒体
仁‘�

。

酶活力测定
,

取线粒体制剂 �
�

� � �� 含蛋白量

为 �
�

� �一�
�

� � � � � � ��
,

反应液 ��� � � �
� �� � 氯化钾

、

�
�

� � � � � �� � 氯化镁
、

� �  � � � �� � 氯

化钠
、

� �
·

�� � � �� � � � ��
,

�� �
�

� � �
�

� � �
,

� � � 溶液 �
�

�� �
。

最终反应浓度为
�

氯化钾

��� � � �� �
、

氯化镁 �
�

�� � � �� �
、

氯化钠 �� � � � �� �
� 、

� � �� � � � � � �� �
沙 、

� � ��
�

�� � � �� �
。

反

� � �� 年 � 月 �� 日收到
。
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应 �� � ��
,

用 �
�

�� �冰冷的 �� �三氯醋酸终止反应
。

酶反应在 �一 ��
‘

� 范围内
,

� 个恒温水

浴 中进行
。

酶活力用 � �  酶降解 � �  生成无机磷的速度来表示
,

并绘制 � �� ��� ��� 图
。

无机磷的测定用钥蓝法 � �」
,

酶蛋白用 �� ���
一

�� � �  �试剂测定 ��〕
。

添加吐温的线粒体 � � � 酶活力测定是采用 � �� � � � � 吐温的 � � � 液悬浮线粒体
,

测定方法同前
。

为进一步观察吐温是否与线粒体膜结合
,

进行了去除悬浮液中吐温的试

验
,

将含 � � � � � �� � 吐温 � � 的 � � � 液悬浮线粒体
,

于 � � ℃下保温 � � � ��
,

经 � �
�

� � � � �

离心 �� � � 
,

弃上清液
,

用 � � � 液再洗涤离心一次
,

取沉淀用 � �  液悬浮
。

� � � 酶活力测

定如前述
。

结 果

�
�

三种鱼在不同温度驯养后线粒体 � � � 酶活力对温度的响应

在 �一 �� ℃范围内
,

三种鱼线粒体 � �  酶活化能都出现一个折点
。

低温驯养的草鱼

线粒体 � � � 酶活化能 在 � �
�

� ℃处有一折点
,

折点两侧 活化能分别为 �
,

�� � ��  ! � � 
、

�
�

�� � �� �� � ��
,

且与温度成线性关系
�
常温组草鱼酶活化能在 � �

�

� ℃处有一折点
,

折点两

侧活化能分别为 �
�

� � � � � �� � � �
、

� �
�

� � � � � �� � � ��图 �
, � 、

� �
。

��  ! � � � �� � � �� � �� �� �� � � � ��  �

� � � �� � ��

��层。����切任、一山����簧
盆令�翻唱仁祝妒洛�长赞狠

图 � 草鱼 � � ���
� 活化能对温度响应
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图 2 瓦氏雅罗鱼 A T P 酶活化能对温度的响应

F ig
.
2 E ff eet of tem perature on the aetivation energy for the A T Pase 一n

L
忿u ‘i

sc
u s

明l
eck, ,

a
.

低温组 A T Pa se 活化能
;b
.
常温组 A T Pa se 活化能

;c. T w ee n
一

80
处理后 A T Pa

se 活化能

a. Low tem 伴ratu re group ; b
.
hi gh tem pera ture gro up ; e

. aet:vation energy after treatme
nt w ith T w een一8 。

瓦氏雅罗鱼低温组 A T P 酶活化能在 11 ℃处有一折点
,

折点两侧活化能分别是 4
.
42 Kc al /

mo l
、

1 0

.

7 3

Kc
al /

mo

l

。

常温组 A T P 酶活化能在 15
’

C 处有一折点
,

折点两侧活化能分别为

6
.
19K eal/mo l

、

8

.

2 8 K
e a

l /
mo

l (图 2
,

a
、

b )

。

妓鱼低温组线粒体 A T P 酶活化能在 20 ℃处有一折点
,

折点两侧活化能分别是 3
.
63K cal/

mo
l
、

16

.

92 K ca l /

mo

l

。

常温组 A T P 酶活化能在 20
.
5℃处有一折点

,

折点两侧活化能分别为

2
.
08Kc

al/mo
l
、

1 6

.

3 8
Kc

a
l /

mo

l (图 3
,

a
、

b )

。

2

.

不同浓度的吐沮 80 对线粒体 A T P 酶活力的影响

吐温是一种膜脂去垢剂
,

当它达到一定浓度
,

膜上类脂被解离致使膜 的结构破损
。

从

试验看到(图 4) 吐温浓度在 5一IOm m ol /L 时
,

酶 活力高而稳定
,

2 0 m m ol / L 及更高浓度

时酶活力急剧下降
,

说明 Zom m ol /L 浓度以上都会造成线粒体膜的破损
。

3

.

吐沮 80 对线粒体 A作酶活力的影响

三种常温组鱼线粒体 A T P 酶反应液中添加吐温 尽0处理后
,

酶活化能折点温度比对

照组都有了明显降低
。

草鱼由 15
.
5℃降至 9

’

C ( 图 1
,

b

、。
)
;
雅 罗鱼由 15 ℃降至 9

.
5℃ (图

2 ,

b

、
c

)
;

鱿鱼由20
.
5℃降至 15

.
5℃ (图3

,

b

、。
)

。

在不破坏膜结构的浓度下
,

吐温 80 明显有

降低 A T P 酶活化能折点温度的作用
。

4

.

吐沮处理后的清洗试验

为了鉴定吐温 80 是否与线粒体膜作用
,

做清洗对照试验
,

如图 1(c)
、

(d )

。

(
c

) 是处理

后没有清洗时的状况
,

(
d) 是清洗了的状况

。

试验结果表明
,

清洗与否
,

酶活化能折点温度
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e e n 一

8 0

及折点两侧的活化能都没有明显的差异
,

说明吐温 80 与线粒体膜以某种方式结合着
,

故

清洗无效
。

讨 论

网比

草鱼
、

瓦氏雅罗鱼和绞鱼在环境温度适应方面有典型的代表性
。

草鱼是广温性鱼类
,

瓦 氏雅罗鱼是喜冷性鱼类
,

在极低的温度下仍能生存
,

甚至有
“

顶着冰凌产卵
”

的习性川
,

酸鱼则是喜温性鱼类
,

水温在 7℃以下便开始死亡
,

对低温的耐受性很差[sj
。

从试验的结

果看到
,

低温适应能力不同的鱼类
,

线粒体 A T P 酶活化能 A
rrhen in

S
图折点温度存在差

异
,

尤其在低温环境中
,

这种差异较 明显
。

在折点两侧
,

A T P 酶活化能有明显变化
,

折点温

度以下
,

A T P 酶活化能明显升高
。

草鱼
、

雅罗鱼 A T P 酶活化能的折点温度较低
,

这使它们

在环境温度下降时
,

在更广的温度范围和更长的时间内维持酶的低活化能状态
,

从而提高

对低温的耐受能力
。

酸鱼 A T P 酶活化能折点温度 比草鱼和雅罗鱼的高得多
,

因而
,

随着

环境温度的降低
,

它过早地受到酶活化能升高的威胁
。

这一变化可能导致鱿鱼体内生化代

谢的障碍
,

对于它在低温环境中的适应是不利的
。

由此看来
,

线粒体 A T P 酶活化能 A
r-

rhen iu s 图折点温度的高低和鱼类耐寒能力相关
。

至于酶活化能 Ar
r
he ni
u,
图折点温度的涵义

,

有人认为这可能反映膜脂的相变温度
,

有的

则不同意这种看法
。

但一般认为这至少反映膜脂分子排列有序性有一定的改变助
〕。

随着环境

温度的下降
,

膜的流动性降低
,

膜 的这种低温
“

趋粘性
”

影响着膜结合蛋白低温环境中的正常
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构象的维持
,

而使膜活力下降
〔叫

。

针对低温环境
,

增加

膜的流动性
,

可以补偿温度下降对酶活力的影响
〔, ’1 。

草鱼
、

雅罗鱼等低温适应性鱼类
,

在低温环境中 A T P

酶活化能折点温度的明显变化表明这一调节机制的

真实存在
,

并行使功能
。

不耐寒的鳞鱼没有这一调节

机制的表现
,

或者是这一调节机制的功能极其微弱
,

这可能是鳗鱼低温不适应的原因之一
。

膜结构调节机

制的存在并行使功能与否
,

对于鱼类的低温适应是很

重要的
。

在低温环境中
,

膜脂分子与水分子疏水作用的增

强
,

嫡值降低导致膜流动性的下降
,

进而影响膜结合

酶正常构象的维持
。

如何克服低温状态下膜流动性的

下降
,

实际上就是鱼类低温适应的膜结构调节机制问

题
。

有研究表明
,

不饱和脂肪酸在膜脂中含量的增加

能提高膜的流动性rl2,
‘3〕。

本文吐温 80 添加试验结果表

一任、叹一。日节嗽砌、乙肠赞征

T w ee n80毫摩尔 T w ee n 80 m m ol

图 4 不同浓度的 T w ee
n一

8 0

对 A T P
ase 活力的影响

Fig
.
4 EffeC

t of T w een
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ncen
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rat
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o n t
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a e t
i
v a

t
io

n e

ne

r
g y

f
o r

t
h

e

A T P
a s e

明
,

处理过的线粒体 A TP 酶活化能 Ar
rhe 垃us 图折点温度都比对照有明显的降低

,

这种变化

和草鱼及雅罗鱼在低温驯养时的变化相似
。

吐温 80 是一种含油酸的化合物
,

油酸分子含有一

个不饱和的烯键
。

吐温处理后的洗 涤实验表明
,

吐温分子已和线粒体膜发生某种结合
。

由此推

测
,

鱼类低温适应的膜调节机制可能是
,

在低温环境的刺激下
,

鱼类以某种方式
,

如细胞内脂

肪酸去饱和酶活性提高
,

增加膜中不饱和脂肪酸的含量
,

从而提高膜流动性保持膜结合酶活

力的正常表现
,

以适应低温环境中的生存
。

另外
,

鱼类膜脂组成的变化和摄人的脂肪酸有

关[l’
·

周
。

在不耐寒品种的养殖中
,

冬季停止摄食前投放富含不饱和脂肪酸的饵料是提高耐寒

能力的有效辅助途径
。
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