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提 要

采用分光光度法和淀粉凝胶电泳法初步研究了鳞鱼冷休克前后脑乙酸胆碱醋酶��� � � �活

力和三种酶的同工酶类的动态变化
。

并根据鳞鱼在冷休克期间��一� ℃�脑 � � � � 活力显著降

低和肝脏组织乳酸脱氢酶�� � � �同工酶活性明显升高以及苹果酸脱氢酶�� � � �
、

酉旨酶 �� � �同

工酶类出现酶活性变化的情况
,

讨论了导致鳞鱼耐寒能力差的某些生化因素
。
同时提 出 脑

� �� � 可以作为评定鳞鱼冷休克期间中枢神经系统受害程度的一种生化指标
。

鳞鱼 �� �
� � ��� � 了 。� ��, � � ���� � 属鲤科����

� �� �� � � �
,

鱼巴亚科 ��
� � ���

� �
�

,

鳞属 ���
� � ��� “、�

,

分布于广东
、

广西
、

福建和云南等省的部分地区
。

具有产量高
,

饲料来源广
,

抗病力强
,

肉

味鲜美等优良性状
。

但对低温适应的能力甚差
,

一般在 � �℃ 水温条件下停止摄食
,

�� 一

�℃ 之间便 出现冷休克
,

持续 �一� 天即死亡
,

故在我国广大地区难以驯养
。

七十年代

以来
,

两广地区的冬季水温也往往 出现持续偏低的现象
,

使鳞鱼的越冬保种工作十分困

难 �� 。

作者对低温导致鳞鱼冷休克及其致死的某些生化因素进行了初步研究
。

材 料 和 方 法

材料鱼系 � � �� 年 � 月从广东省兴宁县鱼苗场运回的一冬龄鱼种
,

在本所关桥养殖场

预养至同年 � 月的鳞鱼
。

体重 ��
�

�� 士 � �
�

�� 克
,

全长 ��
�

�� 士 �
�

�� 厘米
。

实验的温度条件分室内控制不 同水温和室外自然水温两种
。

室内水泥鱼池的水温用

电热棒在 � �� �
一� � 控温仪调节下维持恒温

。

养鱼用的 自来水先经活性炭过滤并静止 �

天脱氯
,

各温度组的实验鱼习��养一星期以上
。

采用分光光度法测定脑 � �� � 活力 � 同工酶淀粉凝胶电泳法分析 � � �
、
�� �

、

�� �
。

�一 � 乙酸胆碱醋酶 �� �� ��

�
�

脑匀浆液的制备

测定前取出鲜鱼全脑
,

用滤纸轻轻吸去表面水分称重
,

加 � � �
�

� 的 �
�

��  磷酸缓

冲液 � 毫升
,

用玻璃匀浆器研磨
。

整个操作在 �℃ 左右的冰浴中进行
。

最后用上述缓冲

�

工作中曾得到朱兰菲
、

杨兴棋
、

黄文郁和许克圣等同志的热情指导帮助 � 广东省 兴宁县鱼苗场惠赠材料
,

提供条

件 ,

作者在此一并致谢
。

编辑部收稿 日期� �� �� 年 �� 月 �� 日
。
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液稀释成每毫升含脑组织 � 毫 克的缓冲液
。

实验证明匀浆在 �一�℃ 条件下保存 � 小时
,

酶的活力变化甚微
。

�
�

� � � � 活 力的测定

取 � 毫升脑匀浆加至 � 毫升 �
�

� �� � 溟化�或氯化 �乙酞胆碱 ��
� ��溶液中

,

�� ℃ 水浴

保温 �� 分钟
,

然后根据 � �� �� �
法显色明

。

用国产 � � �� 型分光光度计于 �� � 毫微米波

长下比色测定剩余的 � �� � 量
。

与此同时
,

配制样品对照管
、

标准管以及试剂空白管
。

�
�

酶活 力单位

以每毫克鲜脑组织
、

每小时所水解的 � �

�� 微克分子数表示�微克分子 �毫克 � 小时�
。

�二 � 同工酶的淀粉凝胶电泳分析

�
�

样品的制备

采用尾静脉抽血法所收集的血液
,

以每分钟 � � � � 转的速度离心 �� 分钟后
,

取其上清

液作电泳分析
。

各器官组织称重后先按每毫升缓冲液含 �� 毫克湿组织的比例加 �
�

�� 磷

酸缓冲液
,

在 �℃ 的冰浴中用玻璃匀浆器制成匀浆
。

然后匀浆在 �� ℃ 下加热 � 分钟
,

随

即离心 �� 分钟���
,

� ��
� �� �

,

取上清液进行电泳分析
。

上述样品于普通冰箱中保存备用

不得超过一星期
。

�
�

电泳方法

用国产经特殊方法水解的马铃薯淀粉作支持物制成 ��
�

� � 的凝胶在冰箱 内 进 行 垂

直板电泳
。 � � � 和 �� � 电泳采用 � � �

�

� 的 � � � 缓冲系统 � � �� 电泳采用 �
�

�� 的

硼酸缓冲系统 �� � �
�

� �
。

每个样品槽加入血清或组织匀浆 �� 微升
,

电泳时间为 � � � �� 小时
,

电压梯度为 � �

�� � �
� �

,

控制电流强度在 �� � � � � � 之间
,

采用 ��� � ��� � � � 染色法
。 �� � 和 � � �

于 � �℃ 染色
, � � 于室温下染色川

, 。

�三 � 扫 描 积 分

经染色的淀粉凝胶板用 � ���  �� �� � 一 � �� 扫描记录仪扫描积分
,

按积分值计算 同工酶

的相对活性
。

实 验 结 果

�一 � 鳗鱼脑 � �� � 活力与温度之间的关系 �表 ��

从表 � 可以看到
�
超出鳞鱼正常生理允许的适应温度范围时

,

随着温度的逐渐下降
,
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衰 �

�
�
�

�

� �
� �� � � � � � � � �

不同通度对鱿鱼脑 � � � � 活力的抑制

�� �� ���
‘� � � � �� � �  ��� ��� � � � � � �� � �� � �� � � � � �  �

水温�℃�

� �

� �

� �
�

��

鱼 的 状 态 酶活力�微克分子 �毫克 �小时� 相对酶活力��  

,土口二‘��,�

��

…
,��,��‘��一�,��去�丫只�一、���

休克前期

休克后期

死 亡

�
�

斗�土 �
�

� �

�
�

� �土 �
�

� ��

�
�

� �士 �
�

� �

�
�

� �土 �
�

� �

�
�

� �士 �
�

� �

�
�

� �士 �
�

� � � �

�
�

� � 土�
�

� �

� �
�

�

� �
�

�

常常常常正正正正

� 对照组
。

林 与对照组比经 � 值检验有显著性差异 � � � �
 
�! ∀

。

脑 A ch E 活力也随之降低
。

在冷休克期间
,

温度与酶活力呈正相关
。

在 12 ℃ 水温以上
,

酶的活力趋向于恒定
。

但是
,

因冷休克而致死的鱼
,

酶的活力值却又有所 回升
。

冷休克

前期
,

酶的活力值被温度抑制了 18
.
6多; 冷休克后期

,

酶的活力值被温度抑制了 45 %
。

用数理统计的方法分析
,

冷休克后期的脑 A ChE 活力与 对 照 组 比 存 在 着 显 著 性 差异

(P < 0
.
0 5 )

。

在 7℃的水温下
,

经冷休克一次的 53 尾鳞鱼的脑 Ac hE 活力为 2
.
10 微克分子 /毫克/

小时
。

转人室内水泥鱼池
,

在 15 ℃水温下经过一个星期的饲养
,

死亡 34 尾
,

幸存者脑 A
ChE

的活力逐渐达到正常值(表 2)
。

表 2 鳗鱼冷休克初期和恢复期间脑 A ch E 活 力的变化

T ab
.
2 C h an ges of brain A ellE aetivity d urin g the srages of eold 一 s h o e k

(
7 ℃)

a , l
d

, e : u r o
i
n g t o n o r , n a

l
(

1 5 ℃) i
n M u〔1 e a , p

温温 度 (℃))) 777 1弓弓

酶酶 活 力力力力力力力力力力力力力力力 第第第第 3 天天 第 5 天天 第 7 天天

酶酶活力(微克分子/毫克/小时)))

;

5‘

{{{ ;

。2

;;; :

:3

::: :

。

;

666

相相对酶活力(% )))))))))))

(二 ) 鳍鱼冷休克期间 L D H 同工酶的动态变化

1
.
峻鱼各器管组织中 L D H 同工酶的酶谱 及其相对活性

抽血会使血清中 LD H 同工酶的活性升高
,

故样品不采用已抽过血的鱼
。

取正常的峻

鱼脑
、

肾
、

肝
、

肌
、

心
、

眼等六种组织匀浆和血清进行电泳
,

每次分别用三条鱼的混合样品
,

实验重复两次
,

发现除肝胜组织以外
,

其他器官组织都具有五条主要的 L D H 同工酶带
。

但是
,

各器官组织的 L D H 同工酶的相对活性差别很大 (图 1)
。

通过电泳分离的结果表明
,

该鱼的 LD H 同工酶的五条主要酶带与哺乳类动物 和其他

鲤科鱼类相类似
,

并存在着肝脏 C
;
同工酶

,

根据岐鱼的 LD H 同工酶类型
,

它也是受 A 、
B

、

c 三个基因控制而合成的
。
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图 1 鳍鱼不同器官组织中 L D H 同工酶的相对活性
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.
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i
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f M
u
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〔a r
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2

.

鳞鱼在不同温度下 L D H 同工酶的酶谱及其相对活性的变化

在 6℃ 水温下冷休克的绞鱼的血清可分离出五条酶带
,

而在 巧℃ 水温下的正常酸鱼

只观察到三条酶带
。

在肝脏组织中
,

冷休克的鳞鱼 LD H 同工酶在靠近样品槽附近还 多

出一条酶带(图版 I
: 2 、 3

)

。

另外
,

冷休克鳞鱼的 LD H 同工酶相对活性与 巧℃ 水温的 正

表 3 温度对酸鱼各器官组织 L O H 同 工酶相对活性的影响

T ab
.
3 T em peratu re effeets on th e relative aetivity o f

L D H isozym es in various rissues of M ud earp

得度 6℃ 巧℃
\

组织
合计

nU工多11111工02口�2�、Jl二d‘一J一二月,
3

一76224

\ 一
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I�‘一I��Q‘
,.孟
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13l4

门j八万n夕

…
,‘八U
月呀曰

.人11‘1.
斗9
.
8

呼4
.
8

5 9
.
5 * * *

呼8
.
5

斗9
.
0
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.
9

6 4
.
6

合计

12
.
3

16
.
斗

12巧脑

肾

肝*

肌

心

眼

血清**

12

默

l512
1l
13
26.510.721.8 11

27.89.517.9
*表中 L D H ,

L D H
:

L D H
3

指从阳极到阴极的三个区
。

** 扫描积分
,

6 ℃组只能得到三个数据
, 巧℃ 组得到二个数据

。

**

* 与 巧℃ 组比经
t值检验有显著性差异 (P < 0

.
05)

。
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常绞鱼比较
,

除血清和肝脏组织的 LD H 同工酶活性有显著升高以及肾脏组织的酶活 性

有所下降外
,

在其他器官组织中差别不明显 (表竺3)
。

( 三 ) 鳞鱼冷休克期间 M D H 同工酶的动态变化

采用 EB T 缓冲系统
,

在鳞鱼的肌肉和脑组织中分离出三条 M D H 同工酶 的 酶带
,

而在肝脏组织中只显出一条酶带
,

其他组织显示出二条酶带
。

适应于不同温度 的 鳞 鱼

各器官组织的 M D H 同工酶的酶谱显示出在冷休克状况下
,

其 M D H 活性较弱 (图 版

11:艺4)
。

对 6℃ 和 巧℃两组妓鱼器官组织 中的 M D H 同工酶进行扫描积分
,

并计算酶 的相对

活性
,

结果显示: 适应于 巧℃ 水温的峻鱼各器官组织 M D H 同工酶的相对活性很高
,

在

6℃ 水温下冷休克的鳞鱼各器官组织 M D H 同工酶相对活性很 低l(表 斗)
。

以 巧℃ 水 温

组作为对照
,

经数理统计分析
,

冷休克的鳞鱼 M D H 同工酶相对活性与对照组比
,

有非常

显著的差异 (P < 0
.
01)

。

表 4 温度对绞鱼各器官组织 M D H 同工酶相对活性的影响

T ab
.
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(
四 ) 鳞鱼冷休克期间 EST 同工酶的动态变化

为了便于分析
,

将 电泳分离得到的三条 EST 同工酶的酶带从阴极到阳极分别 称 为

EST :
、

E S T
Z 、

E S T
3 。

从冷休克 (6℃ ) 的鳞鱼和正常的鳞鱼 (巧℃) 各器官组织 ES T 同工酶的酶谱 (图版

n : 劝中可以看到
: 随着温度的下阵

,
E S T 同工酶的活性也降到低水平

。
6 ℃ 和 巧℃ 水

温下的 EgT 同工酶的相对活性 (表 5)也表明
:
Es T 同工酶对于温度的改变是非常敏感

的
。

以 巧℃ 水温组作为对照
,

经数理统计分析
,

冷休克的鳞鱼 EST 同工酶相对活性与

对照组比
,

存在着显著性差异 (P < 。
.
0 5 )

。
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表 5 不同通度对鳗鱼 E S T 同工酶相对活性的影响

T ab
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5 T em perature effeet, o n t h

e r e
l
a t i

v e a e t i
v

i
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i
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肝
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{

_

{
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{

}
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{
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。
】 刊 }

3 U
!

讨 论 和 总 结

1.在对鱼类作用的不同生态因素中温度占有特殊的位置 。

人们 已经知道
,

温度对决

定种的分布界线和不同气候带的鱼类种群的形成都具有一定的作用
。

多年来
,

许多 生

物科学工作者猜想
,

温度对生物体的作用可能首先影响到中枢神经系统[4,
, 6〕。 例如

,

在
“

喜冷
” 定温性鱼类南极鱼 (了二。 , 口。“ ,

bo rc h gr o i。砂) 中
,

发现脑 A ch E 与底物的亲

和力在低温区内 (0℃ 左右) 最大
。

当温度高于 0℃ 以上时
,

脑 A ch E 的活力下降
。

7 ℃

时即失活而导致死亡
,

这种决定鱼存活温度上限的酶被称为临界脑酶[1JJ
。

Ba ld w in
(
1 9 夕。)

研 究硬头缚 (孔泳
。

g 滋rd
o er il’) 脑 A ch E 动力学时也得到类似结果

。

即在该鱼栖 害
、

的

最适温度区内 (12oC )
,

K m 值最小
〔4 , 。 在广温性鱼类鳍鱼 (M

ugil cephaz;‘: 乙
.
) 中

,

脑 A ch E 具有一种以不同 K m 值来适应温度变化的功能
,

这类酶蛋白分子的构型在不同

温度条件下是可变的
。

因此
,

它与底物结合的能力在鳃鱼广泛分布的温度区内都 能 适

应〔川
。

我们曾对墉 (A ris tic hl 如
了 。bi lis ) 脑 A ch E 进行研究

: 在不同的温度条件下
,

该酶

的活力变化甚微
。

这种酶在周年的季节性温度变化范围内
,

可能在墉脑组织的神经传递

中都能行使正常的生理功能(有关这方面的研究结果将另文报道)
。

但是
,

在
“

喜暖
”定温

性鱼类中
,

这种酶的活力特性正好相反
。

本文所研究的鳞鱼脑 A ch E
,

就随着水温按梯度
缓慢的下降

,

该酶的活力相应地下降
。

到了冷休克温度 (7℃) 时
,

鱼首先出现跳跃和
层

不安的状态
,

继而发生机休平衡失调
,

其行为与有机磷农药特异性地抑制鱼脑 A ch E 活

力
,

造成中枢和外周神经系统以及神经肌肉接点功能失调相类似
。

此时测定脑 A ch E 活

力
,

下降了 18
.
6多

,

当酶的活力抑制到大约 朽 % 时
,

鱼就接近死亡
。

那么
,

峻鱼个体存活

的下限低温 (7℃ ) 也就是这种酶呈现正常活力的临界温度
。

鱼脑 A ch E 对温度的变化是

敏感的
。

在鳞鱼对亚热带温度进行演化性适应的过程 中
,

脑 A ch E 的正常生理功能 也只

限于该鱼所栖息的亚热带地区
,

而超出了该酶生理所允许的温度范围时
,

酶就失活
。

显

然
,

导致鳞鱼冷休克及其死亡的原因与脑 A ch E 活力显著降低有关
。

因此
,

脑 A 山E 可

以作为评定鳞鱼冷休克期间中枢神经系统受害程度的一种生化指标
。

2

.

考虑到温度可能影响细胞的调节机能
,

有人假设
,

生物对温度的抗性是否和一种
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蛋白质代替另一种蛋白质有关
,

也就是趋向出现和增加适应该温度的蛋 白质部分
〔2 , 。 例

如
,

纽芬兰地区的大西洋鳍鱼 (Gad
“ ,

m or 人““) 在冬季能合成相当高浓度的抗冻糖蛋白

(A ntif
reeze g lyeoprotein )

〔8〕; 又例如
,

美洲拟蝶 (乃
eudoP le“r o , e c r u , a 二 eric“。、 ,

) 的冬 季 血

液中抗冻蛋白类物质 (A
ntif re ez e pro te in) 的浓度可以高达每毫升 25 毫克

,

而在夏季该鱼

的血液中则只有每毫升 1 毫克的抗冻蛋白类
〔5j 。

实验证明
,

这类抗冻蛋 白的生物合成是

与温度和光周期相关的
〔6] 。

在广温性的鱼类中
,

人们发现不同气候带鱼类种群的蛋白质

存在多态性的现象
。

M oo
n

(
1 9 7 5

) 在
“

同工酶功能和异质性的维持和温度适应关系
”的综

述中指出
: 温度条件变动的情况下

,

变温动物机体内维持酶的异质性
。

并提出了同工酶对

温度适应的两种基本方式
,

一是单一 同工酶的一些不同类型的
“

开关
”
合成方式

,

二是在一

个复杂同工酶系统中一些专一性同工酶成员之间的相对改变[1l]
。

像 H oc h ac hka 在研究螂

鱼 (Ca ra 二iu
, 洲。tu 户对环境温度适应时发现的那样

,

肝脏 LD H 同工酶组分间存在着调

节现象
〔刃。

在蛙鳍鱼类中发现脑 A ch E[ 4]
,

肝脏组织的丙酮酸激酶[17]
,

柠檬酸合成酶[10J

以及异柠檬酸脱氢酶[12 ,l3l 等都存在着 由温度所诱导合成的专一性同工酶
。

但是
,

峻鱼在

低温下的冷休克及其死亡的情况就与正常的温度补偿有些不同
。

在冷休克期间
,

鳞鱼肝

脏的 LD H 同工酶活性巨增
,

而 M D H 同工酶和 EsT 同工酶的活性表 现 为 明 显的 降

低
。

综上所述
:
鱼类对环境温度的反应是有机体生命系统中的遗传信息对某些功能物质

在时间和空间顺序上进行选择性表达的结果
。

那么
,

在细胞内就必然存在着与温度有关

的调控蛋 白质适时转录和翻译 以及适时关闭某些结构基因的机理
,

象大西洋鳍鱼那样
,

冬

季诱导了抗冻糖蛋 白的大量合成
,

使该鱼能在极区高寒水域中安全越冬
。

相反
,

在冬季
,

自动调节的
“

开关
”
合成方式失调

,

减少了合成维持正常生理生化所需要的酶蛋 白量
。

尽

管目前还不了解温度作用在酶蛋 白生物合成的什么水平上
,

但是
,

这个事实正好从另一方

面佐证了上述关于温度对有机体的作用是在细胞内存在着调控机理的观点
。

3

.

本实验表明
,

在鳞鱼冷休克期间
,

L D H
、

M D H 和 E ST 的活性都发生了不同程

度的变化
。

那么
,

根据
“

代谢反应一般为酶促反应
”的原理

,

不难设想
,

低温引起了鳞鱼无

氧代谢的加强
,

有氧代谢和醋类降解代谢的减弱
,

可能破坏了正常的物质代谢进程
。

例

如
,

M D H 活性降低
,

就会导致苹果酸不能脱氢氧化
,

生成草酸乙酸
,

造成三梭酸循环

受阻
,

故葡萄糖沿 E M 途径产生的丙酮酸不能有效地进人有氧代谢
,

为机体提供能量
,

而

是大量积累
,

这样
,

就自然使丙酮酸向还原成乳酸方向反应
,

这可能是引起肝脏 L D H 活

性升高的一种因素
。

那么
,

乳酸含量显著升高的结果就会造成肝脏酸碱度的改变
,

引起代

谢性酸中毒
。

另外
,

从血清中 LD H 活性升高的现象
,

也间接证明
,

低温导致鳞鱼肝脏组

织受到损伤
。

一般来说
,

在较高温度下
,

水的溶氧量少
,

加上机体的活动量大
,

丙酮酸就

倾向于转变成乳酸
,

糖酵解的水平就相对地提高;而在较低的温度下
,

水中氧的含量丰富
,

机体的活动少
,

丙酮酸就会优先地沿着三攒酸循环途径进行有氧代谢
。

在广温 性 鱼 类

G il lic 人动厂 。l). ab lli
,

中已经观察到了这种现象[15
, 。 可见

,

鳗鱼冷休克期间体内的有氧代 谢

和无氧代谢的比例改变完全与广温性鱼类相反
。

从 E ST 活性的降低也反映出低温引起

了鳗鱼细胞内醋类物质降解代谢的变化
。

斯特罗加诺夫曾经指出
: 适应性的最重要的特

点是代谢特征的维持
。

新陈代谢的特征的维持是适应性和适应能力的实质
。

当新陈代谢
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的质的破坏超出标准范围时
,

都可能产生生物的死亡
〔3 , 。

由此可见
,

导致绞鱼冷休 克及

其死亡的部分生化因素是与细胞内代谢速率发生改变有关的
,

即引起了有机体代谢的紊

乱
。
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:
蛟鱼冷休克及其死亡的某些生化 因素 图版 I

图 3

图 1 鳞鱼各器官组织的 Ll 〕11 同工酶的酶 谱
。

图 2 冷休克鳍鱼( 6℃)和正常鱿鱼(巧℃)血清中 L D ll 同工酶的酶谱的比较
。

图 3 温度对鳞鱼各器官组织 L D H 同工酶影响的酶谱
。
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鱿鱼冷休克及其死亡的某些生化 因素 图版 H

图 4 温度对鳞渔各器官组织 M l〕H 同工酶 影响的酶谱
。

图 5 温度对鳞鱼各器官组织 EST 同工酶影响的酶谱
。
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