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中华大瞻虫余人工诱发冬眠后组织内 LDH 同工酶的变化

>iiJI ;'1四 JA 彭永底

(天津师范大学生物系 3000 7过)

据蛤冬眠期与活动期组织内 LDH 同工酶

的较研究已有过报道[汀 ，但仅限于血清方面，并

且所检测材料系自然条件下的冬眠瞻蛤，对于

人工诱发冬眠瞻蛤多种组织内 LDH 同工酶的

变化迄今未见正式报道。本文以人工诱发的冬

眠瞻蛛 (4 士 l OC) 为材料， 对 7 种主要组织内

LDH 同工酶变化.作了比较研究 ， 试图为动物冬

眠机理的探讨提供一些基础资料。

材料 与方 法

一、 材料及处理

实验材料为中华大蛤馀 (6 月份从天津市郊采集)，

用自来水洗净后置室内养殖 1 周 ， 然后将蛤除置低温

(4 士 1 "C )下人工诱发冬眠。取诱H民 6 周后的檐始和室

温下养殖的非冬眠檐除为材料， 分析 LDH 同工酶。

二、 同工酶样晶制备

取上述两种蛤始的心肌、脾脏、 骨恪肌、 肺 、

肝、 胃、脂肪等组织各 0 .1 g，加 1 ml 预冷 至， 4 0C的

0 . 1 mol/L 磷酸缓冲液 (pH7 . 0) ， 在冰浴中经匀浆后

在冷冻离心机上 15000 x g 离心 10 分钟，上清液作电

泳分析样品。

三、 电泳条件及染色

采用聚丙烯"iiì胶凝胶电泳法[川电泳点样最为 100

微升， 电压控制在 120 V ， 电泳在冰箱内进行，时间

约 3 . 5 小时。 LDH 同工酶的染色参考金吴等[2)介绍的

方法，用 CS-930 岛津薄层层析仪扫描记录实验结果。

结果 与讨论

活动期蛐蛛 LDH 同工酶谱型特征

已知 LDH 是一种催化乳酸和!丙嗣酸相互

转化伴同发生: NAD 的氧化和还原的酶， 这种

酶由 A 、 B 两种亚基构成， 为 5 种 不同分子

形式的四聚体 (LDH1 = 乱， LDH2 = AB3' LDH3 

= A2B2' LDH, = A3B , LDHs = A， ) ，由 Ldh

A , Ldh-B 两个基因编码。在活动期瞻蛤 7 种

组织的提取物中 ， 至少可以分离出 3-5 种具

有不同活力的 LDH 同工酶谱带(表 1 )。在这

检测的 7 种组织中， Ldh-A , Ldh-B 基因的表

达有一定的组织特异性，从总的酶谱特征看，

明显可以分为 2 种主要类型， 即心肌型和骨憾

肌型。 如心肌中 共检测出 4 种 LDH 同工酶

(LDH1-LDH.) ， 呈现出以 Ldh-B 基 因表达的

产物为主 ， 其 A 、B 亚基的比率是 6:10。与这种

谱型相似的组织还有脾脏。主行糖酵解反应活

跃的骨棉肌中，可以明显看 出是以 Ldh-A 基

因表达的同工酶为主的， 在这个组织中共检测

到 3 种 LDH 同工酶 (LDHz ， LDH. , LDH~) 其

A 、 B 亚基的比率为 8 :4 。 与这种组织相似的

有肝脏、 胃和脂肪。 上述 3 种组织均由 4 条

LDH 同工酶 (LDH2-LDHs ) ， 其 A 、 B 亚基比

率为 10:6 。 肺中由 3 条谱带 (LDH2 、 LDH. ，

LDHs ) 组成 ， A 、B 亚基比率为 8: 40 Ldh-A , ß 

基因在不同组织中表达能力上的差异可能与各

类组织的生理机能和代谢类型有关。如在心肌

中呈现出的以 Ldh-B 基因表达为主可认为心肌

中存在充足的氧气，因为已经发现供氧充足的

组织中 Ldh-B 基因的表达占优势，而在缺氧的

组织中则 Ldh-A 基因的表达占优势[3] 。骨'路
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表 ] 冬螺与非冬暖蛐蟠乳.脱氢酶同工酶组织分布与亚基比率

1994 年

组 ·织 亚基比率也

| 
乳酸脱氢酶同工酶

LDHJ> LDH2) LDH3' LDH毡， 6 A , 10 B 

LDH,. LDH2t LDH3. LDHμ 6 A , 10 B 

LDH: . LDHH LDH3.LDH .. 6 A , 10 B 

LDHJt LDH .. '.:tT 5 A , 3B "电飞

LDH2) LDH.. LDHs• 8A , 4 B 

LDHH LDH., LDHs• 8 A, 4 B 

LDH2t LDH,. LDHs• 8A , 4 B 

LDH,. LDHs• 7 A, 1 B 

心肌(CK )

处理

脾脏(CK)

处理

骨恪肌 (CK)

处理

肺(CK )

处理

肝脏 (CK )

处理

胃 (CK)

处理

脂肪 (CK )

处理

LDHu LDH3' LDH" LDHs • 

LDH3. LDH" LDHs• 

10 A , 6 B 

9 A, 3B 

LDH2' LDH3' LDH" LDHs• 

LDHu LDH3' LDH" LDHs• 

10 A , 6 B 

10 A, 6 B 

LDH2• LDI仁. LDI丸. LDHs • 

LDH.. LDHs• 

肌和肝脏 Ldh-A 基因表达占优势可以归因于

这两个组织中主行糖酵解有关[竹，但在供氧充

足的肺组织中 ， 本实验并没有显 示出 Ldh-B

基因表达占优势而是 Ldh-A ， 一些 学者在研

究树翩和黄鼠肺组织中 LDH 同工酶时 则表现

出 Ldh-A ， Ldh-B 基因表达活性接近相等状

态[3 .灯。目前我们还不能合理 解释蜡蛤肺组织

中所得 Ldh-A 基因表达占优势的现象。尽管

调控 Ldh-A、 B 两个结构基因的调节基因已经

被发现[7] ， 并且很多学者将组织中的 LDH A、

B亚基表达上的差异从编码这两个亚基的 Ldh

A、Ldh-B 基因的阻遏与去阻遏的观点去解

释。但在我们的实验结果中是否也有调节基因

在起作用尚未找到直接的证据， 而一些学者在

树跑、 黄鼠肺组织 Ldh-A 、 Ldh-B 基因活性表

达特性相等现象也未作进一步解释，因此，确

切机理有待进一步探讨。

二、每眼期蛐蛛 LDH 同工酶谱型的

变化特征

经 4 士 1"C的低温条件诱 眠 6 周后，所有

10 只锯蛤全部进人冬眠状态，从这些蜡j璋的

10 A, 6 B 

7 A , 1B 

的 7 种组织中， LDH 同工酶谱型变化的特点

是z 有 4 个组织中的 LDH 同工酶谱带数有不

同程度的减少， 它们分别是肝脏 LDHz 消失，

脂肪 LDHz ， LDH3 消失、脾脏 LDHI' LDHz 

消失 ， JJrIî组织中缺失 LD吨。值得注意的是，

在上述 4 个组织中的 LDHz 谱带在冬眠蛤蛤中

均消失(图 1 ) ， 这一结果曾为一些研究者在检

测冬眠蜡蛤的血清 LDH 同工酶时 看到，并认

为， 蛤蛤在冬眠低氧条件下 LDHz不适合在厌

氧条件下的糖酵解， 因而消失【汀，在我们所检

测的 7 个组织中 LDH5 均未产生变化，可以认

为这种同工酶是适合在厌氧条件下的糖酵解

的， 但对于这种类似的实验结果有人用生物对

低温条件的适应反应来解释，认为在低温条件

下组织内某些同工酶的增加 、 减少或未产生变

化都是生物对外界环境条件的一种适应反应，

我们认为这种推测也是有一定道理的。

从 Ldh-A 、 B 两个基因的表达能力看， 除

脾脏从原来的Ldh-B 基因表达占优势转变成

Ldh-A 基因表达占优势以外，其他 6 个组织

中，尽管 LDH 同工酶谱带有所减少，但 Ldh-
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A 、 B 两基因在各组织内表达的活性 (A:B 规律

性)没有产生明显变化(表 1 )。这一 结果与不
少研究结果相吻合[S- 10]，但与有人 在 研究小

鼠、北京鸭[町等的某些组织不同发 育 期发现

Ldh-A 、 B 基因表达活性的转换现象不间， 也

许这是因为动物的发育(从胚胎期 到幼体乃至

成熟)与冬眠是两个完全不 同的生理过程， 动

物在发育成熟后各组织 内编码 LDH 同工酶基

因的表达是稳定的 。

摘 要

非冬眠 l斗1 华大蛤蛤 7 种组织中分离出 3~

5种具不同活力的 LDH 同工酶谐带， Ldh-A , 

Ldh-B 基因的表达有一定的组织特异性， ~t酶

谱特征可分为心肌型和骨髓肌型两种类型。经

4 土 l OC低温条件诱眠 6 周后，脾脏 、肺、肝脏和

脂肪中的 LDH 同工酶谐带减少，但从 Ldh-A ，

Ldh-B 两个基因表达能力看， 其各组织内表达

?舌1:~J::( A :B 规律性)没有产生明显变化。
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新生大鼠下丘脑培养细胞 LH~RH 免疫组化观察*

主福庄 T 爱k 5长崇应付

(军事医学科学院基础医学研究所 北京 1008 50 ) 

作为神经系统和l 内分泌系统连接点的下丘

脑， 在神经内分泌研究中占有重要位置。 由它

合成和分泌的多种神经多肤和l肤类激素是下丘

脑参与调节机体多种生理功 能的重要 物质基

础。 其中促黄体生成素释放 激 素 (LH-RH) 是

调节生殖功能的重要多肤激素。

多年来国外利用胎鼠或新生大鼠下丘脑细

胞进行体外培养获得成功[14] ， 为研究下丘脑

细胞的分泌功能及其调 节提供了一 个新的途

经。 迄今有关体外下丘脑细胞 LH-RH 免疫组

化观察的研究国内尚未见报道。为了研究下丘

脑细胞的 LH-RH合成和分泌功能，我们实验室

建立了新生大鼠下丘脑体外细胞培养的方法。

培养的下丘脑细胞在休外可存活 4 周左右， 在

培养过程中观察了下丘脑神经细胞的个体生长

发育和i形态分化， 并进行了 LH-RH 和神经特

异性稀醇化酶 (NSE ) 免疫组化观察。

材料 和方法

-、下丘脑神经细胞培养

下丘脑神经细胞的培养， 采用我们实验室已建立

的神经细胞培养方法[川]。取当天出生的 Wistar 大鼠，

在无菌条件下分离出下丘脑，用 0 . 125%腺蛋白酶消化

( 37 "C、 30 min ) 分散细胞后 ， 制备成 1 X 10 6 细胞jmL

密度的细胞悬液。 接种细胞悬液于涂有小牛皮肢的

35 mm 塑料培养皿中 ， 每皿 2 mL。置于 36 "C、 10 %

CO2 的培养箱内培养。 培养过程中每周换液两次 ， ~

·国家自然科学基金资助课题。
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