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50 年代末， Hunter 和 Market[l]把淀粉凝

胶电泳和酶活性特异染色法结合， 建立了同工

酶谐的分析方法。 7 0 年代初 ， 等电聚焦电泳的

应用 ， 分辨出了同工酶的 亚带[汀， 80 年代前

后 . Bonte[3] 等用组织电泳法对定 位的微量组

织中 同工酶i曾 在病理情况下 的变化进 行了研

究 ， 避免了在生化提取过程中可能出现的对酶

活性有不良影响的种种因素。 这一方法目前已

应用于生物学和医学的研究，尤其用于临床活

检和尸检怀:2j，:的快速分析 [ 3 - 8 ] 。

然而此方法至今主要局限于对可溶性问工

酶类的分析 ， 1;才脱结合性同工酶类的研究极为

少见。 本文开! 碎层组织电泳结合酶洁性快速显

色等改让 ! ;:i 方法，对鸡j在脊髓组织中同工酶进

行了研究，结果表明本法能较好地显示!民结合

性同工酶iFr!可 j在性同工酶，而且比一般的方法

有更高(i~ 灵敏皮、稳定性和贯复性 。

材 科 和方法

一、 苦苦材和试剂 z 高压电泳仪(江苏丹阳 无线电

一「丁 ， 等 l毡豆豆焦多用途水平榕(北京六一仪器厂)。 载

体两性电介质 (Ampholyt训H 3 . 5-1 0(中科民上海生
化所产品)，丙 烯 曹先胶和 N，N'- 甲 叉双丙 烯 耽胶

(Fluka 公司产品 )，二硫苏将醇 (DTT ) ， Triton X-I00 

(merck 公司产品)

二、 方法 g

1. 制胶 : 具体步骤参见文献IS1 ， 股液的配制作些

改变: 29 . 1% 丙炜首先胶和 0 . 9 % N , N'-甲叉双丙烯

~U安混合液 2 ml , 60%甘油 235 ml， 40 % 安福林(pH

3 . 5- 10) 0 . 6 ml ， 加 Tri ton X-I 00 0 .06 ml ， 提高膜

结合性蛋白的溶解性， TEMED 1 0μI 经孔径为 0 . 45

μm 微孔bE脱过滤， 置一 10"(;冰箱 3 分钟后 ， 加 40 %

过硫酸版r 1 0 μ 1，混合均匀后用吸管注入胶膜。 4 5 分

钟后置 4 "(;冰箱中存放。

2. 样品制备z 鸡胚脊髓和小鼠脏器组织的制备方

法见文献[8 l o

3. j]n样s 根据所要分析的酶的具体情况， 选择加

样部位。 -般规则是: 等电点偏酸的酶， 在E碱性柏:加

样， 偏E域的酶在酸性21lj加样。如分析的是膜结合性同

工酶， 力[l样后 ， 在样品上可覆盖一层含有 ~~ % Triton

X-10 0 (1'1怡纸， 以增加此酶的进眩晕。

4. 电泳 z 具体要求见文献[8J ， 应注意的是适当延

长样品的进肢时间 ， 去j，~f ~Ti!1后再聚焦 2 小时即可进行

酶活性显色。

5 . 酶活性显色2

a . 琉泊酸脱氢酶 (SDH) : 称职:Fff~IËI酸纳 60 mg , 

氯化 娱 40 mg , PJÌ J臻二甲由疏酸盐(PMS)1 Q mg，氧

化仰 0.5 mg ， 维生素 K3 1 0 mg， 溶于 0 . 3 mol / l T ris­

HCl 缓冲液中 ( pH7. 2) ι 20 mg 四硝基蓝凹:哇榕于 1m

二 甲基 亚 肌(DMSO ) 中， 总:iJl 15 ml。显色前将它们

充分混合，过洁、 ， 在 n音室中玻棒将酶血色浓均匀地铺

在胶面上 。 40 0C下显色 1 5 分钟即可见到酶的蓝紫色带

到。用 7 . 5% 乙酸洗去显色液。室温下干燥保存。

b. 乳酸脱氧酶: GO mg 乳酸的， 5 mg 氧化型辅酶

I(NAD. ) , 2. 5 mg 四硝基蓝四吆(TNDT ) ， 1. 25 mg 

盼嗦二甲醋硫酸盐 (PMS)溶于 1 ml 的 0. 2 mol j l Tris­

HCI 绥冲液 (pH 8 ) 中。 以 50 μljcm~ 的显色液均匀地

铺在肢面上，暗室中 38"(;下显色 5 至 10 分钟 ，用 40%

乙醇固定 ， 室温下干燥保存。

c. 胆碱醋酶: 0. 2 mo] j l 拧橡酸缓冲液 (pH 5.5) 

,JO ml , 20 mmoljl 硫酸铜， 40mmo1 jl 铁凯化仰 ， 2 0 mg 

氧化馍 ， 20mg 腆化乙曹先硫胆础。保温 4 小时后即可见

到黄综色显色带 。

d. ~卡特 异性自旨酶g 分别将 20 mgα一和 萨莱盼

醋酸 溶于 1 ml 的 丙闹中 ， 将 50 mg 的固 I\{{ B 溶于

15 ml 的 双蒸水中。 用前充分 j昆合， 过法:"浸泡经过

。 . 3 moljl 磷酸缓冲液 (pH 7. 2 )商处恩 的醋酸纤维膜

30 分至 1 小时 ， 去除膜上多余的显色液，将其铺在胶

面上， 50 "(;下 10 分钟 ，即可在无背景的胶面上见到棕

色的区带。
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量企
事'0

提敬段和1分辨力

图 1 、 2 、 3 、 4 和 5 分别显示了南层组

织电泳将鸡胚脊髓中 LDH 同工酶分成 15 条亚

带(图 1 )， 琉甜酸脱氢酶同工酶分成 8 条亚带

(图 2 )， 胆碱醋酶!司工酶分成 1 0 余条亚带(图

3 )， 和将小鼠心肌、肺等组织中的 LDH 同工

酶分为 30 余条亚带(图 4 )，非特异性酣陶同工

果

酶分九! 50 余条亚带 ( ~l G )。
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必 ; .'~ rJ .， .!_i-

~ PI 

喝 "

也，_

'j 士 '

L ' ~ ; t ~;J ~~ ~;\I 制~ ~ I r!!! 斗n -L 时L

固 ;) IJ、鼠六种不同组织中 LDH 同工酶SlE

帘的组织等电骤然电泳阻滞

J ~ 

因 1 玛胚粗又3拙的班段苦.{~骂~ L[旧同工

西亚、带的姐姐络电我焦电泳阻滞

A . 生后 40 天 1 生后 5 、天 C. 胚胎 18 天

、 d

,.- ) 

νi …一一…一一，←一 I →一一-_← ， ]

回 2 18 天鸡j坯滕段脊髓背胞不同区域中玻

m酸脱氮B售网工酶的 组织等电骤然电
泳围ìt
、
)

‘+ 
τ
 

, ( 
p ~ 

L ~ 

-一_. "1- --- ----、- 一'"\'_ ._. _， ~.r 
时代 Il' 7~ ，;j 问ii J : _;

回 3 鸡胚腰段脊髓中胆喃自E 酶同工酶亚静

的组织等电褒然电泳图谱

L 队 i -j寻 自/. lif '~ì' .(.- :江， ~肾 t，lti
:!. l ι 叫1; AIl ,'l 

回 5 小鼠 7 稍不回组织中非特异性醋酶罔

工酶蓝常的组织等电骤然电泳固语

- 间工酶在组奴电流中的是:性分街

用特定底物和相应的反应?札可在凝胶面

上显示特定的同工酶的亚带，然后即可对区带

进行定性的分析。因 4 旦/j三了小鼠 6 种不同组

织I=-f:1(i(J LDH 同工 i~r~ l'i\J组织电泳|习 i苦 ， 因中可见

小鼠 LDH 同工ffit~主要分布在 pH 4 .5 至 pH 7.5 

之间，各脏器组织的 LDH r司工酶谱互有差异 ，

其中骨锵肌的 LDH 同工附有 30 余条亚带。心

肌和骨音在肌比较，可 J~心肌 LDH 1 ， 2 的活性

较高， m-J骨路肌的 LDH 4 ， 5 亚带贝IJ显色较深 ，

肝、肺和肾的 LDH 洁性及亚带亦较多，而小肠

的 LDH 同工酶亚带较少，活性亦较低。鸡胚脊

髓组织中出现 15 条 LDH 同工酶亚带，分布

于 pH 6.6 至 8.6 之间， 亚带数目较哺乳类的

少， 条fii:分布拉:;亦较狭窄。 由此表明组织电泳

hs较灵敏地分辨不同种属动物的同工酶。
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因 LJ 刘丹-J ~i : 月"T3: mi8'陀川L (t方法显示 11-\的 SDH1，-，] _T 酶的相对沾性， +~1:变化见， !到 7 。 从图

小鼠 7 种C: I 织 Fi']TYi二 ! (:kl-l织也泳因谐， 可见非 6 ~;r门' 中可见 18 ~足12· ，币、 m~~二支 脊ltLi li1'坤的 SDH

特男性站在l1[);j pH {;'U:是 较 大 ， 从 3.5 到 10 z_ 活性较低9 而腹部其附性j主沟i梢12 ， 腹部区域

闷， 其亚带较多， 72;达 50 余务。不同组织间 大致可分辨 8 条亚带，而背部的亚带却较少。

的差异亦非if'明显。 四 、 !虞结合性同工酶

三、 阿;工酶[1~定量和ÎÊ位知析 采用含有 Triton X-l 00 的聚丙烦耽股凝

!到 2 为 18 夭Jjf龄的玛!如暖段 脊髓中玻咱 胶和在样品上 !f!!{:~~ 含有 Triton X-100 的滤纸

酸脱主I i1m fl'l]工商。1"句亚句:因谐，可见同工酶的质 片，可以提高膜结合性!司工"ßi!if: i't(J i容肝性和进胶

与王忱变化发坐在脊髓由背至肢的不同区域 量。 |茎13 表现了鸡坯腰段脊髓中胆碱黯随同工

上， 采用电泳日拍法对二川古j 区域中琉甜酸脱氢 酶亚带的 pI 差异 ，此同工自草的主要区带分布在

盹(SDH)活性行fE~ .~~ (ì~;分析比较。自动扫描 pH 6 . ;; 至 7 . 2 之间，还有一些次!"F: -;!F.带在这区

仪绘制的 SDH 同工 fJ t';可 曲线|到见区f G ， 根据图 段的问边，共可分辨出 1 0 余力，立带。由此可见

6 JB1过微电脑计算由背至腹不同切片区域 改进后的组织也泳完全能够用于膜结合性同工

晦的分离和分析， 这样便扩展了组织电泳的应

用范围。

町 、 方法改进蔚的酶洁性;21色员敏虚

)J0 ì:jfiJf生 j'~~:í I!~E显 1" 灵 敏庚的因素有三个方

而: 1.生化提取过'í:cT， 中人~i~J J! t :lil[ )1\Z前蛋白的

降僻、 修 ;tj、丢失或变性， !哈': {rr~ 了院洁性显色

的灵敏);飞 2 w 月j 淀粉 、艺干豆tj:W~j贞 ;F1苟炜眈胶J屁

mz为支持物的一般电ti]( 可将 LDH 分成 5 条区

带[ l l，而等电点聚焦电泳可将其分为十几条区

带[ 8 ， O J 0 3 . 电泳后的 ìj.:白皮浸泡在血色液中时间

过长可造成酶蛋白扩散在!丢失，以致rr号活性显

色浅谈和模糊。

薄层组织电泳结合酶洁性快速显示法克服

了上述三方面的快点，大大Ju.~提高了同工酶显

色的灵敏度。 其优点为 : (1)电泳直按提取组

织切片中的同工酶，避免生化提取时酶量的丢

失 ， fj-，保持了酶结构的自然状态。 (2) 采用高

压薄层电泳， 减少了焦耳热对酶的影响， 缩短

了电泳时间， 使蛋白质区带更为清lItfr 0 (3) 由

于加大陆的底物浓度， 提高显色温度， 减少显

色时间和酶蛋白扩散和丢失的机会，从而使同

工酶显色的灵敏度得到提高， 产物色带更为清

晰。

我们的方法经过近百次的实验， 结果证明

‘人
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因 C SDH í司工盹的密监扫描曲线图
A示 pl 为 R .3 处的同工商， B示 pl 为 6 . 7

处的同工酶

~. ~. 
~ 1•./ 
!~ ， 、'-.，

18 5走鸡阻眼段脊髓由背亘眼连理切片·
上就甜酸脱篮蔼同工晦的组织等电骤

然也泳区帘的光密度值的蛮化

A习气 pl 8 . :1 处的3'E.咐 ， B 示 pI G. 7 处的亚带

因 7
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12 .1 细胞生 物 学杂志 1989 作

是具有1芮号)町变引f的代均η1γ-咔市咔

是其他电泳方[浊7尘i f校皮 X难口f句办3r引到、可吁Úf白的i白号 O 它也许能为今后

制定同工陶亚带罔活提供新的分带标准 。

二、 组织电泳对眼结合性同工酶的显示

组织电泳至今多用于可溶性蛋白和酶的分

析， 极少用于膜结合柯:蛋白或酶的研究[们 7 1 6

因为后者很难在水相溶解， 这也许是所用的凝

胶性质和切片处理方法上的限制所造成的。 一

般组织电泳所用凝胶不，加去垢剂，切片也不经

溶膜试齐11处理 ， 11皮与)Jt\:结合的蛋白很难入胶被

分离。在我们实验中采用在服胶中加入 Triton

X-I00 和切片先用 Triton X-1 00 处理的方法 ，

从而增加了膜纣合性酶的分离斗:P :ì1}胶能力。在

组织电泳对玻1(-1 酸脱氢pj~和!胆碱醋酶的分离中

得到了较好的约果，证实了我们方洼的可行性。

三 、 LDH!司工酶的亚带问题

Yamamura [lOJ 用微~f: 0 ，毡讨;性打 小鼠组织的

LDH 1W1工酶分成 15 条亚带。并认为 A3L虽有

三种不同的存在形式 [i.p A1, A2' A3 ' 而 B 亚

基只有一利1类型。根据囚子分自组合定律， 理

论上在组织可 能存在括 3 5 种 LDH i司工 酶亚

带 ， 但至今尚未证实。 iA近， 半土鹏等;报告[9J

用等电ik焦电泳i:JT rs 北京 Il'lj LDH l'Rl 工酶分成

11 条亚带，提出鸟类中的 LDH 阳工酶 可能由

两种 B JE.基类型和 1 利lA亚基类型组成， 按此

计算， 理论上应存在 l 5 条亚带 ，但至今 U1尚未

得到实验证明。 二'i~: ~注:验采用薄层组织电泳法，

首次将小鼠的 LDH fJl工酶分成 3 11 条亚带，将

鸡胚脊髓中 LDHJ可工陈分成 18 条亚带 ， 与上

述推论的条带数量按近一致 ， 从而为小鼠组织

中的 LDH 同工酶存在看三 种A亚 基和一种 B

亚基及其全部组合类型提保了直股证据。 同·时

也为鸡组织中的 LDH 同工酶存在着两种 B 亚

基辛n -'利I A 亚茸及其全部组合类型提供了可靠

依据。这些发现使我们对 LDH 同工酶 有更进

一步的认识，对不同组织中存在数量不同的亚

带以及它们与组叹发生及分化的关系上，在阎

明不同种属 ï)J物组织特征上将有重要意义。不

Wd 同二L 而类型及亚带;z，~ ~t归T r;引; ( 10,l ' ( :个问 fil l J:司

动物及不同组织中 i i'1]工 fii:j相 关汪国的多{r;' .~性 ，

表达的差异性或1=)m功能上的复杂性，同一组

织的不同部位或同一细胞的不同亚细胞器中 ，

可能都具有各 自适当 的同工酶，在不同的微环

境巾高效地参与细胞和组织的相应代谢活动 。

同工酶亚带的本质和它们与生理功能的相关性

等等， 组织电泳技术将可提供有价值的研究手

段。

摘 襄

本文介绍用改进的组织电泳及快速酶洁性

显色法对鸡服脊髓及小鼠脏;13组织切片中可溶

性和!膜结合性同工附的分析研究。 11果表明 :

本方法能成功地将鸡胚脊的中的 LDH 同工酶

分成 1 5 条亚带 ， 胆贼!醋阴分成 lO 余条JE带 ，

玻E白酸脱氢酶分成 8 条亚带， 习 、1飞 小鼠)览器组

织中的 LDH 同工酶分)]Si:， 34 条亚带， 非特异性

自旨酶分成 50 余条亚带。 为对不!司物 %I! ' 同工酶

的亚基组成 、 组合类型 与酶谐守仕~ (I(J 分忻、动

物组织种属的鉴定与临床杯水的极 )j iÏ 诊断捉供

了依据和实验手段 。
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