
豚鼠不同部位精子乳酸脱氢酶同工酶

-x 活性的比较*

刘吉祥 赵国 ~r

〈武汉军区军医学校

Blanco [IJ和 Goldberg[ 2 J 首先在青春期后的

人，辜丸组织和精子中发现乳酸脱氢酶同工酶

X(LDH-X) ， 后来相继证明这种同工酶存在于

多种哺乳动物和鸟类的成熟靠丸及精子中，以

精子中的含量最高[← 6]，定位于精子中段线粒

体基质中的 LDH卢X 占精 子总 LDH-X 活性的

41%[5川，可能与椅子的代谢有关[7， 8 J O LDH

X 的合成受 C 基因位点的控制j[ 6 ,9 J 。一般认为，

检验 LDH-X 活性是判断生精功能的可靠指

标[4 ， 10 J 。 近年来证明 LDH-X 具有种属特异

性[ll]，注射纯化的 LDH-X 或抗 LDH-X 血清，

可抑制精子发生和任振率的明显下降[I 2 , 13 J 。棉

酣可特异地抑制 LDH-X ， 具有明显的抗生育

作用，因而 LDH..:..X 活性可作为检验精子质量、

筛选抗精子药物的敏感指标[ 14 J 。

实验证明， 精子在附辜内成熟过程中，发

生一系列的变化，但未曾报道 LDH-X 活性的

改变。本实验试图用组织化学洁观察比较豚鼠

宰丸 、 附辜头 、 附辜体和输精管内桔子线粒体

LDH- X 的活 |尘，了解其变化规律。

材料和方法

20 只健康成年雄性豚鼠， 断头处死后， 取部分辜

丸、 |利率头、 附翠体(含尾〉和输精管， 分别放入含有

5 ml 冷生理盐水容器内 ， 实碎 ， 吸取含有精子的上清

液 ， 2500 rpm 离心 1 5 分钟，弃去上清液， 沉淀物(精

子 )做如下处理。

一、 各取少量精子涂片后， 剩余的附辜头和附星星

体的精子合为一起〈 因量少， 下称附塞内精子)称重，

按 0.1 g 沉淀物JJO 0 , 2 ml pH 8 . 6 巴比妥缓冲液稀释 ，

匀浆并冻融 2 次后 ， 3500 rpm 离心 25 分钟，上 清液

在热处理前和经 65 'C处理 15 、 20 、 25 、 30 分钟后， 用

}')l:脂糖凝胶电 i本法分离显示 LDH 同工酶，以 验证

LDH-X 的热稳定性。 同样以上述方法对含有精子的望

丸和附辜进行处理，与精子对照。

二、文献报道 [15.16]和上述实验结果(见下文)均证

明 LDH-X 具有热稳定性，根据这一原理， 把各部位

的精子涂片经 65"C处理\ 30 分钟 ， 将其它同工酶破坏，

保留大部分 LDH-X ， 然后按陈啸梅法[ 14 ]在涂片上?裔

加标准显色液(对照组免去 NAD) ， 3 7 "C显色 1 小时，

福尔马林钙固定 15 分钟， 蒸悟水洗， 时油胶封片。油

镜下观察 100-300 个精子， 分级记录每个精子的酶反

应强度。

结果

含有椅子的辜丸和附皇匀浆上清， 经

电泳分离， 分别显示出 5 条和 6 条紫蓝色同工

酶区带， LDH-X 位于 LDH-3 与 LDH-4 之间。

上清经 65 0C处理后 ， LDH-X 显示有热稳定性 ，

其余绝大部分同工晦均被破坏(图 1 、 2 ) 。

图 1 擎丸 LDH同

工酶谱

X a 、 c 、 d 、 e 分别为

热处理前和 65 "C处

理 20 、 25 、 30 分钟

后的变化

图 2 附惠 LDH 同

工酶谱

a 、 c 、 d 、 E 同图 l

图 3 附惠精子LDH

同工酶谱

啕翩翩 a 、 c 、 d 、 e 同图 1 , 

b 为处理 15 分钟后

附皇精子匀浆上清电泳分离，仅显示出 1

条"x 带"， '有时 LDH-4 、 5 隐约可 见，经热处

理后消失， 而 LDH-X 失活不明显(图 3 )。

·本文承华中师范学院生物系刘荣正教授和蔡亚
娜副教授提供宝贵意见 ， 特此致谢。
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二、 为比较各部精子中段线 粒 体 LDH-X

活性，根:tffi酶反应强弱分为 5 级。 ( - )不着色 z

( + )弥散染色， 或有细位甲脂沉淀J (+ + ) 有

较多中等大小的 颗 粒， 或 出现小的斑块;

(+ + +)有较多较大的颗粒，甲脂沉淀斑块中

等大小: (++++)颗粒大 、 多而染色深， 斑

块大。

皇丸[主i大多数悄子为 ( + )，甲腊沉淀斑块

较小接近于颈部 ( 因 4 ) ; [1付晕头和附辜件内精

子以( + + ) 丰l i( + + + ) 为主 (图 5 、 6 ); 输精

管内精子以 (+++ + ) 军IJ (十+ +)为主， 斑块

近于主段(图 7 ) 。

图 4 ~要丸内帽子，

箭头珩示破碎

细胞

图 5 附跟头精子

图 6 附躯体帽子

参 jF.~ -- - 豆豆'什n Jlé2 化学积分方法进行半定量，

结果表明 ， 主为，内精子 LDH-X ì，T; 性较低， 附

图 7 输精管内椅子

皇头和附宰你内椅子其洁性明显 增强， P< 
0.0 1 ， 差别非常显著 ，但附垂头和附皇体内二者

差别不显著(P>0 . 05) ; 输1白宫内精子 LDH-X

活性进一步增强， 与附宰内精子比较， 差别非

常显著(P>O.Ol)。

讨 论

Gol óberg[ 16 ] JfJ 65 "c处现 LDH 同工酶， 发

现 LDH-5 、 LDH-1 和 LDH-X 的半J辰 1白分别为

9 、 1 0 和 43 分钟， 说明后者具有热稳定性。

本实验进一步验证了这一特性， 并根据这一特

性， 用 65 "c处理豚鼠精子涂片 ， 将其它同工酶

破坏，保留大部分 LDH-X ， 然后再进行组化

染色。此法简便 、 特异性强。

辜丸中的椅子必须在附革中再经过一段时

间的发育才能达到功能上的成熟， 在成熟过程

中 ， 精子发生超微结构 、 生理生化等方面的变

化。 本文通过比较辈丸、 附皇和输精管内桔子

中段 LDH-X i~H金发现， 上述各部位椅子 中

LDH-X 活性依次逐渐增强。 一般 认为， 柏子

在阳望内成熟， 依赖于附擎的正常内环境， 特

别是附皇管腔中的甘油磷酸j且碱 (gl ycerophos

phoryl choline) 、 i延酸(sialic acid ) 和肉碱 (carn

itine)这三种物质的正常浓度以及一定水平的

雄性激素 [1汀 ， 输精管内椅子 LDH-X 活性进一

步增强， 可能是这些物质继续作用的结呆。

备考 文献
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杨树叶细胞"璧旁体"的亚微结构

黄金生 樊汝j丈

(南京林学院)

在植物材料的电子显微图像中经常可以观

察到一些囊、 j包状膜结构 [ 1 ， 2 ， 3]0 R.Marchant 

和 A. W. Robatds (1 968) 综合了以不同种植

物为材料，使用不同固定液、脱水剂、包埋技

术所得到的资料 ，认为这些结构是真实的，并且

普遍地存在于植物细胞中。他们提出了"壁旁

体"(paramural body)这个通用术语[l]。壁旁体

包括了与质膜结合的多种形态的囊、 j包状膜结

构。 对于这些结构的功能和发育还缺乏足够的

研究。 我们在杨树成熟叶的电镜观察中，经常

发现与壁旁体有关的囊、 j包状膜结构存在。本

文将描述这些结构的亚微形态， 并结合前人的

工作对其功能进行讨论。

材料和方法

实验材料为美洲黑 杨 [Populus deltoides Bartr. 

var. deltoides cv . "Lux "( ex. 1-69 /55)J的成熟叶片，

于 10 月中旬采自南京林学院校园。 样品取自顶端第

4-10 片叶中部侧小脉处。叶片小块经 4%戊二 隆和

1%饿酸(均用。 . 1 M , pH 7.3 的磷酸缓冲液配制)双

固定。戊二怪预固定 5 小时， 饿酸后固定 2 小时. 包

埋于 Epon 812 。 超薄切片经常jJi\ flh 、 铅双染色， 在

H-600 型电镜下观察与拍片。

现票结果

经电镜观察叶片细胞亚微结构保持良好，

各种细胞器形态正常， 仅叶绿体内类脂球数目

多体积大，显出组织开始衰老的特征。在叶肉

细胞和小脉薄壁细胞中都可观察到与质膜有关

的囊、 j包状结构，尤其在小脉的薄壁细胞中这

些结构更是丰富。 其亚微形态主要有三种z 多

泡体、质膜内陷成袋状和质膜与胞壁间的单个

小泡。

(-)多泡体

由单层膜包着大小不同的小j包组成。所观

察到的多泡体有些悬浮在细胞质中，甚至可以

在细胞质深处靠近液泡。 多数多泡体则靠近质

膜。当多j包体与质膜相联时， 其外膜与质膜显

出融合的状态(图版图 1 )。 在叶肉细胞中多次

见到多泡体出现在接近或恰好对向细胞壁的纹

孔(图版图 1 、 2 )。 有些多泡体与质膜相结

合，联接处多 j包体外膜与质膜均消失，可以观

察到多泡体内小泡向质膜外释放(图版图 3 ), 

表现出外排现象(exocytosis) 。

〈二〉质膜内陆成袋状

质膜向细胞质内陷入， 在成袋状的膜内可
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