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采用高 pH不连续系统聚丙烯酰胺垂直板凝胶电泳，特异性组织化学染色对中华绒螯
蟹(Eriocheir sinensis)的血清、肌肉、鳃、心脏、肝胰腺、精巢和精子等组织的乳酸脱氢酶
(LDH)同工酶酶谱进行了研究。同时，利用2种底物（乳酸钠和 a-羟基丁酸钠）进行了特异
性反应，并对其精子特异性乳酸脱氢酶进行了研究。结果表明：以乳酸钠为底物时，中华绒

螯蟹的肌肉、鳃、血清和心脏有2条谱带，而精巢和精子有3条谱带，但在肝胰腺中未发现谱

带；以a-羟基丁酸钠为底物时，只在血清、精巢和精子发现有1条谱带。从而说明，中华绒螯
蟹乳酸脱氢酶同工酶存在组织特异性I精子存在特异性乳酸脱氢酶。
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    乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase，简称 LDH，

EC l.1.1.27)是糖酵解途径中的一种重要的酶，能

可逆地催化乳酸和丙酮酸的相互转变，广泛地分布

于动物的各个组织，以及植物和微生物之中[妇。1959

年，Markert等‘23用电泳法将牛心肌 LDH结晶分离

出5条区带，均具有 LDH催化活性，首先提出了同

工酶的概念。在鸟类和哺乳动物中，它是由A-亚基

和B广亚基所组成的四聚体，由于分子中的A-亚基和

B亚基的相对含量不同形成 5种同工酶（LDHi_s）。

在骨骼肌中，以A-亚基为主I而在心肌中，则 B亚基

占优势‘3]。而且 LDH在不同种动物，不同组织，不

同的发育阶段或不同周期，甚至个体在不同环境因

素作用下均有其特异性谱带‘．]。

    1963年，Blanco和 Zinkhamcs]在人的成熟精子

中首次发现了不同于 LDHi_s的新型同工酶，称为

LDHx。它是 LDH中与 LDHi_s不同的另一种特殊

类型的同工酶‘6]。同年，Goldberg[刀也在分析人精液

的LDH电泳酶谱时发现，除出现与体细胞相同的5

条LDH同工酶区带外，在 LDH3和 LDH4之间还存

在额外的一条LDH同工酶区带。后来，在许多哺乳

动物和鸟类精子中均观察到LDHx的存在，并得知它

们是由C-亚基所形成的同质四聚体，故又称 LDH

 C4。目前，普遍认为 LDH C．仅存在于哺乳动物、鸟

类和硬骨鱼中‘8，9]。Baldwin等fiol从尾索动物海鞘

(Pyura stoloni fera)中分离了LDH。此海鞘 LDH

为同质四聚体。陈明等啪在对无脊椎动物中国明对

虾(Fenrzeropenaeus chinensis (Osbeck，1765》成熟精

子的LDH研究时，首次发现对虾成熟精子中存在
LDHC。

    中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)俗称河蟹（以下

简称河蟹），主要产于中国，是中国重要的经济蟹类。

有关其LDH同工酶的研究国内已有一些相关报道：

乔新美等‘n3比较了长江，瓯江河蟹的心脏、肝胰腺、

卵巢和肌肉4种组织的LDH同工酶，许加武等‘12]对

长江口河蟹与其他几种同科蟹的肝胰腺与步足肌肉

的LDH同工酶进行了比较研究，王丹等[13]对辽河、

长江两水系河蟹LDH同工酶进行了比较研究，都从

生化方面表明了LDH同工酶存在明显的物种特异

性和组织特异性，程家骅等[14]对苏北南部沿海河蟹

等4种常见蟹的眼、肝胰腺、肌肉和卵组织 LDH同

工酶进行了比较I薛俊增‘ls]对患“抖抖病”的河蟹和

健康河蟹的5种组织 LDH同工酶进行了比较分析，

并表明病蟹与健康蟹的 LDH同工酶分离图谱存在

明显差异l贾守菊等[̈3对河蟹不同发育阶段腹肢粘

液腺的LDH同工酶进行研究；雷焕宗等[17]比较河蟹

不同生理时期肌肉组织中LDH同工酶，表明了河蟹



  附肢肌肉在不同生理阶段 LDH同工酶的表达上具
  有一定特异性；王群等[18]对河蟹生殖系统各组织
  LDH活性进行了测定，但未见河蟹精子 LDH同工
  酶的相关报道。

    作者采用高 pH不连续系统聚丙烯酰胺垂直板
  凝胶电泳方法和两种不同的特异性底物，对河蟹的
  肌肉、心脏、鳃、肝胰腺、血清、精巢和精子等组织进行

  了LDH同工酶的酶谱分析，并对河蟹精子 LDH同
  工酶进行了研究，为研究发育过程中基因的调控，对

  于了解精子的发生发育规律是比较有意义的，以及
  为进一步研究精子的发生和代谢过程中生理生化等
  的变化提供了资料。

  1  材 料 和 方 法

  1.1 样品采集

    河蟹购自河北白洋淀，雄性未成熟和成熟河蟹
  各15只，每次实验各取3只，重复5次。活体解剖分
  别取其血清、鳃、心脏、腿部肌肉、肝胰腺、精巢和储精

  囊等组织，得到的储精囊进一步分离得到精子。以上
  材料放入低温冰箱中保存待用。

  1.2 材料制备

    各实验材料与 0.1 moI/L磷酸盐 缓冲液

  (pH 7.4)混合 的 比例为：1:2(质量 (g)/体积
  (mL))，冰浴超声波匀浆，匀浆液在 0℃，12 000
  r/min，离心 30 min，取上清液存入低温冰箱备用。

1.3 蛋白质质量浓度的测定

    取上清液采用考马斯亮蓝染色法 ( Bradford
法‘193)测定。

1.4． 电泳方法

    采用DYC2-24D型双垂直平板电泳槽，DYY-6C
型恒流稳压电泳仪，参照文献[20]进行聚丙烯酰胺凝
胶垂直平板电泳。分离胶质量分数为7. 5%，浓缩胶

质量分数为4%，电极缓冲液为pH 8.3的Tris-甘氨
酸。电泳采用稳压方式，预电泳 15 min(150 V)后，

样品在浓缩胶中电泳15 min(150 V)，进入分离胶电
压调到300 V，电泳lh结束。

1.5  染色方法

    以乳酸钠和 a一羟基丁酸钠两种底物，参照文献

[21]进行LDH活性染色。待酶带显色（呈蓝紫色）
后取出，放于7%醋酸中保存。

1.6  结果记录

    对显色后的凝胶片进行扫描，并绘制模式图。

2  结果与讨论

2.1  以乳酸钠为底物河蟹不 同组织 LDH 同

    工酶特征

    将各样品的上样质量浓度调整到 2 g/L。上样
样品为成熟蟹肌肉、心脏、鳃、肝胰腺和血清（图1），

未成熟蟹精巢、成熟蟹精巢和精子（图 2），均以乳酸
钠为底物。

    由图1可以看出，肌肉、心脏、鳃和血清均有2条
谱带，并且它们的相对迁移率也是一致的。但是它们
的谱带颜色深浅是有差异的。这种谱带颜色深浅与
其同工酶的活性是成正比的。而这种活性的差异，决

定于其组织生理功能上的差别。蟹的肌肉、心脏和鳃
的活动较频繁，相应的这几种组织糖的代谢旺盛，因
而 LDH酶质量浓度较大，酶活性较大。而在血清
中，LDH酶活性较小。这主要是由于血淋巴是运输

    图1 河蟹5种组织中LDH同工酶电泳图谱（乳酸钠为底物）
    Fig*1  The electrophoretograms of LDH isozymes in five tissues of E.  sinensis (Sodium
    lactate as substrate)

1-1．电泳图（图2～4同）.1-2．模式图（图2～4同）11,2I肌肉r3,4；心脏15,6tIN~7,8,肝胰腺I9，10l血清（图3图解同）
1-1.  electrophoresis figure(the same as Fig. 2-4), 1-2.  mode figure(the same as Fig. 2~4)1 1,2t muscle* 3,4: heart* 5,6: gilli 7,8:

    hepatopancreasF 9,10: serum(the same as Fig.3)



氧和营养物质的组织，它所含的LDH酶部分来源于

肌肉、心脏等器官组织，而在实验中所取的是血清，加

之LDH是一种胞内酶，从而显示了血清较低的酶活

性。这一电泳结果与薛俊增等[15]的结果相同。然而

对于肝胰腺来说，通过反复地进行实验都未发现

LDH酶谱带。肝胰腺中LDH同工酶是否因活性极

弱[19]，不易观察到；该酶在肝胰腺中更易失活‘“3；还

是与河蟹肝胰腺主要是进行脂类代谢有关[”1，有待

进一步研究。

    由图2可以看出，未成熟蟹精巢、成熟蟹精巢和

精子中都有 3条谱带，并且显示了一致的相对迁移

率。而其酶谱带的颜色是从未成熟蟹精巢过渡到成

熟蟹精巢再到成熟精子逐渐减弱的，LDH酶活性也

是逐渐减弱的。结果表明，在精巢和成熟精子中存在

3种 LDH同工酶，这一报道与陈明等‘33的结果一致。

再则，在河蟹的精子发生过程中，此 LDH同工酶是

普遍存在的，只是在各个发育时期其酶的含量和活性

是发生变化的，表现为随着精子的成熟，此酶是逐渐

减少的。

2.2  以 cr羟基丁酸钠为底物 河蟹不同组 织

    LDH同工酶特征
    处理方法同2.1，将底物由乳酸钠改为cr羟基丁

酸钠后，其电泳图谱也发生了很大的变化（图3，4）。

    由图3可以看出，肌肉、心脏、鳃和肝胰腺未发现

LDH同工酶谱带，仅在血清中存在 1条谱带。以r

羟基丁酸钠为反应底物，能够高水平地显示某种组织

中是否存在LDH C，也就是说，旷羟基丁酸钠可以作

为LDH C的特异性底物‘8.9]。因此，在河蟹的肌肉、
心脏、鳃和肝胰腺未发现 LDH C的谱带，这与陈明

等‘a3电泳结果一致，进一步说明了LDH C有更明显

的组织特异性。而在血清中却存在 LDH C，仍然是

由于血淋巴在将氧和营养物质运输到河蟹雄性生殖

系统的过程中，从其组织中携带出来的，进而表现出

了一定的酶活性‘15]。

    由图4可以看出，精子、成熟蟹精巢和未成熟蟹

精巢中都存在1条谱带，且三者具有相同的相对迁移

率。但从谱带颜色深浅变化来看，刚好与图2相反。

利用旷羟基丁酸钠来检测 LDH的活性，用以鉴定在

河蟹精子中是否存在 LDH C。结果表明，在河蟹的

精子发生过程中，均存在LDH C，并且随着精子的成

熟，LDH C的质量浓度和酶活性也是逐渐增强的，这

与前面的实验结果- LDH的质量浓度和酶活性逐

渐减弱，表现为消长关系，从而说明，在河蟹精子发生

的过程中，LDH C逐渐替代LDH而发挥作用。进而

推测，在河蟹精子成熟的过程中，发生着LDH不同

类型的转变，这种转变更有利于河蟹精子的成熟，并

在其精子的成熟过程中起着至关重要的作用。

图2 河蟹精巢和精子LDH同工酶电泳图谱（乳酸钠
    为底物）

Fig.2  The electrophoretograms of LDH isozymes in

    testis and sperm of E sinensis (Sodium lactate

    as substrate)

  1,2：未成熟蟹精巢，3，4t成熟蟹精巢15,6:精子
  1,2:immature testis*3,4:mature testis,5,6l sperm

    图3  中华绒螯蟹5种组织中LDH同工酶电泳图谱（cr羟基丁酸钠为底物）

Fig.3  The electrophoretograms of LDH isozymes in five tissues of E.sinensis(a Hydroxybutyric

    acid sodium salt as substrate)



    本实验通过两种特异性底物——乳酸钠和or羟
基丁酸钠，分别对河蟹肌肉、鳃、心脏、肝胰腺、血清、
精巢和精子进行了特异性反应，显示了LDH同工酶
的组织特异性，首次发现了河蟹成熟精子中存在
LDH C，这对今后进一步了解河蟹的精子发生与成
熟，探讨蛋白质分子进化和动物亲缘关系提供了基
础资料。有关它的功能以及在生殖细胞中出现的时
期，有待进一步研究。
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    图4  中华绒螯蟹精巢和精子LDH同工酶电泳图谱（a一羟基丁酸钠为底物）
Fig.4  The electrophoretograms of  LDH  isozymes  in  testis  and  sperm of E  sinensis( cr

    Hydroxybutyric acid sodium salt as substrate)
    1,2:精子；3,4:成熟蟹精巢F5,6:未成熟蟹精巢

    1,2:sperm;3,4:mature testis*5,6:immature  testis
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Abstract: In this study, we measured the vertical distributions of the simultaneously extracted metals
 (SEM) ,  including Cu,  Cd,  Ni,  Pb,  Zn and Fe,  and acid volatile sulfide (AVS)  in four anoxic sediment cores

 taken from the estuarine area of the Licun River in Jiaozhou Bay. The objective was to provide a quantitative

 assessment of the mobility or bioavailability of these heavy metals and the major controlling factors.  It was

 found that SEM of surface sediment at the sampling station near the mouth of the river (station Jl) was higher

 than those at the other three stations.  With the exception of station Jl, SEM values varied insignificantly with

 sediment burial depth.  The SEM/AVS ratio was less than one at all depths at station Jl, while at the other

 three stations, it was bigger than one in surface sediments and was less than one in sediments a few centimeters

 below the water-sediment interface.  Applying statistical correlation analysis, we found that both simultaneous-

 ly extracted Fe and AVS in the sediment influenced the distribution of the simultaneously extracted metals sig-

 nificantly.  Other factors such as sediment organic matter content may also have an important effect on the dis-

tributions.
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   Abstract: The electrophoretograms of lactate dehydrogenase isozymes were studied in several tissues of
   Eriocheir sinensis by the high pH discontinuous system of polyacrylamide gel electrophoresis(PAGE)and the
   specific histochemical staining. At the same time, the two specific substrates (sodium lactate and a-Hydroxy-
   butyric acid sodium salt)were managed in a specific reaction, and sperm-specific LDH was researched by the

    specific dyeing. When sodium lactate served as the substrate in the muscle, gill, serum and heart, it was ob-

   served that the electrophoretograms of LDH were consisted of 2 bands, in the testis and sperm, there were 3

   bands, in the hepatopancreas, however, there was no band. When crHydroxybutyric acid sodinm salt served
    as the substrate in serum, testis and sperm, it was observed that the electrophoretograms of LDH were consis-

   ted of one band. The results indicated that LDH isozymes had tissue specificity, the sperm of E. sinensis had

   sperm-specific LDH.


