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大弹涂鱼不同组织器官的同工酶研究
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摘要：采用垂直聚丙烯酰胺平板电泳技术，对大弹涂鱼 ( Boleophthalmus pectinirostris ) 的眼睛、心

脏、肝脏、肌肉、脾脏和鳃等 6 种组织器官中的 13 种同工酶进行研究，并分析了其酶谱表型。结

果表明 , 四唑氧化酶（TO）和酸性磷酸酶（ACP）没有检测到酶带；三梨醇脱氢酶（SDH）和葡萄糖

- 6 - 磷酸脱氢酶（G - 6 - PDH）仅在肝脏中表达；超氧化物歧化酶（SOD）在所有组织中均存

在，部分组织中存在差异；乳酸脱氢酶（LDH）、苹果酸脱氢酶（MDH）、苹果酸酶（MEP）、酯酶

（EST）、醇脱氢酶（ADH）、D - 葡萄糖脱氢酶（GcDH）、甲酸脱氢酶（FDH）、谷氨酸脱氢酶（GDH）

则具有明显的组织特异性。
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大弹涂鱼 ( Boleophthalmus pectinirostris ) 俗称花跳、

星跳、花弹涂鱼等，隶属于鲈形目， 虎鱼亚目、弹涂

鱼科，大弹涂鱼属，系沿岸暖水广温广盐性两栖鱼

类。大弹涂鱼具有食物链短，鱼病少，易于养活，耐长

途运输等特点，是一种有前途的滩涂养殖鱼类。大弹

涂鱼的肉味鲜美，营养丰富，具有滋补功效，深受国内

外群众的喜爱。目前，有关大弹涂鱼的研究报道不多，

主要集中在形态特征、养殖繁育技术等方面 [1 ～ 3 ]，尚

未见到生化特性及同工酶表达方面的研究报道。本研

究对大弹涂鱼 6 种组织中的 13 种同工酶进行了检测

分析，旨在为大弹涂鱼的研究积累资料，同时为进一

步研究大弹涂鱼遗传特异性、种质鉴别、生物进化等

提供一定的理论依据，希望为大弹涂鱼的人工选种和

定向育种提供生化遗传学指标。

1 材料与方法

1. 1 材料采集及样品制备

实验用鱼采自浙江宁海海区的天然大弹涂鱼，

共 40 尾，鱼龄 1 ～ 2 龄，全长 11 ～ 15 cm，体质量

22. 1 ～ 28. 3 g，活鱼运回实验室后，立即解剖，每尾取

眼、心脏、肝脏、肌肉、脾脏、鳃等 6 种组织器官。实验

时取上述 6 种组织器官称重后，按每克组织加 2 毫升

0. 1 mol / L 的 Tris - HCl (pH 7. 0) 酶提取液，用玻璃匀

浆器在冰浴中匀浆。匀浆液置于 4 ℃冰箱中抽取 0. 5
h，然后在 4 ℃条件下 15 000 r / min 离心 20 min，取上

液立即实验或置于 - 71 ℃冰箱保存备用。

1. 2 电泳、染色

采用高 pH 不连续聚丙烯酰胺垂直平板电泳，电

泳的方法参照文献 [ 4]，略作修改。浓缩胶浓度为

3. 125%，pH 6. 7；分离胶的浓度为 7%，pH 8. 9；电极

缓冲液为 TG（Tris - Glycine），pH 8. 3。组织化学染色方

法参照文献 [ 5 ～ 6]。

1. 3 结果记录

同工酶缩写、编号、座位等的命名采用 Shaklee
等 [7 ]推荐的方法，以同工酶缩写名称的大写代表酶蛋

白，小写代表编码基因。

主要采用 2 种方法进行酶谱的记录，即：按酶带

的迁移距离和染色深度，在记录本上记录；利用复日

生物凝胶成像系统观察，扫描成像并储存于电脑中。

2 结果

本实验共检测了乳酸脱氢酶（LDH）、苹果酸脱氢
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酶（MDH）、苹果酸酶（MEP）、醇脱氢酶（ADH）、山梨醇

脱氢酶（SDH）、超氧化物歧化酶（SOD）、葡萄糖脱氢酶

（GcDH）、谷氨酸脱氢酶（GDH）、四唑氧化酶（TO）、甲

酸脱氢酶（FDH）、酯酶（EST）、酸性磷酸酶（ACP）、葡萄

糖 - 6 - 磷酸脱氢酶（G - 6 - PDH）共 13 种同工酶，其中

TO、ACP 未显示任何有活性的区带，山梨醇脱氢酶

（SDH）仅在肝脏检测到两条微弱酶带，所以没有做详

细的分析。其它 10 种同工酶均检测到有活性的酶带。

2. 1 乳酸脱氢酶 (LDH E. C. 1. 1. 1. 27)
鱼类的 LDH 为四聚体酶，大多由 A，B，C 3 个位

点控制，C 位点存在于特定组织器官如肝脏、眼睛

中，也有没有检测到 C 位点的鱼类。大弹涂鱼的 LDH
同工酶由 3 个位点控制，A，B 两个位点在眼睛、肌肉、

心脏、脾脏、鳃、肝脏中表达，C 位点仅在眼睛中表

达；和大多数鱼类一样，A 位点在肌肉中超显性表达，

B 位点在心脏中超显性表达。A4，B4 和 C4 如图中所标

注，其余各带为杂合带，共观察到 7 条带，其中两条弱

带 (图 1 1 - 2)。

2. 2 超氧化物歧化酶 ( SOD E. C. 1. 15. 1. 1)
超氧化物歧化酶为二聚体酶，由一个基因座位

编码，在大弹涂鱼各组织或器官中均表达，心脏、肝脏

和眼睛中活性较强 (图 1 3 - 4)。

2. 3 苹果酸脱氢酶 (MDH E. C. 1. 1. 1. 37)
苹果酸脱氢酶为二聚体酶，分上清液型（s -

MDH）和线体型（m - MDH）[8 ]。大弹涂鱼不同组织中的

MDH 分别有 2 ～ 4 条带，各组织中均有 s - MDH，由一

个基因座位编码；m - Mdh - 1 存在于所有组织中；肌

肉、心脏、肝脏、鳃、眼中有 m - Mdh - 1、m - Mdh - 2、

m - Mdh - 3，脾脏中只有 m - Mdh - 1 和 m - Mdh - 2，

大弹涂鱼的 m - MDH 可能是由三个基因座位编码

(图 1 5 - 6)。

2. 4 苹果酸酶 (MEP E. C. 1. 1. 1. 40)
苹果酸酶为四聚体，有上清液型和线粒体型。在

大弹涂鱼的 MEP 共检测到 3 条带。眼、肝脏、肌肉、心

脏、鳃中存在 Mep - 1，Mep - 2，Mep - 3，脾脏中仅存在

Mep - 2，Mep - 1，可能由 3 个位点编码 (图 1 7 - 8)。

2. 5 酯酶 (EST E. C. 3. 1. 1. 1)
酯酶为单体或二聚体，共观察到 12 条酶带，具

有显著的组织特异性。酯酶在大弹涂鱼的肝脏，脾脏

和鳃耙中活性最高，其中 Est - 1，Est - 10 和 Est - 12
仅在肌肉中表达，Est - 2，Est - 3 和 Est - 5 仅在脾脏

和鳃耙中表达，Est - 4 仅在眼睛中检测到。Est - 6 仅

在肝脏和脾脏中检测到。Est - 7 在除眼睛之外的组织

或器官中都可以检测到，全部 12 条酶带中，只有

Est - 8 在 6 种组织或器官中都可以检测到。Est - 9 仅

在鳃耙中检测到了酶活性，且活性较弱 ( 图 1 9 -
10)。

2. 6 葡萄糖 - 6 - 磷酸脱氢酶 (G - 6 - PDH
E. C. 1. 1. 1. 49)

葡萄糖 - 6 - 磷酸脱氢酶为二聚体。在大弹涂鱼

的肝脏可以观察到 3 条带，应该由 3 个基因编码 ( 图

1 11 - 12)。

2. 7 醇脱氢酶 (ADH，E. C. 1. 1. 1. 1)
醇脱氢酶为二聚体酶，由 3 个基因编码，仅在大

弹涂鱼鳃耙、肝脏和眼睛中表达。在肝脏中活性最强，

在鳃耙和眼睛中活性较弱 (图 2 1 - 2)。

2. 8 D- 葡糖脱氢酶(GCDH，E.C. 1. 1. 1. 118)
D - 葡糖脱氢酶为二聚体酶，由 6 个基因座位编

码，在各个组织或器官中均表达，在肝脏和心脏中活

性最强。GcDH - 1 只在脾脏和心脏中表达 , GcDH - 5
仅在肝脏和眼睛中表达，GcDH - 6 仅在肝脏中表达

(图 2 3 - 4)。

2. 9 甲酸脱氢酶 (FDH，E. C. 1. 2. 1. 2)
甲酸脱氢酶为二聚体，由 3 个基因座位编码，除

Fdh - 2 在肝脏表现较强活性外，其它组织或器官中

活性均较弱 (图 2 5 - 6)。

2. 10 谷氨酸脱氢酶 (GDH，E. C. 1. 4. 1. 2)
谷氨酸脱氢酶为四聚体酶，由 3 个基因座位编

码，在肝脏中活性最强，在脾脏和心脏中没有检测到

酶活性，其它组织或器官中表达均较弱 (图 2 7 - 8)。

3 讨论

3. 1 大弹涂鱼乳酸脱氢酶同工酶的表达

大弹涂鱼的 Ldh - A、B 在肌肉、心脏、脾脏、鳃、

眼睛中表达，在鳃、脾、心脏、肌肉中能观察到 3 条清

晰明显的谱带，靠近阴极一端推测为 A4 , 中间一条为

二者杂合带 , 靠近阳极一端应该是 B4。在眼睛中观察

到了 7 条带，且最靠近阳极一端的谱带和其它谱带分

隔明显 , 推测为 C4。C 位点不仅能形成 C4，还能和 A，B
形成杂聚体 [8 ]，眼睛中共观察到了 7 条酶带，推测有 C
和 A，B 形成的杂合体。

3. 2 关于大弹涂鱼同工酶的组织特异性
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图 1 大弹涂鱼不同组织中同工酶电泳图谱

Fig . 1 Electrophoretic patterns of isozymes in various organs of Boleophthalmus pectinirostris
1 - 2.LDH(未标注的均为杂合带 ) ; 3 - 4. SOD; 5 - 6.MDH; 7 - 8.MEP; 9 - 10. EST; 11 - 12.G - 6 - PDH; g  鳃耙 ; s  脾脏 ; h  心脏  m 肌

肉 ; l  肝脏 ; e  眼睛
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图 2 大弹涂鱼不同组织中同工酶电泳图谱

Fig . 2 Electrophoretic patterns of isozymes in various organs of B. pectinirostris
1 - 2.ADH; 3 - 4.GcDH; 5 - 6.FDH; 7 - 8.GDH; g  鳃耙 s  脾脏 ; h  心脏 ;m 肌肉 ; e  眼睛 ; l  肝脏
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研究表明大弹涂鱼的 6 种组织中，存在丰富的

酶系统，它们不仅以同工酶的形式参与代谢和调节，

而且在表型、分布和活性上均表现出高度的组织特异

性（图 1、图 2）。这些差异也是和所在组织和器官的功

能密切相关的。

乳酸脱氢酶是参与糖酵解的酶，可使细胞在氧气

不足时仍能进行正常的生理活动。LDH - A 4 在肌肉

中超显形表达，LDH - B 4 在心脏中超显形表达，这与

各自的生理功能相关，LDH - A 4 主要催化乳酸氧化

形成丙酮酸进入三羧酸循环，与心脏中的有氧代谢活

跃相一致；而 LDH - B 4 主要催化丙酮酸转化为乳酸，

与肌肉组织糖酵解反应活跃相一致。

酯酶是催化酯类化合物水解并进入中间代谢的

重要水解酶酶系，其遗传基础和亚基组成尚无定论，

一般为单链或二聚体 [5 ] 。大弹涂鱼的 EST 酶谱中，

EST - 8、EST - 7 具有广泛的组织分布 (图 1 9 - 10)，

在细胞内执行最基本的生理功能。酯酶除了维持细胞

正常的能量代谢外，还能水解大量非生理存在的酯类

化合物，认为可能与机体的解毒作用密切相关，EST -
11 只在肝脏中出现且活性较强，因而有可能参与解

毒功能，而肝脏是机体的重要解毒器官。

大弹涂鱼的 MEP、MDH 和 SOD 组织间存在差异；

如 SOD 在肝脏中的活性较高 (图 1 3 - 4)；m - MDH
同工酶的作用主要是使苹果酸脱氢，与糖原异生过程

有联系，m - MDH 在肌肉、心脏、肝脏、鳃中染色较深

(图 1 5 - 6)，这与肌肉所需要的大量能量在柠檬酸

循环过程中，把苹果酸转为草酰乙酸有关，而糖原能

通过酵解和有氧分解迅速释放大量能量。

醇脱氢酶、甲酸脱氢酶、葡萄糖脱氢酶、山梨醇脱

氢酶、葡萄糖 - 6 - 磷酸脱氢酶、谷氨酸脱氢酶都在肝

脏中表达 , 且活性较高。同工酶的这种组织专一性表

达与组织器官分化和酶带的特殊功能有关，是一类较

为特化的酶类；肝脏作为主要的内脏器官之一，具有

消化、分泌以及解毒等多种功能，因而与之相适应，同

工酶也较丰富、复杂。

3. 3 酶蛋白的活性与样品的保存

酶的活性与样品的新鲜程度密切相关，活鱼样

品在 - 71 ℃的超低温冰箱中保存，许多酶的活性都

很强，而置于 - 30 ～ - 20 ℃的冰箱中时，酶的活力明

显降低，而且不同组织中酶的活力也不同，肝脏中酶

活力降低较小，其他组织中酶的活力降低较大，甚至

没有活力。易失活的酶有 MDH、ADH、MEP。随着保存

时间的延长，一些酶容易降解，鲜活样品立即实验时，

MDH 能观察到清晰的 s - MDH 谱带，保存时间延长

后，s - MDH 不容易检测。另外，匀浆后的样品应立即

实验。匀浆后立即点样电泳，MEP 在肌肉中表达的 3
条谱带很快就显色；而置于 - 71 ℃的超低温冰箱中，

第二天融化后电泳，MEP 在肌肉中表达的谱带显色较

慢，有时要过夜才能观察到较弱的酶带，并且能观察

到降解的“帽状”酶带 [9 ]。因此，在进行同工酶分析

时，应尽量选用鲜活样品，并将其保存在低温环境中，

匀浆后的样品应尽快分析，不能多次融化后使用。
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Abstract：Thirteen isozymes in six tissues or organs  eyes，gill，spleen，liver，muscle，and heart of Boleophthalmus
pectinirostris were studied by using the vertical polyacrylamide gel electrophoresis , the phenotypes and the expressions of the
isozymes were analyzed . The results showed that ACP and TO were not detected in all organs , SDH and G - 6 - PDH
isozymes expressed only in the liver . The SOD isozyme existed in all these tissues , the activity of the SOD in liver was
higher than other tissues . The LDH 、MDH、MEP、EST ADH、GcDH、FDH and GDH isozymes were dearly tissue - specific .
Namely , the LDH - A4 isozyme was active in muscle , LDH - B 4 active in heart , but LDH - C4 was observed only in eye ,
concerned with apparent tissues - specificity .
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苯并 (a) 芘、芘及其混合物暴露对梭鱼肝脏谷胱甘肽硫转移酶

活性的影响

王重刚 1， 陈奕欣 1， 郑微云 2， 余 群 2

( 1. 厦门大学生命科学学院，福建 厦门 361005; 2. 厦门大学环境科学研究中心，福建 厦门 361005）

摘要：在实验生态条件下，观察苯并 ( a ) 芘、芘及其等浓度混合物暴露对梭鱼 ( Mugil so - iuy ) 肝

脏谷胱甘肽硫转移酶（GST）活性的影响。结果显示，在 7d 的暴露中，苯并 ( a ) 芘、芘对肝脏 GST
活性的影响主要为诱导效应，芘对 GST 活性的诱导比苯并 ( a )芘强。混合物在 15d 的暴露中未

观察到 GST 活性的诱导，而是在暴露的后期出现 GST 活性的抑制。实验表明，肝脏 GST 活性的

诱导指示受到 PAHs 污染胁迫，而 GST 活性抑制则是受到较长时间或较严重的污染。
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多 环 芳 烃 [Polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) ] 是海洋常见的污染物，由于其具有致癌性和

致突变性而成为必须检测的污染物。PAHs 在动物体

内进行生物转化时，可形成多种中间产物。谷胱甘肽

硫转移酶 [Glutathione s - transferases(GST) ] 可催化


