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三疣梭子蟹不同组织同工酶的分析
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摘要：采用垂直板状聚丙烯酰胺凝胶电泳技术，分析了三疣梭子蟹（1(*2)$)& 2*#)3%*3)4),+2)&）雌性成体心

脏、鳃、肌肉、眼睛、肝胰腺和卵巢 * 种组织中的 %" 种同工酶（+,-、.,-、./、0,-、#1+.2、3,-、45,、

4,-、/46 和 356）的分化表达模式，并对各种酶的同工酶位点表达及酶谱表型进行了分析。结果显示，

三疣梭子蟹的同工酶系统具有明显的组织特异性。
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三疣梭子蟹（1(*2)$)& 2*#)3%*3)4),+2)&）是一种重要的海

洋经济动物，隶属甲壳纲（YLRDE@G<@）、十足目（,<G@M8O@）、梭

子蟹科（Z8LER9=O@<），分布于中国、朝鲜、日本等海域［%，!］。由

于三疣梭子蟹具有独特的经济价值，因此自 !" 世纪 #" 年

代起国内学者就在三疣梭子蟹的生长发育和组织学等方

面做了许多工作［) ’ *］，但是有关三疣梭子蟹种群的生化

遗传学和种质资源的研究尚未见报道。因此，本文在

这方面做了一些初步的研究，对三疣梭子蟹同工酶的

组织特异性进行了分析，以期为三疣梭子蟹的人工繁

殖和资源保护提供基础材料，现报道如下。

8 材料与方法

898 材料来源及样品制备 实验所用三疣梭子蟹于

!""$ 年 ! ’ $ 月分 # 次购自宁波大世界水产市场，共计

)# 只，头胸甲平均长为 ([$! GN，宽为 %*[)( GN，平均体

重 !%![&# :，均为雌性，健康。梭子蟹活体带回实验室，

立即在冰块上解剖，取心脏、鳃、眼睛（包括眼柄）、肌

肉、肝胰腺和卵巢 * 种组织，放入标记的 <MM<9O8J 管中，

\ $"]保存备用。分析时以 % ^ )（:_NH）的比例（肌肉为

%^#）加入 "[% N8H_0 6L=D1-YH 缓冲液（M- (["）（其中含

"[*‘巯基乙醇），电动玻璃匀浆器冰浴匀浆，$] %# """
L_N=9 离心 !" N=9（肝胰腺和卵巢离心 ! 次），取上清液，

按 %^ % 体积比例加入 $"‘的甘油，置 \ $"]保存以供

分析。

89: 方法 采用垂直板高不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳

技术，分离胶浓度为 ([#‘，M- &[X，浓缩胶浓度为 $‘，

M- *[&，电极缓冲系统为 6L=D13HI（M- &[)），!"" a 恒压

$]电泳 ) ’ $ F。染色方法参照季维智［(］、吴鹤龄［&］
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!"#$［%］，酶谱分析和命名参见熊全沫［&’，&&］，染色后立即

用 ()*"#+,#-./01 22’’ 凝胶成像系统拍照。

! 结 果

实验共 测 定 了 苹 果 酸 脱 氢 酶（134）、苹 果 酸 酶

（15）、乙醇脱氢酶（(34）、乳酸脱氢酶（634）、山梨醇脱

氢酶（!34）、谷氨酸脱氢酶（734）、谷草转氨酶（780）、

!9淀粉酶（!9(1:）、酯酶（5!0）和超氧化物歧化酶（!83）

&’ 种同功酶，记录 2; 个基因座位。

!"# 苹果酸脱氢酶（$%&）（5<=<&<&<&<;>） 三疣梭子

蟹的 134 为二聚体酶，而且存在线粒体型（,91?"）和

上清液型（@91?"）两种类型。@91?" 只在鳃中表达，表现

为 ##、#A 和 AA 三条酶带，且存在个体差异。,91?" 在

肌肉、心脏、眼睛、鳃和卵巢中均表现为 #A 和 AA 二条酶

带，而在肝胰腺中只表现为 #A 一条带，而且个体间有差

异（图版"：&）。

!"! 苹果酸酶（$’）（5<=<&<&<&<B’） 从电泳结果分

析，三疣梭子蟹的 15 同工酶可能为四聚体，由 1.9&、

1.92 和 1.9; ; 个基因座位编码，其中 1.9& 在肝胰腺中

不表达，1.9; 表达的组织特异性明显（图版"：2）。

!"( 乙醇脱氢酶（)%&）（5<=<&<&<&<&） 为二聚体酶，

由 2 个基因座位编码。(?"9& 只在心脏、肌肉和肝胰腺

中表达，表现为 ## 一条带。(?"92 也表现为 ## 一条带，

在分析的 C 种组织中均表达，但肝胰腺和卵巢中的活性

较强（图版"：;）。

!"* 谷草转氨酶（+,-）（5<=<2<C<&<&） 可能为二聚

体酶，由 2 个基因座位编码。在心脏和肌肉中，7DE9& 和

7DE92 都表达，各自表现为 ## 一条酶带。在鳃、眼睛和

肝胰腺中只有 7DE92## 一条酶带表达。卵巢中的 780
酶活性非常弱，不易检测到（图版"：B）。

!". 乳酸脱氢酶（/%&）（5<=<&<&<&<2>） 实验结果显

示三疣梭子蟹 634 同工酶由 2 个基因座位编码，亚基

之间不形成杂聚体。在所测的 C 种组织中，心脏和肌肉

中检测到 2 条酶带，分别为 6?" #B 和 6?" AB，6?" AB 活

性非常强而 6?" #B 的活性则很弱。鳃、眼和卵巢中只

有 6?" AB 一条酶带。卵巢中的 634 活性较弱。肝胰腺

中没有 634 酶活性（图版"：F）。

!"0 酯酶（’1-）（5<=<;<&<&<&） 电泳分析推测三疣梭

子蟹的 5!0 同工酶为单体酶，组织特异性明显。所测 C
种组织中，肝胰腺和卵巢组织中的酯酶活性较强且酶

带数较多。肝胰腺组织中有 5@E9&#、5@E9;#、5@E9;A 和 5@E9
B# 四条酶带，5@E9&# 活性较弱。卵巢中有 5@E92#、5@E9;#
和 5@E9B# 三条酶带，5@E92# 活性弱。肌肉和眼睛中都有

5@E9;A 和 5@E9B# 二条酶带。心脏组织中的酯酶只有 5@E9

;A一条酶带。鳃中的 5!0 由 2 个基因座位编码，表现

为 5@E9;# 和 5@E9B# 二条酶带（图版"：C）。

!"2 山梨醇脱氢酶（1%&）（5<=<&<&<&<&B） 可能为单

聚体酶，由 & 个基因座位编码，在所分析的 C 种组织中

都只有 !?"9# 一条酶带，肝胰腺中 !34 的活性最强（图

版"：>）。

!"3 谷氨酸脱氢酶（+%&）（5<=<&<B<&<2） 三疣梭子

蟹的 734 同功酶可能为单体酶，由 & 个基因座位编码。

在分析的组织中只在肌肉和心脏中表达，且心脏组织

中的 734 活性很弱（图版"：G）。

!"4 超氧化歧化酶（1,%）（5<=<&<&F<&<&） 为二聚体

酶，由 ; 个基因座位编码，可分为线粒体型和上清型两

种形式。,9!D? 只在眼睛中表达，表现为 ,9!D? ## 一条

酶带，且活性较弱。@9!D? 在 C 种组织中均有表达，但在

肝胰腺中只表现为 @9!D? &## 一条酶带，而在其他组织

中则有 @9!D? &## 和 @9!D? 2## 两条带。心脏和卵巢中的

!83 酶活性较强（图版"：%）。

!"#5 !6淀粉酶（!6)$7）（5<=<;<&<&<&） C 种组织中

仅在肝胰腺和卵巢中表达。根据结果分析!9(1: 为二

聚体酶，由 ; 个基因座位编码。肝胰腺组织中的!9(1:
由 ; 个基因座位编码，其中 (,H9& 和 (,H92 各有 ##、#A
和 AA 三条酶带，(,H92 活性强。(,H9; 只表现为 ## 一

条酶带。卵巢中的!9(1: 只表现为 (,H92#A 一条酶带

（图版"：&’）。

( 讨 论

(8# 三疣梭子蟹同工酶表达的组织特异性 结果显

示，三疣梭子蟹具有比较完善的同工酶系统，并且同工

酶系统有着广泛的组织分布。在所分析的 C 种组织中，

心脏、肌肉含有除!9淀粉酶外的其余 % 种同工酶，肝胰

腺中含有除乳酸脱氢酶外的其余 % 种酶，鳃、眼睛和卵

巢中也具有完善的同工酶系统。同时，三疣梭子蟹同

工酶的分布和活性强弱具有明显的组织特异性。例如

!9淀粉酶只在肝胰腺和卵巢中表达，谷氨酸脱氢酶只在

心脏和肌肉中表达，@9134 只在鳃中表达，,9!83 只在

眼睛中表达。!34 虽然在 C 种组织中的表达相同，但酶

活性有差异，肝胰腺中的 !34 活性较强。同工酶的组

织特异性不仅反映了不同组织不同的生理功能，而且

表明基因在表达时具有空间性。

(8! 乳酸脱氢酶在三疣梭子蟹及其他蟹类组织中的表

达差异 乳酸脱氢酶是糖代谢途径的关键酶之一，能

催化乳酸和丙酮酸相互转化，从而完成葡萄糖的无氧

酵解过程。一般认为在脊椎动物中，634 同工酶为四

聚体，由 (、I 两个亚基随机组合成 F 种 634 同工酶。
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但 !"# 在无脊椎动物组织中的表达则有较大的差异。

张洁等［$%］研究发现，中华绒螯蟹的 !"# 同工酶 &、’ 亚

基之间不形成杂聚体，各组织中主要含有电泳迁移率

慢的 !"# 酶带，而迁移率快的 !"# 含量低、活性弱。

王桂忠等［$(］也指出，在锯缘青蟹的肌肉和肝胰腺中主

要含电泳迁移率慢的 !"# 同工酶。本文的研究结果显

示，在三疣梭子蟹的肌肉、眼睛、鳃和心脏中也主要含

有电泳迁移率慢的 !)* +, 同工酶，迁移率快的 !)* -,
同工酶只在心脏和肌肉中表达，且活性很弱。在三疣

梭子蟹肝胰腺中没有检测到 !"# 活性，此结果与王丹

等［$,］的研究结果一致，而张洁和王桂忠等则分别在中

华绒螯蟹和锯缘青蟹的肝胰腺中检测到了电泳迁移率

慢的 !)* +, 同工酶活性。崔晋龙［$.］的研究结果显示，

在中华绒螯蟹和长江华溪蟹的肝胰腺中都检测到 , 种

不同的 !"# 同工酶。造成以上差异的原因除了物种不

同的因素外，实验条件和操作的差异也是造成研究结

果不同的重要因素。

!"! 三疣梭子蟹卵巢组织中的同工酶表达及生理意义

在同工酶的研究中，学者们一般以肌肉、鳃、心脏、肝脏

和眼睛等组织作为研究对象，对生殖腺同工酶系统的研究

鲜有 报 道。/01-20345670 等［$8］曾 对 野 外 蟹（ !"#"$%&’()*"
(+,#-,#-.-)*）生殖组织 !"# 同工酶的活性和生化组成进

行了研究。潘伟槐等［$9］对日本沼虾生殖腺中的 !"#、:;<
和 ;=" 同工酶做过分析。本实验对三疣梭子蟹卵巢组

织的同工酶分化表达模式作了较为详细地研究。结果

显示，三疣梭子蟹卵巢组织具有比较完善地同工酶系

统。在所研究的 $> 种同工酶中，除了 ?"# 外，其他 @
种同工 酶 在 卵 巢 组 织 中 都 有 表 达，其 中 &"#、A"#、

;="、A: 和 :;< 同工酶的活性较强。A"# 是三羧酸循

环中重要的脱氢酶之一，能把苹果酸转化为草酰乙酸；

:;< 是催化酯类化合物水解的酶系，在酯类代谢和生物

膜的结构方面有着重要作用；;=" 酶是一种重要的防御

酶，能清除生物体内的有害超氧自由基，维持有机体正

常的生理功能。潘伟槐等的研究结果显示，日本沼虾

繁殖期生殖腺的 ;=" 酶活性明显增加，其中雌性生殖

腺更加明显。本文的研究结果也显示，;=" 在三疣梭子

蟹卵巢中的活性很强。卵巢是重要的生殖组织，是生

殖细胞发生和发育的场所，完善的同工酶系统是和卵

巢的重要生理功能相适应的，预示着卵巢中有着旺盛

的代谢活动。此研究结果可为进一步研究三疣梭子蟹

胚胎和幼体发育过程中同工酶表达的变化提供依据。
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三疣梭子蟹同工酶的电泳图谱（图片上方为正极，下方为负极）
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