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7．4)固定，其余操作步骤同上。另外，为了比较 

脱水对磷脂定位的影响，一部分样品不经无水 

丙酮处理，用快速脱水法 进行，即 用 3O％ 和 

50％丙酮分别脱水 l5分钟，7O％ 丙酮脱水 6O 

分钟(换液二次)，等体积 70％丙酮与 EPON812 

混合液浸透 2次，每次 3O分钟，逐步过渡至纯 

包埋剂浸透包埋。在后固定中，一部分样品用 

l％锇酸一1．5％亚铁氰化钾 混 合 固 定 液 后固 

定 l小时。对照组采用去铁氰化钾的作用液处 

理 ，其余操作步骤则相同。 

(=)结果 在肺泡II型细胞的板层体、肺 

泡腔上皮细胞表面均可观察到数量不等的磷脂 

沉踺产物。这些沉淀物电子密度大，有时充满整 

个板层体。在肺泡腔上皮细胞表面有时连成一 

片，形成片层结构(见图 1)。在肺泡 II型细胞 

的膜，肺泡 I型细胞的细胞膜上偶见有少量沉 

淀产物。 

在肺泡腔上皮细胞表面和肺泡 II型细胞板 

层体上的沉淀产物用能谱仪进行x射线微区元 

紊分析，表明含有 Pb峰和 Fe峰(见图 3)，而 

在没有沉淀物的区域则不显示这两个峰。 

图 3 磷脂沉淀物的 X射线微区元素分析铁 (Fe)和 

铅(Pb)的谱峰 

当样品经快速脱水，未经无水丙酮处理时， 

除了在上述位置可见大量磷脂沉淀物外，在血 

管腔内和毛细血管内皮细胞膜上亦有大量沉淀 

物，在肺泡 I、II型细胞，血细胞的膜和胞质内 

亦有许多沉淀物 (见图 2)。用磷酸缓冲液配制 

的戊二醛固定液固定，磷酸沉淀物则比用草酸 

钾配制的戊二醛固定的样品少，用 2％ 多聚甲 

醛一0．5％ 戊二醛固定的样品，磷脂沉淀物则更 

少。在后固定中，用锇酸一亚铁氰化钾混合固定 

液后固定，可提高细胞结构的反差，不经铀和铅 

电子染色亦能清晰地观察到细胞的超微结构和 

磷脂的沉淀产物。用去铁氰化钾的作用液处理， 

不显示磷脂沉淀物。 

(三)讨论 肺表面活性物质的测定 通 常 

用生化的手段进行，而生化方法往往只能测定 

其总量，无法定位。在超微结构上显示这类物质 

则可揭示表面活性物质的形成、包裹、分泌和变 

化情况，但此技术还不完善。Dermerm 认为肺 

表面活性物质是一种充分酯化、完全饱和的磷 

脂，平常在脱水和包埋过程中无法保存。用硝 

酸铅和铁氰化钾混合固定液与磷脂产生三合絮 

状作用，大体上能使肺表面活性物质在肺上皮 

细胞表面以片层形式显示出来，但用此法，很多 

上皮细胞表面沉淀物可能是非特异结合的固定 

液中的胶体粒子，且在其它结构中亦有非特异 

性反应[3】。 Kao等啪认为，用无水丙酮进行抽 

提，可使脂和非磷脂分子(如 ATP DNA RNA 

等)物质引起的非特异反应减少，而相对专一地 

显示磷脂的定位。我们在实验中观察到，若不 

用无水丙酮抽提，非特异反应较多，经无水丙酮 

处理后，一般仅在肺泡上皮的细胞表面和肺泡 

II型细胞板层体内出现磷脂沉淀物。而一般不 

显示细胞内其它磷脂。Kao等认为，胃粘膜表 

面也有与肺表面活性物质性质一样的表面活性 

磷脂 (Surface—active phospholipids，SAPL)的 

吸收层，可用专一的染色方法显示 SAPL，往 

往不显示细胞膜等处的磷脂物质。在本实验中， 

仅显示肺泡表面活性物质所在部位的磷脂，其 

它区域的磷脂极少显示，这可能是所用方法主 

要显示充分酯化、完全饱和的磷脂，再加上用无 

水丙酮抽提，从而相对专一地显示出肺泡表面 

活性磷脂所在的定位。用能谱仪进行x射线微 

区元素分析也证实这些沉淀物含有 Pb 和 Fe 

元素，这正是所用的硝酸铅、铁氰化钾和磷脂发 

生作用而产生沉淀反应的证据。 
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中国大鲵及鳖不同组织 LDH 同工酶 

的比较研究* 

塑 向应海 
(贵州省生物研究所贵阳市550009) 

摘要 采用聚丙烯酰胺薄层垂直板状凝胶电泳、特异性的组 

心 、肝、肾、眼球、小肠、胸肌、脾脏、卵巢、胰腺、胃肌、血浆等 1 2种组织的乳酸脱氢酶 (LDH)同工酶的 

酶谱。并与爬行类动物鳖不同组织的 LDH 同工酶作了比较。结果表明中国大鲵的胸肌、肝脏、肾脏具 

有 LDH!”、LDH 、LDH” 3种同工酶；胃肌有 LDH”。、LDH 、LDH” 同工酶，其它组织只有 LDH”o、 

LDH” 2种。故按组织特异性区分，大鲵组织的 LDH 同工酶具有 3种谱型，它们的含量及相对活力也 

有很大的差异。鳖的 LDH 同工酶迁移率比大鲵的低，是一组阴极性同工酶 ，其等电点比大鲵的高，但 

其 LDH 同工酶与中国大鲵的有很大的差异，且两种动物都具有 LDH”。 

乳酸脱氢酶 (LDH)同工酶的研究始于 50 

年代末，已经证明：LDH 同工酶系统具有明显 

的种族及组织特异性。作为一种生化遗传学指 

标，LDH 同工酶已广泛应用于物种鉴定、物种 

阆的亲缘关系及系统分类、进化理论和种群遗 

传分析等研究领域中 。 

大鲵 (Andrias davidianus)是我国特产的 

大型两栖动物。关于它的解剖、形态、胚胎发 

育、核型等研究已有报道。̂ 钉；但有关它和鳖 

(Trionyx sinvnsis)的 LDH 同工酶的组织分 

布问题，国内尚未见公开的报道。故特作其的 

LDH 同工酶分析，并加以比较。 

(一)材料和方法 

1．材料来源 大鲵标本采自贵州省梵净山 

地区，‘2雌 1雄，全是成体。鳖来自贵州省剑河 

县。 l雌 l雄，成体。 一 

2．样品制备及同工酶分离 临实验前处死 

动物，取心、肝、肾、眼球、胸肌、脾、肺、卵巢、小 

肠、胰腺、胃肌、胆汁、血浆等组织。除血浆、胆汁。 

· 28 · ’ 

其它组织用磷酸缓冲液 (pH：7．1)进行匀浆，离 

心后取上清液备用。双垂直板聚丙烯酰胺凝胶 

电泳，分离胶浓度 7％ (pH：8．9)，厚度 I毫米。 

电极缓冲液为 Tris-Gly (pH：8．3)，在 1．5v／ 

cm 的电压梯度下电泳 6小时。 

3．同工酶的保温、染色及扫描 电泳结束 

后，置凝胶于 37~(2的染色液中避光保温、染色 

0．5小时显出紫色的酶带。 每 100毫升染色液 

含：40毫升 Tris-HCI缓冲液 (pH：7 1)，80 

毫克辅酶I，50毫克氯化硝基四氮唑蓝及 2毫克 

吩嗪二甲酯硫酸盐，0．5毫升乳酸钠(10mol／L)、 

5毫克氯化钠。染色后的凝胶经 7％ 乙酸固定、 

脱底色后制成千胶片，供拍照及扫描。扫描用日 

本岛津产的 CS-930型双波长薄层 色 谱 扫 描 

仪，波长370纳米，速度 10毫米／分。 

(=)结果与分析 大鲵组织的乳酸 脱 氢 

酶(LDH)具有 4种同工酶，依照它们的迁移率． 
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