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草鱼出血病苹果酸脱氢酶 ( M D H ) 同工酶相对活性的变化

曾了白平 陈昌福 纪 国 良

(中山大学生物学 系
,

广州 51 0 2 7 5) (华中农业大学水 产 学院
,

武汉 4 3 0 0 7 0)

摘 要 采用聚丙烯酞胺凝胶圆盘电泳方法
,

研究了止常草鱼和患出血病草鱼 的牙往
、

肝

脏
、

脾脏
、

心脏
、

鳃
、

肌肉以及血清中的苹果酸脱氢酶 ( M D H ) 同工酶
。

结果表明
,

患病草鱼和正

常草鱼各组织器官及血清中的 M D H 同工酶酶谱均为 6条带
,

患病鱼的酶谱明显地不同于正常

鱼 的酶谱 ; M D H 同工酶的活性具有组织和器官的特异性
.

同一组织及器官
,

患病草鱼 M D H 同

工酶的总活性较正常草鱼偏高
,

其中鳃
、

肝脏
、

脾脏以及血清中的 M D H 同工酶总活性具有显著

性差异 ( , < 0
.

0 5 ) ;
同种组织及器官

,

患病草鱼的 M D H 同工酶的相应组分
,

活性序列产生了较

大的差异
; M D H 同工酶可以作为草鱼患出血病的一个生理

、

病理指标
.

关桂词 草鱼
,

出血病
,

同工酶

分类号 Q 5 9 2
·

1

60 年代初期
,

开始了鱼类同工酶的遗传学研究
.

业已证明
,

硬骨鱼类的同工酶系统具

有 明显的组织特异性和种族特异性
.

鱼类在脊椎动物中是较低等的一类动物
,

但鱼类也同

高等脊椎动物一样
,

其 M D H 同工酶的活性可因外界条件的改变而产生相应的变化
,

当机

体新陈代谢紊乱
,

出现疾病症状时
,

M D H 同工酶的活性也会发生变化
,

产生病态的同工酶

谱
.

目前
,

同工酶方法逐渐被用来研究鱼类病理及帮助诊断鱼病
二,

·

’ 二 ,

作者在对草鱼烂鳃

病研究的基础上
,

进一步探索了草鱼出血病某些组织和器官中的 M D H 同工酶的相对活性

变化
.

l 材料与方法

.1 1 材料来源

材料鱼来自华中农业大学水产站和武汉市东西湖水产研究所
,

体重 10 ~ 20 9
.

试验

前
,

于室 内暂养一周
;
采用经微孔滤膜过滤的病毒组织浆液人工注射感染正常草鱼的方
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法
,

适宜条件下
,

饲养 5 ~ d7
,

草鱼就出现典型的出血病症状
.

.1 2 样品处理

分别取正常草鱼和患病草鱼的肾脏
、

肝脏
、

脾脏
、

鳃
、

肌肉
、

心脏
,

用滤纸分别吸干水份

及血污
,

以 l : 2
.

5 ( w /V) 的比例加入 。
.

01 m ol / L
,

p H 一 7
.

4P B s 组织提取液
,

用玻璃匀浆

器在冰浴中匀浆
,

匀浆液置 4 C 冰箱中抽提 1 ~ h2
,

再以 1 0 0 0 0 r
/ m in 控温室 内离心 15 m in

,

取上清液置冰箱中保存备用
.

采用剪断腹侧动脉的方法取血
,

离心后血清置冰箱中保存备用
.

.1 3 电泳及染色

采用聚丙烯酸胺凝胶 圆盘电泳方法
,

分离胶浓度 T 一 7%
,

p H 一 8
.

9
,

浓缩胶度 T ~

么 5写
,

p H 一 .6 7
,

每管点样 1 0以
,

制成样品胶
,

高度约 cI m
,

用滨酚蓝作指示剂
,

电泳时先低

压 50 v 电泳 h1
,

然后升到 1 0 0v
,

恒压 4 ~ h5
,

电泳在 4
’

C 冰箱中进行
,

电极缓冲液采用 p H

一 .8 3 的 rT is 一
甘氨酸缓冲液

.

染色参照胡能书等编的同工酶技术及其应用中的 M D H 同工酶染色方法
,

37
`

C 条件

下染色 h2
,

然后蒸馏水漂洗数次
,

用 7% 的醋酸溶液固定
,

存放于低温下备用
.

.1 4 薄层扫描

使用日本产 C S 一 9 10 型双波长薄层扫描仪
,

波长 5 8 0 n m
,

透射
,

灵敏度 x l
,

狭缝 10 x

0
.

sm m
,

扫描速度 1 0m m / m i n
,

走纸速度 4 0 m m / m i n
.

2 结 果

通过对 16 尾正常草鱼和 20 尾具典型出血病病症草鱼的重复研究
,

得到如下结果
。

2
.

1 M D H 同工酶电泳酶谱

正常草鱼和患病草鱼 6 种

组织器官及血清中的 M D H 同工

酶电泳酶谱均为 6 条带
,

但各种

组织器官及血清中的 M D H 同工

酶相对含量有所不 同
,

正常草鱼

的酶带具有一定的规律性
,

且明

显地分为线粒体型和细胞浆型 2

组酶带
;
与正常草鱼相 比

,

具典

型出血病症状 的草鱼其酶带着

色有深有浅
,

酶带之 间也常有着

色现象
,

酶谱显得有些紊乱
,

浅

带 须 借助扫 描仪 才 能判断 (图

l )
.

正 常草鱼及患病草鱼 六种

组织器官及血清的 M D H 同工酶
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图 1 正常和患病草鱼不同组织器官及血清中 M D H同工酶

酶谱

F ig
.

1 E l e e t r o Ph o r e t o g r a m o f M D H i s o z y m e s e x Pr e s s

时 i n

v a r io u s t i s s u e s , o r g a n s a n d se
r u m o f t h e h e a l th y a n d

d i s e a s e d s r a s s ca r P

N :

正常草鱼酶带 D
:

患出血病草鱼酶带



中山大学学报 (自然科学版 ) 第 43 卷

户协
。

皿
冰厂从

、

人卢
、

爪
价

户

一儿户
一

.

仄 }
一

拼
大

一
’

尸
。

火 六
一

兰
-

图 2 正常和患病草鱼 M D H 同工酶扫描图谱
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.

2 T he M D H i so zy m e 狱珊 n n i n g f场u r e o f the hae l t hy a n d d l, 泛 , 刃 gl aSS arC P

N :

正常草鱼 D :

患病草鱼 ~
:

扫描方向
,

从原点开始

扫描结果见图 2
.

.2 2 M D H 同工酶的总活性及其相对活性

患出血病草鱼各组织器官及血清中的 M D H 同工酶总活性较正常草鱼同种组织器官

及血清中的 M D H 同工酶总活性有所升高
,

结果见表 1
.

由表 1可以看出患病鱼与正常鱼相比
,

鳃
、

肝
、

脾及血清中的 M D H 同工酶总活性具有

显著性差异 (夕 < 0
.

05 )
,

肾脏
、

肌肉中的 M D H 同工酶总活性没有显著性差异 (尹> 0
.

05 )
.

正常草鱼和患出血病草鱼 M D H 同工酶各组分的活性序列见表 么

从表 2 看 出
,

正常草鱼鳃
、

肝
、

脾的 M D H 同工酶活性序列大致相同
,

患出血病后
,

肝

脏
、

脾脏的活性序列变化仍然一致
,

表明肝
、

脾中的 M D H 同工酶活性变化是同步的
.

无论正常或患病草鱼
,

其中 m M D H 一 D :

的活性高于其他组分
,

而 s M D H 一 B :

的活性低

于其他组分
,

可见
,

m M D H 一 D : 和 s M D H 一 B : 2个组分在 M D H 活性序列中的位里是相对稳

定的
.
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表 1 正常与患病草鱼 M D H 同工晦相对活性

T a b
.

1 T h e : e la ti v e a e t i v i ty 。 f M o H i s o z y m e s n t h̀ h熊 lt h犷跳
n d dise sa比 g r

ssa
Ca r p

组织器官
m Mo H 一 e o mM n H 一 0 2 、 M o H 一

典; S M D H 一 A B s M D H 一 B Z
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正常

患病

正常

患病

正常

患病

正常

患病

正常

患病

正常

患病

正常

患病

m M D H 一 C Z

5
.

6 4 士 3
.

6 3

15
.

4 5 士 6
.

8 0

8
.

1 3 士 4
.

8 0

18
.

4 4 士 7
.

7 1

12
.

6 6 士 8
.

5 3

16
.

2 2 士 6
.

8 0

6
.

2 9 士 3
.

6 3

1 5
.

56 士 4
.

0 5

1 5
.

5 4 士 7
.

2 7

2 0
.

5 3 士 7
.

4 9

6
.

5 5 士 5
.

7 4

2 9
.

6 0 士 1 0
.

3 1

14
.

6 5 士 9
.

2 8

14
.

7 7 士 6
.

8 0

2 0
.

7 9 士 9
.

2 8 5 5
.

2 4 士 1 4
.

4 3 1 1
.

2 4 士 8
.

3 3 1 7
.

05 士 1 0
.

4 7 5
.

4 4 土 3
.

6 3

1 2
.

9 0 士 4
.

0 5 5 2
.

1 2 士 9
.

4 6 2 7
.

5 6 士 9
.

2 8 1 0
.

14 士 4
.

4 4 6
.

0 2 士 1
.

8 1

6
.

5 5 士 3
.

1 4 5 2
.

3 0 士 16
.

6 4 19
.

0 0 士 9
.

1 0 2 3
.

19 士 15
.

2 3 5
.

4 4 士 3
.

1 4

3 7
.

3 5 士 8
.

3 3 3 5
.

4 3 土 1 1
.

2 4 17
.

0 5 士 4
.

4 4 15
.

00 士 6
.

5 5 1 1
.

8 3 士 5
.

7 4

1 2
.

1 1 士 8
.

1 3 6 0
.

4 7 士 1 3
.

4 4 13
.

1 8 士 4
.

0 5 14
.

4 3 士 7
.

7 1 6
.

8 0 士 5
.

72

2 9
.

0 0 士 7
.

7 1 3 5
.

0 6 士 5
.

4 4 2 2
.

2 2 士 7
.

9 2 22
.

9 5 士 6
.

0 2 1 4
.

5 4 士 6
.

8 0

9
.

9 8 士 5
.

7 4 4 4
.

4 8 士 16
.

3 2 2 5
.

10 士 1 0
.

78 2 8
.

7 3 士 1 6
.

0 0 9
.

9 8 士 4
.

05

3 0
.

6 6 士 6
.

8 0 3 5
.

0 6 士 1 1
.

8 3 15
.

7 9 士 7
.

0 4 2 3
.

2 6 士 10
.

3 1 1 4
.

65 士 3
.

6 3

18
.

3 4 士 6
.

2 9 3 3
.

2 1 士 1 3
.

05 2 3
.

8 9 士 1 0
.

6 3 3 0
.

2 0 士 9
.

1 0 1 3
.

94 土 3
.

6 5

2 4
.

3 5 士 9
.

9 8 3 4
.

0 2 士 1 0
.

9 4 17
.

3 6 士 7
.

7 1 18
.

15 士 7
.

9 2 2 7
.

2 8 士 12
.

3 9

2 3
.

1 9 士 7
.

7 2 4 9
.

5 4 士 18
.

15 19
.

8 2 士 1 0
.

3 1 16
.

7 4 士 9
.

2 8 6
.

5 5 士 4
.

8 0

18
.

6 3 士 4
.

8 0 4 4
.

5 4 士 8
.

13 1
.

2 2 士 0
.

8 8 2
.

47 士 0
.

8 8 2 3
.

53 士 2
.

5 6

17
.

6 6 士 9
.

9 8 4 6
.

0 3 士 7
.

9 2 2 9
.

0 0 士 1 5
.

79 1 3
.

8 1 士 9
.

4 8 5
.

1 3 士 2
.

5 6

2 0
.

6 2 士 7
.

7 1 2 1
.

3 9 士 7
.

7 1 4 6
.

3 8 士 9
.

1 0 18
.

35 士 5
.

4 4 1 3
.

9 4 土 7
.

4 9

总活性

1 15
.

2 0

肾鳃肝脾肌心血清

表 2 正常与患病革鱼各组 织器官及血清中 M D H 同工晦活性序列

T a b
.

2 T h e M D H i s o z y m e a e t i v i t y o r d e r o f v a r i o u s t iss u e s , o r g a n s a n d s e r u m

o f th e h ae lht y a n d d i s ae se d g r a ss ca r P

组织器官 状 态

正常

患病

正常

患病

正常

患病

正常

患病

正常

患病

正常

患病

正常

患病

M D H 同工酶活性排列

D Z
> C D > A B > A Z

> C Z
> B Z

D Z
> A Z

> C Z
> C D > A B > B Z

D Z
> A B > A Z

> C Z
> C D > B Z

D > D Z
> C Z

> A Z
> A B > B Z

D Z
> A B > A Z

> C Z
> C D > B Z

D Z
> C D > A B > A :

> C :

> B Z

D Z
> A B > A :

> C D > B Z
> C Z

D :
> C D > A B > A :

> C :

> B Z

D Z

> A B > A :
> C D > C Z

> B Z

D Z
> B Z

> C D > C Z
> A B > A Z

D :
> C D > A Z

> A B > C Z
> B :

D :

> C Z
> B Z

> C D > A B > A z

D :
> A :

> C D > C Z
> A B > B Z

A Z
> D :

> C D > A B > C ,
> B Z

肾鳃肝脾肌心血清

C Z : m M D H 一 C : , A Z : s M D H 一 A Z , C D : m M D H 一 C D , A B : s M D H 一 A B ; D Z: m M D H 一 D Z , B Z : s M D H 一 B :

3 讨 论

3
.

1 酶带与酶活性

草鱼 M D H 同工酶的酶带数
,

王令玲
、

李庆国
〔们
报道长江草鱼为 3 条

;
hP iil pp 〔 5

·
6 〕
认为
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硬骨鱼类的 m 一 M D H 同工酶由 1个基因座位编码
,

因而只有 4条酶带 ; 吴力钊
、

王祖熊
〔 7

,
吕〕

研究表 明草鱼胚胎时期的 M D H 同工酶带只有 5 条
,

其中 m M D H 一 D :

不能表达
,

但随着草

鱼的生长发育
,

酶带由 5条增加至 6条
; G or m an 〔驼 、

杨兴棋等
〔 , ”〕
报道草鱼的 M D H 同工酶酶

带为 6 条
.

作者对草鱼出血病 M D H 同工酶 的研究结果与草鱼烂鳃病的结果相 同
,

无论草

鱼患病或正常
,

其 M D H 同工酶酶带均为 6 条
,

同工酶组分只有相对活性的变化而无数量

上的增减
,

草鱼患 出血病后
,

其 M D H 同工酶相对活性 比正常草鱼偏高
,

同时
,

酶谱出现一

定程度的紊乱
,

酶带之间常有着色现象
,

给扫描及其结果分析带来一定的影响
.

3
.

2 出血病病原危害草鱼的组织及器官

对照正常草鱼
,

患出血病草鱼同种组织与器官中的 M D H 同工酶相对活性偏高
,

其中

患病草鱼的鳃
、

肝
、

脾及血清中的 M D H 同工酶总活性与正常草鱼相比
,

具有显著性差异 ( p

< 0
.

05 )
,

其余组织器官中的 M D H 同工酶总活性没有显著性差异 (夕> 0
.

05 )
.

由此可以推

断
,

草鱼出血病病原危害草鱼的靶器官是鳃
、

肝脏和脾脏
,

结果与朱心玲等
〔 , ’ 二
对草鱼出血

病病毒所致肝功能代谢失调的研究结果相符
,

与华中农大水产系鱼病组
〔, 2 ,
对草鱼出血病

病理研究结果也相符
.

但作者认为
,

草鱼患出血病后
,

各种组织器官都有一定程度的损害
,

只是损害的程度不同
,

而鳃
、

肝脏
、

脾脏等器官的严重受损可能是出血病病原致死草鱼的

直接原因
.

通过对草鱼出血病与草鱼烂鳃病的 M D H 同工酶相对活性变化的研究可以发现
,

出血

病毒与烂鳃病菌对鱼类的鳃这个重要器官都产生了严重的危害
,

由此说明
,

草鱼的鳃对草

鱼呼肠孤病毒 ( G , a s s e a叩 : e o v : : u s ) 及烂鳃病菌 (M夕x o e o e o s 刀乞s e : e o l a )都很敏感
.

这 2种病原

危害草鱼的组织与器官出现一定的差异
,

其原因可能与病毒及细菌危害草鱼的作用机理

有关
.
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