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牛奶乳酸脱氢酶 ( L D H )同工酶特性的研究
`

罗 军 邱 怀 王双合
(西北农业大学动物科学系

,

陕西杨陵 7 1 2 1 00)

摘 要 利用聚丙烯酸胺凝胶电泳 ( P A G E )方法和 区带活力扫描技术
,

分析了 Zn 头黑

白花奶牛乳中 L D H 的多态性及其活力与某些产奶性能的关系
.

结果表明
,

乳中 L D H 同工酶

谱带与其他动物相似
,

并以 B 型酶占优势
.

L D H
,

酶带的活力最高
,

同 305 d 产奶量呈极显著

相关关系 (r = 。
.

89 0 3 ) ; L D H
。
的活力与乳脂率和 305 d 产奶量存在显 著的正 相关 ( : 一 。

7 8 3 5) 及负相关 ( ; = 一 。
.

70 3 2 )
.

方差分析发现
,
L D H 型和胎次对 305 d 产奶量和乳脂率有显

著或极显著的影响作用
,

AA 型的最高
,

各型产奶量大小依次为
:

A A > AD > A B > A C > A E
.

关键词 L D H 同工醉
,

牛乳
,

产奶性能

中图分类号 5 8 2 3
·

9 1 2

乳酸脱氢酶 ( L a 。 it 。 D e h y dr o g e
an

s e ,

简称 L D I的是一种糖酵解酶类
,

广泛存在于动物

的各种组织内
,

对细胞内的一系列生物化学反应起重要的调控作用
仁’ 。

自从 M a r k e r t 首次

发现 L D H 有多个组分之后图
,

人们对这些生物学活性相同
,

电泳特性不同的同工酶特点

及生物学特性进行了大量的研究
,

发现对畜禽育种
、

生长发育及兽医临床诊断具有重要的

意义图
。

近年来
,

研 究者对家畜血清 L D H 同工酶的遗 传方式等进行了更深入的探讨
,

研究

对象包括水生动物
〔`」、

哺乳类动物
「5

, `〕和鸟类动物
「,

· ’ ·
6〕 ,

同时也对家畜血清 L D H 同工酶的

活性进行了一系列研究
〔 6

·
’

·
’

· ’ “ 〕 ,

但对奶牛乳中的 L D H 特性的研究报道较少
。

本研究以黑

白花奶牛为对象
,

分析 L D H 的同工酶酶谱
、

遗传特点和多态性
,

并对多态性与生产性能

的关系进行初步分析
,

旨在为 L D H 参与乳蛋 白合成基因调控机理的研 究和家畜选种提

供理论依据
。

1 材料与方法

材料 分析的 21 1头奶牛选 自西安市草滩农场奶牛一队
。

于早晨采取奶样 10 m L 左

右置低温冰箱待测
。

样品 处理 取 s m L 奶样置于离心管内 3 0 0 0 r m in 离心 10 m in 制 备脱脂奶
,

然后弃

去脂肪层
,

加入 1 m ol / L H CI 溶液沉淀酪蛋白
,

再次离心
,

弃去酪蛋白
,

分离乳清并置于低

温冰箱内备用
。

同工酶分离 利用不连续缓冲体系聚丙烯酞胺凝胶 电泳 ( P A G E )进行乳酸脱氢酶

( L D H )同工酶分析
,

所用凝胶浓度为 7
.

5%
,

其他 电泳条件
、

染 色方法等参照文献 [ 1 1〕的

方法
。

定童扫描 采用岛津 C S
一

9 30 型双波 长薄 层 扫描 仪 对 L D H 同工酶 谱带 进行 光密
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度 O ( D)值扫描
,

记录扫描曲线及各吸收峰下的相对面积
。

统计分析 收集所有样牛的有关生产性 能资料
,

利用最小二乘方法分析各种 L D H

多态型以及酶活力与生产性能的关系
。

所有统计分析均利用 H A R V E Y 统计分析软件在

S U N
一

28 6 计算机上完成
。

2 结果与分析

2
.

1 黑白花奶牛乳中 L D H 同工酶酶谱

采用上述方法 电泳所得的 L D H 同工酶谱用 N a O H 溶液洗脱后
,

在岛津 C S
一

9 30 双波

长薄层扫描仪上测得其最大吸收峰在 5 50
n m 处

。

健康奶牛乳中 L D H 同工酶谱与其他动物一样
,

表现出一至五条谱带不等
,

从正极端

依次为 L D H
, ,

L D H
Z ,

L D H
。 ,

L D H
`

和 L D H
。 ,

这种酶谱也同样广泛存在于其他体组织
。

2
.

2 不同组织 L D H 同工酶谱带比较

有关奶牛不同组织 L D H 同工酶谱带的比较研究较少
,

但血清和奶中该酶的带型相

似
,

与耗牛不同组织的谱带 比较见图 1
.

ǎù二一ù一ùù一ù

卿州
!
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`
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ó
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图 1 奶牛及耗牛不同组织的 L D H 同工酶酶谱 .lL
, 」

2
.

3 各谱带相对活力的分析

ù对奶牛乳中 L D H 同工酶的分析发现

(扫描图谱见图 2 )
,

活力大小顺序与血清

的分析结果相同
,

依次为 L D H
:

> L D H
Z

>

L D H
3

> L D H
.

> L D H
。 ,

说 明中国黑 白花

奶牛类群间 L D H 同工酶谱带表现出较好

的一致性
,

但活力间有较大差异
.

从各同

工酶区带的相对活力 (表 1 )
.

可以看出
,

奶

牛乳和血清 L D H
, ,

L D H
;

和 L D H
S

三种同

工酶相对含量的差异较大
,

这可能与乳的

合成过程有关
,

机理 尚不清楚
。

另外根据

二
)

一
!、…

.

一
{夕

.

0 0 (夕

图 2 乳 中

两种亚基类型酶的比例来看
,

均 以 B 型酶为高
,

但王鸽血清

L D H 同工酶扫描图谱

L D H 同工酶恰好相反
「, 〕 ,

与
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其他有关禽类的研究结果矛盾 [s,
’ 2〕

。

表 1 各种动物 L D H 同工酶区带的相对活力和亚基比例

动物类别 组织
相对活力 (% ) 亚基类型

L D H
I

35
.

3

5 5
.

1

L D H
3 L D H

一 L D H s A B

3 4
.

6 6 5
.

4

1 7
.

2 8 2
。

8

资料来源

:: : :: ;
2 9

.

7 7 0
.

3

2 2
.

7 7 7
.

3

3 2
.

2 6 7
.

8

6 6
.

0 4 4
.

0

本实验

文献 [ 1〕

文献 [ 3 ]

文献 [4〕

文献〔4〕

文献 [7〕

月rōbnJ亡」
.

…
n八̀月匕OU

,14

口U0OQùnj
..

…
八d内jg白七é亡é宜111

ōhù自匕一j亡C
.

…
右ù凡J几JC内乙,一0̀

ntJIO丹,妇
.

…
,̀口口ób亡八 目八̀̀ǹ,几奶牛

奶牛

耗牛

山羊

绵羊

王鸽

乳

血清

血清

血清

血清

血清

3 3
.

5 3
.

:: : :

2
.

4 L D H 同工酶多态性与生产性能的关系

在本实验中发现
,

奶牛乳中 L D H 同 J助有明显的多态现象
,

其区带数 由一至五条不

等
,

活力的差别也较大
。

本研究对出现五条谱带的 57 头奶牛的产奶量与各酶的相对活力

进行了相关分析 (见表 2 )
。

表 2 产奶性能与各酶相对活力间的相关系数

变量 L D H - L D H
:

0
.

3 19 3

0
。

2 5 7 6

0
.

4 08 2

L D H
3

0
.

1 4 2 5

0
.

4 0 2 5

0
.

2 5 7 3

L D H
.

3 0 5 d 奶量

全 期 奶 t

乳 脂 率

0
。

8 9 0 3二
0

。

5 6 6 7
.

一 0
.

3 8 5 7

一 0
.

3 7 0 4

一 0
.

1 1 2 2

0
.

3 0 5 8

L D H
,

一 0
.

7 0 3 2

一 0
.

3 2 5 8

0
.

7 8 3 5

由表 2 可以看 出
,

L D H
I

的活力同 3 05 d 奶量间有极显著的相关关系
,

其相关系数达

0
.

8 9 0 3
,

同其他学者在奶牛上的研究结果相似
〔, 〕 。

与乳脂率间呈负相关 ( 一 0
.

38 5 7 )
,

与全

期奶量呈显著正相关
。

L D H
S

的活力与 3 05 d 奶量有负相关
、

与乳脂率有正相关关系
,

其他

变量之间没有明显的相关性
,

仍需扩大样本进行实验证实
。

表 3 L D H 同工酶对生产性能效应方差分析的 F 值表

变异来源 自由度 3 0 5 d 全 期奶量 乳脂率

胎次 2 4
.

5 3
·

2
.

16 6
.

5 1二

L D H 型 4 2
.

8 5
’

1
.

3 2 2
.

9 0
. `

胎次 x L D H 型 8 1
.

94
’

0
.

“ 1
.

25

误差 14 9

方差分析结果 (表 3) 表 明
,

胎次和同工酶型对 30 5 d 奶量和乳脂率均有显著或极显著

影响
。

经多重比较发现
,

黑 白花奶牛第二胎 3 05 d 产奶量显著高于第三和第一胎
,

第一胎

乳脂率高于第三和第二胎
,

这与前人的研究结论相同
。

同工酶多态型间 3 05 d 奶量差异显

著
,

按奶量高低依次为
:
A A > A D > A B > A C > A E

,

与相关分析的结果一致
,

说明由 A A

型所代表的 L D H
,

对生产性能有显著影响作用
;
乳脂率的大小依次 为

:
A E > A C > A D >

A B> A A
,

但影响机理仍不清楚
。

3 讨 论

3
.

1 乳 中 L D H 同工酶的遗传特点

L D H 的五种同工酶由 ld h a 和 ld h b 基因翻译所产生的 A 亚基和 B 亚基以相 同或不
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同的方式组成的四聚体
〔 , ’ 〕 。

这种同工酶酶谱几乎在所有哺乳动物都表现得十分典型
〔`

一 ,

乳中该酶同工酶的分析结果也不例外
,

与血清的电泳图谱基本相似
,

证明了 L D H 分子构

型的同质性和 B 亚基含量占相对优势的酶谱分布特征
.

但各酶带的活力有较大差异
,

可

能与乳的合成有关
,

其影响机理尚需进一步的实验证实
。

3
.

2 作为遗传标记应用于家畜育种中的可能性

在家畜遗传育种中
,

同工酶 已广泛地应用于杂交优势的预测和动物发生遗传学的研

究等领域之中
,

并且取得了可喜的成果
。

目前已由血清 L D H 同工酶与奶牛产奶性能的关

系分析得出了初步的研究结果
,

而乳 中该酶的多态性与血清相 比能更为准确地反映其内

在联系
,

可望作为某些生产性能选择的质量性状应用于家畜生产实际
。

奶牛属于反色动

物
,

不能直接吸收葡萄糖
,

瘤胃中的丙酸为合成葡萄糖的主要原料
,

这个过程为一需氧反

应
。

牛乳的生成需要的葡萄糖量越大
,

奶量越高
; 丙酸转化为葡萄糖的速度加快

,

氧张力越

高
,

有助于 B 基因的表达
,

L D H
,

的活 力也就越大
「, 〕 ,

这就是该同工酶可用于奶量选种的

理论依据
。

3
.

3 L D H 同工酶的基因调控

L D H 同工酶是基因表达的产物
,

而且在不同的组织具有典型的特异性变化
,

所 以它

是研究高等脊椎动物基因表达调控的理想模型
〔5二。

研究证 明
,

由 4个 B 亚基组成的 L D H
:

的活力受 ld h b 基因调控
,

而 L D H
S

受 ld h a 基因的调控
。

但编码 L D H 同工酶的两个基因

的表达
,

受组织氧张力的调节
,

氧张力愈高
,

B 亚基愈多
,

直接影响 ld h b 基因的表达
,

从而

决定了 L D H
:

的活力
。

控制 L D H 同工酶的 ld h a 和 ld h b 基因的表达速率的差别
,

或翻译

后装配成全酶过程中的调节及亚基的降解
,

都会影响 L D H 基因座的表达方式
。

因此对不

同组织产生不同酶谱的机理还有待深入的研究
,

才能获得其基因表达方面更为确切的解

释
。
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