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圉2 蒸馏装置圉，8x7．3cm 

1·恒温永潜锅； 2·烧瓶； 3·温窿计； 4·固定架； 

5．砖却求出 口； 6．玲凝管： ，．回收甄仿瓶； 

B．j穹承^ 口 

斗中，抽干后 ，用热蒸馏水 (50—6O℃)洗涤 

2—3次，再用无水乙醇洗一次抽干，将胆红素 

刮至表面皿上 ，于 40—5O~C烘干称重，储存于 

棕色瓶中。 吸滤瓶内乙醇洗涤液转入 圆底 烧 

瓶 ，向烧瓶内加人生右灰，然后煮沸，使水和生 

石灰结合，取回“无水乙醇”，乙醇的蒸出同样需 

用冷凝装置。蒸出的乙醇是否含水用无水硫酸 

铜检测，若无蓝色即无水乙醇。 

(三)结果与讨论 

1．提取 1．0克胆红 素 需 2400—2600ml胆 

汁。与苦心个数无关，因不同种动物或同一种 

动物在不冠生长发育期，苦胆大小及胆汁量不 

同 

2．按本法提取胆红素的获得率与控制的温 

度及 pH 值密切相关，必须严格控制，因此，pH 

需在 10—1I之间，在搅拌下保温 3—5分钟，温 

度为 85~C。若体积为 500ml以下，只需 3分钟； 

若是 500ml以上 ，因量多升温慢则需 5分钟。 

3．为了提高胆红素获得率，必须注意防止 

胆红素在碱性条件下被破坏，采用亚硫酸氢钠 

保护。水解前加亚硫酸氢钠是保护胆汁中游离 

胆红素 ，提取后立即进行第二次加亚硫酸氢钠， 

借 以保护结合态胆红素水解后释放的 胆 红 素。 

除亚硫酸氢钠外，还可用半胱氨酸代替。 

4．按照本法提取 出来的胆红素品位 (即百 

分含量)为 90±2．0两。品位高低与是否用乙醇 

和水洗涤有关。乙醇和水洗涤可清除胆红素中 

的醇溶和水溶性杂质。 

5．胆汁 中胆 红 素提 取 体 积 较 大，采 用 

2mol／LNaOH 和 Hcl调节 pH， 以防止增 

加提取液体税，减少氯仿消耗，降低生产成本， 

缩短操作时间 

该方法制备胆红素不经脱盐，适合肉类联 

合加工r及实验室使用，对充分利用资源，增加． 

国家药材收购置，发展中药生产有着积极的意． 

义。 
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黑颈鹤与灰鹤血清乳酸脱氢酶 (LDH) 

同功酶的比较研究 

李永通 李若贤 吴至康 
(责州省生物研究所) 

摘要 采用薄层双垂直扳状聚丙烯酰胺凝技电泳 特异性的组织化学染色和光密度扫描技术，对黑 
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酬鹤和藏鹤的血清 LDH 丽功酶进行研究，发现设二种鹤的血清都具有 5种 LDH 同功酶，它们的谱型 

特钰为 LDtI~>LDit>LUH >LDH，>LDH：。 定量缩果表踞：鬈 越魅 LDI-I A基因活性比灰鹤的 

犬。通过不 同季节的比较研究狂明：黑颈鹤的血清 LDH 同动酶的相对活性存在着季节性差异。 

黑颈鹤 (Grus nigricolli：) 是世界现 存 

1 5种鹤当中发现最晚、分布较窄、唯一生活在 

高原上的鹤。有关它的生态、行为 、繁殖、遗传 

等研究工作，国内外学者已进行了许多。但有 

关该鹤的生化遗传指标尚未见公开的报道。本 

文就黑颈鹤的血清 LDH 同功酶作了研究，并 

与灰鹤 (Crus grus)作比较。现把研究工作报 

道如下： 

(一)材料和方法 黑颈鹤和灰鹤的 样 本 

均来自它们的越冬地，即贵州省威宁县草海地 

区。黑颈鹤 3只 (2 ，1 )，灰鹤 2只 (1 ， 

1 )，均为成体。 

1．血清样本制备 无 菌 翼静 脉 抽 血 2毫 

升，不加任何抗凝剂。以 1 000转／分的速度离 

心 2O分钟 ，分离出血清供实验用。 

2．电泳 采用双垂直板状凝胶电泳分离血 

清 LDH。聚丙烯酰胺凝胶厚度为 1毫米 ，分离 

胶浓度为 7为；浓缩胶浓度为 2．5 。每个样品 

槽加样量 5微升。 起始电压为 90V，1小时后 

谰至 200V，维持 4个小时。 

3．同功酶显色 电泳结束后把凝胶板置于 

下 列溶液中： 

氧化型辅酶 I(NAD ) 50毫克 

氯代硝基四氮唑蓝 (NBT) 30毫克 

吩嗪二甲酯硫酸盐 (PMS) 2毫克 

乳酸钠 (IM) 0．5毫升 

氯化钠 2毫克 

Tris—HC]缓冲液 (pH 7．1) 1 00毫升 

在 37℃ 下保温半小时 ，直至显出酶带。 

4．固定、扫描及亚基计算 显出酶带的凝 

艘在 7形 的乙酸中固定 ，制成千胶片供拍照及 

光密度扫描定量用。采用甘本岛津产的 CS一930 

型双波长薄层色谱扫描仪，扫描波长 440纳米。 

LDH 的亚基台量计算采用 Gerald 的方法 

2 l 

即：A亚基 一LDH5+÷LD + LD H|+ 

÷ LDH ；B亚基一 LDH E，+ ÷ LDH + 
4 

1 1 ~-LDH3+ LDH‘。 
‘ q 

(二)结果 研究结果表明： 黑颈鹤与兹 

鹤的血清 LDH 都具有 5种同功酶 ，经扫描定 

量发现它们的相对活性并不相同。黑颈鹤的血 

清 LDH 中 LDH，比灰鹤的 LDH 活性大。 

计算表明：黑颈鹤血清的 LDH 的A亚基含量 

明显地比灰鹤的 大。 虽然 这 两种 鹤 都具 有 

LDH~：>LDH+>LDH1~>LDH >LDH 的谱型， 

但其基因表达活性有显著差异(见图 1，表 1)。 

．} + 

圈 1 烹颈鹤和灰鹤血清 LDH 同功酶的扫描曲线 
醍电泳薛谱 (A：黑颈鹤，B：捉鹤) 

通过不同季节的研究又表明：黑颈鹤的血 

清 LDH 同功酶在不同的季节间，各个同功酶 

伺的相对活性存在着显著性的差异。 在 ¨ 月 

份越冬季节，该鹤的血清 LDH 中的A亚基台 

===二== 帆 A ， ll n ●I  
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寰 l 景覃蕾与灰一血清 LDH 日功酶的相对活性置亚基吉■比较 

物 种 黑 颈 鹤 灰 鹤 t潞啦结果 

l1月 (19B7) l1月 I l987) 

同 功 酶 df 3 范 
围 范 朗 ẗ ， 3．1B2 

(％，m  mm) 均值±标准羞 均值±标准差 (％
， m m m  

LDHl 17．{B一 1B．72 1B．I+ 0．62 22
．
B9— 24．31 23．6+ 0．71 B．920● 

LDH． 3．27— 3．73 3．5+ 0．23 3．24— 3
．
56 3．4+ 0．16 0．573 

LDH3 3．98— 4．B2 4．4+ 0．42 3
．97—5．O3 4．5±0．53 0．224 

LDH。 7．46一 B． B．1+ 0．64 7
．89— 8．3I 8．06+ 0．21 O．103 

LDH． 64 75— 66．85 65
． 8± I．05 59．46—61．34 6O．4+0．94 6．003+● 

A亚 基 73．15一 ．75 74．9+ I．75 68．17—70．98 69．6+1．43 3．708* 

B亚 基 23．79—26．1I 25．1+ I．3l 29．2B一31．5， 30．4+1．12 4．̈ 0+ 

A，B 2．7l一 3．30 2．99+ 0．2B 2．̈ 一 2．45 2．29+ 0．15 3．620* 

差异显著； ‘ 差异极显著； u ．巾皿霉 最伏 ·毫米(适用于表 2)。 

寰 2 黑飘蕾^清 LDH 目功■相对活性置亚基吉■的晕节性差异 

时 间 1987年 11月(冬季) 1987年 7月(夏季) t铡验结果 
一 4 

范 围 范 围 t6。， ．7 同 功 酶 均值±标准差 均擅±标准差 
(％ ，m  mm) (％，uv ) 

LDH． I7．48— 18．72 18．1+ 0．62 1，．32— 2O．28 19．8-k 0．48 3．755+ 

LDH， 3．27— 3．73 3．5+ 0．23 1．19— 2．41 1．8+ 0．61 4．517+ 

LDH 3．98— 4．82 ●．4+0．42 6．64—j ．76 7．2+0．56 6．928* 

LDH． 7．46— 8．74 8．1+0．64 22,90~ 24．51 23．7±0．8O 26．373B̂ 

LDH。 64．7 —66．B5 65．B± I．05 ●6．j 一 ‘B．45 47． +0．95 22．柏 4B●● 

^程基 73．I5— 76．75 74．9+1．75 67．34— 71．31 69．3±I．96 3．" 96● 

B亚基 23．79—26．I1 25．1± 1．3I 29．26— 32．09 3O．7-k1．̈  4．499l● 

AtB 2．71— 3．30 2．，9+0．2B 2．O5— 2．47 2．26-k0．2l 3．6130+ 

’差异显著； ¨ 差异摄显著。 

量 比 7月份的夏季大 (p< 0 05，见表 2)o这 

说明黑颈鹤血清 LDH的基因活性在不同季节 

是有变化的o 

(兰)讨论 自 1959年 C．L．Markert等 

用酶谱分析高等动物的 LDH 以来，电泳技术 

已被广泛应用子当代生物学研究的各个领域 

中。 Wilsoa 等0 在对乳酸脱氢酶的纯品进行 

了 氨基酸组成分析，发现不同纲的 脊 椎动 物 

LDH 的 A和 B亚基有着不同的氨基酸序 列。 

{f亡缘关系的物种在氨基酸序列中很相似，但不 

同物种不同分子形式的同功酶活性部位一般是 

高度保守的。 Markert 提出：LDH 同功酶 

分子组成的差异是由基因所决定的，且是物种 

长期演化的结果。他认为 B基因是由A基 因演 

化而来的。 本研究表明： 黑颈鹤与灰鹤血清 

LDH是由 2个基因： A和 B调 控 的。 5种 

LDH 同功酶是A和 B基因产生的 A和 B亚基 

的不同四聚体 ，LDH，和 LDH。对热较敏癌， 

在较高温度下 (5o℃)．容易失活。"LDH5主要 

催化丙酮酸还原为乳酸的反应，它是无氧酵解 

过程 ，在糖酵解反应活泼的器官和组织中含量 

最大 ，如骨骼肌、脾脏等。显然不同组织、不同 

物种所呈现的特异性网功酶酶谱是与其特定的 

生理功能和代谢类型紧密相关的。黑颈鹤与灰 

鹤血清 LDH 同功酶都是以 LDHs活性最高 ， 

LDH 活性最低为显著特征。黑颈鹤与灰鹤不 

同之处是前者的A亚基含量比后者高 ，这显然 

与物种不同的生态及生理代谢类型有关。因为 

鹤具有对环境质量高度敏感的特性。黑颈鹤主 

要生活于高海拔的云贵、青藏高原，由于恶劣、 
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严寒的气候，尤其是长期生活于高原上缺氧的 

环境 ，促进了 LDH—A 基因的表达活性。机体 

呈现在 以糖酵解为主的分解代谢是该鹤长期以 

来对环境适应的结果。 

由于环境因素及人类的活动加剧，黑颈鹤 

与灰鹤的群体正面临下降的威胁。基本遗传数 

据的缺乏在濒危及珍稀动物的管理与研究中是 
一 个相 当重要、不可忽视的问题 。 为了保护 

和挽救珍稀物种，人I．gll养、繁殖黑颈鹤的工作 

正在进行a为了做好此项研究工作，必须对该 

鹤的生化遗传指标进行研究。 
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《浙江动物志》(两栖类 爬行类)一书介绍 

由黄美华主编的《浙江省动物志》(隔栖类、 

爬行类)一书，已由浙江科学技术出版社出版， 

由浙江省新华书店发行。全书 50余万字，井附 

有彩色图版 4版 30幅，墨线图 296幅。 售价 

1 8．40元。 

浙江省位于我国东南海，地处亚热带 ，雨量 

充沛，气侯适宜，生物资源丰富。髓着社会主义 

建设事业的发展反映省动物资源现状和利用特 

点的《浙江省动物志》(两栖类、爬行类)一书的 

出版，不仅为了查阅，为指导生产提供科学依 

据 ，并可在今后的年代里据此研究两栖类、爬行 

类动物与环境的协同变化规律及与国民经济建 

设的关系。 ， 

《浙江动物志》(两栖类、爬行类)一书共记 

述浙江两栖类、爬行类动物 1 25种和亚种。分 

上、下篇。上篇记述了浙江两栖类动物 43种 ， 

隶属于 2目 9科 16属 ，属于本志作者发表的新 

种一种，改定种 2个种和亚种，恢复有效种一 

种 ，本省新记录 ¨ 个种和亚种；下篇记述了浙 

江爬行类动物 82种，隶属于 4目 15科 47属， 

其中，属于本志作者发表的本省新记录 23种。 

该书备篇包括总论(研究简史，形态概述 

自然地理概况，区系分布和经济意义)；各论(纸 

的分类和分目检索，目的形态特征，习性 ，分类 

鉴别依据，科、属、种的检索与描述)，在种的记， 

述中包括名种(中名、拉丁学名，别名)、形态(外 

部形态，体色，被鳞数据和度量衡表及插图) 习 

性(栖息地，活动特点、食性和繁殖等)、分布(记 

述省内产区列县名，国内分布 列省 或 自治区 

名)、经济意义(简述益害关系)；附录(两栖爬行 

动物的饲养繁殖 ，标本采集处理和蛇伤急救治 

疗等)。 

该书虽在第三页，两栖动物三个目中误排 

为斜体有失常规外，全书内容丰富资料充实，它 

将为从事生物、农、林、牧 渔、医药卫生、环保等 

部门科技工作者和教育工作者和广大干部群众 

所应用，特向读者推荐o 

(球瑞田) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

