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小鼠辜丸发育中乳酸脱氢酶C4个体发生的研究

陈燕翔 梁志国
（国家计划生育委员会科学技术研究所，北京，100081)

当小鼠辜丸中精母细胞开始发育成熟时，翠丸特异酶乳酸脱氢酶C,(LDH-C,）也开始合成。从出

生到间质细胞分化完成的一段时间里，LDH-C；活性还检测不出来，当体重长到8克，攀丸重长到15

毫克时，LDH-C,开始出现。此时约为小鼠出生后 15天。出生后 15-25时，覃丸生长、分化迅速。同

气时，LDH-C‘活性也显著增加。组织化学研究表明，LDH-C；活力主要分布在靠近翠丸曲细精管管腔

细胞中。
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体细胞组织乳酸脱氢酶的，种同功酶通常

存在于脊椎动物，特别是哺乳动物和一鸟类中，虽

然所有5种同功酶并不同时等量存在于各种组

织中，但对于某一种特定组织的发育状态，各个

同功酶的发生和含量却是相对恒定的。而翠丸

特异的乳酸脱氢酶 C,(LDH-C,）在电泳性质、

热稳定性和动力学性质上都有别于 LDH-A,,

LDH-B；等其它同功酶1710 LDH-C� LDH-A,

和 LDH-B，的合成分属于3个不同的基因

（Ldh一C、Ldh-A和 Ldh-B）控制[ill，Ldh-C

仅在精子发生的特定阶段才表现出活性。我们

用。一酉同戊二酸、a-轻基戊酸作为 LDH-C；的

特异性底物，确定了 LDH-C；合成发生的较准

确的时间。并通过分光光度法、电泳和组织定

位的方法对昆明小鼠辜丸特异的 LDH的个体

发生进行了研究。

明小鼠中剥离出翠丸，以1:4(w/v）加人0.1

mol/L, pH6.0的磷酸盐缓冲液，匀浆，15,000

rpm (40C）离心30分钟，取＿＿七清液供测定酶活
性和电泳分析用。

（三）LDH-C‘的活性测定及特异染色方

法 参照陈啸}1tII /v"，等的方法。特异染色时，将

乳酸换成a-经基戊酸。

（四）蛋白质含量测定 参照徐宜为方

法〔2]0

（五）组织定位 取新鲜的小鼠攀丸，经

冷冻切片（41z m）后，贴于载玻片上，加特异染色

液，370C避光染色20分钟，水洗，甘油封片，光

镜观察和拍照。

材 料 和 方 法

（一）小鼠 从中国科学院动物研究所

购买。动物在我实验室饲养适应后，按1:3(了：

？）交配，雄雌合笼5天后分离饲养。从孕鼠产

仔日起，每隔5天取雄幼鼠5-8只，称重，剖取

翠丸称重，以备分析用。连续采样至出生后60

天。

（二）LDH 同功酶酶液的制备 从昆

结 果

（一）小鼠LDH活力、体重和辜丸重的变

化

为了正确的分析 LDH同功酶的个体发

生，我们连续观察了出生后两个月中小鼠体重

和翠丸重的变化情况（图1)。出生后10天体

重和辜丸重开始逐渐增加，到巧天后生长速度

明显加快，25天后生长速度减缓。与此生长速
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度变化相对应，LDH-C；活力在出生后第 10天

甚低，而在第巧天就可测出明显的LDH-C；活

性，此后，LDH-C,活性显著增加，到25天后基

本保持恒定，其相应的辜丸重量和体重分别为

15-100mg和8-22g。而总活力始终基本保

持恒定（图2)。 由电泳图谱（图3）中也可以看

出，LDH-C。的发生，在小鼠出生后第 15-17

天开始，25天后，LDH-C；活力基本保持恒

定。

（二）LDH-C；的组织化学定位

为了将LDH-C；的个体发生与辜丸中特定

的细胞形态联系起来，我们研究了 LDH-C,在

辜丸组织中的定位。 用 LDH-C；的特异底物

a-经基戊酸的特异染色液染色的结果表明，在

出生后15天前的覃丸切片中，无LDH-鸟特异

反应的产物甲潜沉淀产生（图4A)，而成熟的小

鼠攀丸切片中有色度较深的甲潜沉淀，表明

LDH-C、活力较强，且反应都发生在曲细精管

管腔周围 （图4B)。而管腔周围的细胞都是初

级精母细胞和次级精母细胞。 管腔周边细胞

和间质细胞部分无甲潜沉淀可见，表明尚无

LDH-C；产生。

出生天数

图 1 丸重和体重的生长曲线

△：体重； a: 丸重。

图2 小鼠LDH活力与鼠龄的关系

△：LDH 总活力； O; LDH-G；活力‘

20

出生天姿交

图3 LDH-C,带的聚丙烯酞胺凝胶电泳图谱

从左到右数字分别为小鼠出生后5-60天的，酶
染色底物为特异底物径基戊酸。

讨 Of

国内近年来有少量对 LDH-C,研究的报

道[1,3,4]，其主要是对成熟的人精子、小鼠辜丸

中LDH-C,的研究。但 LDH-C；的个体发生

却只是在国外有少量报道[9,111。 本文旨在把

LDH-C；的生物合成与精子发生过程中细胞分

化的特定形态联系起来。

在新生小鼠塞丸中，绝大多数细胞都是未

分化的精原细胞，而从精原细胞向精母细胞转

化的过程是突发的，在出生后8-10天，攀丸管

腔中87铸的细胞都是减数分裂前的精原细胞。

性成熟（即附辜中出现成熟精子）发生在出生后

约30天，此时票丸管腔中各类细胞的比例近乎

趋于恒定。在新生小鼠中，肇丸精细管之间与

雄激素产生有关的间质细胞为数甚少，但出生

之后，这些细胞立即成倍增加，到出生后第15

天这种情况才算结束〔s1。因此，可以推断，此后

的细胞分化是与精子发生联系在一起的。

窦丸中 LDH-C，的出现与精子发生有着

密切联系。LDH-C，活力的变化与曲细精管中

细胞分化的变化是相对应的，精原细胞中无

LDH-C；活力。出生后 15-25天，精原细胞迅

速向精母细胞转化，同时，LDH-C；活力也在出

生后15-2，天内出现并快速增长。 可见在精

原细胞向精母细胞转化的特定时相，L dh-‘基

因的激活启动了C亚基的合成。



图4 小鼠成熟前后 LDH-C。的个体发生与皋丸中特定的细胞形态

A．出生14天的翠丸切片，经底物。一经基戊酸染色，无反应发生（X 720沁 B．成熟小鼠的翠丸
切片，经底物“一经基染色后的活力分布，在曲精细管管腔和周围有颜色很深的甲膳沉淀、距离管

腔远的部位无反应发生（X 720),

调控的研究是了解生殖过程中生化机理的一个

理想模型。小鼠 LDH-C, cDNA已经克隆［[toI

LDH-C4 cDNA探针的获得为进一步研究精子

发生特定阶段中 LDH-C4基因的分化表 达提

供了有效手段。这一问题的深人研究，对于揭

示精子发生过程的奥秘以及生育调节的实际应

用具有重要的理论意义和应用前景。
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有足够的证据表明，在发育过程中，某一组

织或器官的 LDH酶组成会发生有序的变化。

这种变化的发生伴随着构成LDH-1至LDH-5

的A, B两亚基合成比例的改变t61。小鼠的许

多组织在发育过程中每一 LDH同功酶的相对

含量也有变化。但对小鼠辜丸组织来说，并不

这样，在小鼠肇丸中，这些酶的相对含量是恒定

的，而且它们的动力学性质和比活性也不随生

长的进行而发生变化。这表明，在小鼠或其它

含 LDH-C。的动物中，有一种高度特异的分化

调控机制来调节精母细胞 LDH-C,的合成，而

不是简单地改变其亚基合成的不同比例。精母

细胞中 LDH生物合成的控制是通过抑制A,B

两亚基的合成和激活新的精子特异的亚基的合

成得以实现的。LDH基因激抑的分子机制是

什么，这是有待回答的一个问题。

LDH-C；基因的启动仅仅在雄性发育的特

定阶段才表现出来，并在攀丸发育和精子发生

过程中有严格的时空特异性C57a该基因活性的

表现，严格发生在精母细胞粗线期后期，而且仅

在雄性生殖细胞内表达，在雄雌动物的体细胞

组织内均无发现。因此，LDH-C4基因表达和




