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Abstract
AIM: To establish an agarose gel electrophoretic method
for detecting alcohol dehydrogenase isoenzymes in human
serum or liver tissue.

METHODS: The samples of human liver tissue or serum
were electrophoresed with 74 mmol/L diethylbarbital buffer
(pH 8.6) of 10 g/L agarose gel. Electrophoresis can separate
the Alcohol Dehydrogenase (ADH) isoenzymes to three
bands clearly at 20 mA for 20 min in serum.

RESULTS: The total ADH activity in serum of sixty-seven
patients with liver diseases was ranged from 0.013 Kat/L
to 0.021 Kat/L. ADH  isoenzyme was ranged from 0.01
to 0.30 of the total activities . ADH  isoenzyme was from
0.12 to 0.31 . ADH  was from 0.39 to 0.80. Total ADH
activity in liver tissues of ten healthy subjects was ranged
from 0.136 Kat/L to 0.196 Kat/L. ADH  isoenzyme was
from 0.07 to 0.25 of the total activities. ADH  isoenzyme
was ranged from 0.19 to 0.27. ADH  was from 0.56 to 0.73.

CONCLUSION: ADH activity is high in normal human liver.
Three ADH isoenzymes can be separated with agarose
gel electrophoresis . But serum ADH activity is low. High
activities were obtained in serum from persons suffering
from serious liver diseases.
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摘要

目的:  建立琼脂糖凝胶电泳法检测人血清醇脱氢酶(alcohol

dehydrogenase  isoenzymes ADH  EC 1.1.1.1 )同工酶.

方法: 采用自制琼脂糖凝胶板 摸索实验条件 在 pH 8.6

74 mmol/L 巴比妥电泳缓冲系统中进行 20 mA 20 min 电

泳 可清晰地分离出 ADH 同工酶三条区带.

结果: 检测了67例患者血清ADH总活性0.013-0.021 Kat/L

同工酶 ADH 占 ADH总活性0.01-0.30 ADH 占ADH

总活性0.12 -0.31 ADH 占ADH总活性0.39-0.80. 检测了

10 例人健康肝组织匀浆的 ADH 总活性为0.136- 0.196 Kat/L

同工酶 ADH 占总活性的 0.07-0.25 同工酶 ADH  占

总活性的0.19-0.27 和 同工酶ADH  占总活性的0.56- 0.73.

结论: 正常人血清中 ADH 酶活性很低 为 0-1.8 10-3  Kat/L

其同工酶不易被检测出. 而肝脏组织中含有大量ADH 酶活

性 当肝脏受到严重损伤时 ADH 即从肝细胞内逸出 进

入血液 使血清中 ADH 酶活性明显升高 同时通过琼脂

糖电泳对其同工酶的检测可测出三条区带 帮助临床进一

步了解肝细胞损伤程度 对患者预后和病程的监测具有一

定的临床意义.
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0   引言

人类醇脱氢酶(ADH EC 1.1.1.1)在人体内 主要催化

醇与其相应的醛酮的互相变化. 在人类肝脏内 约有

20 多种醇脱氢酶同工酶[1-7] 而基于其物理化学性质和

电泳迁移率的不同 大致可分为 3 种同工酶形式

ADH ADH  和 ADH  . ADH  由亚单位 

β  组成 ADH  由亚单位 π 组成 ADH   由

亚单位 χ 组成.  这 3 种同工酶都是由两聚体组成 是

个含有四原子锌的金属酶. 亚单位 Mr 40 000 N- 末端

都有一组氨基酸 整个酶的 Mr 80 000 [8].

1   材料和方法

1.1 材料  丹麦 Amersham Pharmacia Biolich 电泳仪 美

国  Helena  扫描仪  美国  GS - 15R Centrifuge 离心机  

日本 PRO Scientific Inc  匀浆仪 日本 7 020 Automatic

Analyzer ; 电泳槽缓冲液:  巴比妥  巴比妥钠缓冲液 pH  8.6.

琼脂糖凝胶板: 10 g/L 琼脂糖加热 溶于甘氨酸 -Tris  pH 8.2

缓冲液中. 基质液: 乙醇 33.3 mmol/L 戊醇 10  mmol/L

氧化型辅酶 (NAD+) 2.5 mmol/L 溶于甘氨酸 -Tris  pH 8.2

缓冲液中. 显色液:  氯化亚硝基四氮唑蓝(NBT ) 2.8  mmol/L.
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吩嗪二甲酯硫酸盐(PMS ) 3.3 mmol/L 溶于甘氨酸- Tris

pH 8.2 缓冲液中. 固定漂洗液: 50 ml/L 冰醋酸液. 标本 :

人肝脏组织取自 10 例猝死男性 生前身体健康 年龄

24-37岁. 肝脏组织各 0.8 g , 分别加入 KH2PO4 -Na2HPO4

缓冲液 pH 7.4 5 mL  0  条件下匀浆仪进行匀浆粉碎

5 min 15 000 g 30 min 离心 取上清液 -70 

保存. 4 例患者血清取自于 4 例住院患者 第 1 例诊断

为急性心肌梗死 第二例为服用大量安眠药患者 第 3

例诊断为急性肝炎 第 4 例诊断为糖尿病.

1.2 方法  测定 ADH 总活力基质液试剂 300 µL 肝匀

浆( 稀释 )或血样本 10 µL 在日立 7020 全自动生化仪

上 37 340 nm 波长 测定其 NADH 的吸光度 A

值的变化值 计算 ADH 总活力单位.

Kat/L= A/min 6.3 1.67 10-4 31 103  A/min 0.29

          ( 6.3 103 为 340 nm 处 NADH 的摩尔吸光度)

1.3 ADH 同工酶的测定  加肝匀浆 5 µL 琼脂糖凝胶板

上后静置片刻 用 4 层纱布搭桥 进行电泳. 取出凝胶

板 加基质液 1 µL 于凝胶板上 置于 37  水浴箱

25 min. 取凝胶板 加 50 ml/L 冰醋酸 20 mL 5 min

漂洗凝胶板至底色透明. 用Helena  扫描仪 570  nm 波长

直接扫描定量分析.

2   结果

分别用 3 5 8 µL 样品量加样后进行电泳 结果显

示样品量为 5 µL 最适宜. 分别作基质液孵育 10 20

30 min 测定 其结果经 Helena 扫描仪扫描 基本一致

但是最佳条件为 20 min 区带显色完全 底板着色适宜.

10 例正常人肝匀浆琼脂糖凝胶电泳结果见图 1 4 例患

者血清ADH 同工酶的检测结果见图2. 临床工作中检测

了 67 例患者血样 其同工酶的分布是ADH 0.01-0.30

ADH  0.12 - 0.31 ADH  0.39 -0.80. 这 67 例患者

都有严重肝脏组织损伤.

图 1  10 例正常人肝匀浆琼脂糖凝胶电泳结果.

图 2  4 例患者血清 ADH 同工酶的检测图谱.

3   讨论

人类肝匀浆的 ADH 同工酶研究国外报道很多[9-17] 在

我国报道很少 对血液的研究报道就更少. 我们主要建

立一种新的琼脂糖凝胶电泳法 在 pH 8.6 巴比妥 - 巴

比妥钠电泳缓冲液中 用 10 g/L 琼脂糖凝胶作支持物

对人类血液或肝匀浆进行电泳. 条件为: 电压 130 V 时

间 20 min 用乙醇和戊醇作为底物 加入 NAD+ PMS

和 NBT 37 温育 20 min 能简便 灵敏 快速的

将血液 肝匀浆 ADH 分离成清晰的 3 条蓝色区带. 通过

扫描仪 570 nm 波长扫描 可对 ADH 同工酶定量分析.

        肝匀浆 ADH 总活性为 0.136-0.196 Kat/L 经 10 g/L

琼脂糖凝胶电泳后 根据电泳迁移率和物理化学性质

的不同 从阳极到阴极分别为ADH ADH 和ADH

. 其中 ADH 占 0.07-0.25 ADH  占 0.18-0.26

ADH 占 0.56-0.73. ADH  约 1 1.7 5.4.

ADH  最高 ADH 最少 且不耐热 放置于室

温 10 h 就失活.

        正常人血清中 ADH 酶活性很低 一般不易被检测

出[4, 5]. 当患者由于缺氧导致肝脏受到严重损伤时 ADH

大量从肝细胞内逸出入血 血清中 ADH 酶活性明显升

高 ADH 在血清中出现的多少直接反映了肝脏的损害

程度 此时可通过检测血中其同工酶 ADH ADH

ADH   的活性 对进一步了解患者肝细胞结构

损伤程度 估价其损伤的预后和对患者病程的监测具

有一定的临床意义[5-9].

        图 2 中例 1 为急性心肌梗死 伴有严重肝脏组织损

伤 导致同工酶 ADH  占 0.75 于发病后 4 d 死亡.

例2 女 23岁 服用大量安眠药致昏迷 ADH 为0.78

ADH 0.12 ADH  0.10 第 2 天死亡. 例 4 男

46 岁 糖尿病患者 其 ADH 活性明显升高 ADH

 0.57  也于第 5 天死亡. 例 3 急性肝炎患者 ADH

0.47 ADH 0.29 ADH  0.24 该患者经过 1 mo

的治疗后出院.

         国外有琼脂糖凝胶电泳测定乳酸脱氢酶同工酶的时

候发现有同工酶 LDH6  出现的报道[18, 19].  国内在

1984 年有也类似报道[20] . 我们在检测 LDH 同工酶时

也发现了有 LDH6 的出现 经过分离 提取 再经

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳后 一半凝胶膜测定 LDH6

的 Mr 为 80 000 另一半用以免疫固定(Western 印迹法)

鉴定 LDH6 结果在 Mr 80 000 处有一条显色带 鉴

定该 LDH6  区带即为 ADH . 同时 肝癌组织内

均存有大量 LDH6 . 我们在临床上测定了 100 例乳酸

脱氢酶高的患者 当 LDH6 活性占总乳酸脱氢酶活

性 0.08 以上时 有 91.3 % 的患者 1 wk 左右即死亡.

      肝脏受到严重损伤 ADH 即从肝脏内释放入血

使血清内 ADH 明显升高[21-23] Chrostek et al [24]经研究

统计认为肝损伤患者 ADH 明显升高 其活性升高同

转氨酶相关. Chao et al [29]认为 ADH 同工酶与肝硬化有

一定关系[22-32]. 但肝脏损伤后 ADH 一旦释放入血 会
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导致 LDH 测定时受到 ADH - LDH6 的干扰 并

且其活性占总 LDH 活性 0.08 以上时 患者 1 wk 左右

即死亡 其致死机制与 ADH 的从肝内细胞大量释放的

相关性有多少 ADH  哪一条带的明显升

高对临床更有意义 目前还不知道 还有待继续的研究

和观察.
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