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　　摘要：Ｌｄｈｃ基因仅在哺乳动物成熟的睾丸和精子中表达，并在哺乳动物的睾丸中普遍存在剪接体现象，但是Ｌｄｈｃ
基因在肌肉和心脏组织中的表达情况以及与睾丸中该基因的表达丰度比较尚不清楚。因此，以小鼠为研究对象，首先

检测小鼠肌肉和心脏组织中Ｌｄｈｃ基因的表达类型，然后采用荧光定量和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ比较分析３个组织中Ｌｄｈｃ基因
和蛋白的表达丰度。结果表明，在小鼠肌肉和心脏组织中未检测到 ｃＤＮＡ全长，却发现２种 Ｌｄｈｃ剪接体，参照小鼠
Ｌｄｈｃ基因结构分析了选择性剪接体的结构；剪接体１包含完整酶的ＮＡＤ＋结合结构域和酶的活性中心，有可能表达蛋
白；剪接体２缺失第４、７外显子。对小鼠肌肉、心脏和睾丸组织乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）同工酶的电泳分析未检测到潜在的
Ｌｄｈｃ剪接体的表达。荧光定量检测发现，Ｌｄｈｃ基因在睾丸组织中的表达量要显著高于肌肉和心脏组织，而 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ仅在睾丸组织中检测到ＬＤＨＣ４蛋白的表达。以上结果表明，小鼠 Ｌｄｈｃ基因的选择性剪接机制也存在于肌肉和
心脏组织中，推测可能是调控该基因在肌肉和心脏组织中沉寂的方式之一。
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　　乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，简称 ＬＤＨ）是一类四
聚体寡聚酶，广泛存在于脊椎动物、植物和细菌中［１］。在哺

乳动物中，ＬＤＨ存在３种类型的同工酶亚基：ＬＤＨ－Ａ（肌肉
型）、ＬＤＨ－Ｂ（心脏型）和 ＬＤＨ－Ｃ（睾丸型），分别由 Ａ、Ｂ、Ｃ
基因编码［１］。而由Ｌｄｈｃ基因编码的乳酸脱氢酶－Ｃ４首先是
在多种哺乳动物、鸟类成熟睾丸组织和精子中被发现［２－３］。

研究表明，ＬＤＨ－Ｃ４由４个 Ｃ亚基以四聚体形式组成，编码
ＬＤＨ－Ｃ４的Ｃ亚基基因也不同于编码 Ａ、Ｂ亚基的基因，而
且不与Ａ、Ｂ亚基结合［４］。有关ＬＤＨ－Ｃ４的基础研究已有较
多报道，涉及酶的活力与分离纯化、酶学性质、免疫原性、细胞

内的定位、酶活性随生长发育的变化等方面。

人、小鼠等哺乳动物 Ｌｄｈｃ基因已经被克隆，Ｌｄｈｃ基因由
侧翼５′端和３′端调控序列、外显子以及内含子区域共同组
成，编码区全长序列包括８个外显子，编码３３２个氨基酸［５］。

然而，Ｋｏｓｌｏｗｓｋｉ等报道，在人的肿瘤细胞中共检测到 ６种
Ｌｄｈｃ剪接变异体，而这些变异体在正常细胞中是不存在
的［６］。Ｃｏｏｎｒｏｄ等通过蛋白组学的分析方法，在鼠卵细胞和
着床前的早期胚胎中也意外地检测到了ＬＤＨ－Ｃ４的表达，但
是其功能尚不清楚［７］。笔者在以前的研究中从牦牛、狗和大

鼠睾丸组织中均发现了４或５种Ｌｄｈｃ剪接体，并且在牦牛肌
肉和心脏组织中还意外地检测到 Ｌｄｈｃ的 ２种剪接体［８－９］。

Ｈｕａｎｇ等在小鼠睾丸组织中检测到了 ｃＤＮＡ全长和 Ｌｄｈｃ的
多种剪接体［１０］。因此，这些研究结果不仅改变了长期以来有

关ＬＤＨ－Ｃ４仅分布于睾丸和精子中的观点，而且能够为其进

一步的功能分析以及表达调控等方面研究提供新线索。这些

研究结果同时提示，ＬＤＨ－Ｃ４基因的选择性剪接现象不但在
不同物种中普遍存在，而且也极有可能在同一物种不同的组

织中广泛存在。虽然在小鼠睾丸组织中也检测到了 Ｌｄｈｃ基
因的剪接体，但Ｌｄｈｃ基因在乳酸脱氢酶分布非常丰富的肌肉
和心脏组织中是否也存在剪接体，并且其表达方式和丰度与

睾丸中有什么不同都尚不清楚。本研究探讨了小鼠肌肉和心

脏组织中Ｌｄｈｃ基因的表达方式以及与睾丸组织中该基因的
表达丰度比较。

１　材料与方法

１．１　材料
试验所用成年雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（ｎ＝６），购自扬州大学

比较实验动物中心。小鼠采用腹腔注射麻醉致死，采集腓肠

肌、心脏和睾丸组织，样品均保存于－７０℃。
１．２　方法
１．２．１　小鼠肌肉组织总ＲＮＡ的提取　将小鼠腓肠肌和心脏
组织于液氮中研磨成粉，称取 ４０ｇ组织样，用 ＴＲＩｚｏｌ试剂
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）按操作说明从组织中提取总 ＲＮＡ。提取的
总ＲＮＡ按照ＲＮＡＰＣＲＫｉｔ（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３．０（ＴａＫａＲａ公司）
试剂盒的操作反转录。

１．２．２　小鼠ＬｄｈｃｃＤＮＡ的克隆　根据小鼠的Ｌｄｈｃ基因序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＮＭ＿０１３５８０）设计 ＰＣＲ引物，ＰＣＲ正向、
反向引物依次为：５′－ＣＧＧＡＧＴＣＡＧＣＡＧＴＡＡＧＧＣＴＣＡＡＣ－３′、
５′－ＡＧＣＡＧＡＴＴＴＣＣＧＴＴＴＧＡＧＧＴＣＡＧ －３′；引 物 由 上 海
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

ＰＣＲ反应程序：９４℃１ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６５℃３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。扩增产物用１％琼脂
糖凝胶电泳检测。ＰＣＲ扩增产物经胶纯化试剂盒直接纯化
后，采用ＴａＫａＲａ公司的ｐＭＤ１９－Ｔ载体进行克隆，宿主菌为
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大肠杆菌ＤＨ５α。挑取６０个阳性克隆经ＰＣＲ鉴定后，插入片
段大小不同的克隆产物送上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行双链测序，
序引物为 ｐＵＣ系列载体的通用引物 Ｍ１３Ｆ和 Ｍ１３Ｒ。用
ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件对克隆子的核酸序列进行比对分析。
１．２．３　小鼠肌肉、心脏和睾丸组织 ｌｄｈｃ基因的荧光定量检
测　根据美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）网站上的
ＧｅｎＢａｎｋ数据库，找到 Ｌｄｈｃ基因的 ｍＲＮＡ序列，通过 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０引物设计软件，并进行同源性比较，选取同源性

较高、无重复序列、跨内含子的序列，设计荧光定量 ＰＣＲ引
物。引物由南京金唯智有限公司合成，引物序列见表１。

统计方法使用２－ΔΔＣＴ法［１１］。计算公式如下：

ΔΔＣＴ＝（ＣＴＴａｒｇｅｔｘ－ＣＴＰＰＩＡｘ）－（ＣＴＴａｒｇｅｔｃ－ＣＴＰＰＩＡｃ）。
其中：以对照组的目的基因 ＣＴＴａｒｇｅｔｃ和内标基因 ＣＴＰＰＩＡｃ差值的
平均值为参照进行计算，ｘ表示任意一个样本，通过上述公式
计算出每个样本目标基因的表达，通过肽基异构酶 Ａ（ＰＰＩＡ）
校正后得到相对于对照组的目标基因表达的倍数。

表１　Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ引物序列

引物名称 序列（５′→３′） ＧｅｎＢａｎｋ登录号
ＬＤＨＣ 上游：ＴＧＣＧＧＡＧＴＣＡＧＣＡＧＴＡＡＧ；下游：ＴＣＧＴＡＴＣＡＧＣＧＴＣＡＡＣＡＡ ＮＭ＿０１３５８０．４
ＰＰＩＡ 上游：ＧＣＡＡＧＡＣＣＡＧＣＡＡＧＡＡＧＡ；下游：ＣＡＧＴＧＡＧＡＧＣＡＧＡＧＡＴＴＡＣＡ ＮＭ＿００８９０７．１

１．２．４　小鼠肌肉、心脏和睾丸组织 ＬＤＨ同工酶谱分析　分
别称取５０ｍｇ小鼠肌肉和心脏组织，以及３０ｍｇ睾丸组织，加
入 ２．５ｍＬ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值７．３），用电动匀浆
器以约 １２０００ｒ／ｍｉｎ速度在冰上匀浆 ４次，每次 ２０ｓ，
２００００ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ，取上清液。上清液中的ＬＤＨ同工
酶用分离胶浓度为 ６％的垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＰＡＧＥ）分离，酶活性染色［１２］。

１．２．５　小鼠肌肉、心脏和睾丸组织 ＬＤＨＣ４蛋白质免疫印迹
（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测　分别提取小鼠睾丸、肌肉和心脏组织的
总蛋白，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，目的蛋白电转到硝酸纤维素膜上，
３％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）封闭过夜，分别与羊抗 Ｌｄｈｃ多克隆
抗体（ａｂ６３９６６，Ａｂｃｏｍ）４℃孵育过夜，磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）
洗涤后与辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记兔抗羊检测抗体室温
孵育２ｈ，ＰＢＳ洗涤后加入反应液，反应完成后使用 ＶｅｒｓａＤｏｃ
４０００ＭＰＢＩＯ－ＲＡＤ成像系统的软件拍照。

２　结果与分析

２．１　小鼠肌肉和心脏组织Ｌｄｈｃ基因的克隆与序列分析
小鼠肌肉和心脏组织总 ＲＮＡ采用 ＲＴ－ＰＣＲ扩增，产物

经纯化、连接、转化后，获得了阳性克隆，菌液的 ＰＣＲ扩增获
得大小不同的片段（图１－Ａ）。对片段克隆测序后，发现了２
种Ｌｄｈｃ剪接体（图１－Ａ中的２、３、５、７、８和４、６泳道）。但笔
者在检测中未发现肌肉和心脏组织中存在ＬｄｈｃｃＤＮＡ全长的
片段（图１－Ａ）。根据 Ｌｄｈｃ基因在进化上的保守性，参照小
鼠Ｌｄｈｃ基因结构分析了 Ｌｄｈｃ基因的选择性剪接体的结构，
图１－Ｂ结果显示，剪接体存在外显子缺失：其中剪接体１缺
失第５、６、７的３个外显子，剪接体２缺失第４、７的２个外显
子。因为ＬＤＨＣ４酶的 ＮＡＤ＋结合结构域由 Ｌｄｈｃ的外显子
２～４编码，酶的活性中心由外显子４编码［７］。所以剪接体２
失去了大部分酶的ＮＡＤ＋结合结构域和整个酶的活性中心；
而剪接体１包含完整酶的 ＮＡＤ＋结合结构域和酶的活性中
心，推测它有可能表达相应的蛋白质。

２．２　小鼠肌肉、心脏和睾丸组织ＬＤＨ同工酶谱
用ＰＡＧＥ分离小鼠肌肉、心脏和睾丸组织中 ＬＤＨ同工

酶，酶活性染色显示，小鼠肌肉和心脏组织 ＬＤＨ主要显示５
条电泳区带（图 ２中的 １、２泳道），即 ＬＤＨ５、ＬＤＨ４、ＬＤＨ３、
ＬＤＨ２、ＬＤＨ１，而睾丸组织ＬＤＨ主要显示６条电泳区带（图２
中的３、４泳道），即ＬＤＨ５、ＬＤＨＣ４、ＬＤＨ４、ＬＤＨ３、ＬＤＨ２、

ＬＤＨ１，ＬＤＨＣ４处于ＬＤＨ５和ＬＤＨ４之间。试验在肌肉和心脏
组织中未观察到ＬＤＨＣ４以及Ｌｄｈｃ基因剪接体表达可能产生
的ＬＤＨ同工酶的带型。
２．３　小鼠肌肉、心脏和睾丸组织 Ｌｄｈｃ基因的荧光定量检测
和蛋白质免疫印迹检测

小鼠肌肉、心脏和睾丸组织Ｌｄｈｃ基因的荧光定量检测结
果显示，小鼠睾丸组织中Ｌｄｈｃ基因的表达量要显著高于肌肉
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和心脏组织；但蛋白质免疫印迹检测发现，小鼠 ＬＤＨＣ４蛋白
仅在睾丸组织中表达，肌肉和蛋白组织中未检测到该蛋白的

表达（图３），这与笔者在肌肉和心脏组织中未检测到Ｌｄｈｃ基
因ｃＤＮＡ全长的表达结果一致。

３　讨论

基因的选择性剪接广泛存在，是基因表达的调控方式之

一［４］。有关Ｌｄｈｃ基因表达的调控，Ｚｈｏｕ等研究了小鼠 Ｌｄｈｃ
基因的启动子活性，发现ＬＤＨ－Ｃ４的组织特异性由６０ｂｐ的
核心启动子序列控制，ＬＤＨ－Ｃ４的ｍＲＮＡ和蛋白稳定性与其
水平有直接关系［１３－１４］。有研究表明，Ｌｄｈｃ在正常的睾丸组
织中的表达与其 ｍＲＮＡ和 ＬＤＨ－Ｃ４蛋白稳定性有关；在睾
丸以外的组织中的沉寂则与 Ｌｄｈｃ启动子 ＣｐＧ岛甲基化有
关［１５］，还受 ＮＦ－１等转录调控因子的调控［１６］。相关研究提

示，Ｌｄｈｃ基因表达的调控是在多种水平上的。Ｌｄｈｃ在睾丸和
卵巢外的其他正常组织中不能检测到表达，但在肿瘤细胞中

表达水平增加［６］。通过阻止 Ｌｄｈｃ启动子 ＣｐＧ岛甲基化，或
诱导低氧诱导因子－１（ＨＩＦ－１）均不增加细胞系Ｔ２、ＨＣＴ１１６
在体外Ｌｄｈｃ的转录。

本试验中笔者在小鼠肌肉和心脏组织中检测到 Ｌｄｈｃ基
因的２种剪接体，但未检测到该基因ｃＤＮＡ全长，通过对剪接
体的序列结构分析发现，剪接体１还保留完整酶的 ＮＡＤ＋结
合结构域和酶的活性中心，推测该剪接体有可能翻译成相应

的蛋白质，但通过ＬＤＨ同工酶谱比较分析，在小鼠肌肉和心
脏组织中未发现 ＬＤＨＣ４以及 Ｌｄｈｃ剪接体表达可能产生的
ＬＤＨ同工酶的带型。荧光定量检测发现 Ｌｄｈｃ基因的 ｍＲＮＡ
在睾丸组织中的表达要显著高于肌肉和心脏组织，并且仅在

睾丸组织中检测到ＬＤＨＣ４蛋白的表达。因此，笔者推测Ｌｄｈｃ
基因的剪接机制在非睾丸组织中也普遍存在，可能是调控该

基因在肌肉和心脏等非睾丸组织中沉寂的方式之一。
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