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摘 要

本文用亲和层析纯化制得的小熊猫
、

黑熊和狗的乳酸脱氢酶同工酶M
;,

经实验

铡定和对比
,

它们的 N
一

末端
、

C 一

末端与亚基分子量和大熊猫 L D H
一

M 亚基完全相

同
.

分析对比经胰蛋 白酶水解后 的 H P L C 肤谱
,

发现三种动物 L D H
一
M 亚基的大

多数肤段与相应的大熊猫 L D H
一
M 亚基的肤段有相同的保 留时间和氨基酸组成

.

对

其中的差异肤段进行了序列测定
.

通过对差异氨基酸残基的分析
,

发现大熊猫 L D H
-

M 亚基一级结构在四种动物中有明显的独特性
,

因而有理 由把大熊猫在食肉目中列

为独立的一科
.

蛋白质的酶解肤谱是研究不同种属来源的同源蛋白质一级结构的差异较为简捷有效的方

法
.

过去常用的方法是在蛋白质经特异性蛋白水解酶作用后用薄层电泳
一层析双向指纹图谱

法
,

但从 7 0 年代初期 H P L c 应用于肤和蛋 白质的分离与结构分析以后
,

越来越多的实验室用

之代替双向指纹图谱法研究蛋 白质的种属差异
.

H P L C 肤谱的主要优点是分辨率高
、

快速
、

灵敏和一定的重复性
,

而且在选择适宜的层析条件下
,

分离出的肤段可以直接进行序列测定
.

在文献 〔l] 初步确定了大熊猫 L D H
一

M 亚基一级结构以后
,

对研究与大熊猫种系演化相

关的其它动物 L D H
一

M 亚基的一级结构便有所依据
.

关于大熊猫进化与分类学地位的讨论

中
,

争议较多的是它更接近于熊 (属熊科 U sr i d a e ) 还是小熊猫 (属院熊科 rP
o cy 。苗 d a e

)
.

为

此
,

我们分别分离纯化了小熊猫 ( A i l u r u s f u l g e n s )
、

黑熊 ( S e l e n a r c t o s t h i b e t a n u s
) 与狗

( e
: n i s f a m i li a r s

) 的 L D H
一

M
。 ,

对它们的 T p CK 一

胰蛋白酶水解肤进行了 H p L C 肤谱分析
,

并对一些差异肤段进行了序列测定
.

选择狗作为分析对象是因为它也是食肉目中很重要的一

个种属
,

而且分类学的研究表明
,

它与大熊猫
、

黑熊
、

小熊猫都有一定程度的种系关系
.

一
、

材 料和 方 法
1

.

材料 大熊猫骨骼肌取 自两只大熊猫
,

一只为广州动物园碎死的 24 龄雌性大熊猫 ;

另一只为在四川 自然保护区摔撞致死的成年雌性大熊猫
.

实验材料冰冻后运回北京
.

小熊猫

本文 19 8 6 年 s 月 2 9 日收到
.
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和黑熊骨骼肌
、

狗骨骼肌都是在动物处死后立即取四肢肌肉深冻保存备用
.

所用试制均见文献【 ] 1
.

2 .方法 小熊猫
、

黑熊和狗 L DH
一

M
;

的分离纯化完全按照大熊猫 L DH
一

M
。
的纯化方

法进行闭
,

使用同一根 8一 ( 6
一

氨己基 )
一
氨基

一 5
’ 一 A M P s eP h ar os

e 4 B 亲和层析柱
.

聚丙烯酸胺凝胶电泳
,

SD s 一聚丙烯酸胺凝胶电泳
,

N
一

末端和 C一末端测定
,

氨基酸组成

分析
, L D H

一

M
.

的胰蛋白酶水解条件和 H P L C 系统层析的实验条件均见文献 〔1 ,

2]

肤段的序列测定用应用生物系统公司 村 o A 型蛋白质序列仪进行
。

二
、

实 验 结 果

1
.

小熊猫
、

黑熊
、

狗 LD H
一

M
;

的分离纯化
、

鉴定与部分性质

上述三种动物的 L D H
一

从 均用本实验室合成的 8一 ( 6
一

氨己基 )
一

氨基
一 ,

’ 一 A M P se p h a r
os 。

4 B 亲和层析柱进行分离
,

纯化
.

由此得到的 L D H 混合同工酶
,

再用 D E A E一 S eP h a d e x A S小

离子交换层析分离得到纯的 L D H
一

M
;

同工酶
.

分离纯化过程每一步的结果见表 1
.

纯化后的小熊猫
、

黑熊
、

狗 L D H 一

.M 用 SD S一聚丙烯酸胺凝胶电泳检查均为一条区带
,

它

们的亚基的分子量与大熊猫和猪的 L D H
一

M 亚基分子量是相同的
,

见图 1
.

聚丙烯酞胺凝胶
-

盘状电泳也是一条区带
.

小熊猫
、

黑熊
、

狗 L D H
一

M
.

的 N
一

末端用有色 E dm an 法 ( D A BI T C ) 测定
,

结果均未能

鉴定 出明显的 P T H 氨基酸衍生物
.

用对照样品胰岛素 A 链和 B 链
,

可以明显地分别测出 N -

末端为 lG y 和 P he
.

估计和大熊猫一样
,

这三种动物的 L D H
一

M
;

的 N
一

末端也是封闭的
.

用

拨肤酶 A 测定小熊猫
、

黑熊
、

狗 L D H
一

M
。
的 C一末端

,

结果三种动物同样都是 Phe 释放最快
,

表 1 小熊猫
、

黑熊和狗 L D H 一
M

;

的纯化

动动 物物 纯化步聚聚 体积 ( m DDD 总活力 (单位 ))) 总蛋白质质 比 活活 回收率%%%
含含含含含含量 (二 g ))) (单位 / DI g )))))

黑黑 熊熊 肌肉提取液液 2 0 0 000 3 52 8 222 59 8 000 5
。

999 1 0 000

AAAAAM P一 5 e P h a r o s eee 5 1 000 3 1 7 5 333 1 7 4
.

999 18 1
。

555 9 000

亲亲亲和层析析析析析析析

DDDDD E A E一 S . P h a d e xxx 1 1555 1 5 5 5 888 3 8
。

lll 4 0 8
。

555 4 444

柱柱柱层析析析析析析析

小小熊猫猫 肌肉提取液液 2 0 0 000 5 1 4 0 888 6 1 2 000 8
。

斗斗 10 000

AAAAAM p一 S e P h a r o s eee 5 0 555 4 7 2 9 555 2 5 6
。

333 1 8 4
。

555 9 222

亲亲亲和层析析析析析析析

DDDDD E A E
一

S e p h a d e xxx 1 3 000 2 5 5 3 999 6 1
。

111 斗1 8
。

OOO 乡000

柱柱柱层析析析析析析析

狗狗狗 肌肉提取液液 2 8 0 000 6 5 58 888 8 6 3 111 7
。

八八 10 000

AAAAA Mp 一 S e P h a r o s eee 8 1 000 5 9 02 999 3 3 6
。

,, 1 7多
。

222 , 000

亲亲亲和晨析析析析析析析

DDDDD E A E
一
S e P h a d e xxx 16 555 3 0 6 9 555 7 3

。
888 4 15

。
999 4 777

柱柱柱层析
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图 1

( 1一
一猪

大熊猫
、

小熊猫
、

黑熊和狗 LD H一

呱 的 s
s D聚丙烯酚胺凝胶电泳图谱

D L H一
;
;2, 7

— 标准蛋 白质 ; 3
-

— 大熊猫 L D H一 M
;
; 4

— 小熊猫 L D H一
M

; ;

5

—
黑熊 L D H

一
M

.
; 6

—
狗 L D H

一
M一

)

表 2 小熊猫
、

黑熊和狗 L D H 一 M
.

的氨基酸组成

小熊猫 L D H
一
M

.

黑熊 L D H
一
M

;

狗 L D H 一M
;

大熊猫 L D H
一
M

氨基酸
M o l% 个数了亚基

*
M o l% 个数 /亚基

*
M

o l% 个数 l亚基
*

个数 /亚基**

A s P

T h r

g七
r

G l u

P【 0

G ly

A l a

C y s

V a l

M e t

l l e

L e U

T y r

P h e

L y s

H i s

A r g

T r P

T o t a l s
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。

4 4

呼
。

2 5

6
。

7 8

8
。

8 1

3
。

4 4

7
。

8 0

5
。

7 1

l
。

3 5

1 0
。

6 1

2
。

4 8

7
。

46

1 1
。

4 0

2
。

0 9

2
。

1 2

8
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0 3

2
。

3 9

3
。

4 0

1
。

6 2

10 0
。

O

3礴
。

5 8
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ù
0Onoùj
, .̀
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4
。

斗8
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1 4

8
。

2 0

2 4
.

70

3 7
。

7 4

6
。

92

7
。

0 1

2 6
。

6 1

7
。

9 4

1 1
。

2 6

5
。

3 5

3 3 1
。

72

10
。

5 9

3
。

9 3

7
。

0 5

8
。

5 7

3
。

1 9

8
.

7 9

6
。

4 1

l
。

弓0

1 1
。

3 0

2
.

4 6

6
。

8 2

1 0
。

5 5

l
。

9 4

1
.

9 3

7
。

82

2
。

4 3

3
。

0 3

l
。

6 2

1 0 0
。

0

3 5
。

0 5

3 7
。

耳7

8
。

14

2 2
。

5 9

3 4
。

9 2

6
。

4 1

6
。

3 9

2 日
。

9 1

8
。

0 4

1 0
。

0 1

5
。

3 5

3 3 1
。

3 2

10
。

8 6

3
。

7 3

6
。

6 2

9
。
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3
。

8 7

8
。

10

6
.

1 3

l
。

5 0
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。

6 6

2
。

2 8

6
。

0 2

10
,

55

2
。

0 9

1
。

98

7
。

86

2
。

5 0

3
。

3 2

l
。

76

10 0
。

0

3 5
。

9 7
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。

3 6

2 1
。

9 0

3 5

1 3

2 3

3 O

l 2

2 5

l 9

5

36

8
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7

7
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8

l 1

6

3 3 1
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数值为两次测定的平均值并根据 L D H 一M 亚基分子量为 3 5 9 0。 计算所得
.

数值根据序列分析
。
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因而同大熊猫一样
,

C
一

末端均为 P he
.

上述三 种动物 L D H
一
M

。

的氨基酸组成分析结果见表 2
.

与已经测定序列的大熊猫 L D H -

M
;

的氨基酸组成相比较
,

上述三种动物的氨基组成与之十分接近
,

但仅从氨基酸分析结果
,

难

于判断这四种动物相互接近程度的大小
.

.2 大熊猫
、

小熊猫
、

黑熊
、

狗 L D H
一

M
;

胰蛋白酶水解后的 H P L C 肤谱比较

四种动物 L D H
一

M
.

经 T P C K 一

胰蛋白酶水解以后的 H P L C 肤谱分析结果见图 2
.

所有

四种动物的 L D H
一

M4 样品 T P CK 一

咦蛋白酶水解过程用同一批试剂
,

在完全相同的条件下进

行 ; H P L c 肤谱分析亦用同一根 C 18 反相层析柱
,

在完全相同的条件下完成
,

因此结果是可

比的
.

从图 2 可以看出
,

四种动物 L D H
一
M

。
的胰蛋 白酶水解物经 H P L C 分析

,

在图谱巾都显

现出大约 36 个吸收峰
,

把它们相互进行比较
,

可以发现约有 30 个肤段的吸收峰不仅保留时间

相同
,

而且峰形和峰高比例也都相同
.

在文献 〔l] 已经指出
,

猪和大熊猫 L D H
一

M
;

的 H P L C

召 缺 象
ó

,a
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图 2 (
二
) 小熊猫

、

( b ) 黑熊
、

(
“

) 大熊猫和 ( d ) 狗 L D H一 M
;

胰蛋白酶水解后的 H P LC 吠谱

(柱 : 填料 Y W G
一
C 1 8 , 5拌 m , 4 只 3 0 0 0 m ; 温度 : 4 ,℃ ; 流速 : 。

·

s m l /m i n ; 衰减 : 12 8 ;

层析流动相 : 溶剂 A , 。
.

01 m ol / L 乙酸钱缓冲液
, P H 5

.

8 ,

溶剂 B , 100 % 乙腊 )

肤谱中
,

有 22 个肤段相同
,

有 13 个肤段存在差别
.

图 2 的结果表明上述四种动物的 L D H
一

呱
的一级结构相同的程度更大

.

在四种动物 L D H
一
M

,

中
,

大熊猫 L D H
一

M
;

胰蛋 白酶水解肤的进一步分离与各肤段的氨

基酸组成分析 已见文献 〔11
.

为了进一步确定小熊猫
、

黑熊
、

狗 L D H
一

M
4

的胰蛋白酶水解肤

中与大熊猫 L D H
一
M

。

相差异的肤段
,

对前三种动物肤谱中的所有肤吸收峰分别收集
,

全部冰

冻干燥 ;对其中分离不好的肤段用薄层指纹图谱法进行再次分离
,

或用 H PL C 在不同条件下

进行再层析
.

对分离到的小熊猫
、

黑熊和狗 DL H
一

城 的各个肤段进行了氨基酸组成分析
,

分

析结果见表 3
,

表 4 和表 .5

表中各肤段的氨基酸组成是经 6 N 盐酸在 1 10 ℃ 水解 24 h 后分析得到的结果
.

C ys 和
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表 3小熊猫LDH 一
M

.

胰蛋白酶水解肤的氨基酸组成

氨 基 酸 组 成
肤 段 _…
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。
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a
.

表中最左一行 T 字后边的数字是 H P L C 肤谱中每个肤段 的保留时间
.

b
.

蛋 白质用 `N 盐酸在抽气后 1 10 ℃ 水解 24 h
.

` rT p 和 吻 . 未经测定
.

d
.

用 * 号标明的肚段表示这些肚段在氨基酸组成或保留时间上与大熊猫 L D H
一
M

;

的相应肤段不同
.

T rP 未进行测定
,

因为由四种动物 L D H 一
M

.

全蛋白质氨基酸组成测定
,

已知它们的 L D H
一

M

亚基中 C sy 和 T印 残基数基本一致
,
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表 斗 黑熊L D H一
M

.

胰蛋白酶水解肤的氨基酸组成

氨氨 基 酸 组 成成

AAAs XXX T hrrr Srrr eG lxxx Pr ooo G lyyy A l aaaV a lllll1 leeeL euuu I Vrrrrr

一
111

· H 15

……

*

说明同表 3
.

结合肤谱和氨基酸组成分析可以看出
,

四种动物的 L D H
一
M

;

肤谱中绝大多数保留时间及
·

峰形和峰高比例相同的肤段也具有相同的氨基酸组成
.

小熊猫的 T 28
.

7 98
` ,

黑熊的 T 28
.

9 67
` ,

和狗的 T 28
.

9 98
`

肤段与大熊猫的 T l 肤 (即 T 29
.

0 12
’

) 具有完全相同的氨基酸组成
,

而后

者 已证实 『1] 与已知 N 端乙酸化的猪 L D H
一

M 亚基的 T l 肤氨基酸组成与保留时间完全相同
,

因而可以推断小熊猫
、

黑熊
、

狗 L D H
一
M

.

的 N
一

端也是乙酞化的
,

而且 N
一

端四肤的序列也应
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表 , 狗 L D H
一

M
4

胰蛋白酶水解肤的氨基酸组成

一

卜片巨
l

尸盯一卜队巨以比卜片比比巨比卜以巨口以巨以

门
肚 段

(。 i n
)

T 5
.

8 1 9

T 7
.

3 12

T 12
.

3 1 4

* T 13
。

70 1

T 1 7
.

13 7

T 19
.

9 3 3 a

T 19
.

93 3 b

T 22
。

93 2

T 2 7
.

8 7 7a

T 2 7
。

8 7 7 b

T 2 8
。

9 9 8

T 3 1
。

8 2 7

T 3 7
.

05 0 a

T 3 7
.

0 5 0 b

T 42
。

1 19

T 43
.

86 1

T 44
.

5 5 0

T 4弓
.

7 6 1

T 4 8
.

75 5

T 50
.

6 3 0

T 52
.

70 1

T 55
.

10 6

* T 弓8
.

9 2 2 a

T弓8
.

9 2 2 b

T 6 ]

*
下 八 :;{:
1 6 6

.

2 2 0

丁 6 8
.

18 6

T 7 0
.

2 4 0

T 7 3
.

2 82

T 7 5
。

2 8 3

T 76
。

95 0

T 8 7
.

1 82

T 8 8
.

8 7 1

* T 9 3
.

42 2

T 1 0 4
.

4 76

*
说明同表 3

.

与猪和大熊猫一样
.

小熊猫的 T 3 6
.

7 93
` a ,

黑熊的 37
.

1 58
’ a 和狗的 3 7

.

0 50
` a 肤段与大熊猫的

T 37 肚 (即 T 37
.

06 9’ a ) 保留时间相同
,

氨基酸组成相同
,

而且薄层指纹图谱上的位置也相

同
,

它们应是 C
一

末端肤
,

其序列应当同猪和大熊猫 L D H
一

M 亚基一样为
一 lG u 一

eL
u 一

lG
n 一 P he

.

这与前面提到的三种动物 L D H 一
M

. C 一

末端测定为 P he 的结果相符合
.

从肤谱分析中还可以看出
,

小熊猫的 T 45
.

7 64
’ ,

黑熊的 T 朽
.

82 7
’

和狗的 T 4 5
.

7 61
’

状
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小帐猫
、

黑熊
、

狗与大熊猫乳酸脱氢酶同工随 M
4

一级结构比较研究 2 5 3

段 与大熊猫的T 2 0肤( 即T 5 4
·

8 7 4
`

)保留时间与氨基酸组成均相同
.

这一肤段即为不少学

者 堆独分离 与研究过的所谓
“
第六 Ag r肤

” ,

也即含有活性中心残基 C ys 165 (由于不同作者

采 明的序列编号不同
,

在本文序列编号中亩为 C ys 16 2 ) 的吠段
.

三种动物 L D H
一

M 亚基这

一段肤的序列看来也同大熊猫的相同
.

结合肚谱和各肤段的氨基酸组成分析
,

在大熊猫
、

小熊猫
、

黑熊和狗 L D H
一

M
.

的胰蛋白酶

水解肤中也发现了为数不多的互有差别的肤段
.

小熊猫 L D H
一
M

;

的胰蛋白酶水解肤中的 T 多8
.

9 0 2
’ a , T 6 3

.

1 1 0
’ ,

T 9 3
.

3 6 4
,

与大熊猫

L D H
一
M

;

水解肤中的 T 3 6 (即 T 5 2
.

7 2 4
` a )

,

T S (即 T , 6
.

6 9 7
,

)
, T 2 9 (即 T 9 1

.

4 9 1
’

) 不

仅在肤的保留时间上不同
,

氨基酸组成也分别相差一个氨基酸
.

小熊猫 L D H 一
M

;

肤谱中的

T l0
.

56 9’ 与大熊猫的 T 26 (即 12
.

夕41
`

)氨基酸组成相同
,

但肤的保 留时间相差较大 ; 肤谱中

的 T 87
.

3 72
’

与大熊猫的 T 2 3 (即 T 87
.

2 86
’

)虽然保留时间基本相同
,

但氨基酸组成有一个

残基的差异
.

黑熊 L D H
一
M

;

的胰蛋 白酶水解肤中 T 58
.

7 6 2
’ a ,

T 62
.

95 0
` , T 93

.

5 84
,

与大熊猫 L D H -

M
。
的 T 3 6 (即 T 5 2

.

7 2 4
` a
)

,

T S (即 5 6
.

6 9 7
,

)
,

T 2 9 (即 T 9 1
.

4 9 1
,

) 氨基酸组成各有一个

残基的差异
,

肤的保留时间 也明显不同
.

狗 L D H
一
M

;

的胰蛋白酶水解肤中
, T 13

.

7 01
’

与大熊猫 L D H
一

M
4

肤谱中的 T 3 (即 T

14
.

4 47
`

) 在氨基酸组成上有两个残基的差异
,

肤的保留时间也不相同
.

狗 L D H
一

M
;

肤谱中的

T 5 8
.

9 2 2
, a ,

T 6 2
.

8 2 0
` ,

T 9 3
.

4 2 2
,

与大熊猫的 T 3 6 (即 T , 2
.

7 2 4
, a )

,

T S (即 T 5 6
.

6 9 7
,

)
,

T 2 9 (即 T 91
.

4 91
’

) 氨基酸组成与保留时间均各有差异
.

小熊猫
、

黑熊
、

狗 L D H
一

M
。
肤谱中的大多数其余肤段

,

根据保留时间与氨基酸组成
,

与

大熊猫 L D H
一
M

;

的相应肤段 的保留时间与氨基酸组成相一致
,

可以认为这些肤段与后者具

有相同的氨基酸序列
.

3
.

四种动物 LD H
一

M
。

肤谱中部分差异肤段的序列分析

在前述的差异肤段中 (表 3
,

4
,

5 中用星号 * 标明 )
,

对小熊猫的 T l0
.

56 9’
,

T 87
.

3 72’ 及

T 9 3
.

3 6 4
,

; 黑熊的 T 5 s
.

76 2
, a ,

T 9 3
.

5 s 4
,

以及狗 的 T 13
.

7 o l
, , T 6 2

.

s ZO
,

用 4 7 O A 蛋 白 质

序列仪进行了序列测定
.

由于狗的 T 93
.

42 2’ 与小熊猫的 T 93
.

3 64
,

的保 留时间与氨基酸组

成相同 ; 小熊猫的 T 63
.

1 10’ 与黑熊的 T 62
.

95 0’ 都与狗的 T 62
.

8 2 0’ 保留时间与氨基酸组成

相同
,

故推测它们之间的序列是相同的
.

同样的原因
,

狗的 T 58
.

92 2
` a 与小熊猫的 T 58

.

90 2
` a ,

,

推测与黑熊的 T 58
.

76 2
` a 的序列也是相同的

.

与上述各肤段相对应的大熊猫 L D H
一

M
;

的肤
、

段的序列测定结果已在文献 〔l] 中叙述
.

由肤谱分析和序列测定而发现的四种动物 L D H
一

M
4

的相互差异肤段的序列见图 3
.

一

从图 3 所揭示的大熊猫与小熊猫
、

黑熊
、

狗 L D H
一

M 亚基一级结构上差异的氨基酸残基

数 目来看
,

大熊猫 L D H
一

M 亚基与黑熊 L D H
一
M 亚基相差 3 个氨基酸残基

,

而与小熊猫和狗
,

L D H
一

M 亚基相比
,

都相差 5 个氨基酸残基
.

如果只从这一点考虑
,

那么大熊猫与小熊猫
、

黑

熊
、

狗在种系演化的关系上似乎与黑熊更接近一些 ; 它与小熊猫的差距则同与狗的差距一样

远
.

但如果仔细考察大熊猫 L D H
一

M 亚基与另外三种动物 L D H一 M 亚基一级结构中氨基酸残

基差异的性质和部位时
,

特别值得注意的是它与黑熊相差异的三个残基
,

即 leI 53
,

M
e t 26 艺

与 lG
u 3 2 4 ,

也同样存在于它与小熊猫和狗的差异中
.

更为有趣的是上述三个位置的氨基酸
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大熊猫

小熊猫

黑熊

狗

大熊猫

小熊猫

黑熊

狗

大熊猫

小熊猫

黑熊

狗

大熊猫

小熊猫

黑熊

狗

大熊猫

小熊猫

黑熊

狗

14 2 1

T14
.

4 47
一

E E H P TQ NK

T14
.

73 8
’

( E E H P TQ NK )

TI呼
.

8 1 9
’

( E E H TpQ NK )

T31
.

7 0 1
’

ED H NPQ NK

2 28 23 1

T12
。

7 4 1
’

Q VHK

T10
.

5 6 9
,

E V H K

T 12
.

05 2
’

( Q v H K )

T 12
.

3 1 1
’

( Q v l { K )

4 2 5 6

T 乡6
.

6 9 7
,

D L A D E L A L V D V 1 F l ) K

T 6 3
.

1 1 0
’

( l ) L 八 D E L A L v D v 卜飞 E n K )

T 6 2
.

9 5 0
’

( D L 八 D E L A L v D v M E D K )

T 6 2
.

82 0
’

D I A D E L A L V D V M E D K

1 7 7 18 9

T 8 7
。

2 8 9 , L G V ! I P L S C H G W V L 一

T 87
。

3 72
,

L G V H A L S C H G W V L 一

T 8 7
.

0` 0 ,

( I
』

G v H P L S C H G w v L 一 )

T 8 7
.

2 5 2
’

( L e v l 一 P L s e H e w v L 一 )

2 4写 26 4

T 9 1
。

4 9 1
’

G Y T S W A I G L S V A D L A E S M M K

T 9 3
.

3 6 4
`

G Y T S W A I G L S V A D L A E S I M K

T 9 3
.

5 84
,

( G v 丁 s w A 1 e L S v A D L A E s , M K )

T 9 3
.

4 2 2
’

( G 丫 I
’

s w ^ 1 e L s v 人 D L 人 E S I M K )

3 1 8 32 7

T 52
。

7 4 2 , a 5 A D I L W E I O K

T 5 8
.

9 0 2 , a ( S ^ D l
、

L w G 一 Q K )

T 5 8
.

7 6 2
, a 5 A D I L W G I Q K

T 5 8
.

9 2 2
’

a ( 5 A D T L w G 一 Q K )

图 3 大熊猫
、

小熊猫
、

黑熊和狗 L D H 一
M

.

的差异肤段

(括弧内序列由肚的氛基酸组成与保留时间推知 )

残基
,

在小熊猫
、

黑熊和狗 L D H
一

M 亚基的一级结构序列中出人意外地都是由相同的 M et

53
,

leI 26 2 与 lG y 3 24 所取代
.

换句话说
,

在四种动物 L D H 一M 亚基一级结构序列中
,

上

述三个位置的氨基酸残基是大熊猫所独有的
.

三
、

讨 论

作为小熊猫
、

黑熊
、

狗与大熊猫 四种动物 L D H
一

M 亚基一级结构比较的依据是大熊猫

L D H
一

M 亚基的全部序列测定
.

在文献 [ 1] 中已经报道为了测定大熊猫 L D H
一

M 亚基的一级

结构
,

首先对胰蛋白酶水解后所得到的全部 35 个肚段进行了序列测定
.

在全部大熊猫 L D H -

M
;

可能产生的胰蛋白酶水解肤中
,

只有 T l (第 1 至 4 位
,

N
一

端为乙酞基封闭 )
,

T 斗 (第

22 至 41 位
,

在 H P L c 肤谱中未出现 )以及第 3 17 位的 L sy 没有从胰蛋白酶水解肤的序列测

定中得到 E d m : n
降解的信息

.

在此基础上对大熊猫 L D H
一

M
.

的糜蛋 白酶水解肤和澳化氰

切割肤进行了序列测定
,

不仅大部分胰蛋白酶水解肤测定的序列得到验证
,

而且它们的拼 接通

过重叠肤段的序列得到确立
.

此外
,

第 32 至 40 位的序列得到了 E dm a n 降解的直接证据
,

第
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3 17 位 L s y的序列也得到确立
.

因此
,

全部大熊猫 L D H
一

M 亚基 3 31 个残基的序列中
,

有

3 16 个残基是由 E d m a n 降解直接确定的
,

余下的 15 个残基是根据氨基酸组成并参考一级结

构已知的猪 L D H
一

M 亚基的序列而推测的
.

因此
,

以大熊猫 L D H
一

M 亚基的一级结构为依

据
,

来对比分析小熊猫
、

黑熊和狗 L D H
一

M 亚基的一级结构是有较为可靠的基础的
.

前面已经提到
,

在分析大熊猫
、

小熊猫
、

黑熊与狗 L D H
一

M 亚基相互间的差异时
,

发现大

熊猫与黑熊的 L D H
一

M 亚基之间有 3 个残基的差异
,

大熊猫与小熊猫和狗之间分别有 , 个残

基的差异
.

值得注意的是大熊猫与黑熊 L D H
一

M 亚基相差异的 3 个残基
,

leI 5 3
,

M et 2 6 2 ,

与 lG
u 3 24

,

在小熊猫
、

黑熊和狗
,

甚至猪的 L D H
一

M 亚基一级结构的相应序列中
,

彼此都是

相同的
,

都由 M et 53
,

e11 2 62
,

与 lG y 3 24 所替代
.

由此看来
,

大熊猫 L D H
一

M 亚基的一

级结构在四种动物的 L D H
一

M 亚基中确有一定的独特性
.

如果以 L D H
一

M 亚基的一级结构

所提供的分子信息作为大熊猫种系演化与分类性状的特征
,

则有理 由把大熊猫在食肉目中列

为独立的一科
.

而且所得的实验结果也支持这样的观点
,

即大熊猫要早于黑熊
、

小熊猫与狗从

原初的食肉类族中分化出来
.

w盯
s t e r一 H ill 和 B su h 31[ 对大熊猫与有关动物的染 色质带形研究所得出的结论

,

与本文的

上述论点相似
.

他们在研究中发现大熊猫的染色质带形与熊和小熊猫的相比较
,

同形的都极

少
,

它本身具有明显的独特性
,

因而认为不应把大熊猫归人熊科或院熊科
,

而应把大熊猫在食

肉目中列为独立的一科
.

他们还认为大熊猫要比熊科
、

犬科和院熊科更早从原初的食肉类族

中分化出来
.

当然
,

大熊猫的进化与分类学地位问题
,

不能期望通过它的某一个单一的特征来作出结

论
,

也不能期望通过某一个实验的结果而最终解决
.

但本文研究工作所确定的大熊猫乳酸脱

氢酶的一级结构以及和其它相关食肉动物的同源蛋白质一级结构的对比
,

由此得到的分子信

息首次为这一问题的解决提供了新的证据
.

对大熊猫 L D H
一

M 亚基的序列分析也支持下列观点
:
某种蛋白质分子在进化过程中的

变化速率
,

即蛋白质分子在进化中发生一个残基变异的时间是近乎恒定的
.

在文献 〔l] 中已

经提到从猪和大熊猫 L D H
一

M 亚基相差 17 个残基以及偶蹄目和食肉目分化的年代
,

推算出

L D H 一
M 亚基在进化中的变化速率是每 8 80 万年改变一个残基

.

从已知的猪和鸡 L D H 一M 亚

基一级结构的比较
,

两者相差 朽 个氨基酸残基闭
.

哺乳类动物与鸟类的分化大约在 2 亿年前

的三叠纪 I,J
.

由此推算出 L D H一 M 亚基的变化速率是每 8 90 万年改变一个残基
.

从不同物

种推算出来的 L D H
一

M 亚基的变化速率的互相吻合看来并不是偶然的
,

这一事实正好说明乳

酸脱氢酶如同细胞色素
“
一样

,

在进化过程中具有恒定的变化速率
,

而且它的变化速率要比细

胞色素
C
快得多

.

因此利用变化速率较快的乳酸脱氢酶来研究亲缘关系较近的大熊猫
、

小熊

猫
、

黑熊等哺乳类动物的种系演化看来也是适当的
.

众所周知
,

蛋白质序列是基因表达的结果
,

遗传信息由 D N A 转录到 R N A ,

然后再由

RN A 翻译成蛋白质序列
.

基因即 D N A 分子中的遗传密码决定蛋白质的序列与结构
.

在漫

长的进化过程中
,

生物体不断发生突变
.

最初的突变是发生在基因也即 D N A 分子上的
,

然

后这种变化表达在蛋白质分子上
,

最后反映到生物的整体水平上
.

为了进一步验证从蛋白质

序列分析所得到的分子信息和深人地研究分子进化
,

测定乳酸脱氢酶基因的核营酸序列将是

有益的
。
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潘文石 副教授为本实验提供的大熊猫
、

小熊猫和黑熊的生物材料
,

杨端副教授对蛋白质的

序列分析给子的指导
,

刘兆乾副教授对 H PL C 分析工作给予的指导与支持
,

袁洪生同志为本

实验进行的大量的氨基酸组成分析
,

作者在此特致衷心 的感谢
.
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