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The properties of lactate dehydrogenase (LDH, EC 1.1.1.27) eye-specific C4 isozyme were studied by
polyacrylamide gel electrophoresis, Western blotting, immunoprecipitation, and enzyme kinetics.
Furthermore, we proposed the optimal conditions for measuring the activity of LDH eye-specific C4

isozyme. The isozymes were detected in the cytosol of eye tissues from Lepomis macrochirus and
Micropterus salmoides and were more similar to the A4 than the B4 isozyme. LDH/CS in the eye tissue
of L. macrochirus was increased in September, so the ratio of anaerobic metabolism was high. The electro-
phoretic patterns of mitochondrial LDH were similar to those of cytosolic LDH in the eye tissues of
L. macrochirus and Micropterus salmoides. LDH eye-specific C4 isozyme from eye tissue was purified by
preparative native-PAGE. The activities of LDH eye-specific C4 isozymes in L. macrochirus and M. sal-
moides were reduced at concentrations greater than 0.2 mM and 0.1 mM of pyruvate, respectively. These
concentrations remained at 5.2% and 15.8% as a result of the inhibition by 10 mM of pyruvate, so the
degree of inhibition was very high. The LDH activities of eye tissues were reduced at concentrations
greater than 22 mM and 24 mM of lactate, respectively, in L. macrochirus and M. salmoides. The Km

PYR

of eye-specific C4 was 0.088 mM in L. macrochirus and it was 0.033 mM in M. salmoides. The activities
of cytosolic and mitochondrial eye-specific C4 isozymes were high in α-ketobutyric acid. Furthermore,
the activities of eye tissue and eye-specific C4 isozyme had to be measured with 0.5 mM of pyruvate
and a buffer solution of pH 7.5. As a conclusion, the eye-specific C4 isozyme in M. salmoides has a high
affinity for pyruvate and exhibits maximum activity at a lower concentration of pyruvate and at higher
concentration of lactate than that in L. macrochirus. Therefore, it seems that the energy produced by
the LDH eye-specific C4 isozyme in M. salmoides was used at the first stage of predatory behavior.
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서 론

젖산탈수소효소(EC 1.1.1.27, LDH)는 Ldh-A, B, C에 의해

만들어진 사량체로 NAD+/NADH 존재 하에 피루브산과 젖

산의 상호 전환을 촉매하며, Ldh-A는 골격근과 같이 혐기적

대사가 우세한 조직에서 발현되고, Ldh-B는 심장조직과 같이

호기적 대사가 우세한 조직에서 발현되나, 종에 따라, 조직에

따라 대사적으로 필요한 정도가 다르므로, 진화를 통해 LDH

동위효소의 발현, 전하 및 역학적 특성이 최적화 되어있다

[19,23]. Ldh-C는 경골어류의 간이나 눈조직에서 나타나며, 역

학적 특성과 전하도 다르고 다른 유전자에 의해 발현되며

[21,22] 농어목의 눈조직에서 발현되는 LDH eye-specific C4,

잉어목과 대구목의 간조직에서 발현되는 LDH liver-specific

C4 및 포유류와 조류의 정소와 정자에서 발현되는 LDH tes-

tis-specific C4가 보고되었다. 따라서 왜 Ldh-C를 특정 조직에

서만 필요로 하는지에 대해 확실하지 않지만, LDH C는 유전

적 이점이 있으므로 진화를 통해 보존되어 있는 것으로 받아

들여져 정소의 testis-specific C4에 대해서만 활발히 연구가 진

행되고 있다.

LDH testis-specific C4는 정소와 정자에서 포도당 대신 젖

산과 피루브산을 우세하게 사용하여 에너지를 생성하고[2,18]

정자가 운동하는데 사용되므로[26,48], 생쥐 정자의 LDH 활성

의 80% 이상을 차지한다고 보고되었다[27]. 따라서 Ldh-C가

결손된 정자는 미토콘드리아의 활성은 변화되지 않지만 해당

과정이 억제되어 NAD+가 부족해지고 피루브산이 축적되어

ATP가 빠르게 감소되었다. 그 결과 운동성이 떨어져 불임을

이끌었으므로 testis-specific C4의 경우 정자의 ATP 항상성에

포함되는 복합물로서 에너지 대사에 직접 작용한다고 보고되

었지만[27] 여전히 Ldh-C의 기능에 대해서는 해결되지 않은

상태다. Liver-specific C4는 퍼옥시솜에서 NAD+/NADH를

조절하고 대사와 관련되어진다는 것이 보고되었다[20,24].

그리고 눈조직에서 발현되는 LDH eye-specific C4는 망막

의 광수용기 세포에 존재하여 광색소 재생성에 필요한 NAD
+

를 생성할 수 있다고 제시되어[33,46], 농어목 어류에서 보고되

었고[47], cichlidae 어류의 눈 및 뇌조직에서 eye-specific
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Ldh-C가 확인되었으며[17], 송어에서 피루브산에 대해 친화성

이 크게 자연 선택되었다고 보고되었다[19]. 그리고 lactate

shuttle에 의한 젖산의 중요성이 인식되면서 망막에서의 젖산

대사와 monocarboxylate 수송체(monocarboxylate trans-

porters, MCT)에 대한 연구가 진행되고 있으나[5] LDH와 관

련된 연구는 이루어지고 있지 않다. 눈조직에서의 Ldh-C에 대

한 연구는 국내산 농어목 어류에서 Ldh-C의 발현이 확인되었

고[31], Ldh-C가 발현되는 꺽지의 DO와 온도를 급격히 변화시

킨 경우 초기에 Ldh-C가 Ldh-B보다 먼저 발현되는 것으로 나

타나[11] 에너지 대사에서의 Ldh-C의 기능에 대한 관심을 불러

일으켰다. 또한 풀망둑과 얼룩동사리 눈조직의 LDH 활성이

높게 확인되어 농어목의 육식성어류에서 먹이 포획시 눈조직

의 LDH 활성이 기능을 할 것으로 예상하였다[29,49]. 그러나

가물치, 쥐노래미에서는 LDH 활성이 비교적 낮고 Km
PYR이 낮

아 피루브산에 대한 친화성이 크게 나타났으므로, 에너지 대

사에서의 역할이 중요함이 인식되었고[13,28], 종들의 서식환

경, 먹이 포획 방법을 포함한 행동 양상 및 운동성에 따라 눈

및 뇌조직에서 Ldh-C가 다르게 발현됨을 알 수 있었다. 그리고

가물치 eye-specific C4 활성에 대한 pH 안정성 실험에서 약산

성에서 최대 활성이 나타나고, LDH 활성을 측정하는 중성 pH

에서 활성이 약해, eye-specific C4 동위효소 활성을 측정하는

조건이 재검토 되어야 할 필요가 있는 것으로 나타났다.

따라서 LDH eye-specific C4의 특성을 확인하기 위해 농어

목 어류 중 피식자와 포식자 관계의 파랑볼우럭과 활동성이

큰 큰입우럭을 선택하였다. 포식자가 먹이를 찾는데 시간이

소모되고, 다가가서 추적하고 먹이를 잡아먹는 행동을 하므

로, 먹이를 잡는 행동은 시간의 소비와 관련된다[35,36,37]. 추

격행동은 혐기적 대사에 의해 생성된 에너지로 급격하게 수영

하여 포획하는 행동으로 비교적 시간은 적게 소요되나 에너지

소모가 크다. 어류가 먹이를 포획하는데 근육 LDH의 혐기적

대사에 의해 에너지를 빠르게 생성하여 사용한다고 보고하였

다[39]. 또한 밀집 식생의 경우 먹이를 찾는데 많은 시간이 소

요되고 포획율도 감소하므로[44] 밀집 식생군에서 에너지 비

용을 줄이는 추적행동으로 매복행동이 나타나 에너지를 보존

하는 방향으로 행동한다[35]. 따라서 LDH는 단시간 에너지

소모와 관련된 혐기적 에너지 비용을 담당하므로 어류 활동의

방식과 사용되는 에너지의 양을 연관 지을 수 있는 수단이고

표지자로 사용될 수 있다. 큰입우럭은 골격근의 LDH를 사용

하는 혐기적 대사에 의해 포획 활동을 하며, 먹이의 크기가

증가함에 따라 LDH 활성이 증가하고, 큰입우럭의 활동이 증

가하여 포획 활동 정도에도 영향을 미치게 된다[38]. 그러나

포식자인 큰입우럭이 먹이를 포획하는 순간과 피식자인 파랑

볼우럭이 먹이를 얻고, 방어하는 기능에 눈조직이 관여하고

LDH eye-specific C4가 중요한 역할을 할 것으로 예상되어 연

구하였다.

본 연구에서 농어목에 속하는 열대산 광온성 어류로서 피식

자와 포식자 관계를 갖는 종인 파랑볼우럭과 큰입우럭을 선택

하여 눈조직에서 발현되는 LDH eye-specific C4 동위효소의

특성을 비교하고, LDH eye-specific C4 동위효소의 활성을 측

정하는 조건을 제시하고자 하였다.

재료 및 방법

실험 재료 및 조직 추출액의 준비

경골어류 농어목 파랑볼우럭(Lepomis macrochirus, 10±3

cm)은 4, 5, 9월에, 큰입우럭(Micropterus salmoides, 35±5 cm)은

9월에 채집하여 얼음에 채워 운반하였고, 눈조직에 0.1 M po-

tassium phosphate buffer (pH 6.85, 4℃)를 3배(v/w) 가하여

4℃에서 glass homogenizer로 파쇄한 후 4℃, 20,000× g에서

1시간씩 2회 원심분리(Mega 21R, Hanil)하였으며 상등액을

시료로 사용하였다.

Native-polyacrylamide gel 전기영동(native-PAGE):

Western blotting 및 면역침강반응

파랑볼우럭 눈조직의 LDH 동위효소를 확인하기위해서

Western blotting 및 면역침강반응 후 native-PAGE를 실시하

였다. Native PAGE는 polyacrylamide vertical slab system

(SE250, Hoefer)으로 4℃로 유지시키면서 실시하였다[14].

Slab gel은 7.5% acrylamide separation gel 및 2.67% acryl-

amide stacking gel로 만들었고, 시료에는 sucrose와 bromo-

phenol blue 용액을 1:1(v/v)로 가한 후 5 mM Tris-glycine

buffer (pH 8.3)를 사용하여 100 V에서 20분간, 200 V에서 2시

간 10분간 전기영동하였다. LDH는 DL-lactate, NBT, PMS 및

NAD
+
를 혼합한 용액으로 37℃에서 염색한 후, 15% 초산 용액

에서 고정하였다[45]. Western blotting 실험은 LDH eye-spe-

cific C4 동위효소를 native-PAGE한 후 semi-dry transfer sys-

tems (Trans-blot SD, Bio-Rad)에서 0.015 M Tris-glycine buf-

fer (pH 8.3)를 사용하여 25V에서 30분간 nitrocellulose 막에

전이시켰다. 막을 5% skim milk/TBS (0.01 M Tris buffered

saline, pH 7.5) 용액에 넣고 25℃에서 1시간 반응 시킨 후 TBS

용액으로 10분간 3회 세척하였다. 1% skim milk/TBS로 희석

한 조피볼락(Sebastes schlegeli) LDH eye-specific C4(1:1,000)

[7,9]에 대한 항혈청 용액에 막을 넣고 25℃에서 1시간 반응

시킨 후 TBS 용액으로 10분간 2회 세척하였다. 1% skim

milk/TBS를 사용하여 희석시킨 2차 항체(anti-rabbit IgG,

1:1,000) 용액에서 1시간 반응시키고 TBS 용액으로 10분간 3회

세척하였다. 전개용액(chloronaphtol, methanol, TBS, 30%

H2O2)으로 반응시키고 증류수로 세척 후 밴드를 확인하였다.

눈조직 추출액에 꺽지(Coreoperca herzi) LDH A4, 소(Bos tau-

rus) LDH B4, 및 조피볼락 LDH eye-specific C4에 대한 항혈청

을 각각 1:0.5, 1:4, 1:0.5(v/v)로 가하고 25℃에서 1시간, 4℃에

서 12시간 면역침강반응 후 4℃, 20,000× g에서 원심분리하였
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으며, 상등액을 native-PAGE하여 항원-항체 복합체를 이루지

않은 LDH 동위효소를 확인하였다.

LDH와 CS의 활성 측정 및 단백질 정량

LDH의 활성은 1.50 mM 피루브산과 0.14 mM NADH를

포함한 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 6.85) 3 ml에

시료를 가한 다음 NADH로 부터 NAD+로 산화되는 정도를

분광광도계(UV-160A, Shimadzu)를 사용하여 25℃, 340 nm에

서 측정하였다[46]. Citrate synthase (CS, EC 4.1.3.7)의 활성은

0.2 mM acetyl-CoA, 0.1 mM DTNB[5,5'-dithiobis(2-nitro-

benzoic acid)], 0.5 mM oxaloacetic acid를 포함한 0.1 M

Tris-HCl buffer (pH 7.5) 3 ml에 시료를 가한 후, DTNB가

전환되는 정도를 25℃, 412 nm에서 측정하였으며 LDH/CS를

구하였다. 활성의 단위(unit)는 1분 동안 기질 1 μM을 전환시

키는 효소의 양으로, LDH 경우 millimolar extinction co-

efficient 6.22를, CS 경우 13.6을 사용하여 계산하였으며[39],

단백질은 BSA를 표준단백질로 사용하여 분광광도계로 595

nm에서 Bradford의 방법[3]에 따라 정량하였고, LDH의 비활

성은 단백질 양에 대한 효소의 활성(units/mg)으로 나타냈다.

미토콘드리아 분리 및 LDH 추출

파랑볼우럭과 큰입우럭 눈조직을 적출하여 혈액을 제거한

후 0.25 M sucrose를 함유한 50 mM potassium phosphate

buffer (pH 6.85)를 3배(v/w) 가하고 glass homogenizer로 조

심스럽게 파쇄하였다. 조직 추출액은 4℃, 270× g에서 7분간

원심분리하였고, 상등액을 동일 조건에서 다시 원심분리하였

다. 상등액을 1,500× g에서 10분간 원심분리한 뒤 상등액을

10,000× g에서 1시간 동안 원심분리 한 후 미토콘드리아 침전

물을 얻었다[9]. Monoamine oxidase (MAOX)의 활성을 측정

하여 미토콘드리아의 분리를 확인하였으며, 분리된 미토콘드

리아를 3분 간격으로 30초간 초음파로 파쇄한 후 LDH 활성을

측정하고 native-PAGE로 mitochondrial LDH 동위효소를 확

인하였다. MAOX 활성은 Tabor 등의 방법[41]을 변형하여 측

정하였다. 2.5 mM benzylamine을 함유하는 50 mM potas-

sium phosphate buffer (pH 7.2) 3 ml에 시료를 가한 후 ben-

zylamine이 감소되는 정도를 분광광도계로 37℃, 250 nm에서

측정하였다. 활성의 단위는 1분 동안 1 μmole benzylamine을

분해하는 효소의 양으로 millimolar extinction coefficient 13.8

을 사용하여 계산하였다.

Preparative native-PAGE에 의한 LDH eye-specific

C4 동위효소의 분리

Preparative native-PAGE (Model 491 Prep cell, Bio-Rad)

는 파랑볼우럭 LDH eye-specific C4를 정제하기위해서 5%

acrylamide separation gel과 stacking gel을 5:1로 만들었고,

큰입우럭 LDH eye-specific C4를 분리하기 위해 6% acryl-

amide separation gel (28×50 mm)을 만들었다. Buffer (0.025

M Tris-Glycine, pH 8.3)를 upper chamber에 400 ml, lower

chamber에 2 l, elution chamber에 800 ml 채운 후 시료 3 ml와

sample buffer (0.0625 M Tris-HCl, pH 6.8, 10% glycerol,

0.025% bromophenol blue)를 1:1(v/v)로 섞은 용액을 gel의

상부에 가하고, 460 V, 40 mA에서 전기영동 하였으며, bromo-

phenol blue가 separation gel을 빠져나갈 때 elution buffer를

0.75 ml/min 유속으로 유입시키면서 용출액을 0.5 ml씩 분획

하였다. 각 분획의 LDH 활성을 측정하고, native-PAGE하여

eye-specific C4만 존재하는 분획을 모아 농축시킨 후 기질의존

성 실험의 시료로 사용하였다.

LDH eye-specific C4 동위효소의 기질의존성 측정 및 최

적 pH

0.14 mM NADH를 함유하는 0.1 M potassium phosphate

buffer (pH 6.85)에 피루브산 0.01∼10 mM을 가하고 파랑볼우

럭 눈조직 추출액 및 파랑볼우럭과 큰입우럭의 정제한

eye-specific C4 동위효소의 활성을 측정하여 최대 활성을 기준

으로 상대 활성(%, V/Vmax)을 구하여 기질농도에 의해 저해

되는 정도를 확인하였다. 그리고 Lineweaver-Burk plot에 의

해 Km
PYR

를 얻었다. 0.7 mM NAD
+
를 함유하는 0.1 M potas-

sium phosphate buffer (pH 6.85)에 L-lactate 0.1∼200 mM을

가하고 340 nm에서 LDH 활성을 측정하였고, 최대 활성에 대

한 상대 활성(%, V/Vmax)을 확인하였다. 또한 ⍺-ketobutyric

acid, ⍺-ketovaleric acid, ⍺-ketoglutaric aicids, ⍺-ketocaproic

acid, DL-d-keto-β-methyl-n-valeric acid, ⍺-ketoisocaproic

acid, 및 ⍺-ketoisovaleric acid 등의 ⍺-ketoacids 기질에 대한

활성을 측정하여 기질 특이성을 확인하였다.

파랑볼우럭과 큰입우럭의 정제한 eye-specific C4 동위효소

를 4℃, 0.1 M sodium acetate buffer (pH 4.0, 4.5, 5.0), 0.1

M sodium citrate buffer (pH 5.5), 0.1 M potassium phosphate

buffer (pH 6.0, 6.5, 7.0), 0.1 M Tris-HCl buffer (pH 7.5, 8.0,

8.5), 0.1 M Tris-glycine buffer (pH 9.0) 및 0.1 M sodium car-

bonate buffer (pH 9.5, 10.0, 10.5)에 0.1 mM 피루브산, 0.5

mM 피루브산 및 1.5 mM 피루브산에서 LDH 활성을 측정하

여 비교하였고, 또한 최대 활성에 대한 상대 활성(%)을 구하여

pH 안정성 및 최적 pH를 확인하여, 눈 조직 LDH 및 LDH

eye-specific C4 활성을 측정하는 조건으로 제시하였다.

결과 및 고찰

Native-polyacrylamide gel 전기영동: Western blotting

및 면역침강반응

눈조직에서 발현되는 LDH eye-specific C4 동위효소에 대

해 연구하기위해 눈조직에서 발현되는 A4, B4 및 eye-specific

C4 동위효소를 확인하였다. 파랑볼우럭 눈조직 추출물을 na-



212 생명과학회지 2012, Vol. 22. No. 2

Table 1. LDH activity, CS activity and protein concentration in eye from L. macrochirus

Collection time

(Month)

LDH activity

(units/g)

CS activity

(units/g)

Protein

(mg/g)
LDH/CS

Specific activity

LDH units/mg CS units/mg

April 9.45 0.97 8.23 9.74 1.148 0.118

May 12.73 0.53 13.99 24.02 0.91 0.038

September 30.4 0.9 48.3 33.78 0.63 0.019

tive-PAGE한 후 Western blotting하여 양극 쪽에 LDH

eye-specific C4 동위효소를 확인하였다(Fig. 1). 또한 눈조직에

LDH A4에 대한 항혈청을 반응시켜 면역침강반응 후 na-

tive-PAGE를 실시한 결과 A4 밴드는 확인되지 않고 A2B2는

흐리게 나타났으며, LDH B4에 대한 항혈청을 반응시킨 경우

B4 밴드가 나타나지 않았고 A2B2활성이 흐려졌으며, LDH

eye-specific C4에 대한 항혈청을 사용하여 반응시킨 결과 A4

와 이질동위효소, C4 동위효소는 나타나지 않고 B4 동위효소만

확인되어 LDH eye-specific C4 동위효소가 B4보다 A4 동위효

소에 유사한 것으로 확인되었다(Fig. 1).

파랑볼우럭과 큰입우럭 눈조직의 LDH 전기영동상은 음극

쪽으로 부터 B4, A2B2, A4, A3C, C hybrid 및 양극 쪽의 eye-spe-

cific C4 동위효소가 나타났고, A3B와 AB3 동위효소가 나타나

지 않은 것이 유사하였으나, 파랑볼우럭의 LDH C hybrid의

발현이 큰입우럭보다 약하게 나타나 차이를 보였다(Fig. 1).

그리고 풀망둑과 쥐노래미 eye-specific C4의 역학적 성질이

B4보다 A4에 유사하다는 보고[9,49]와도 일치하였다. 쥐노래미

LDH는 A4 동위효소가 가장 음극에 나타나 차이를 보였으나

A3B, AB3가 나타나지 않은 것은 동일하여[13], 5가지 동위효소

가 나타나는 가물치[28]에 비해 저산소에 적응된 것으로 보였

다. 그리고 파랑볼우럭과 큰입우럭 눈조직의 미토콘드리아

LDH도 A4, A2B2, B4, C hybrid, C4 동위효소가 모두 확인되었

Fig. 1. Native-polyacrylamide gel electrophoresis, Western blot-

ting(W) and immunoprecipitation of LDH isozymes in

L. macrochirus and M. salmoides using C. herzi LDH A4

antiserum (anti-A4), B. taurus LDH B4 antiserum (anti-B4)

and S. japonicus LDH eye-specific C4 antiserum (anti-C4).

A, L. macrochirus eye; 1(W), A+anti-C4; 2, A+anti-A4; 3,

A+anti-B4; 4, A+anti-C4; 5, mitochondrial LDH in L. mac-
rochirus; B, M. salmoides eye; 6(W), B+anti-C4; 7, mi-

tochondrial LDH in M. salmoides.

으므로(Fig. 1) 미토콘드리아에서 LDH에 의한 에너지 대사가

활발하게 이루어지는 것으로 사료된다.

세포기질 LDH, 미토콘드리아 LDH 및 CS의 활성

4, 5, 9월에 채집한 파랑볼우럭 눈조직의 LDH 활성을 측정

하였다(Table 1). 9월에 채집한 파랑볼우럭 눈조직의 LDH 활

성은 30.4 units로 4월의 9.45 units에 비해 크게 증가되었다.

CS의 활성은 5월에 0.53 units로 4월의 활성보다 감소되었지만

9월에 0.9 units로 4월의 활성과 유사하였다. 따라서 LDH가

CS보다 증가폭이 컸으므로 LDH/CS는 9월에 33.78로 증가되

어 혐기적 대사가 증가된 것으로 확인되었다. 또한 단백질양

이 9월에 48.3 mg/g이므로 가장 많이 증가되었다(Table 1).

파랑볼우럭(9월)의 눈조직 추출액의 MAOX 활성은 0.35 units

였으나, 미토콘드리아 분획 추출액에서는 MAOX가 0.43 units

였으므로 미토콘드리아가 분리되었음이 확인되었으며, 눈조

직 미토콘드리아 분획의 LDH 활성이 1.38 units였고, LDH의

비활성은 1.29 units/mg였다. 그리고 큰입우럭 눈조직의 미토

콘드리아 LDH 활성은 0.55 units였고, LDH의 비활성은 5.00

units/mg였다(Table 2). 따라서 파랑볼우럭 미토콘드리아

LDH 활성은 세포기질 LDH 활성의 4.54%였고, 큰입우럭의

경우는 4.7%로 나타났으므로 미토콘드리아에서 LDH에 의한

젖산의 대사가 이루어지는 것이 확인되었다. 파랑볼우럭(9월)

의 눈조직 추출액의 활성은 풀망둑 눈조직 LDH 53.25 units,

CS 8.35 units 가물치 눈조직 LDH 3.5 units, CS 10.9 units,

쥐노래미 눈조직 LDH 10.90 units[13,28,49]와 비교하면 풀망

둑 LDH 활성 보다 낮지만 쥐노래미와 가물치의 LDH 활성보

다 높게 확인되었고, CS는 풀망둑과 가물치보다 낮아 파랑볼

우럭과 큰입우럭 눈조직의 경우 혐기적 대사 비율이 높은 것

으로 확인되었다.

Preparative native-PAGE에 의한 LDH eye-specific

C4 동위효소의 분리

Eye-specific C4 동위효소를 분리하기 위해서 Preparative

native-PAGE을 실시하였다(Fig. 2). 파랑볼우럭의 경우, 5%

acrylamide gel로 실시한 결과 10∼32번(4.5∼16 ml) 분획에서

eye-specific C4가 분리되었으며, 시료의 LDH 활성 38.58 units

로부터 eye-specific C4 17.11 units를 얻어 수득률이 44.35%이

었고. 208∼211번에서 A4, 270번에서 A2B2, 350번에서 B4 동위

효소가 확인되었다(Fig. 3). 쥐노래미 eye-specific C4 [13]와 같

이 4% acrylamide gel로 분리한 경우 bromophenol blue와
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Table 2. LDH and monoamine oxidase activities of mitochondria in eye from L. macrochirus and M. salmoides (Collection

time: September)

Species
LDH activity

(units/g)

Protein

(mg/g)

Specific activity

(units/mg)

MAOX (units)

Crude extract Mitochondrial fraction

L. macrochirus 1.38 1.07 1.29 0.35 0.43

M. salmoides 0.55 0.11 5.00 0.42 0.52

Fig. 2. Purification of LDH eye-specific C4 isozymes by

Preparative native-PAGE from eye in L. macrochirus and

M. salmoides. Fractions of 0.5 ml were collected at flow

rate 0.75 ml/min. ●, L. macrochirus; ◯, M. salmoides.

eye-specific C4가 동일 분획에서 함께 용출되어 eye-specific

C4 동위효소를 분리하기가 어려웠으므로 5% gel에서 분리하

였다. 큰입우럭 eye-specific C4 동위효소는 5% acrylamide gel

로 분리한 경우 eye-specific C4 동위효소와 인접하게 위치한

동위효소가 함께 용출되므로 6% acrylamide gel로 분리하였

으며, 35～65번(17∼32.5 ml) 분획에서 분리되었다(Fig. 2). 정

제 후 분획을 native-PAGE하여 eye-specific C4, A4 및 B4 동위

효소를 확인하였으며(Fig. 3). 큰입우럭 눈조직의 LDH 활성

9.16 units로부터 eye-specific C4 동위효소 0.46 units를 얻어

수득률은 5.05%로 파랑볼우럭의 수득률에 비해 낮았으며, 이

는 인접하여 위치된 AC3 동위효소로 인해 분리가 어려웠기

때문이다. 가물치 eye-specific C4 동위효소의 경우 4% acryl-

amide gel로 Prep cell을 실시하여 2 ml씩 분획할 때 9～15번

분획(16∼30 ml)에서 얻어 수득률이 0.7%였고[28], 쥐노래미

eye-specific C4는 4% acrylamide gel에서 10~12번(18∼24 ml)

에서 용출되어 수득률이 2.4%라는 보고[13]와 비교하면 파랑

볼우럭 LDH eye-specific C4의 경우 LDH 활성도 높고 acryl-

amide gel의 농도도 잘 조절되어 수득률이 높은 것으로 사료

된다.

LDH eye-specific C4 동위효소의 피루브산, 젖산 및 α-

keto acids에 대한 기질의존성

LDH eye-specific C4 동위효소의 기질에 대한 저해 정도를

확인하기위해서 피루브산 농도를 10 mM까지 증가시키며

Fig. 3. Polyacrylamide gel electrophoresis zymogram of purified

LDH eye-specific C4 isozyme by Preparative na-

tive-PAGE. A. L. macrochirus eye; 1, fraction number

10-32; 2, fraction numbers 208-211; 3. fraction number

350; 4, concentrated LDH eye-specific C4; B, M. salmoides
eye; 5, fraction numbers 35-65; 6, fraction numbers

220-236; 7, fraction number 340; 8, concentrated LDH

eye-specific C4.

LDH 활성을 측정하였다(Fig. 4). 파랑볼우럭 LDH eye-specif-

ic C4의 활성은 피루브산이 증가됨에 따라 증가되어 0.1 mM에

서 97% 활성을, 0.2 mM에서 최대활성을 나타내고 0.2 mM

이상의 농도에서 급격히 감소되었다. 큰입우럭의 LDH

eye-specific C4는 0.01 mM 피루브산에서 37% 활성을 보여

파랑볼우럭 LDH의 10% 활성보다 컸으며, 0.1 mM에서 최대

활성을 나타내고 0.3 mM까지 97% 활성을 보이고, 이후 감소

되었다. 파랑볼우럭과 큰입우럭 LDH 활성이 최대활성 이후부

터 급격히 저하되어 피루브산 1 mM에서 각각 50.4%, 59.2%활

성이 남았고, 1.5 mM에서는 20.9%, 31.6%, 10 mM에서 5.2%,

15.8%활성이 남아 저해 정도가 컸으며 파랑볼우럭이 저해 정

도가 더 큰 것으로 나타났다(Fig. 4). 파랑볼우럭 눈조직의 경

우도 0.3 mM 피루브산에서 최대 활성을 나타내고 1 mM 피루

브산에서 74.1%, 1.5 mM에서 61.6% 및 10 mM에서 22.1% 활

성을 나타냈다(Fig. 5). 따라서 LDH eye-specific C4가 눈조직

LDH 보다 더 낮은 피루브산 농도에서 최대 활성에 이르고,

이후 급격히 저하되어 피루브산에 대해 더욱 민감하게 저해되

었으며, 피루브산 4.3 mM 이후부터 저해되기 시작하는 토끼

근육 LDH 보다 낮은 농도에서 저해하는 것으로 보였다[15].

가물치 경우 저농도의 피루브산에서 심장조직의 LDH 활성이

더 크나 피루브산 농도가 증가됨에 따라 골격근의 LDH 활성

이 증가하여 26 mM 피루브산에서 최대 활성을 나타내고, 심

장조직은 60 mM에서 최대 활성을 나타낸다는 보고[1]와 비교
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Fig. 4. Effect of pyruvate concentrations on the activity of LDH

eye-specific C4 isozymes in L. macrochirus and M.
salmoides. ●, L. macrochirus; ◯, M. salmoides.

Fig. 5. Effect of pyruvate concentrations on the activity of LDH

isozymes in eye from L. macrochirus and M. salmoides.

●, L. macrochirus; ◯, M. salmoides.

하면 골격근과 심장조직의 LDH A4와 B4에 비해 눈조직의

eye-specific C4 동위효소는 상당히 낮은 농도의 피루브산에서

저해되는 것으로 확인되었다. Cichlid fish의 LDH 활성이 피

루브산 0.33 mM에서 측정되었고[16], Fundulus heteroclitus

LDH 활성은 피루브산 0.667 mM에서 측정되었으며[32],

Amazonian cichlids 경우 환경에 적응되어 대사회로를 조절

하고 효소 양을 조정하여 혐기적 대사를 하므로 LDH 활성을

1 mM 피루브산, 0.15 mM NADH 및 pH 7.4의 완충액에서

측정하였다고 보고되었지만[6] 본 실험에서는 LDH 활성이

0.33 mM 피루브산에서 높고 0.667 mM과 1 mM 피루브산에서

는 낮게 측정되었다. 그리고 Lineweaver-Burk 식에 의해 측정

Table 3. Apparent Michaelis-Menten constant values for

LDH eye-specific C4 from L. macrochirus and M.
salmoides

Isozyme Km
PYR

(mM)

L. macrochirus LDH eye-specific C4 0.088

M. salmoides LDH eye-specific C4 0.033

한 결과 파랑볼우럭 eye-specific C4 동위효소의 Km
PYR

는 0.088

mM, 큰입우럭 eye-specific C4 동위효소의 Km
PYR는 0.033 mM

로 확인되었다(Table 3). 따라서 큰입우럭의 경우 저농도의 피

루브산에 의한 LDH eye-specific C4의 활성이 크고, Km
PYR

이

낮아 피루브산에 대한 친화력이 큰 것으로 나타났다. 또한 최

대 활성에 이르는 피루브산의 농도가 비교적 낮아 에너지가

더 빠르게 생성되므로, 눈조직에서 LDH eye-specific C4 동위

효소에 의해 생성된 에너지가 포식 행동의 초기반응에 빠르게

사용되는 것으로 사료된다. 또한 고농도 피루브산에서 파랑볼

우럭이 큰입우럭보다 저해정도가 크므로 더욱 저산소 조건에

적응되어 진화된 것으로 볼 수 있다. 큰입우럭의 경우 돌 또는

수풀 사이에 숨어있다가 먹이를 발견하고 eye-specific C4로

급격히 에너지를 생성하여 먹이를 추적한 후 즉시 골격근의

LDH A4에 의해 에너지를 생성하여 먹이를 포획하는 것으로

보이므로, 행동의 정도에 따라 eye-specific C4 활성이 차이를

나타내는 것으로 보인다. Eye-specific C4 동위효소의 이러한

기능은 정자에서 testis-specific C4 동위효소가 ATP 생성과 밀

접한 관련이 있다는 보고[27]와 유사한 것으로 사료된다. 그리

고 파랑볼우럭과 큰입우럭 eye-specific C4의 Km
PYR

는 cichlid

fish, Oreochromis mossambicus의 B4 동위효소의 Km
PYR 0.0323

mM과 C4 동위효소 0.0141 mM[16] 및 쥐노래미 eye-specific

C4의 Km
PYR

0.0188 mM[13]보다 친화력이 낮은 것으로 나타났

지만, 가물치 eye-specific C4의 Km
PYR

0.133 mM, 잉어 골격근

의 Km
PYR

0.173 mM 및 송어 골격근의 Km
PYR

0.209 mM [42,49]

에 비해 친화력이 상당히 높게 확인되었으며, 풀망둑 눈조직

Km
PYR 0.089 mM과 비교하면 파랑볼우럭의 C4 동위효소와 유

사하였다. 특히 눈조직이 골격근과 심장조직보다 Km
PYR도 낮

아 친화력이 크므로 만성적인 저산소에 적응되어 LDH 활성은

낮지만 대사속도가 빠르게 최적화된 것으로 생각된다.

피루브산 10 mM에서 풀망둑 눈조직의 LDH는 35.22%,

LDH eye-specific C4는 36.53% 활성을 나타냈고[49], Scombo

japonicus LDH eye-specific C4는 30% 활성을 나타냈으며[45],

가물치 LDH eye-specific C4 동위효소는 16.87%활성을 나타낸

다고 보고되었으므로[28] 본 실험의 큰입우럭 15.8%, 파랑볼

우럭 5.2%보다 저해정도가 낮았으며, 쥐노래미는 6.5% 활성을

나타내는 것으로 보고되어[13] 파랑볼우럭이 가장 저산소에

적응된 것으로 확인되었다. Whitt의 방법에 따라 LDH 활성은

1.5 mM 피루브산에서 파랑볼우럭 eye-specific C4 20.9%, 큰입

우럭 C4 31.6%, 눈조직 LDH 61.6%로 측정되었고, 쥐노래미
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eye-specific C4 40%, 가물치 eye-specific C4 73%, 풀망둑 눈조

직 LDH 100%로 측정되었다[13,29,45,49]. 그리고 0.5 mM에서

는 파랑볼우럭 eye-specifc C4 72.2%, 큰입우럭 eye-specifc C4

78.9% 활성이 남아, 조직의 LDH 및 LDH eye-specific C4 활성

을 측정할 수 있는 조건으로 1.5 mM 보다는 0.5 mM 농도를

선택하여야 할 것으로 사료된다. 그리고 꺽지 A4, 쏘가리 A4,

가물치 A4, A2B2, B4, 소 B4, 풀망둑, 칠성장어 및 메기류 조직들

LDH의 활성이 피루브산 농도에 따라 변화되는 정도를 종합하

면 0.5 mM 피루브산에서 95%, 1.5 mM 피루브산에서 84%의

활성이 측정되었으므로[7,8,9,10,12,28,49] 다른 조직들의 LDH

A4 동위효소 및 B4 동위효소에서는 활성의 차이를 크게 보이

지 않았다.

파랑볼우럭과 큰입우럭 눈조직의 LDH 동위효소가 젖산에

의해 저해되는 정도를 측정한 결과 파랑볼우럭의 LDH 활성이

낮은 농도의 젖산에서 큰입우럭의 LDH 활성보다 조금 더 크

고 파랑볼우럭 LDH가 22 mM, 큰입우럭 LDH가 24 mM에서

최대 활성을 나타내고, 이후 농도에서 활성이 급격히 저해되

었다(Fig. 6). 따라서 큰입우럭 눈조직 LDH 동위효소의 젖산

에 대한 친화성이 파랑볼우럭보다 조금 낮고, 좀 더 많은 양의

젖산에 내성이 있으므로, 해당과정에 의해 에너지를 더 많이

생성할 수 있는 것으로 볼 수 있다. Channa punctatus 심장조직

LDH는 12.5 mM, 골격근의 LDH는 175 mM[1], 아마존에 서식

하는 Mylossoma duriventris 심장조직 14 mM, 골격근 20 mM,

C. macropomum 심장조직 20 mM, 골격근 25 mM[43] 및 토끼

골격근 LDH가 25 mM에서 최대 활성을 나타냈다[15]는 보고

와 비교해 보면 eye-specific C4의 경우 M. duriventris 심장조직

과 골격근 보다는 젖산에 대한 내성이 강하고, C. macropomum

골격근의 LDH와 파랑볼우럭의 C4와 유사하지만 C. punctatus

골격근의 LDH는 젖산의 농도가 특히 높아 골격근에서 해당과

정에 의해 많은 에너지를 생성할 수 있다는 것을 나타내므로

Fig. 6. Effect of L-lactate concentrations on the activity of LDH

isozymes in eye from L. macrochirus and M. salmoides.

●, L. macrochirus; ◯, M. salmoides.

이와 비교해 볼 때 눈조직에서 LDH eye-specific C4는 에너지

의 양은 적지만 빠르게 생성하는 것으로 사료된다. 따라서 포

식자인 큰입우럭의 eye-specific C4는 저농도 피루브산에서 파

랑볼우럭 C4 활성보다 크고 최대 활성에 빨리 도달하지만, 저

농도의 젖산에서는 파랑볼우럭 eye-specific C4가 큰입우럭

eye-specific C4보다 활성이 조금 크고, 최대활성에도 빨리 도

달하고 이후 농도에서 저해되므로, 큰입우럭 eye-specific C4가

젖산에 대한 내성이 커서 피식자인 파랑볼우럭에 비해 LDH

eye-specific C4에 의해 순간 에너지를 좀 더 빠르고 크게 생성

하는 것으로 볼 수 있다.

⍺-ketoacids 기질에 대한 eye-specific C4 동위효소의 활성

을 측정하여 피루브산에 의한 LDH 활성에 대해 상대 활성(%)

을 측정한 결과 파랑볼우럭은 ⍺-ketobutyric acid가 72.90%였

고, 큰입우럭은 ⍺-ketobutyric acid가 114.58%, ⍺-ketovaleric

acids가 83.3%로 높았으며, 모든 기질에서 활성이 41.67∼

114.58%로 나타나 기질에 대한 특이성이 넓게 확인되었다. 파

랑볼우럭 눈조직의 미토콘드리아 내 LDH는 ⍺-ketobutyric

acid가 52.77%, 큰입우럭 미토콘드리아 내 LDH는 ⍺-ketoglutaric

aicids가 35.12%로 가장 높게 측정되었고, 나머지 기질에서는

모두 낮게 확인되었다(Table 4). 세포기질과 미토콘드리아에

서 eye-specific C4 동위효소는 피루브산 다음으로 ⍺-ketobu-

tyric acid가 활성이 가장 크게 나타나, ⍺-ketoacids에 대한

상대 활성도는 탄소 사슬의 길이가 길어질수록 감소하여 ⍺
-ketobutyric acid → ⍺-ketovaleric acid → ⍺-ketoglutaric

acid 순으로 감소한다는 결과와 일치하였다[34]. 생쥐 정소의

LDH testis-specific C4 동위효소의 결과와 고등어 LDH

eye-specific C4 동위효소가 ⍺-ketobutyric acid에 반응하였다

는 결과[9]와 일치하였다. 그리고 testis-specific C4가 ⍺
-hydroxyvalerate에 대사하는 등 기질에 대한 특이성이 넓다

는 결과[4]와도 유사하였다.

LDH eye-specific C4의 pH 안정성 및 최적 pH

LDH 활성을 Whitt의 방법[45]에 따라 1.5 mM 피루브산에

서 측정하여 최대활성을 기준으로 상대활성(%, V/Vmax)을

구한 결과 파랑볼우럭 LDH eye-specific C4 동위효소는 pH

4.0에서 81.9%, pH 7.5에서 최대 활성을 나타냈으며, pH 8.5까

지 80% 이상의 활성을 나타냈다. 따라서 최적 pH는 7.5였고,

pH 4.0과 pH 7.5∼8.5에서 안정적이었다. 큰입우럭 eye-spe-

cific C4는 pH 4.0에서 최대 활성을 나타내고, pH 4.5에서

95.3%, pH 8.0에서 86% 활성을 나타내므로 최적 pH는 4.0이

었고, pH 4.0∼4.5와 pH 8.0에서 안정적이었다(Fig. 7). 그리고

Whitt 방법[45]에 따른 pH 6.85 완충액, 1.5 mM 피루브산에서

LDH 활성을 측정하는 경우, 큰입우럭과 파랑볼우럭의 LDH

eye-specific C4 동위효소는 각각 33%와 60% 활성이 측정되었

다(Fig. 7). 고등어 eye-specific C4는 pH 8.5에서 최대 활성을

나타내고, pH 6.5∼10.0에서 75%활성을 나타냈으며[30], 풀망
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Table 4. Effect of ⍺-ketoacids on the activity of LDH eye-specific C4 and mitochondrial LDH in eye from L. macrochirus
and M. salmoides

Substrate

L. macrochirus M. salmoides
LDH eye-specific

C4 (%)

Mitochondrial

LDH (%)

LDH eye-specific

C4 (%)

Mitochondrial

LDH (%)

Pyruvate 100 100 100 100

⍺-Ketobutyric acid 72.90 52.77 114.58 35.12

⍺-Ketocaproic acid 15.63 6.38 62.50 5.03

⍺-Ketovaleric acid 15.63 3.83 83.30 3.66

DL-⍺-Keto-β-metyl-n-valeric acid 31.25 3.55 41.67 1.83

⍺- Ketoglutaric acid 10.42 2.84 41.67 6.40

⍺- Ketoisovaleric acid 26.04 5.67 41.67 6.40

⍺- Ketoisocaporic acid 31.25 5.32 41.67 2.20

둑 눈조직은 pH 6.5에서 최대 활성을 나타내지만 pH 7.5부터

활성이 급격히 감소되었다[49]. 쥐노래미 eye-specific C4는

pH 8.5에서 최대 활성을 나타냈으나 pH 7.0∼8.0에서 80∼

97%, pH 6.5∼7.0에서 23∼35% 활성이 측정되었다[13]. 또한

가물치 eye-specific C4는 pH 5.5에서 최대 활성을 나타내지만,

pH 7.0에서 37% 활성이 측정되어 큰입우럭과 파랑볼우럭과

같이 중성에서 활성이 낮게 측정되었다.

LDH eye-specific C4를 0.5 mM 피루브산으로 pH 변화에

따라 LDH 활성을 측정한 후 상대 활성을 구한 결과 파랑볼우

럭은 pH 4.5∼5.0에서 79%, pH 7.5∼8.5에서 80% 이상 활성을

나타내 산성과 약알카리에서 활성이 강했으며, pH 8.0에서 최

대 활성을 보였고, pH 6.8에서는 70% 활성을 나타냈다(Fig.

8). 그리고 큰입우럭의 LDH eye-specific C4는 pH 4.0에서 최

대 활성을 나타낸 후 감소하여 pH 4.5에서 65%, pH 7.5에서

50% 활성을 나타냈다. 또한 큰입우럭 eye-specific C4의 경우

최대 활성을 나타내는 0.1 mM 피루브산에서 측정한 결과 pH

Fig. 7. Relative activity (%, V/Vmax) of LDH eye-specific C4

isozymes in L. macrochirus and M. salmoides according

to pH at 1.5 mM of pyruvate concentration. ●, L. macro-
chirus; ◯, M. salmoides.

4.0에서 최대 활성을 나타내고, pH 4.0∼5.0에서 74% 이상의

활성과 pH 6.0∼7.0에서 58∼60% 활성을 보였으며 pH 7.5에

서 48% 활성을 나타내지만 pH 8.0 이상에서는 활성이 낮게

나타났다(Fig. 8).

피루브산 0.1 mM, 0.5 mM 및 1.5 mM에서 pH 변화에 따라

측정한 두 종의 LDH 활성을 비교하였다(Fig. 9, 10). 파랑볼우

럭 LDH는 피루브산 1.5 mM에서 활성을 측정한 경우 보다

0.5 mM에서 측정한 경우의 활성이 높았고, pH 4.5∼5.0, pH

7.5∼8.5에서 활성이 높았으며 최대 활성은 pH 8.0이었다(Fig.

9). 큰입우럭 LDH는 피루브산 농도에 따라 활성이 높은 pH가

다르게 나타났지만 pH 4.0∼5.0까지 비교적 모두 높게 나타났

고, 0.1 mM 경우 pH 6.0∼7.5, 0.5 mM 경우 pH 7.0∼8.0, 1.5

mM 경우 pH 7.5∼8.5에서 높게 나타났으므로 pH 4.0∼5.0와

pH 7.5가 안정적이었다. 또한 LDH A4와 B4 동위효소도 최적

pH가 6.5∼7.5에서 보고[25,49]되었으므로 두 종의 LDH

Fig. 8. Relative activity (%, V/Vmax) of LDH eye-specific C4

isozymes in L. macrochirus and M. salmoides according

to pH at 0.1, 0.5 and 1.5 mM of pyruvate concentrations,

respectively. ●, 0.5 mM pyruvate, L. macrochirus; ◯, 0.5

mM pyruvate, M. salmoides; ■, 0.1 mM pyruvate, M.
salmoides.



Journal of Life Science 2012, Vol. 22. No. 2 217

Fig. 9. Activity of LDH eye-specific C4 isozyme in L. macrochirus
according to pH at 0.5 and 1.5 mM of pyruvate concen-

trations, respectively. ●, 0.5 mM pyruvate; ◯, 1.5 mM

pyruvate.

Fig. 10. Activity of LDH eye-specific C4 isozyme in L. macro-
chirus according to pH at 0.1, 0.5 and 1.5 mM of pyr-

uvate concentrations, respectively. ■, 0.1 mM pyr-

uvate; ◯, 0.5 mM pyruvate; ●, 1.5 mM pyruvate.

eye-specific C4 동위효소의 상대적 활성 및 LDH 활성(Fig. 7～

10)과 세포 내 pH를 고려하여 피루브산 0.5 mM과 pH 7.5를

측정조건으로 선택하였다.

따라서 파랑볼우럭과 큰입우럭의 LDH 활성을 Whitt 방법

[45]에 따라 1.5 mM 피루브산과 pH 6.85에서 측정한 경우 활

성이 저해되어 낮게 나타났으므로 본 실험 결과에서 LDH 활

성을 측정하는 조건으로 0.5 mM 피루브산 농도와 Tris-HCl

buffer, pH 7.5를 제시하였다. 어류의 경우 종에 따라 1.5 mM

피루브산에서 LDH 활성이 저해되는 정도가 다양하고, 특히

저산소 환경에 적응된 어류 종의 눈조직 LDH와 LDH

eye-specific C4 동위효소의 경우 일반적으로 피루브산에 대한

저해 정도가 크게 나타나므로 0.5 mM 피루브산 농도 및 pH

7.5에서 측정해야할 것으로 사료된다.

실험 결과 파랑볼우럭과 큰입우럭은 저산소 조건에 적응되

어 있는 종으로써 눈조직에서 LDH eye-specific C4가 발현되

고, 혐기적 대사 비율이 높게 확인되었으며, 피식자인 파랑볼

우럭의 눈조직 LDH 활성이 더 큰 것으로 확인되었다. LDH

eye-specific C4 동위효소가 눈조직 LDH 보다 더욱 낮은 피루

브산 농도에서 최대 활성에 이르러 에너지를 더욱 빠르게 생

성하는 것으로 나타났다. 파랑볼우럭 눈조직 LDH와 LDH

eye-specific C4 동위효소는 큰입우럭의 LDH에 비해 고농도

피루브산에 의해 저해되는 정도가 조금 더 크므로 저산소 조

건에 더욱 적응되어 진화된 것으로 사료된다. 그리고 큰입우

럭의 LDH eye-specific C4 동위효소는 파랑볼우럭의 C4 동위

효소보다 Km
PYR이 낮아 친화력이 크고 저농도의 피루브산에

서 활성이 더 크며, 고농도 피루브산에 의해 LDH 활성이 저해

되는 정도가 낮고 젖산에 대한 내성이 크므로 해당과정에 의

해 에너지를 좀 더 많이 생성할 수 있는 것으로 보인다. 따라서

LDH eye-specific C4 동위효소에 의해 크기는 작지만 빠르게

생성된 에너지를 포식 행동의 초기반응에 사용하여 먹이를

추적한 후 골격근의 LDH에 의해 생성된 에너지를 사용하는

것으로 사료된다.
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초록：젖산탈수소효소 eye-specific C4 동위효소의 생화학적 특성: 파랑볼우럭(Lepomis

macrochirus)과 큰입우럭(Micropterus salmoides)

염정주*․구보라

(청주대학교 자연과학부 생명과학전공)

눈조직의 젖산탈수소효소(LDH, EC 1.1.1.27) eye-specific C4 동위효소의 특성을 native-PAGE, Western blot-

ting, 면역침강반응 및 효소 역학을 이용하여 연구하였고, LDH eye-specific C4 동위효소의 활성을 측정하는 조건

을 제시하였다. 파랑볼우럭(Lepomis macrochirus)과 큰입우럭(Micropterus salmoides) 눈조직의 세포기질에서 LDH

eye-specific C4 동위효소가 확인되었으며 B4 동위효소보다 A4 동위효소에 유사하였다. 파랑볼우럭 눈조직의

LDH/CS는 9월에 증가하여 혐기적 대사가 높게 이루어졌다. 파랑볼우럭과 큰입우럭 눈조직 미토콘드리아 LDH

의 전기영동상은 세포기질 LDH와 유사하였다. 눈조직의 LDH eye-specific C4 동위효소는 Preparative na-

tive-PAGE에 의해 정제되었다. 파랑볼우럭과 큰입우럭의 LDH eye-specific C4 동위효소의 활성은 피루브산 0.2

mM과 0.1 mM 이상의 농도에서 각각 감소되었고, 피루브산 10 mM에서 5.2%, 15.8% 활성이 남아 저해 정도가

크게 나타났다. 그리고 눈조직의 LDH 활성도 젖산 22 mM과 24 mM 이상의 농도에서 각각 감소되어졌다. 파랑

볼우럭 eye-specific C4 동위효소의 KmPYR는 0.088 mM, 큰입우럭 eye-specific C4 KmPYR는 0.033 mM였으며, 세포

기질과 미토콘드리아 eye-specific C4 동위효소는 ⍺-ketobutyric acid에서 활성이 높게 나타났다. 눈조직과

eye-specific C4 동위효소의 활성은 피루브산 0.5 mM과 Tris-HCl 완충액, pH 7.5에서 측정하는 것이 적합한 것으

로 확인되었다. 실험 결과, 큰입우럭 LDH eye-specific C4 동위효소는 파랑볼우럭 LDH eye-specific C4보다 피루

브산에 대한 친화력이 큰 것으로 확인되었고, 더 낮은 피루브산의 농도에서 최대 활성에 이르고, 더 높은 젖산의

농도에서 최대 활성을 나타냈다. 따라서 LDH eye-specific C4 동위효소에 의해 생성된 에너지가 포식 행동의 초

기 반응에 사용되는 것으로 사료된다.
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