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甘草不同来源愈伤组织过氧化物酶分析

曹君迈，祁金涛，刘建利，闰兴富，李 满
(北方民族大学生物科学与工程学院，宁夏银川750021)

摘 要：采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法和分光光度法，对乌拉尔甘草的根状茎、芽、叶诱导的愈伤组织中过氧化

物同功酶进行电泳和活性分析。结果得出：不同来源的愈伤组织中过氧化物酶酶谱分为A、B、c三个区域，其中活

性最强的是A区和C区，所有供试样品出现3种酶谱谱型，6种酶谱谱带；在进行酶活性测定时，叶的愈伤组织中过

氧化物酶活性最高，芽的次之，根状茎的最低，过氧化物酶活性过高不利于愈伤组织生长。确立的2种特征酶谱带

(P2和P6)，4种差异酶谱谱带(P1、P3、P4和P5)，为乌拉尔甘草种的鉴别及脱分化与再分化的细胞生物学机制研究

提供了一定的参考依据。
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甘草(Glycyrriza Uralertsis)是豆科多年生草本植

物，它不仅具有极高的医用价值，而且还可以作为食

品、化妆品、烟草及饲料的添加剂⋯，用途非常广泛。

国内对甘草组织培养研究较多幢o J，并建立了

再生系统，但再生系统的外植体来源有限，只有以芽

作为外植体形成的愈伤组织能够进行再分化，其它

外植体有的不能进行再分化HJ或再分化能力有待提

高【7 J，那么它们的行为表现与其生理生化特征有何

关系。关于甘草过氧化物同工酶的研究在用来判断

不同甘草品种种问亲缘关系旧，9J和用同工酶的活性

变化来反映甘草生长过程中生理生化的情况¨0~12J

已有文献报道，而利用同种甘草不同来源愈伤组织

作为试验材料分析脱分化过程中过氧化物同工酶及

活性的研究尚未见文献报道。通过本文的研究建立

乌拉尔甘草的特征酶谱谱带及差异酶谱谱带，为甘

草不同来源愈伤组织差异性蛋白质的筛选提供依

据，对进一步阐明甘草再分化的细胞生物学机制具

有十分重要的参考价值。

1材料与方法

1．1实验材料

宁夏乌拉尔甘草的叶、芽、根状茎采自北方民族

大学校园内。

1．2愈伤组织的诱导

将甘草的叶、芽、根状茎按文献[4]中的方法进

行消毒，消毒后分别接入MS+6一BA 2 mg／L+2，4

一D 0．5 mg／L培养基上，并放人人工气候培养箱内

黑暗培养，培养温度为25±2。C，诱导愈伤组织。

1．3愈伤组织的继代培养

对初代培养愈伤组织进行扩繁，将三种不同来

源的愈伤组织切成约0．5 cm3的外植体，每瓶接4块

外植体，每种不同来源的愈伤组织转接7瓶，继代3

次。然后利用继代3次、培养24 d的愈伤组织作为

测试材料。培养条件为温度25±2。C，光照强度为2

000 Ix，光照12 h／d。

1．4过氧化物同工酶电泳酶谱分析

培养24 d时，分别选取不同外植体来源的愈伤

组织，用滤纸吸去周围多余水分后，放入冰浴上的培

养皿内按四分法纵向切取愈伤组织，每瓶切4块，用

手术刀将其切成碎块后，转入预先冷却的研钵中，按

1：10比例加入预冷的0．02 mol／L的KH2P04溶液，

再加入占材料质量10％的聚乙烯吡咯烷酮(PVPP)。

在冰浴中研磨成匀浆。匀浆倒入烧杯中，放人4。C

冰箱中浸提1 h，用4层纱布过滤，滤液以3 000

r／rain离心10 min，取其上清液，为酶的粗提液，低温

下保存备用。试验重复3次。过氧化物同工酶电泳

技术采用萧浪涛、王三根编著的《植物生理学实验技

术》【13J中方法。

1．5过氧化物同工酶活性的测定

1．5．1 标准母液(Engelnardt)的配制 吸取5％

K2Cr207 1．2 mL和纯化的10％Co(N03)2溶液50 IIll，

混匀后加蒸馏水稀释7倍，既为每IIll相当于6．75

ttg 4～邻甲氧基苯酚的标准母液。精密量取0、

1．25、2．5、5．0、7．5、10 ml标准母液，在470 nln波长
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下测定不同浓度的标准母液的吸光值。以4一邻甲

氧基苯酚溶液浓度(算)对吸光度(Y)进行回归，方程

为：Y=0．0063并+0．0001，r=0．9999**，经检验P

<0．01，因此可用此方程进行定量测定。

1．5．2愈伤组织过氧化物同工酶活性的测定 培

养24 d时，分别选取不同外植体来源的愈伤组织，

用滤纸吸去周围多余水分后，放入冰浴上的培养皿

内按四分法纵向切取愈伤组织，每瓶切4块，迅速称

取1 g愈伤组织。转入预先冷却的研钵中，用手术

刀将其切成碎块后，加入石英砂，滴人几滴蒸馏水，

研磨至浆，用蒸馏水定容至10 IIll，并在4。C，15 000

rad／min下离心15 min，取上清液在4。C冰箱中保存

备用。取酶上清液1 ml至10 IIll具塞试管中，加

0．1％愈创木酚1 ml，摇匀后加蒸馏水6．9 ml，最后

加0．18％双氧水1 ml，立即计时并摇匀，25℃下反应

10 min，加5％偏磷酸0．1 ml终止反应，在470 nm，测

定吸光值，计算出过氧化物酶活性¨4|。上述操作重

复3次。

1．6采集照片和计算结果

使用OLYMPUS C一5060 White Zoom型号数码

相机拍下叶、芽、根状茎的愈伤组织过氧化物同工酶

酶带，并在UVP GDS一8000System凝胶成像系统下

拍出电泳酶带，并使用Labworks软件捕捉酶带的迁

移率研。由公式：相对迁移率(母)=酶带移动距离

／指示剂移动距离¨5|。

根据吸光度按回归方程计算出4一邻甲氨基苯

酚的含量X(弘g／m1)。由公式：POD活性(ttg／g阿)
=X／FW(g)[163(肼：样品鲜重)。并对POD活性进
行统计分析。

2结果与分析

2．1甘草愈伤组织的诱导

将外植体于2008年5月8日接于MS+6一BA 2

mg／L+2，4一D 0．5 mg／L培养基，每7 d观察一次外

植体的愈伤组织发生状况，结果见表1。

不同外植体愈伤组织诱导率不同(表1)，芽的

愈伤组织诱导率最高，为100％，其次为叶，根状茎

相对较差，为90．3％。来源于芽的比来源于根状茎

的愈伤组织形成时间相对早15 d，芽和叶的愈组形

成时间基本相同。根状茎和芽的愈组长势要优于叶

的愈组长势(图1)。

表1甘草不同外植体愈伤组织诱导

Table l Induction callus from different explants of Glycyrrhiza uralensis

芽Bud 叶Leaf 根状摹Rhizome

图l 甘草不同外植体诱导的愈伤组织

Fig．1 Callus from different explants of Glycyrrhiza uralensis

2．2甘草不同来源愈伤组织过氧化物同工酶酶谱

分析

甘草不同来源愈伤组织过氧化物同工酶酶谱见

图2。结果显示，3种来源愈伤组织过氧化物同工酶

谱型，除共有的酶带和酶带颜色深浅存在差异外，均

具有各自差异性谱带，表现出具有一定的遗传相似

性和变异性。将谱带由负极向正极分为A、B、C三

个区，呈现出各自的酶带数及特异酶带数目不同，叶

形成的愈伤组织过氧化物酶在A区存在极强的活

性酶带，且具有P1、P2、P{6三条酶带；芽形成的愈伤

组织过氧化物酶在A和c区存在极强的活性酶带，

且具有P1、P2、P3、P4和P6五条酶带；根状茎形成的
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织的共有谱带，P3、P4和P5则为3种来源愈伤组织

的差异谱带，因此，P2和P6谱带，不具有组织特异

性，可以初步认为是鉴别乌拉尔甘草的特征谱带。

P3、P4和P5为3种来源愈伤组织过氧化物同工酶

的差异谱带，其充分表现出组织特异性。尤其芽愈

伤组织的P3和P4谱带，可能是进行再分化的差异

谱带。因此，选材时要注意组织特异性和位置效应

对再分化的影响。因而P3和P4谱带的过氧化物同

工酶差异性酶带，可作为鉴别乌拉尔甘草再分化的
图2甘草不同来源愈伤组织过氧化物同工酶酶谱示意图 参考依据之一。
Kg·2腿。trophore‘10 patterns of peroxld。180eflzyme8 2．3过氧化物同工酶毋值的比较分析

hDm di虹黜m。a儿岫
对电泳结果，经labworks软件测定，获得的甘草

愈伤组织过氧化物酶在B区存在极强的活性酶带， 三种外植体产生的愈伤组织过氧化物酶酶带的迁移

且具有P2、P5和P6三条酶带。3种来源愈伤组织 率见表2。
的共有谱带为P2和P6，Pl为叶和芽形成的愈伤组

表2甘草不同来源愈伤组织过氧化物酶酶带的相对迁移率(母)

Table 2 The母of peroxide isoemymes from different callus

不同来源愈伤组织过氧化物同工酶酶谱迁移率

各不相同，在供试样品中共显现3种谱型，6条酶

带，最多者5条，最少者3条，酶带迁移率以在

0．191～0．631之间变化。叶、根状茎、芽愈伤组织的

过氧化物同工酶谱带数分别为3条、3条、5条，其中

3个不同外植体之间有2条谱带的彤基本相同，为

P2和P6，其尺，分别为0．191和0．620左右。芽和叶

之间还有一条差异谱带，为P1，其以为0．122，说明

二者组织差异性较小。根状茎有一条差异谱带，为

P：5，其R，为0．456；芽有3条差异谱带，分别为P1、

P3和P4，其R，分别为0．122、0．280和0．404；叶有1

条差异谱带，为P1，其彤为0．126。

2．4甘草不同来源愈伤组织过氧化物同工酶活性

的差异

对甘草根状茎、芽和叶的愈伤组织中过氧化物

酶进行提取，由于其浓度比较高，故将其稀释7倍

后，用分光光度计测定其470 am吸光值，由方程Y

=0．0063x+0．0001(R2=0．9999)得：稀释7倍后的

根状茎的过氧化物酶浓度X=8．079 pg／ml，未稀释

的根状茎过氧化物酶浓度X=8．079×7=56．556

肛g／“，由公式POD活性(弘g／g册)=X／FW(g)得出：
甘草根状茎过氧化物酶活性=56．556肛g／ml／(19×

lml)=56．556“g／s。同理，可得出未稀释的甘草根

状茎、芽、叶愈伤组织中的过氧化物酶活性(表3)。

表3甘草愈伤组织过氧化物酶活分析

Table 3 Activity of peroxidase in callus from different explants of Glyeyrrhiza uralensis

3种外植体愈伤组织过氧化物酶活性差异显

著，其中叶来源愈伤组织中过氧化物酶活性最高，其

次为芽来源愈伤组织中过氧化物酶，根状茎来源愈

伤组织中过氧化物酶活性最弱。由此说明，过氧化
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物酶活性的差异也表现出组织特异性。

3讨论

1)Ms+6一BA 2 mg／L+2，4一D O．5 mg／L培养

基很适合诱导甘草愈伤组织，而且对根状茎、芽和叶

这三种外植体的诱导效果都很好，这与作者在甘草

愈伤组织再分化的研究中得出的愈伤组织诱导培养

基结果一致HJ。

2)为了确保实验质量，愈伤组织取材是关键。

在实验中对每个不同外植体来源的愈伤组织均接种

7瓶，剔除感染后，选择生长健壮的愈伤组织3瓶，

即：3次重复。按1．4和1．5．2中的实验方法，获得

的酶带重现性好，酶活性标准误低，在0．002．

0．009。

3)本实验得出芽的愈伤组织中过氧化物酶的

活性高于根状茎的愈伤组织中过氧化物酶的活性，

这种差异与在甘草愈伤组织再分化的研究中，以芽

作为外植体形成的愈伤组织能够进行再分化，也就

是形成再生植株，而以根段形成的愈伤组织不出现

再分化现象的结论【4J有吻合之处。3种外植体来源

的愈伤组织在脱分化过程中表现出酶活性的差异也

可能是导致再分化产生差异的原因之一。

4)据徐丽萍等【17]在研究秤锤树插穗过氧化物

酶活性及其同工酶的变化时认为，POD同工酶的活

性增加时，染色加深或条带增多，据此可以推导出叶

或芽的愈伤组织中过氧化物酶活性比较高，根状茎

次之，与本实验在酶活性测定时得出的叶来源的愈

伤组织的活性最高，芽次之，根状茎最低这一结果一

致。

5)甘草根状茎和芽的愈伤组织长势优于叶的

愈伤组织的长势，而在测定过氧化物酶活性时发现，

叶来源的愈伤组织中过氧化物酶活性显著高于其它

2种来源的愈伤组织中酶活性。植物组织有创伤

时，组织结构的破坏导致膜质过氧化作用而抑制脱

分化的进行，而POD活性的上升却可以解除膜质过

氧化而导致的生长抑制，使脱分化顺利进行，过氧化

物酶的另一个生理作用是作为吲哚乙酸氧化酶来发

生作用，分解生长素从而抑制细胞的生长【11|。我们

认为，甘草叶的愈伤组织长势差的原因与其过氧化

物酶活性过高有一定关系，很可能是因为过氧化物

酶发生了吲哚乙酸氧化酶的作用。这与过氧化物酶

活性过高，对生长表现出一定的抑制作用的结论相

吻合【l8|。在进行植物过氧化物同工酶的研究时应

考虑这两种作用，过氧化物同工酶与植物生长过程

之间的关联比较复杂，过氧化物酶这两种作用之间

的关系还有待进一步研究。

4结论

1)乌拉尔甘草不同来源的愈伤组织中过氧化

物酶酶谱分为A、B、C、三个区域，其中活性最强的

是A区和C区，所有供试样品出现3种酶谱谱型，6

种酶谱谱带，P2和P6为本品种的特征酶谱谱带，其

余4种为差异酶谱谱带。

2)叶的愈伤组织中过氧化物酶活性最高，芽的

次之，根状茎的最低。过氧化物酶活性过高时不利

于愈伤组织生长。

3)乌拉尔甘草过氧化物酶特征酶谱谱带(F2

和P6)及差异酶谱谱带(I'3、P4和P5)的建立，为乌

拉尔甘草种的鉴别及脱分化与再分化的细胞生物学

机制研究提供了一定的参考依据。
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Analysis of peroxidase isoenzymes from different callus of Glycyrrhiza uralensis

CAO Jun-mai，QI Jin—tao，LIU Jian-li，YAN Xing-fu，LI Man

(College D，曰如f0瞬以Science and E，卿船耐ng，North University for Nationalities，Yinchuan，Ningxia 750021，China)

Abstract：The electrophoretic patterns of pemxidase isoenzymes and pemxidase activity of callus inducted from the

rhizome，bud and leaf of Glycyrrhiza uralensis were analyzed with PAGE and spectrophotometry．The results demonstrated

that the electrophoretic pattens of peroxidase isoenzymes from different callus were divided into A，B and C regions，in

which the re西ons of A and C were the most active．AⅡhad 3 kinds of patterns and 6 bands．Meanwhile，the order of

peroxidase activity from deferent callus were leaf>buds>rhizome．But too high peroxidase activity W88 not beneficial to

the development of callus．P2 and P6 Were conlnlon bands in 3 kinds of explants，while P1，P3，P4 and P5 were differ．

ent bands．These could be used to identify Glycyrrhiza uralensis from other species and to study the differentiation and

redifferentiation of Glycyrrhiza uralensis．

Keywords：Glycyrrhiza uralensis；callus；peroxidase isoenzyme
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Study on senescence and chlorophyll fluorescence

traits of stay-green leaf in wheat

WU Yong—sheng，XUE Hui，LIU Yang，GONG Yue—hua

(College of蜘Sciences，Northwest A&F U赫ity。Yangling，Shaanxi 712100，Ch／na)
Abstract：In order to investigate thoroughly the senescence and chlorophyll fluorescence traits of stay-green leaf in

wheat，and to provide some theoretical base to screen for high yield wheat varieties in Northwest China，the green leaf

area，pigment content，MDA content and the chlorophyll fluorescence parameters after anthesis were measured in 4 winter

wheat varieties．The result showed that：(1)The green leaf area of stay—green wheat Was obviously higher than non stay·

green wheat，it decreased slowly at the late grain filling stage．(2)The pigment content of leaf in stay-green wheat de-

creased more slowly at the late grain filling stage．(3)The MDA content of leaves in wheat showed an increasing trend，

but the MDA content of stay—green wheat increased more slowly and kept a lower level than non stay-green wheat．(4)

During the late grain filling，the F"／Fm，Fv／Fo，qP，李PS II and ETR of stay-green wheat were obviously higher than

the non stay—green wheat，but the qN of stay—green wheat Was obviously lower than the non stay—green wheat．(5)The

grain yield of stay—green wheat Was high．All these suggested that the slower leaf senescence and longer photosynthesis

period at the late grain filling stage of stay—green wheat led to a higher yield．So the stay—green wheat has better produc—

tion superiority．

Keywords：stay—green；wheat；green leaf area；chlorophyll fluorescence
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