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60 Coγ辐照对冬小麦幼苗保护酶同工酶表达的影响
3

戚微娜a ,吕金印b ,赵　军b ,高俊凤b

(西北农林科技大学 a.理学院 ;b.生命科学学院 ,陕西 杨凌 712100)

[摘　要 ]　为了探讨60 Coγ射线的诱变机理 ,用 0 ,100 ,300 ,500 Gy剂量60 Coγ射线对陕合 6号和长武 131 2个

小麦品种的种子进行辐照处理 ,并采用垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳对二叶一心期小麦叶片和根中的过氧化物酶

(POD)、过氧化氢酶 (CA T)和超氧化物歧化酶 (SOD) 同工酶进行了分析。结果表明 ,2个品种的小麦种子经 100 Gy
60 Coγ辐照处理后 ,其酶谱带数与对照相比变化不大 ;经 300和 500 Gy 60 Coγ辐照处理后 ,小麦叶片中 CA T和 SOD

同工酶谱带消失 ,POD同工酶谱带仍然存在 ,且增加了 4条谱带 ;小麦根中 3种保护酶同工酶谱带数均有不同程度增

加 ,POD同工酶增加了 1条 Rf 值为 0. 411的谱带 ,CA T同工酶增加了 2条 Rf 值分别为 0. 488和 0. 524的谱带。以

上结果说明 ,小麦根较叶片对辐射更加敏感。
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Effects of 60 Coγ ray irradiation on protective enzymes isozymes
expression in winter wheat
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Abstract : In order to define t he mutated mechanism ,two different genotypes seed of Shaanhe 6 and

Changwu 131 were adopted ,and the seeds were radiated by 60 Coγ ray under different doses of 0 ,100 ,300 ,

and 500 Gy ,respectively. When t he wheat grows to the period of t hree leaves cult ured with water ,and then

peroxidase ( POD) ,catalase ( CA T) and superoxide dismutade ( SOD) isozymes of wheat were analyzed.

The result s showed t hat t he isozymes changed lit tle when radiated by 100 Gy doses compared with cont rol .

But CA T and SOD isozymes disappeared in t he leaves ,POD still existed ,and increased 4 bands when radia2
ted by 300 and 500 Gy doses. But bands of t hree kinds of isozymes in the root s had to different degree in2
creased :isozymes of POD increased a band of Rf 0. 411 ,and CA T increased two bands of Rf 0. 488 and Rf

0. 524 ,which means t he root s are more sensitive to radiation t han t he leaves.

Key words : 60 Co ;wheat ;peroxidase isozymes ;catalase isozymes ;superoxide dismutade isozymes

　　我国农业生态区域复杂多样 ,因而对农作物品

种的需求也是多样的。辐射诱变育种技术不仅可以

创造出种子库中所没有的新材料 ,而且周期短、见效

快 ,是现阶段人们常用的一种育种技术 ,目前在水

稻、小麦等农作物及蔬菜园艺作物中均有广泛应

用[125 ]。同工酶分析是选择突变体的重要指标之一 ,

也可作为作物辐射效应变化的一种生化分析手段 ,

不仅具有可靠性和可重复性 ,而且还可以与形态证
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据互相补充 ,为鉴别、预测、筛选辐照变异提供了便

捷的手段[6 ]。过氧化物酶 ( POD)同工酶、过氧化氢

酶 (CA T)同工酶和超氧化物歧化酶 ( SOD)同工酶

是常用的指示酶 ,已广泛应用于植物生长发育各阶

段的分析中[7 ]。本研究采用60 Coγ射线辐照处理小

麦种子 ,利用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术 ,分析小麦叶

片和根中 3种保护酶同工酶的变化 ,旨在为不同品

种辐射剂量的筛选及辐射诱变效应的观察提供依

据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

选用陕合 6号和长武 131 2 个冬小麦品种 ,分

别采用 0 (对照) ,100 ,300 和 500 Gy 60 Coγ射线辐

照处理干种子。小麦种子均由西北农林科技大学农

学院提供。

1. 2　方　法

1. 2. 1 　材料的培养　挑选对照和经60 Coγ射线辐

照处理且籽粒饱满的小麦种子 ,置于铺有 2层滤纸

的培养皿中 ,上面铺两层纱布 ,在 25 ℃恒温培养箱

中恒温培养 ,待露白后 ,将种子转移至光照培养箱

中 ,每天光照 12 h ,并用 Hoagland营养液培养 ,每 2

d更换 1次营养液 ,待幼苗长至二叶一心期时采样。

1. 2. 2 　粗酶液的提取[8 ] 　分别取二叶一心期小麦

的叶片和根部 ,加入 0. 05 mmol/ L、p H为 7. 8的磷酸

缓冲液 (含体积分数 1 %PVPP) ,冰浴研磨成匀浆 ,

12 000 r/ min离心 20 min ,取上清液 ,作为粗酶液。

1. 2. 3　同工酶电泳及染色　(1)同工酶电泳。采用

非变性聚丙烯酰胺凝胶垂直板电泳法。POD、CA T

和 SOD电泳时所用分离胶 (p H 8. 8)质量分数分别

为 7. 5 % ,7. 0 % 和 8. 0 % ,浓缩胶 (p H 6. 8)质量分

数均为 3. 0 % ,电极缓冲液为 Tris2Gly 缓冲系统

(p H 8. 8) ,点样量 30μL ,15 mA 恒流电泳 ,时间约

8 h。

(2)染色。POD采用醋酸联苯胺法染色[9 ]。将

凝胶浸入染色液 (联苯胺贮液 20 mL + 蒸馏水 50

mL + 体积分数 0. 6 % H2 O2 20 mL (用前再加

H2 O2 ) )中 ,20 min 左右即出现清晰可见的蓝色条

带 ,放入蒸馏水中保存即可。

CA T凝胶先置于染色液 A (体积分数 3. 0 %

H2 O2 5 mL + 0. 1 mol/ L 磷酸缓冲液 (p H 7. 0) 10

mL + 0. 06 mol/ L Na2 S2 O3 7 mL +蒸馏水 78 mL )

中 15 min ,水洗 2～3次放入染色液 B (0. 09 mol/ L

KI 5 mL +冰醋酸 1 mL +蒸馏水 95 mL)中染色 2

h ,凝胶上有 CA T 活性的部位无色 ,其余部位为深

蓝色[10 ]。

SOD凝胶首先置于质量分数 0. 2 %NB T (氮蓝

四唑)中 ,黑暗条件下浸泡 20 min ,水洗 2～3 次后 ,

再放入染色液 C ( TEM ED (四甲基乙二胺) 1. 4 mL

+质量分数 0. 004 %核黄素 350μL + 0. 05 mol/ L

磷酸缓冲液 (p H7. 8) 36 mL +蒸馏水 12 mL)中 ,黑

暗条件下浸泡 15 min ,蒸馏水洗 2次 ,放入染色液 D

(0. 05 mol/ L 磷酸缓冲液 (p H7. 8) 100 mL +质量分

数 10. 0 %ED TA (乙二胺四乙酸) 32μL)中 ,32 W光

照 ,直至凝胶上有 SOD 活性的部位无色、而其余部

位为蓝色时照相[11 ]。

2　结果与分析

2. 1 　不同剂量60 Coγ辐照对小麦过氧化物酶

( POD)同工酶的影响

由图 1可以看出 ,陕合 6 号与长武 131 2 个品

种之间 POD同工酶谱带差异不大 ,只是染色深浅不

同。两个小麦品种的叶片经不同剂量60 Coγ辐照

后 ,与对照相比 ,100 Gy辐照处理的 POD同工酶谱

带数无变化 ;300 和 500 Gy 辐照处理的 POD 同工

酶谱带数发生了明显变化 ,增加了 4条谱带 ,分别是

Rf 0. 552 , Rf 0. 614 , Rf 0. 688 和 Rf 0. 755。辐照

后 ,POD同工酶谱带颜色变化明显 ,其中 Rf 0. 839

和 Rf 0. 899 颜色变深 ,可能是因为蛋白含量增加 ,

而原有的其余谱带颜色均表现为随着辐照强度的增

加而逐渐变浅 ,这可能是因为蛋白含量减少的缘故。

　　经 300和 500 Gy 60 Coγ辐照处理后 ,与对照相

比 ,陕合 6号和长武 131 2 个小麦品种的根中 POD

同工酶均增加了 1条 Rf 值为 0. 411的谱带 ,且各谱

带颜色均随辐射强度增加逐渐变深 ,表明蛋白含量

增加。

2. 2 　不同剂量60 Co γ辐照对小麦过氧化氢酶

(CA T)同工酶的影响

由图 2可知 ,不同剂量60 Coγ处理对小麦 CA T

同工酶谱带影响较大。陕合 6 号种子经 100 Gy
60 Coγ处理后 ,小麦叶片和根中 CA T同工酶谱带数

没有发生变化 ; 300 和 500 Gy 60 Coγ处理后 ,叶片

中 CA T同工酶谱带基本消失 ,而根中 CA T同工酶

谱带也发生了明显变化 ,原有的 2条带完全消失 ,出

现了 2条新的谱带 ( Rf 0. 488 ,Rf 0. 524) 。经60 Coγ

辐照后 ,陕合 6号叶片和根 CA T同工酶谱带颜色均

随辐照剂量的增大而逐渐变浅 ,可能是酶蛋白含量

或表达量减少所致。
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图 1　60 Coγ辐照对小麦叶片和根 POD同工酶的影响

1～4.辐射剂量分别为 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ射线辐照的陕合 6号叶片 ;5～8.辐射剂量分别为 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ射线辐照的

陕合 6号根 ;9～12.辐射剂量分别为 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ射线辐照的长武 131叶片 ;13～16.辐射剂量分别为

0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ射线辐照的陕合 6号根

Fig. 1　Effect s of peroxidase isozymes spect rum of leaves and root of wheat radiated by 60 Coγ

1 - 4. Leaves of wheat of Shaanhe 6 radiated by t he doses of 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ;5 - 8. Root s of wheat of Shaanhe 6 radiated

by t he doses of 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ. 9 - 12. Leaves of wheat of Changwu 131 radiated by t he doses of

0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ;13 - 16. Root s of wheat of Changwu 131 radiated by t he doses of 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60Coγ

图 2　60 Coγ辐照对小麦叶片和根 CA T同工酶的影响

1 ,3 ,5 ,7.辐射剂量分别为 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ射线辐照的陕合 6号叶片 ;2 ,4 ,6 ,8.辐射剂量分别为 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ

射线辐照的陕合 6号根 ;9 ,11 ,13 ,15.辐射剂量分别为 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ射线辐照的长武 131叶片 ;

10 ,12 ,14 ,16.辐射剂量分别为 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ射线辐照的长武 131根

Fig. 2　Effect s of catalase isozymes spect rum of leaves and root of wheat radiated by 60 Coγ

1 ,3 ,5 ,7. Leaves of wheat of Shaanhe 6 radiated by t he doses of 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ;2 ,4 ,6 ,8. Root s of wheat of Shaanhe 6 radiated

by t he doses of 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ;9 ,11 ,13 ,15. Leaves of wheat of Changwu 131 radiated by t he doses

of 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ;10 ,12 ,14 ,16. Root s of wheat of Changwu 131 radiated by t he doses of 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ

　　长武 131种子经 100 Gy 60 Coγ射线处理后 ,与

对照相比 ,叶片中的 CA T同工酶增加了 1 条 Rf 为

0. 439的谱带 ,且谱带颜色明显变亮 ,表明蛋白含量

增加 ;根中缺失 1条 Rf 为 0. 280的谱带。经 300和

500 Gy 60 Coγ处理后 ,长武 131叶片和根中的 CA T

同工酶谱带变化与陕合 6 号一致 ,但酶谱带颜色要

深于陕合 6号。

2. 3　不同剂量60 Coγ辐照对小麦超氧化物歧化酶

(SOD)同工酶的影响

由图 3可看出 ,2个小麦品种经60 Coγ辐照后 ,

SOD同工酶谱带数的变化基本一致 ,且谱带颜色随

辐射剂量的升高而逐渐变浅 ,其中 500 Gy 60 Coγ辐
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照后 2个小麦品种叶片中的 SOD同工酶谱带几乎

消失。2个小麦品种叶片中原有 5 条 SOD 同工酶

谱带 ( Rf 0. 079 , Rf 0. 410 , Rf 0. 517 , Rf 0. 598 , Rf

0. 755) ,在 300 Gy辐照下 ,Rf 0. 755谱带均消失 ;根

中原有 6条谱带 ( Rf 0. 079 ,Rf 0. 410 ,Rf 0. 517 ,Rf

0. 598 ,Rf 0. 661 ,Rf 0. 755) ,经 300 Gy 60 Coγ幅照

后 ,Rf 0. 661谱带消失。

图 3　60 Coγ辐照对小麦叶片和根 SOD同工酶的影响

1～4.辐射剂量分别为 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ射线辐照的陕合 6号叶片 ;5～8.辐射剂量分别为 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ

射线辐照的陕合 6号根 ;9～12.辐射剂量分别为 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ射线辐照的长武 131叶片 ;

13～16.辐射剂量分别为 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ射线辐照的陕合 6号根

Fig. 3　Effect s of peroxidase isozymes spect rum of leaves and root of wheat radiated by 60 Coγ

1 - 4. Leaves of wheat of Shaanhe 6 radiated by t he doses of 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ;5 - 8. Root s of wheat of Shaanhe 6 radiated by

t he doses of 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60Coγ;9 - 12. Leaves of wheat of Changwu 131 radiated by t he doses of 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ;

13 - 16. Root s of wheat of Changwu 131 radiated by t he doses of 0 ,100 ,300 ,500 Gy 60 Coγ

3　讨　论

γ射线的高能量和强穿透能力 ,能有效诱发生

物体染色体畸变 ,产生一些新的突变体 ,同时也可以

诱发生物本身的自我修复功能 ,提高抗逆境功能[4 ]。

酶是基因表达的产物 ,同工酶谱的差别反映了

不同材料之间基因型的差异[12 ]。POD、CA T 和

SOD均为植物体内的保护酶。SOD 可以催化植物

体内过多的氧自由基发生歧化反应 ,生成过氧化氢 ,

而过氧化氢又可以被 POD和 CA T清除 ,从而阻止

对细胞破坏性的氧化作用[ 13 ]。本研究中 ,小麦经

100 Gy 60 Coγ射线辐照后 ,3 种保护酶及其同工酶

含量均降低 ,可能是植物体内的过氧化氢含量增多

所致。经 300和 500 Gy 60 Coγ照射后 ,叶片中 3种

同工酶谱带中只有 POD同工酶表现有很强的活性 ,

CA T和 SOD同工酶均已失活 ,这可能与植株出现

早衰现象有关 ,同时也表明 POD是辐照处理后植物

活性氧清除系统中作用最持久的一种同工酶。

小麦根中 POD同工酶含量随着辐射剂量的增

加而逐渐增高 ; CA T同工酶变化较大 ,原有条带消

失 ,另出现 2条新谱带 ; SOD同工酶含量降低 ,且 1

条谱带消失。

本研究通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分析表明 ,小

麦经过60 Coγ射线辐照后 ,叶片中 3 种保护酶同工

酶条带染色颜色均随着剂量的增加而逐渐变浅或消

失 ,而根中 3种保护酶同工酶谱带随着辐照剂量的

增加变化较大 ,原有的谱带颜色逐渐变浅或消失 ,并

且出现了新的同工酶谱带 ,表明60 Coγ射线辐照对

小麦根的损伤程度较大 ,这与余泽高[14 ]的研究结果

相一致。

核辐射诱变所造成的伤害及诱变效应具有随机

性和潜在性 ,辐射诱变的机理较为复杂。本研究仅

对两个冬小麦品种的 3 种保护酶同工酶进行了分

析 ,有关辐射对这 3种同工酶的基因表达调控的影

响机制 ,还需进一步探讨。
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加[11212 ] ;但如果是导致了 Cl - 进入膜内、膜处于超极

化状态不能兴奋 ,突触后膜的静息电位不能消失 ,试

虫则发生瘫软麻痹 ,肌肉难以收缩 ,马氏管的皱褶数

也不会增多[13 ]。因此 ,CLB虽然影响了其作用位点

氯离子通道的变化 ,但这种影响是导致 Cl - 进入膜

内还是流向膜外 ,还有待进一步的试验研究。

CLB作用于虫体后引起试虫马氏管肌肉层的

收缩 ,肌肉收缩的结果应该使马氏管直径缩小。但

本研究表明 ,CLB可导致试虫马氏管及其基部的球

体扩张 ,中性红在马氏管内为颗粒状 ,且长时间不能

从马氏管中排出。其原因可能是 CLB 在使试虫产

生其他中毒症状的同时 ,破坏了马氏管的吸收 - 排

泄循环方式 ,其吸收过程不断进行而排出过程中断 ,

使进入马氏管内的物质积累 ,导致其直径增大。马

氏管是昆虫重要的排泄器官 ,有毒物质进入虫体后

的排毒代谢途径之一 ,就是经过马氏管将其排出体

外 ,CLB对试虫马氏管排泄机能的损伤可进一步加

强其对试虫其他组织的伤害 ,但 CLB是否对马氏管

组织的细胞产生伤害尚不清楚。

试虫取食植物源有毒物质后 ,常影响其中肠的

消化酶活性 ,对围食膜产生伤害等[8 ,13214 ]。同样 ,试

虫取食 CLB后也使其中肠围食膜遭到破坏 ,肠壁细

胞层的厚度显著变薄 ;但其是抑制了中肠细胞对围

食膜的分泌途径或是破坏了分泌细胞 ,对中肠组织

的细胞是否也产生了破坏 ,尚需继续进行研究。
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