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摘 要 研究了无胁迫和NaCI胁迫条件下．同基因型二倍体葡萄4个晡氨酸累积变异 

系和对照系愈伤组织的过氧化氢酶(CAT)和超氧物歧化酶(SOD)活性 结果表明，在无胁迫 

条件下，葡萄脯氨酸累积变异系的CAT和SOD活性显著高于对照系．4个变异系的CAT活 

性分别是对照的 2．41．2．30．2．29和 2．13倍，SOD活性分别是对照的 4．51，3．69，3．84和 

3．72倍=在一定浓度 NaCI胁迫下，对照系和变异系的CAT和 SOD活性都有一定的增加．变 

异系的CAT和 SOD活性仍高于对照系。晡氨酸累积蔓异系 CAT和 SOD活性高是其对 

NaC]胁迫具有较强抗性的可能原因之一 ， 

～  美霞词 里旦，愈伤组织，堕墨墼璺墼鸾显着，錾堑丝壑 
中圈分类号 !!!： L 

超氧物歧化酶 

超氧物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)是植物细胞中重要的两种保护酶。在通常 

情况下，SOD能催化需氧生物在还原O。和H O的过程中产生的有害氧自由基(07)的歧 

化反应产生 H：O：，而过氧化氢酶和过氧化物酶又能将 H：0z转化为无害的分子氧和 

水 。 。研究证实，植物在各种逆境条件下，细胞内自由基产生和消除的平衡会遭到破坏 

而有利于产生的方面0]，具有一定抗性的生物材料在逆境下存在着较高的保护酶活 

性 。在利用羟脯氨酸(HYP)胁迫筛选高等植物脯氨酸酶累积变异的研究中，从细胞和 

个体水平上都证明了由HYP胁迫筛选而获得的稳定的脯氨酸累积变异系具有一定的抗 

逆性 。但未见到有关抗性机理的研究。本研究通过对具有一定耐盐性的葡萄同基因 

型 4个脯氨酸累积变异系的SOD和CAT活性分析，初步探讨了高等植物脯氨酸累积变 

异系的抗逆机理。 

1 材料与方法 

1．1 供试材料 

供试材料为通过HYP胁迫筛选获得的二倍体葡萄愈伤组织4个稳定的脯氨酸累积 

变异系 ”。研究证明，4个变异细胞无性系具有较强的耐盐性El Z]。 

1．2 试验方法 

1．2．1 过氧化氢酶活性 取在继代培养基上生长20 d的愈伤组织 500 mg，加 2 mL pH 

8．0的磷酸缓冲液研磨，匀浆倒入离心管中．用 1 mL pH 8．0的磷酸缓冲液洗涤研钵一 
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并转入离心管中，于 1 5 0130 r·min 低温离心 1O rain，收集上清液即为提取酶液。过氧化 

氢酶活性分析参照Jablonsk[和 Anderson_l 的方法并加以改 良，3 mL反应液中含有 o 

mmol·L_1磷酸缓冲液(pH 7．O)，1O mmol·L～H O2和O．2 mL提取酶液，于25C条件 

下。752紫外分光光度计上测定 240 nm 波长吸收减少值(E“ 39．4 mmol ·cm )。计 

算cAT活性。重复测定 3次。 

1．2．2 超氧物歧化酶活性 取继代培养 20 d的愈伤组织 500 mg左右，用 5 mL 50 

mmol·L 磷酸缓冲液(pH 8．0)研磨提取，取研 磨 液预冷几分钟后倒人离心管中于 

35 0013 r·min 低温离心 10 min，取上清液即为提取酶液 SOD活性测定采用[3ewleyCt 

等改进的光化学测定法，总体积为3 mL反应混合体系中含有 50 mmol·L～K一磷酸缓冲 

液(pH 7 8)，1 4 mmol·L 蛋氨酸，75 rtmol·L NBT(硝基四唑蓝)，1O0 nmol·L 

EDTA，2 nmol·L_。核黄素和 O．2mL酶制备液 于 10 0013lx光照、25"(2下反应 30min， 

560 nm测定，计算 soD酶活性。重复测定 3次。 

2 结果与分析 

2．1 葡萄愈伤组织CAT最适反应的pH值 

分别在pH 6 24．6．47，6．69，7．17，7．38，7．73，8．O4，8．34和9．18磷酸缓冲系统中测 

定了葡萄胚性愈伤组织无性系(w)的CAT活性。结果表明(图 1)，在不同pH缓冲系统 

中。CAT的活性差异很大，反应体系中pH值过高或过低都不利于 CAT活性的表达 葡 

萄胚性愈伤组织CAT酶活性的适宜pH值为6．69～7．38．最适 pH为 7．17． 

2．2 葡萄脯氨酸累积变异系的CAT活性变化 

在 pH 7．0的反应体系中，测定了4个脯氨酸累积变异系(HRs、HR1、HR：和HR sj和 

对照系(w)愈伤组织的CAT活性(附表)。结果表明，同基因型葡萄脯氨酸累积变异系的 

CAT活性均显著的高于对照系，4个变异系的CAT活性分别是对照系的 2．41，2．30， 

2．29和 2．1 3倍。 

附表 变异系和对照系愈伤组织的CAT和SOD活性 

2．3 NaC[胁迫下变异系的CAT活性变化 

葡萄脯氮酸累积变异系和对照系在 4O，80．120和 160 mmoi·L NaCI胁迫 1 4 d 

后-CAT活性随NaCI浓度的升高而增加。对照系的增加速度大于 4个变异系，当NaCI 

浓度达到120 mmoi·L 时，CAT活性又迅速下降。说明高浓度的NaCI对对照系细胞有 
一 定的伤害(图2)。脯氨酸累积变异系在供试的NaCI胁迫浓度范围内，随NaCI浓度的提 

高，CAT活性虽有一定波动，但总趋势是稳步上升．其 CAT活性均高于同一处理下的对 

照系。 
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pH值 NaCI浓度／retool·L 

图1 不同pH条件下葡萄无性系(w)的 CAT活性 图2 NaC1胁迫下变异系和对照系的CAT活性 

2．4 葡萄脯氨酸累积变异系的SOD活性变化 

表 1结果表明，变异系愈伤组织的SOD 

活性都显著的高于对 照系，4个脯氨酸累积 

变异系愈伤组织的SOD活性比对照系分别 

高 4．51，3．69，3．84和 3．27倍。 

2．5 NaCI胁迫对葡萄脯氨酸累积变异系 

SOD活性的影响 

抗性变异系 HRs，HR ，HR z，HRe和对 

照系在 NaC1浓度为 0，40，80，120和 160 

mmol·L 培养基中．经继代培养 2周后的 

愈伤组织SOD活性测定结果(图3)表明，随 

着培养基中NaC1浓度的增加，对照系 SOD 

活性迅速提高，NaC1浓度从 0提高到 120 

mmol·L～，SOD活性由0．4367 nmol·mg 

·rain 提高到 1．258 nmol·mg ·min～， 

增加了2．88倍。变异系SOD活性在无盐胁 

图 3 NaCI胁迫下变异系和 

对照系 SOD活性变化 

迫时就较高，盐胁迫下 SOD活性逐步增加，但增加幅度较缓 在每个NaC1胁迫处理中， 

变异系 SOD的酶活性远高于对照系。 

3 讨 论 

SOD和 CAT是植物细胞中两个重要的保护酶类。本研究通过同基因型葡萄脯氨酸 

累积变异系和对照系愈伤组织sOD、CAT活性分析，证明变异系SOD和CAT活性远高 

于其对照系 4个变异系的CAT活性分别是对照系的 2．41．2．30，2．29和 2．13倍，SOD 

活性分别是对照系的4．51，3．69，3．84和3 72倍。表明葡萄脯氨酸累积变异系在脯氨酸累 
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积的同时保护酶活性也更高。而这种特性使变异系比对照系更能适应于逆境胁迫。 

植物体内保护酶活性的提高有利于植物抗逆特性的形成，这已有许多报道。强烈的阳 

光使番茄出现伤斑，与细胞中Of的过量产生有关，推测SOD可能在这种伤害中起保护 

作用 。菜豆嫩叶的SOD活性较老叶高，其抗0 s的能力也大 ] 地衣在遭受干旱时SOD 

具有保护作用 ]。小麦幼苗中SOD活性与脱水忍耐能力之间存在着显著正相关。用联吡 

啶季胺盐(Paraquat)处理凤眼莲叶片，使其sOD活性增强，则能减轻低温引起的伤害 。 

用茉莉酸甲脂处理花生幼苗，在水分胁迫条件下，体内SOD和 CAT酶活性下降程度比 

未经处理的轻，sOD同工酶带数比对照多．比对照抗旱性强口 。这些研究表明，植物体内 

保护酶活性高．能增强植物对逆境胁迫的抗性。本研究中4个脯氨酸累积变异系在无胁迫 

条件下的CAT、SOD活性比对照系高，在不同盐浓度条件下4个变异系的cAT、SOD酶 

活性变化较对照系小，这种趋势和它们所表现出的抗盐性是一致的 。说明葡萄脯氨酸 

累积变异系所表现出的抗盐性可能与变异系中高的保护酶活性有关，而这种高的保护酶 

活性在清除逆境胁迫下变异系细胞中产生过量的氧自由基、平衡细胞代谢方面起重要作 

用。 
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CAT and SOD Activities of Grape Proline 

Accumulation Variant Lines 

Chen Yaofeng He Puchao。 Liao Xiangru Xi M efli 

(1 Dm  mm of Ag~nomy，2 Department of Haullculture，9 Depamment of Basic Science， 

4 Department Food Science-N 5t⋯ Agrieulturaf Uni~sity，gangling，Shaat rxi 71210~) 

Abstraet Activities of Catalase(CAT)and Superoxide dismutase (S0D)of four 

proline accumulation variant lines from homogeneous diploid grape somitic callus under 

NaC1一free and NaC1一stress were studied．The result showed that CAT and SOD activities 

of grape proline accumulation variant lines under NaCI—free condition were significantly 

higher than those of the control line．CAT activities of four variant lines HR5+HRl， 

HR2and HR6 were 2．41，2．30，2．29 and 2．32 times and SOD activities were 4．51，3．69， 

3．84 and 3．73 times as those of contro1 1ine respectively．Under NaCl—stress conditions， 

CAT and SOD activities of four variant lines and contro1 1ine were all increased，but vari— 

ant lines still showed higher level of activities than their control line．It is suggested that 

high activities of CAT and SOD in the proline accumulation variant lines play an impor— 

rant role in variant lines moTe resistant to NaCl—stress than the control line． 

Key words Grapes，Callus，Proline accumulation variant，Catalase(CAT)，Super— 

oxide dismutase(S0D) 
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