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栓皮栎胚性和非胚性愈伤组织抗氧化物酶的研究

辛福梅， 张存旭‘，．王红

(西北农林科技大学林学院，陕西杨陵712100)

摘要：以诱导产生的栓皮栎不同基因型的胚性愈伤组织和非胚性愈伤组织为材料，对其过氧化氢

酶(CAT)、过氧化物酶(POD)、超氧化物歧化酶(SOD)活性及同工酶谱型进行了研究。结果表明：

胚性愈伤组织中抗氧化物酶活性均明显高于非胚性愈伤组织。不同基因型的胚性愈伤组织或非胚

性愈伤组织的抗氧化物酶活性之间差异不显著，但同一基因型的胚性和非胚性愈伤组织之间均存

在极显著差异。不同抗氧化物酶同工酶谱具有特异性，且显示与酶活性一致的变化趋势。
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Antioxides Characteristics of Embryogenic Callus and Non—embryogenic

Callus in Quercus variabilis
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Abstract：Callus were induced from three differem genotypes of immature zygotic embryos in Quercus vari-

abilis．The activities and isozyme phenotypes of catalase(CAT)，peroxidase(POD)and superoxide dismu—

tase(SOD)of embryogenic callus and non—embryogenic callus were examined．The results showed that all

antioxides enzyme activities of embryogenic callus were clearly higher than those of non—-embryogenic cal-·

lus．Differences of the activities of embryognic callus or non—embryogenic callus amony different genotypes

were not significant．However，contrary appeared in activities of same genotype in embryogenic callus and

non—embryogenic callus．Different antioxides had special isozype phenotypes．The patterns were corre—

sponding with their activities．
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超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)和

过氧化氢酶(CAT)是植物中重要的抗氧化酶类，它

们能够清除植物体内因受外界损伤而产生的活性

氧，并在愈伤组织诱导及抗病过程中发挥作用[1]。抗

氧化酶常作为植物生理代谢活动的指标酶，其活性

的变化在一定程度上反映出外植体生理代谢水平的

变化[2]。通过研究栓皮栎体胚诱导过程中产生的胚

性愈伤组织与非胚性愈伤组织内的抗氧化酶活性及

同工酶酶谱的差异，旨在探索栓皮栎体细胞胚胎发

生的生理生化基础，为进一步揭示其再生机理、建立

完善的栓皮栎体胚再生植株体系提供理论依据。

1 材料与方法

1．1材料

2005年7月上旬，在陕西省周至县楼观台镇紫

云殿东侧栓皮栎天然林的同一林分中选择胸径一

致，株距50 m以上的3株优树，采集未成熟果实，用

塑料袋分装带回实验室，保存于4"C冰箱内，备用。

1．2方法

1．2．1愈伤组织的诱导接种前用修枝剪剥去壳

斗，取出完整小坚果，用自来水冲洗2 h后，先放入

70％的酒精中浸泡30 S，然后在0．1％氯化汞中消
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毒15--一20 min，最后用无菌水冲洗3～5次，无菌条

件下用解剖刀剥取种子后，再剥去膜质的种皮，以全

胚胚根向下接种于诱导培养基上(MS基本培养+

0．1 mg·L一1 2，4一D+O．5 mg·L一1 6一BA+o．5 mg

·L_1PVP)E4J。每瓶接外植体3个，3个基因型共接

240瓶，遮光培养，温度20士2℃。培养25 d后，根据

颜色、形态、质地特征区别胚性和非胚性愈伤组织，

并进行抗氧化酶活性测定及同工酶电泳。

1．2．2过氧化氢酶活性测定采用紫外吸光法测

定。称取胚性和非胚性愈伤组织各0．1 g，放入预冷

的研钵中，加入1 mL预冷的提取介质(50 mmol·

L一，pH7．0磷酸缓冲液)，在冰浴下研磨成匀浆，再

加入0．5 mL提取介质冲洗合并，使终体积为1．5

mL，摇匀后在4℃、10 000 r·min-1下离心10 min，

上清液即为粗提酶液，可用于过氧化氢酶活性测定。

具体测定参照高俊风[6]的方法。用过氧化氢作为反

应液进行活性测定，以每分钟吸光度变化值表示酶

活性大小(o．1△A·g_1·rninoi)，质量为鲜重。一

1．2．3过氧化物酶活性测定采用愈创木酚法测

定。提取介质为20 mmol·L-,磷酸二氢钾，离心条

件为4"C、11 000 r·min～、20 rain，其余粗酶液提

取的方法步骤同过氧化氢酶。测定方法参照张志良

愈创木酚法[5]。用愈创木酚作为反应液进行活性测

定，以每分钟吸光度变化值表示酶活性大小(o．01

△A·g一1·min～。

1．2．4超氧化物歧化酶活性的测定采用紫外吸

光法测定。提取介质为磷酸缓冲液(50 mmoL·

L一，pH7．0，含1％PVP)，4℃下lO ooo r·min_1离

心10 rain，其余粗酶液提取的方法步骤同过氧化氢

酶。具体测定参照高俊风[6]的方法，用Met、NBT、核

黄素等作为反应液进行活性测定。以NBT的光化

还原反应抑制到对照水平时所需的酶量表示酶活性

大小(u·g_1·h-1)。

1．2．5同工酶电泳同工酶酶液提取时，将各抗氧

化酶活性测定时所用提取介质与40％蔗糖按体积

比为1。1混合作为提取介质，取样量0．1 g，冰浴下

研磨成匀浆，在0'C、8 000 r·rain_1条件下离心Io

rain，取上清液备用。同工酶测定采用聚丙烯酰胺垂

直凝胶电泳，10％的分离胶与4％的浓缩胶制板。分

离胶缓冲液为pH8．9的Tris—HCl，浓缩胶缓冲液为

pH6．7的Tris—HCI，电极缓冲液为pH8．3的Tris．

甘氨酸。进样量每孔30止，以体积分数为o．01％的
溴酚兰作为前沿指示剂。电泳时先在100 V恒压下

电泳1 h，然后在200 V恒压下电泳直到前沿指示

剂距底部1～2 cnl时结束。电泳时必须接通冷凝装

置以保持低温，并且环境温度不超过15℃。POD酶

染色用醋酸联苯胺法；CAT染色用过氧化氢—碘化

钾染色法；SOD染色参照罗光华的Beauchamp方

法E7|，略有改动。

2 结果与分析

2．1愈伤组织的诱导

将未成熟的合子胚接种，3 d后外植体萌动，2

片子叶微微分开，后逐渐膨大，胚轴伸长。—周后在

伸长的胚轴上有白色半透明或无色透明早期体胚以

及颗粒状愈伤组织形成。2周后，有部分直接由体胚

发育至子叶期，早期形成的透明或半透明愈伤组织

逐渐变为不透明状，呈白色或黄色，生长速度较快。

25 d左右可明显区分不同类型的愈伤组织。胚性愈

伤组织色泽浅黄或乳白，质地较疏松，表面光滑湿

润，呈有光泽的颗粒状或块状；非胚性愈伤组织为米

黄色或者淡黄绿色，质地较硬，表面粗糙干燥呈无光

泽的瘤状。

2．2抗氧化物活性

接种于培养基上的外植体，25 d后产生大量可

明显区分的不同类型的愈伤组织，分别基因型取具

有明显胚性和非胚性愈伤组织特征的材料进行抗氧

化活性测定。从表1可以看出，同一基因型内栓皮栎

胚性愈伤组织中过氧化氢酶活性明显高于非胚性愈

伤组织，其活性大小约为非胚性愈伤组织的十倍；而

不同基因型的同一类愈伤组织的活性无明显差异。

方差分析表明，不同基因型的愈伤组织其过氧化氢

酶活性无显著差异，而同一基因型的不同愈伤组织

之间差异极显著。在同一基因型内，栓皮栎胚性愈伤

组织中过氧化物酶活性同样高于非胚性愈伤组织，

其活性大小为非胚性愈伤组织中的100多倍；而不

同基因型的同—类愈伤组织其活性值之间的差异依

然很小。研究表明，不同基因型的愈伤组织，其过氧

化氢酶活性无显著差异，而同一基因型的不同愈伤

组织之间差异极显著。同一基因型内，超氧化物歧化

酶活性表现为胫陛愈伤组织仍明显高于非胚性愈伤

组织，其活性为非胚性愈伤组织中的2倍多；而不同

基因型的同一类愈伤组织其酶活性并无明显差异。

方差分析表明，不同基因型的愈伤组织超氧化物歧

化酶酶活性无显著差异，而同一基因型的不同愈伤

组织之间差异极显著。
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④相同字母表示差异不显著(P<O．05)。

2．3抗氧化酶同工酶酶谱分析

取已培养25 d的愈伤组织作为材料，提样后进

行电泳。从图1可以看出，栓皮栎胚性愈伤组织和非

胚性愈伤组织POD同工酶酶谱有明显不同，胚性愈

伤组织有3条酶带，其对分别为0．81、0．83、0．88；
非胚性愈伤组织有2条酶带，其Rf值为0．81、

0．83。两种愈伤组织有2条共有酶带Az(对一
0．83)和A3(尉’一o．81)，但是共有的酶带有强弱之

图1过氧化物酶同工酶谱型
Fig．1 The isozyme phenotypes

of peroxidase

3结论与讨论

分，胚性颜色较重，表明其活性较强。栓皮栎胚性愈

伤组织的SOD同工酶有2条酶带，gf值分别为

0．85和0．89(图2)；胚性愈伤组织的CAT同工酶也

有2条酶带，对为0．85、0．96(图3)。但CAT和
SOD酶非胚性愈伤组织几乎不显带，可能是其活性

过小所致。以上检测结果均与测定的栓皮栎胚性愈

伤组织和非胚性愈伤组织抗氧化物酶活性一致。

图2超氧化物歧化酶同工酶谱型
Fig．2 The isozyme phenotypes
of superoxide dismutase

栓皮栎胚性愈伤组织和非胚性愈伤组织在颜

色、质地、形态方面有很明显的差异。进一步研究发

现，胚性愈伤组织在转入无激素培养基后可以分化

出大量体胚；非胚性愈伤组织一般由合子胚萌发形

成的幼根膨大并愈伤化而形成，虽然增殖较快但在

进一步的实验中发现这类愈伤组织中仅有少量体胚

产生。两类愈伤组织形态、结构的差异可能是其组织

内物质代谢变化的结果，可以直观的反映细胞分裂
和分化方式的不同。

由于过氧化物酶及其同工酶与IAA活性、木质
素的形成以及能量代谢和呼吸代谢密切相关，因此

研究报道较多。在小麦和石刁柏的体细胞胚发生和
发育的各个时期，过氧化物酶活性均高于对照，而且

过氧化物酶同工酶酶谱上均有新的酶带出现[副。推

圈3过氧化氢酶同工酶谱型
Fig．3 The isozyme phenotypes

of catalase

测在体细胞胚发生过程中需要更多的能量和较大的

呼吸强度，而过氧化物酶正是与能量和呼吸代谢密

切相关的酶，因此认为过氧化物酶在体细胞胚发生

过程中起着重要的作用。Kochba等在柑桔的研究

中已观察到胚性愈伤组织中过氧化物酶同工酶的活

性强于非胚性愈伤组织[9]。一些实验证明，过氧化物

酶活性越高，其抗逆性越强。过氧化氢酶属于以铁卟

啉为辅基的酶类，广泛存在于植物组织中，其催化

H。02分解成H20和O～，这样可避免H。O。在体内

积累，具有解毒作用[2]。在枸杞的体胚发生中，还发

现超氧化物歧化酶、过氧化物酶和过氧化氢酶等几

种抗氧化酶活性在体胚发生和发育过程中特异性变

化，表明体细胞胚发生也与活性氧的清除有关[8]。总

之，过氧化氢酶、过氧化物酶、超氧化物歧化酶在植

物体内协同作用，对植物体内氧代谢所产生的02、

H。O。进行分解，使体内自由基的产生和消除处于动
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态平衡[2]。本实验结果表明，胚性愈伤组织中过氧化

氢酶、过氧化物酶、超氧化物歧化酶的活性均高于非

胚性愈伤组织，说明胚性愈伤组织细胞的适应陛、抗

逆性强于非胚性愈伤组织，为下一步体细胞胚胎的

产生创造了有利的条件。

同工酶的多种分子形式的时间特异性和组织特

异性在植物中普遍存在，植物体内各种酶的同工酶

酶谱随着细胞分化、组织器官及植株的生长、成熟而

发生规律性的变化。这种变化在一定程度上反映了

植物在发育过程中基因表达的时空顺序性，因而同

工酶的酶谱特征可以作为植物组织培养的一种生化

指标。胚性和非胚性愈伤组织不但在形态及细胞学

上有一定差异，在同工酶水平上也存在一定差异。同

工酶电泳发现，胚性愈伤组织的过氧化氢酶、过氧化

物酶、超氧化物歧化酶同工酶酶带较非胚性愈伤组

织多且着色较深，这与各个酶活性测定结果一致。总

之，胚性和非胚性愈伤组织在酶带数目或酶活性上

都存在明显的差异，因此，在同工酶水平上区分两

类愈伤组织，从而寻找与体细胞胚胎发生潜能有关

的分子标记是可能的。
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中大量积累则有利于叶绿素的合成[11I。在中性盐胁

迫下，确实证实了这一点，但在碱性盐胁迫时脯氨酸

与叶绿素的相关性并不明显。可见，在植物抗盐生

理研究方面单以NaCl为研究对象并不是十分准

确，在今后的研究中应该突出混合盐碱对植物的影

响，因为植物的抗盐性状是一个由多基因控制的数

量性状[圳，这也决定了抗盐机理的复杂性。
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