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摘要:采用垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳技术 ,研究了离子注入处理后的小麦种子抗白-781 萌发时

期根 、叶片 、胚 、胚乳中 POD同工酶的变化 。结果表明:离子注入可引起小麦抗白-781的不同器官

中 POD酶带与酶活性的不同变化 。其中 ,根中 POD同工酶变化最为明显。
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　　自从 1986年中国科学院等离子研究所首次将

离子束应用于生物品种的改良后 ,离子注入技术以

其损伤轻 、突变率高 、突变谱广等特点越来越受到人

们的重视 ,不断为农业生产提供高产 、优质 、多抗的

新品种和新基因材料[ 1] 。离子注入技术成功地应用

于作物的遗传改良 ,吸引了大量科技工作者进行此

方面的研究 ,在水稻
[ 2 , 3]

、玉米
[ 4]
、棉花

[ 5 , 6]
、小麦

[ 7 , 8]

已取得了一定的成绩 ,但是从分子水平和细胞水平

研究的报道还较少。离子诱变的原因都基于离子注

入引起的核苷酸中碱基的损伤和磷酸戊糖键的断

裂 ,从而导致 DNA 遗传密码的改变和 DNA双链的

断裂[ 9] 。同工酶作为基因功能的直接表达者 ,能够

反映出遗传信息的改变 ,从而可从分子水平鉴别许

多从外部形态难以鉴别的遗传突变。本研究利用同

工酶技术 , 研究了离子注入后小麦不同部位 POD

(过氧化物酶)同工酶的变化 ,旨在为离子注入技术

应用于小麦的诱变育种提供参考 。

1　材料和方法

1.1　材料

供试小麦材料为抗白-781 ,由河南科技学院小

麦育种研究中心茹振钢教授提供 。
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1.2　方法

1.2.1　N +离子束注入　N +离子束注入在郑州大

学河南省离子束生物工程重点实验室进行 ,选用

30 keV 的N +离子处理小麦干种子 ,注入剂量为5×

1017N +/cm2 。每份材料处理 1 000 粒种子 ,以未处

理的种子作为对照。

1.2.2　种子消毒　将选好的小麦籽粒放入 0.1%

的氯化汞溶液中浸泡 15min进行消毒处理 ,用双蒸

水冲洗干净 , 然后放在盛有双蒸水的烧杯中浸

泡 12 h。

1.2.3　种子培养　将浸泡好的小麦籽粒均匀摆放

在洁净的培养皿内的滤纸上 ,每天浇适量双蒸水使

滤纸保持一定的水分 ,然后在室温下培养。

1.2.4　取材　小麦培养 5 d 后 ,当叶片刚展开 ,根

长到 3 cm 左右时 , 分别剪去根和叶片 , 剥取胚和

胚乳 。

1.2.5　酶液的提取　将所取材料称重 ,置一预冷的

研钵中 ,加入 5倍体积预冷的 0.1mol/ L(pH8.2)的

T ris-柠檬酸缓冲提取液 ,在冰浴(4℃)上研磨成匀

浆。4℃下 ,以 12 000 r/min的速度离心 15min后 ,

取上清液分装于 EP 管中 ,放入-20℃的冰箱中保存

备用 。

1.2.6　同工酶分离　采用垂直板聚丙烯酰胺不连

续非变性电泳技术分离同工酶。用 0.5mol/ L

(pH8.8)Tris-Gly 作缓冲系统 。分离胶浓度 8%,

浓缩胶浓度4%,制备方法参考郭尧君著的《蛋白质

电泳实验技术》[ 10] 。点样量:胚为 20μL ,叶片和根

为 30μL ,胚乳为 40μL。采用稳压式电泳 ,电泳开

始时电压为 100V ,溴酚蓝跑过浓缩胶时 ,将电压调

至 200V ,待前沿指示剂溴酚蓝距离分离胶下缘 1 ～

2cm 时 ,停止电泳 ,去掉浓缩胶 ,切除溴酚蓝以下部

分 ,用双蒸水冲洗胶板 1 ～ 2次 。

1.2.7　染色　用醋酸联苯胺法染色 ,方法参照胡能

书等的《同工酶技术及应用》[ 11] ,略有改动 。

1.2.8　酶谱记录　凝胶板染色后立即照相 ,根据胶

板计算迁移率 ,迁移率=固定染色后凝胶中酶蛋白

区带的迁移距离/固定染色中指示剂的迁移距离 ,然

后根据记录进行分析 。

2　结果与分析

2.1　胚中 POD酶谱变化

由图 1可知 ,在胚中 , POD活性很强 。共有 9

条酶带 ,其中 Rf 值为 0.06 , 0.12 , 0.20 , 0.74 , 0.78

的 5条酶带活性非常强 , Rf值为 0.40 , 0.52 , 0.60

的酶带活性稍弱 , Rf 值为 0.28 的酶带活性最弱。

与对照相比 ,经离子注入处理后 ,Rf值为 0.28 , 0.52

的 2条酶带活性稍有所增强 ,其余酶带活性变化不

大(图 1-1 ,2)。

2.2　叶片中 POD酶谱变化

在叶片中 ,共有 8条酶带 , Rf 值为 0.06 , 0.12 ,

0.28 ,0.74 , 0.78的 5条酶带活性较强 ,其余酶带活

性较弱 。与对照相比 ,经离子注入后 ,各酶带活性变

化不明显 ,且酶带数目没有变化(图 1-3 ,4)。

2.3　胚乳中 POD酶谱变化

在胚乳中 ,共有 Rf值为 0.06 , 0.20 , 0.60 ,0.78

的 4条酶带 ,与其他部位相比 ,各酶带活性均较弱。

与对照相比 ,经离子注入后 , Rf 值为 0.20 ,0.78的

酶带活性减弱 ,其中 Rf 值为 0.78的酶带活性几乎

消失 ,另外 2条酶带活性无明显变化(图 1-5 ,6)。

2.4　根中 POD酶谱变化

在根中 ,共有 11 条酶带 , Rf 值为 0.06 , 0.12 ,

0.20 , 0.74 , 0.78 的 5 条酶带活性最强 , Rf 值为

0.38 ,0.40 , 0.52的 3条酶带活性次之 ,其余 3条酶

带活性较弱 。与对照相比 ,经离子注入后 , Rf 值为

0.36 ,0.40的 2条酶带活性减弱 , Rf值为 0.28的酶

带活性增强 ,且出现了一条 Rf 值为 0.58 的活性较

弱的新酶带(图 1-7 ,8)。

1.对照胚中 POD;2.离子注入处理的胚中 POD;3.对照叶片

中 POD;4.离子注入处理的叶片中 POD;5.对照胚乳中

POD;6.离子注入处理的胚乳中 POD;7.对照根中 POD;

8.离子注入处理的根中 POD

图 1　抗白 781 不同器官中 POD 酶谱的变化

3　讨论

由以上结果可知 ,离子注入处理的确引起了小
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麦体内 POD同工酶的变化 ,这与谷运红[ 12] 的报道

是一致的 。本试验中离子注入引起了发芽期抗白-

781小麦体内 POD同工酶的变化 ,且对各部位产生

的影响不同。经离子注入处理后 ,各器官POD同工

酶变化主要表现为活性的增强或减弱 ,其中对叶的

影响最小 ,叶中 POD 同工酶几乎没有什么变化;对

根的影响最大 ,根中的POD同工酶不仅表现为活性

的增减 ,而且出现了一条 Rf 值为 0.58 的新酶带 。

POD同工酶广泛存在于植物体内 ,是一种活性较强

的清除自由基的酶 ,与作物的生长代谢有密切关系 。

小麦幼苗期不同器官的功能各不相同 ,其代谢能力

也有所不同 , 这可能是离子注入处理后各器官中

POD同工酶变化存在差异的原因 。离子束技术应

用于小麦诱变育种已有很多报道 ,但多是从外部形态

或细胞水平进行的研究
[ 13 , 14]

,对离子注入后小麦体内

分子水平变化的报道还很少
[ 12]

。过氧化酶是植物体

内的抗氧化酶之一 ,能消除活性氧和超氧阴离子自由

基对细胞造成的伤害 ,过氧化物酶活性的高低可以反

映植物生长发育及内在代谢情况 ,同时也是植物抗性

好坏的标志之一[ 15] 。因此 ,同工酶的变化就从一个

侧面反映了植物体内基因表达的改变。与通过核酸

技术来对 DNA 序列变化进行精确测定相比 ,同工酶

技术具有经济 、简单等优点。离子注入后 ,能量的传

递 、原子的解离以及入射离子的沉积可导致 DNA 遗

传密码的改变和 DNA 双链的断裂 ,从而就有可能使

基因表达的产物———酶发生相应的变化。因此 ,同工

酶技术就有可能成为从分子水平上鉴别离子注入处

理后发生的真假突变的有效手段 ,为作物的遗传育种

提供有利的帮助。
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