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R ii c k e r ,

W
.

等 ( 1 9了l ) 进行了组织培养过氧化物酶等电点聚焦研究 〔 ` 〕 ,

此法反

应灵敏
,

重复性好
。

我们用红花长春花叶为外植体
,

进行脱分化培养
,

诱导产生愈伤组

织
,

并结合用不同激素
、 r
射线等因素处理

。

同时
,

在不同培养时间取样
,

用聚丙 烯 酞

胺圆盘电泳
,

进行过氧化物酶同工酶等电点聚焦研究
,

发现在各种因素作用下
,

过氧化

物酶同工酶均有不同的变化
,

用等电点分离同工酶是 植物发育
、

细胞分化的灵敏指标
,

为比较研究提供了重要手段
。

1
。

材料和方法

( 1 ) 组 织培养及样品 制备 选取健壮的长春花叶片为材料
,

以 M S 为 基 本 培养

基
,

参 考 A h m ed
,

A
.

等人 的 方法 〔“ 〕 ,

按激素与生长素成分的不同
,

设计了 如下几种

培养基
:

① M S + 6 一 B A ( o
.

s m g / l ) + 2
.

4 一 D ( l m g / 1 ) + 水解酪蛋白 ( 3 0 0 i n g / 1) +

蔗糖 ( 3% )
。

② M S + 玉米素 ( o
.

s m g / l ) + I A A ( o
.

l m g / I ) + 蔗糖 ( 3% )
。

③ M S + 6 一 B A ( o
.

s m g / 1) + G A
。
( o

.

l m g / l ) + 蔗糖 ( 3 % )
.

④ M S + K i ( Zm g八 ) + I B A ( o
.

Zm g / l ) + 蔗糖 ( 3% )
。

⑤ M S + K i ( o
。

0 3 m g / l ) + I A A ( Zm g / 1 ) + 蔗糖 ( 3% )
。

叶片按常规方法消毒后
,

用无菌水冲洗 3 一 4 次
,

然后将叶剪成一平方厘米大小
,

置①号脱分化培养基上
,

室温 24 一 2 6℃培养
,

每天 以 80 。一 1 00 O L o x 光 照 8 一 1。小时
,

两星期内
,

外植体产生原代 白色愈伤组织
.

将原代愈伤组织转移至②
、

③
、

④
、

⑤号培

养基上
,

培养 41 天
、

48 天
、

55 天后分别取样进行过氧化物酶同工酶等电点聚焦研究
.

再取两组继代培养 15 0天
、

2 30 天的愈伤组织 ( 简称 15 Odc
、

2 3 0 d 。 ) 经多 次 转 移分

化
,

从已经老化的愈伤组织中选取少量有生活力的细胞团
,

将 2 3 Od 。 转移至②号培养基
,
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1 5 0d
。
转移至③号培养基

,

培养48 天
、

55 天后供试
。

r
射线辐照处理是采用了经两次转移培养 47 天的愈伤组织

,

连同培养基经 8 4 o 3 r e d
、

1 6 8 0 6 r e d
、

2 5 2 1 0 r e d辐照
,

剂量率分别为 2 7 4 r e d /分
,

5 4 6 r e d /分
,

5 4 6 r e d /分
,

辐照后

在原培养基光照下培养 10 天供试
.

我们还在长春花幼苗期 ( 苗龄 30 天 )
、

壮苗期 ( 盛花期
,

苗龄 15 0天 )
,

老苗期 ( 苗

龄 31 7天 ) 选取健壮根
、

茎
、

叶为材料
。

各组材料每次取样 60 Om g ,

在冰浴内做成匀浆
,

低温保存两小时后
,

在 4 5 0 0 9低温下离心 15 分钟
,

每管加上清液 1 00 川作 聚焦电泳
,

每个

组合重复试验 3 一 4 次
。

( 2 ) 电泳及等电点 测 定 两 性 载体 电解 质 A m p h ol i en ( L K B
、

B or m m a 、

S w e
de )n 的 p H为 3

.

5一 1 0
.

聚丙烯酸胺凝胶浓度 T 二 7
.

5%
,

交联度 C = 2
.

6肠
,

两 性 电

解质浓度 2 肠
,

电极溶液上槽 ( 正极 ) 为 。
.

02 M H CI
,

下槽 ( 负 极 ) 为 o
.

02 M 乙 二

胺
,

电泳 2
.

5小时
,

电压 20 o V
.

过氧化物酶同工酶用黄寿松等 〔“ 〕的方法染色
,

在 5 分钟内开始变为蓝色
,

以 后 渐

渐变为褐色酶带
,

完全显色后
,

用蒸馏水冲洗
,

拍照绘图
,

胶 条 置 水 保 存 两天后用

7 21 型一分光光度计扫描
.

等电点测定
.

将不点样的胶条与样品胶条同时 电泳
,

用无离子 水冲洗 3 。分钟
,

取两

胶条依次切成 0
.

5厘米小段
,

加煮沸过的无离子水 3 毫升
,

放冰 菊过 夜
,

汽 P H S一 29 A

酸度计测 p l梯度
。

2
。

结果分析

( 1 ) 愈伤组 织 酶谱分析 在各组培养基内培养产生的愈伤组织
,

表现不同程度的

分化
,

其中大部分为质地紧密而带脆性的绿色愈伤组织
,

仅⑤号培养基的愈伤组织是白

色
,

质地疏松
,

培养到 55 天开始变褐老化
。

其它组愈伤组织随培养时间的延长
,

颜色变

淡
,

生长加速
,

组织变得越来越疏松
,

但②号培养基的愈伤组织一直保持绿色
。

随培养时间的延长酶谱有明显变化
,

从 4 个培养基组合 3 个不同时间取样 , 进行过

氧化物酶同工酶聚焦电泳的结果可看出
,

其中培养到 41 天的酶谱变化较大 ( 图 1 )
,

各

组酶谱均有 6 条酶带
,

除 p I 6
.

5处均有一条酶带外
,

其它酶带的等电点均不相 等
, p l 值

不同且酶带深浅不一致
。

培养 48 天的酶谱 B
、

C
、

D三组差别不大
, p IS

.

5为 特 征 性 酶

带
,

颜色很深
.

值得注意的是 B
、

C
、

D 酶谱与原代有 8 条相 同 的 酶 带 ( 图 10 A )
,

都

具有 p 7I
.

0的深酶带
.

培养到 55 天的愈伤组织已老化
,

4 组酶谱已基本一 致 ( 图 3 )
,

但 A组酶活力仍较高
,

D组酶活力下降
.

继代培养的愈伤组织对激素反应与原代愈伤组织相同
,

在培养基和培养 天 数 相 同

时
,

它们的酶谱基本一致 ( 图 4
、

5 )
,

可以从 图 4 酶谱与图 2 中 A
、

B组相似以及图 5 酶

谱与图 3 中 A
、

B组比较相似所证实
。

丫射线辐照后的愈伤组织
,

其酶谱扫描图与原代基本相 似 ( 图 l o B
、

C
、

D )
, 2 5 21 。

r e d辐照后出现 p gI
.

2的新酶带 ( 图 l o D箭头所示 )
.

愈伤组织的细咆成分与原 代愈伤组

织一致 ( 图 9 )
,

细胞能正常繁殖
.

( 2 ) 长春花植株根
、

茎
、

叶同工酶谱 分析 图 6 一图 8 表明
,

长春 花 植 株 根
、



第 2 期 长春花愈伤组织培养过氧化物酶同工酶等电点聚焦研究 1 0 9

茎
、

叶的酶谱有较大差 别
,

叶 具 有 9 一 n 条 酶带
,

茎具 有 7 一n 条 酶 带
,

根 具 有
8 一 n 条酶带

,
.

人
而各自幼苗期与老苗期的酶谱基本一致

,

壮苗期的酶谱则较特殊
,

根
、

茎
、

叶在 p IS 一 9
.

5均有 2 一 3 条深的 酶 带
,

根 还在 p 3I
.

7处有深酶带
。

图 1

图 版

培养 41 天愈伤组织过氧化物酶同工酶谱
: A 为②号培养基

,

B为③号培养 基
,

C 为

④号培养基
,

D为⑤号培养基
。

培养 48 天愈伤组织过氧化物酶同工酶谱
: A

、

B
、

C
、

D说明同图 1
.

培养 55 天愈伤组织过氧化物酶同工酶谱
: A

、

B
、

C
、

D说明同上
.

A
。
2 3 o d。转移至②号培养基48 天酶谱

, B
.

1 5 0 d。转移至③号培养基培养 48 天酶谱
.

A
.

23 0d
。
转移至②号培养基 55 天酶谱

,

B
.

1 5 0 d c转移至③号培养基 55 天酶谱
.

幼苗期过氧化物酶同工酶谱
: A ( 根 )

,

B ( 茎 )
, C ( 叶 )

.

壮苗期过氧化物酶同工酶谱
: A ( 叶 )

,

B ( 茎 )
,

C ( 根 )
.

老苗期过氧化物酶同工酶谱
: A ( 根 )

,

B ( 茎 )
,

C ( 叶 )
.

24636
t
厂口

8图图图图图图图

图 9 愈伤组织的细胞组成 (
>` 4 0 0 )

T示管状细胞
,

L 示巨型细胞
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3 认讨 论

目前对一种新材料进行组 织 培 养

时
,

首先要花较多的时间筛选培养基
,

对被选择的培养基的使用也带有很大的

盲目性
,

时常是根据肉眼观察决定培养

物的转移
,

因此不能正确掌握 传 代 时

间
,

以致影响了对培养物的及时诱导
。

近年来
,

我们在诱导长春花愈伤组织分

化成苗的试验过程中
,

通过对过氧化物

酶同工酶分析
,

发现过氧化物酶同工酶

随培养物的生长变化而变化
。

例如②号

培养基能维持愈伤组织较长时 间 的 生

长
,

但培养超过 48 天
,

愈伤组织也会形

成与其它组相似的老化状态的酶谱
。

因

此
,

对培养物的过氧化物酶同工酶的动

态的了解
,

可为选择适合的传代时间提

供依据
,

有利于愈伤组织的分化成苗
。

以往的经验认为继代愈伤组织一般

难以分化成苗
,

我们通过对过氧化物酶

同工酶研究
,

证明继代愈伤组织对激素

反应灵敏
,

产生与原代愈伤组织一样的

酶谱
。

已有实验证明
,

要使继代愈伤组
_

织分化成苗
,

必须对愈伤组织进行连续

诱导
,

45 天更换一次培养基
,

能促进长

春花愈伤组织分化成苗 〔“ 〕
。

经常 更 换

图 10 ,射线照射愈伤组织后过氧化物酶同工酶

谱扫 描 (久= 5 2 o n m )
A

.

原代培养 14 天
,

B
.

8 4 03 r e d照射
,

C
.

i 68 o 6 r e d照射
,

D
.

25 21 O r “ d 照射
,

箭头示出现的新酶带
。

培养基的目的
,

是对培养物提供有活性的外源激素
,

以免培养基内积累代谢产物
.

因为

在组织培养过程
,

培养基成分
,

特别是激素的活性处在一个由高到低
,

培养物代谢产物

分泌到培养基内由少到多的积累过程
,

抑制了培养物的生长分化 〔` 〕
。

以聚丙
「

烯酞胺凝胶为支持物的等电点聚焦电泳
,

进行过氧化物酶同工酶分析结果证

明
,

过氧化物酶同工酶具有组织和器官的特异性〔。〕 ,

植物的不同发育阶段
,

以及 激 素

对培养物的作用程度
、

培养时间都有灵敏的反应
。

长春花叶愈伤组织经 l 一 3 万伦辐照处理后
,

在一定光照条件下培养有较强的忍受

能力
,

同工酶活力增强
,

出现新的酶带
,

这可能是对了射线的一种保卫反应〔` 〕
.

至于 下射

线辐照后激素
、

光照条件影响细胞的生长与分化
,

有待进一步研究
.
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