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摘 要：应用聚丙烯酰胺凝胶(PAGE)垂直平板电泳对甜菜组织培养直接多芽发生和遗传转化过程中的过 

氧化物酶(POD)和酯酶(EST)同工酶动态及蛋白质含量的变化进行了研究。结果表明：甜菜在加入 6一苄 

氨基嘌呤(6一BA)诱导直接多芽发生的过程中。POD、EST同工酶和可溶性蛋白出现了酶带条数和颜色深 

浅的变化，其变化可能与控制多芽发生的代谢活动有关；甜菜遗传转化后出现了明显的酶带颜色加深和新 

酶带的增加，这是由于外源基因的导入而使甜菜具有的标志，还是转基因的直接作用效果还有待于做进一 

步的研究。 
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甜菜(sugar beet)是重要的糖料作物，提供世界 

食用糖量的约 30％，在农业生产中占有重要地位。 

目前，甜菜又发展成为了可再生能源作物以及营养 

价值丰富的饲料作物。有着光明的前景。 

同工酶(isoenzyme)是指催化特性相同而分子 

结构不同的酶蛋白，它反映了生物在蛋白质水平上 

的多样性【1-3]。植物体内各种酶的同工酶谱随着 

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生长发育和遗传转化的一 

种生化指标 刮。过氧化物酶(POD)是植物不同生 

长阶段和细胞分化的代谢水平的参数，并在一些植 

物遗传转化后表现出高的活性；酯酶(EST)可作为 

胚性发生能力和胚发育的标记，还可作为种子鉴定 

的标准，与植物遗传转化密切相关[ 0l。 

本试验是建立在以甜菜子叶节、茎节为外植体 

诱导直接多芽发生再生植株技术的基础上，利用农 
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杆菌介导法对甜菜进行外源基因转化，选择过氧化 

物酶和酯酶两个特征性较强的同工酶，采用聚丙烯 

酰胺凝胶(PAGE)电泳对甜菜不同处理、不同组织 

的过氧化物酶和酯酶酶谱以及蛋白质含量进行分 

析，旨在探讨所选材料的过氧化物酶和酯酶同工酶 

与植物组织培养器官发生和遗传转化的关系。 

1 材料和方法 

1．1 供试材料 

供试的甜菜材料为51 134，由新疆农业科学院 

经济作物研究所甜菜育种课题组提供。 

实验所用的基本培养基为 Murashige&Skoog 

(MS)。 

1．2 外植体制备、直接多芽诱导和遗传转化[11,12] 

1．2．1 无茵苗 将甜菜种球敲出种仁，在无菌条 

件下，先用 70％乙醇消毒 30see，再用 0．1％(w／v) 

升汞(HgCI2)水溶液浸泡 8—10rain，最后用 15％过 

氧化氢(H202)水溶液浸泡20rain，灭菌水漂洗 3 5 

次，然后接种于 1／2MS培养基上待其长出无菌苗 

(见图 1A)。 

1．2．2 子叶节和茎节外植体 将生长7 10d的 

无菌苗，切下并弃去胚根和靠近胚根处的下胚轴部 

分。剩下的含子叶、子叶节和0．5 1．0cm下胚轴的 
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无菌苗上部(见图 lB)。 

将无菌苗上部转接于培养基 (6一BA 0．2～ 

1．2mg／L+NAA0．2～lmg／L)上培养 7～10d，待第 
一 对真叶长出后(见图 1C)，在子叶节上部 0．5cm 

处齐刀切去，留下部分即为子叶节外植体(见图 

lD)，备用。 

无菌苗上部转接于培养基 (6一BA 0．2～ 

1．2mg／L+NAA0．2～1 mg／L)上培养 20～25d，待长 

出多对真叶后(见图 lF)，在子叶节上部 0．5era处 

齐刀切去，留下部分即为茎节外植体(见图 lG)，备 

用。 

1．2．3 外植体直接多芽诱导 子叶节、茎节继续 

接种于培养基(6一BA0．2～1．2mg／L+NAA0．2～ 

lmg／L)上，培养20～30d，在子叶节、茎节外植体上 

直接形成了多个芽(见图 lE、I)，再切成单芽(见图 

1 J)，此时的叶片和叶柄将作为激素处理后 POD和 

EST同工酶及蛋白质含量变化的试验材料。 

1．2．4 遗传转化 将甜菜坏死黄脉病毒外壳蛋 

白(BNYVV CP)基因和黑色焦枯病毒外壳蛋白(BB． 

SV CP)基因构建植物表达载体后，转入农杆菌菌株 

EH101或 EH 105中，用活化的、适当浓度的此农杆 

菌菌液浸染茎节外植体，共培养 2～3d(见图 lH)， 

置于加卡那霉素(Kan)和羧苄青霉素(Cb)的筛选 

培养基(6一BA0．2～1．2mg／L+NAA0．2～lmg／L+ 

Kanl00～200mg／L+Cb500～1 000mg／L)_j二，20～30d 

后可诱导出多芽(同图 1E、I)，此时叶片和叶柄将 

作为遗传转化后 POD和 EST同工酶及蛋白质含量 

变化的试验材料。 

墨一■ 圈 
图 1 从甜菜无菌苗制备子叶节和茎节外植体到诱导多芽发生的过程 

A：7～10d无菌苗；B：切去无菌苗胚根和靠近胚根的下胚轴后剩下的上部；C：上部转接培养7～10d后长出第一对 

真叶；D：子叶节外植体；E：子叶节外植体直接诱导出芽；F：切去无菌苗胚根和靠近胚根的下胚轴后剩下的上部转接培养 20 

～ 25d后长出多对真叶；G：茎节外植体 ，H：茎节外植体与农杆菌共培养；I：茎节外植体直接诱导出芽；J：一个茎节外植体上 

切出的单芽。 

1．3 过氧化物酶和酯酶同工酶的提取与电泳 

1．3．1 同工酶提取 取新鲜的甜菜叶，用蒸馏水 

清洗干净并用滤纸吸干水分，分别称取 1g叶片放 

入预冷的研钵 中，加入 0．1mol／L的磷酸缓 冲液 

(pH7。8)5ml，置于冰浴中研磨成匀浆，再置于 4℃ 

冰箱中抽提 2h，取其上层液体于4℃下在离心机上 

10 000rpm离心 10rain，上清液即为酶的粗提液，立 

即放入 一20℃冰箱中冷冻备用。 

1。3．2 同工酶聚丙烯酰胺凝胶电泳 采用浓缩胶 

浓度为5％，分离胶浓度为 7。5％的聚丙烯酰胺凝 

胶(PAGE)进行垂直平板电泳，电泳缓冲液采用高 

离子强度的Tris一甘氨酸(oH 8．3)溶液[HJ，每孔加 

样20t~l，开始电压 120V，当样品进入分离胶时，调 

节电压恒定在 220V，电泳至溴酚蓝移动到离底部 

1cm处停止。 

1．3．3 同工酶凝胶染色 电泳结束后，剥取胶板。 

过氧化物酶采用改良的联苯胺法lis]进行染 

色，染色10rain左右，凝胶出现清晰的蓝色条带，倒 

掉染色液，用蒸馏水冲洗 1 2次，马上记录结果， 

照相。 

酯酶采用 a一醋酸萘酯、J3一醋酸萘酯和坚牢 

蓝 RR染色法l】 j进行染色，室温下显色约 20min， 
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可看到酯酶同工酶谱带，蒸馏水洗胶板 1～2次，记 

录结果，照相。 

1．4 可溶蛋白SDS—PAGE电泳 

1．4．1 样品提取 称取 0．5g样品，放入研钵，置 

于冰 上 研 磨。加 入 50mmol／L Tris—C1(pH 

9．5，4℃)3mL，研磨成匀浆，静置 30min，转移至离 

心管 中，于 4℃下在 离心机 上 12 000rpm离心 

20min，取上清液加入粒状活性炭吸咐色素，并将上 

清液浓缩至 lml。取上清液按 4：l的比例加入 5× 

SDS—PAGE上样缓冲液，置沸水中煮 3～5min，用 

于 sDS—PAGE电泳分析。 

1．4．2 电泳 参照文献 进行。上样量 20td，初 

始电压 100V，待溴酚蓝指示剂到达分离胶位置时， 

加大电压至 170V。当溴酚蓝指示剂迁移到距凝胶 

前沿 lcm时，停止电泳，取出凝胶。用考马斯亮兰 

R250进行染色，多次脱色至蛋白带清晰，然后拍 

照，凝胶可保存于双蒸水中或7％乙酸溶液中。 

2 结果与分析 

2．1 POD同工酶酶谱的变化 

从图2可见，第 1条带、第 2条带、第 3条带、 

第 7条带和第 12条带分别是正常生长的叶片和叶 

柄、添加外源激素直接诱导产生的叶片和叶柄、遗 

传转化后的叶片和叶柄所共有的酶带，表明过氧化 

物酶同工酶在甜菜作物中有五条酶带稳定性极高。 

尤其是甜菜遗传转化后，无论是叶片还是叶柄的过 

氧化物酶同工酶酶带颜色均普遍加深，显示酶活性 

大大增强，还出现了第9，第 10两条特征性酶带。 

与此同时，随着外源激素的加入，明显有酶带的增 

减和不同程度的深浅变化，加入激素后第 8条带完 

全消失；并且叶片减少了第 6条带，出现了第 11条 

带，以及叶柄减少了第 4条带、第 6两条带，出现了 

第 5条带。上述结果表明，在甜菜组织培养和遗传 

转化的过程中，过氧化物酶活性呈上升趋势，这与 

Tang wei【"j的结果一致。 

2．2 EST同工酶酶谱的变化 

由图3可见，第 1条带、第 2条带和第 6条带 

分别为正常生长的叶片和叶柄、遗传转化后的叶片 

和叶柄所共有的酶带，其中第 2条带清晰、颜色较 

深，为主酶带，第 1、第 6两条带颜色较浅，为次酶 

带。第5条带为遗传转化后的叶片和叶柄所产生 

的特有酶带。EST同工酶的变化或者是新谱带的 

增加，或者是原有谱带颜色的加深，说明mRNA的 

翻译有所增加，进而导致了植物内在生理代谢的活 

跃。甜菜随着外源激素和遗传转化的作用，形成遗 

传转化的多芽，这一过程中酯酶同工酶的条带增 

加，表明了细胞内在代谢体系活跃。 

图2 不同处理、不同组织甜菜过氧化物酶同工酶酶谱 

A：叶片；B：叶柄；C：加6一BA后的叶片； 

D：加 6一BA后的叶柄；E：转化后的叶片；F：转化后的叶柄 

图 3 不同处理、不同组织甜栗酯酶同工酶酶谱 

A：叶片；B：叶柄；C：转化后的叶片；D：转化后的叶柄 

2．3 可溶性蛋白的变化 

从图4可看，甜菜正常生长的叶片、添加外源 

激素直接诱导产生多芽的叶片和叶柄、遗传转化后 

的叶片和叶柄的可溶性蛋白经 SDS—PAGE得到了 

较好的分离效果。在这三种处理中，第 2、3条带为 

共有带，第 1、4条带为特有带。正常生长芽叶片的 

条带颜色较浅，表明这一时期蛋白含量较少；加激 

素处理和遗传转化后蛋白条带数量增多、变宽的同 

时颜色也加深，显示蛋白含量增加，并且叶片的可 

溶蛋白含量均高于叶柄。实验结果表明，甜菜遗传 

转化后的可溶性蛋白 SDS—PAGE有新带增加，与 
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正常生长的相比差异明显。 

图4 甜菜可溶蛋白的带谱 

A：叶；B：加 6一BA后的叶片；C：加 6一BA后的叶柄 

D：转化后的叶；E：转化后的叶柄 

3 讨论 

植物细胞分裂素 6一BA是许多植物用来直接 

诱导多芽发生及再生植株的激素  ̈ 。由实验 

分析可知，甜菜在加入 6一BA诱导多芽发生的过 

程中，POD、EST同工酶和可溶性蛋白出现了酶带 

条数和颜色深浅的变化，还有一定的器官特异性， 

其变化可能与控制多芽发生的代谢活动增强有关。 

由于POD、EST同工酶在植物体内普遍存在，通 

过对植物POD、EST同工酶的研究，可以探讨同工酶谱 

变化与植物生长发育的关系，为生长发育的调控提供 

参考。 

同工酶的差异主要是基因表达的差异造成的，同 
— 个体不同组织及处理后同工酶谱发生变化，能反映 

植物生长发育的特点，体内代谢状况及对外界环境变 

化的反应。对同工酶的分析可以鉴别许多外部形态 

上难以区分的遗传变异，实验表明：甜菜遗传转化后 

的POD、EST同工酶和可溶性蛋白发生变化，最明显的 

是酶带颜色加深和新酶带的增加，这是由于外源基因 

的导人而使甜菜具有的标志，还是转基因的直接作用 

效果还有待于做进一步的研究。 
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Isozymes and change of soluble protein content in 

the process of direct organogenesis 

Duan)【ia0一xia 一，HA0 Xiu—ying2， ，LIU Chuan—jun4，Cao Yu—j ，Ouyang—liheng2’ 

WANG Xiao—j ，ZHAO Min—an4，WAN G Yan—feis，SHI Yu—hu · 

(1．Xinjiang agriculture university，urunmqi 830052 C ；2， ng unwersity oftechnology，Na ng 210009 ； 

3．Xinjiang academy ofagriculture$ciellce$，institute ofm／crob／ology，urumuqi 830091 China； 

4，Chinese academy ofsciences，Xinjiang technology institute ofphysics and chymistry，urumuqi 830011 China； 

5．Xinjia~ academy ofagriculture sciences，institute ofeconomical crops，urumuqi 830091 Ch／na) 

Abstract：The paper dealt with the study on the peroxidase and esterase isozymes as well as change of soluble protein 

content in the process of direct shoots organogenesis and genetic transformation of sugerbeet in vitro by polyarclamide 

gel electrophoresis(PAGE)．The results showed that peroxidase(POD)，isoesterase(EST)isoenzyme and soluble protein 

content appeau the changes of enzyme zymogram number and colour shade by adding benzylaminopufine(6一BA)to 

the medium，which related with increase ofmetabolizing activity．And after genetic transformation，bands ofthe peroxi- 

dase and estemse isozymes and soluble protein calne forth obviously colour darken and number increase，which do far- 

ther research to identify the l"t~ons that resistance to stress Was enhanced or natural tmnsgene． 

Key words：surgarbeet genetic transformation；peroxidase；esterase；soluble protein；PAGE 

(上接 4页) 

膨大生长，最终形成较高的块根产量；糖分积累期， 

随着施钾量的增加直接运往根部的 c̈同化产物增 

加，为糖分的积累提供物质和能量。 
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Affection of potassium to sugarbeet photosynthesis 

QU Yang ，DING Wei ，QU Weng—zhan 

(1．Heilon~iang provincial tourism technical college，Heilor~iang Harbin 150086，China； 

2．Northeast agricultural university，Heilor~iang Harbin 150030，Ch／na) 

Abstract：This paper showed that potassium can increase aM(Leaf area index)of sugarbeet，there is a positive correla— 

tion between potassium  amount and LAI，r=0．9729 ．Patassium  can increase chlorophyll cotent．as also improve 

photosythetic efficiency．Th ere is a positive correlation between potassium  amount an d photosynthetic efficiency of sim． 

pie leaf，as well as photosynthetic efficiency ofleaves correlation coefficient showed r=0．982 an d r=0．9077 es． 

pectively．Potassium  Can promote transposition ofassimilation products，increasing potassium  amount can increase trans． 

1ation rate of assimilation products，and that is a positive correlation between potassium  amount and tanslation rate of 

assimilation products．r=O．9068 ． 

Key wolds：sugarbeet；LAI；chlorophyll；photosythetie efficiency；assimilation products． 
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