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水分胁迫对玉米叶片关键防御酶系活性

及其同工酶的影响
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摘 要% 本文对协同完成自由基清除的关键防御酶系中 +,-&.,-&/01 的酶活性及同工酶在水分胁迫条件下
的变化做了研究’ 结果表明%水分胁迫下玉米叶片内的 +,-&.,-&/01 的酶活性和同工酶谱均发生了变化( 其中#
.,- 同工酶谱的变化最为明显#谱带颜色深浅和条数均有变化#部分酶分子失去了酶活性而谱带消失#另一部分酶
分子活性则明显提高或出现新的谱带(+,-&/01 同工酶谱的变化相对不强(同时 .,-&/01 同工酶谱在不同玉米基
因型间差异较明显#+,- 则无太大差异( 说明从抗旱育种角度出发#可将其作为抗旱性鉴定的生化指标(
关键词% 水分胁迫$玉米$+,-$.,-$/01$酶活性$同工酶
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自由基是机体正常代谢产物# 虽然它在细胞代
谢过程中连续不断地产生# 由于机体内存在防御系
统#故正常情况下其代谢保持平衡状态(但在水分亏
缺时#由于自由基产生过多#或由于抗氧化防御系统
作用减弱时# 体内自由基不能被完全清除而造成自
由基的累积#进而会危害生物体 ]!^( 因而#植株体内
源保护性物质和保护性酶在抗旱性形成中的作用非

常重要(其中#+,-&.,-&/01作为防御活性氧自由
基对细胞膜系统伤害的酶在抗旱性形成中的作用#
从 [C/CKB 和 _K6BCX6H<]’^提出生物自由基伤害学说

收稿日期% ’""’7"‘7!‘
作者简介% 孙彩霞#博士后#主要从事作物生理及植物营养方面的

研究工作(
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物体的保护作用(目前#关于单一酶在水分胁迫中变
化趋势及其与抗旱性的关系研究很多 ](c#^#但作为协
同完成自由基清除的关键防御酶系的系统研究尚需

加强#本文做了此方面的工作(
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豫玉 ! 号!"#"!"以及组成这两个杂交种的亲本自
交系!$%&’#()*#!&*+#黄早四!,#-+""为试验材料$
盆栽单株种植$ 试验设正常供水和干旱!控水"两个
处理%于抽雄期进行中度水分胁迫%处理持续 ’ 天$
每一试材每一处理设 !次重复$ 其它栽培管理措施
按照常规进行$取穗位叶片中部进行各指标的测定$
!"# 测定指标和方法
!"#"! 超氧化物歧化酶!$%&"#过氧化物酶!’%&"#
过氧化氢酶!()*"活性 取 ./0 1 叶片加入 .2.3) 0
$%4,’2* 的磷酸缓冲液 !567" 冰浴研磨定容至 0
89%&0 ... : +;下离心 ). 8<=%上清液为酶提取液$

7>?活性测定&酶反应体系依次加入 .2.3) 0 $
4,’2* 567 )2! 89%.2.3 8$ 核黄素液 .2) 89%!. 8$
蛋氨酸 .2) 89%.2..! 8$ (?@A 液 .2& 89% 适量酶
液%&2&)0 8$氯化硝基四氮唑蓝!B6@".2) 89’以不
加酶液!以缓冲液代替"的试管为最大光化还原管%
用缓冲液作空白管!用缓冲液代替 B6@"’ 然后将各
管在 + ... 9CD 下反应 )0 8<= 进行光化还原’ 测定
反应液的 >?03.值%根据 7>? 抑制 B6@ 光化学还原
的量计算酶活性’

5>? 活性测定&取 ). !9 酶液!用 567 代替酶
液作空白"加入反应混合液!&.. 8$ 4,’2. 567%).
8$愈创木酚"%混匀%)0;温浴 0 8<=%加 ). !9 ,)>)

启动反应于 +’. =8波长处作时间扫描%扫描曲线斜
率为酶反应速率% 以每分钟 >?+’. 增加 .2.& 为一
个酶活单位!C"’

EA@ 活性测定& 取 &2. 89 !.F,)>)溶液和 &2G
89 双蒸馏水加入一只光径 & H8 比色皿中%)0;水
浴平衡 & 8<=%加 .2& 89 酶溶液%在 )+. =8 处以蒸
馏水为参比在连续 0 8<= 内测定吸光度!每隔 & 8<=
读取 &次结果% 直至每分钟吸光度的降低值达到稳
定为止"’在上述条件下%每分钟酶促分解 & !8%I过
氧化氢!>? 值降低 .2.+! 3"的酶量为 & 个酶活力单
位JCK’
!"#"# $%&#’%&#()*同工酶 用上述酶提取液按
照胡能书 L3M!&G*0"#张宪政 L’M!&GG+"等方法进行同工
酶电泳’选用不连续垂直板聚丙烯酰胺电泳方法%碱
性系统%高离子强度电极缓冲液’分离胶采用化学聚
合法%浓度 5>?#EA@ 为 ’20F%7>? 为 &.F%浓缩胶
浓度为 !F’电泳时采用稳流控制%浓缩胶为 &0 8A N
板%分离胶为 ). 8A N板’ 电泳至溴酸蓝标志到达凝
胶前沿为止’ 电泳完比后%取下胶片%分别按下述方
法染色’

7>? 同工酶&!&")2+0 8$ B6@ 液中于黑暗下
浸 ). 8<=(!)"内含 .2.)* 8$ 核黄素%)2*O&.#) $ 四
甲基乙二胺的 !23O&.#) $ 4,’2* 的磷酸缓冲液中于
黑暗下浸泡 &0 8<=(!!" 在内含 .2& 8$ (?@A 的
.2.0 $ 4,’2*磷酸缓冲液中浸泡并于 +. P O ! 日光
灯下照光 &0 Q !. 8<=’

5>? 同工酶& 分别将联苯胺R醋酸溶液%+F氯
化铵溶液%0F(?@ABS)溶液%.2!F,)>)溶液%按 &!
&!&!* 的比例配制染色液’ 将胶板浸入配好的染
色液中% 反复振荡 0 Q &. 8<=% 至棕色酶带清晰显
出%立即倒掉染色液%加水冲去浮色并保存%数日谱
带不发生变化’

EA@ 同工酶& 将 &F可溶性淀粉溶液于沸水浴
中充分煮沸至无色透明’ 胶片脱下后放入上述溶液
中 +T浸泡 &小时 +.分钟’倾出淀粉液加入 .20U过
氧化氢溶液%室温静置 & 8<=%然后用双蒸馏水漂洗
几次%加入 .20UVW 溶液!取 & 1%用双蒸馏水定容至
).. 89%加 & 89 冰醋酸使之酸化"%将漂洗好的胶
片放入’ 室温下背景逐渐变蓝色%酶活处无色透明%
清晰后立即以蒸馏水漂洗%并迅速照相%记录%以防
谱带消失’

) 结果与分析
#"! $%&!’%&!()*酶活性与玉米抗旱性
由表 & 可知%在水分胁迫下!P7"%7>? 酶活性

增加%5>? 酶活性有上升的趋势%EA@ 酶活性有下
降的趋势’经分析表明%无论酶活性具有升高或是下
降的变化%其与玉米基因型的抗旱性关系密切’抗旱
性强的玉米基因型的酶活性在水分胁迫下或升高或

下降但仍保持较高的酶活性而抗旱性较弱的玉米基

因型的酶活性则下降明显或活性较低’ 说明玉米在
干旱条件下能够通过部分活性氧清除酶类活性的增

强来提高自身的抗旱能力’
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表 ! 水分胁迫下玉米叶片 $%&!’%&!()* 酶活性变化
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!"! #$%!&$%!’()同工酶与玉米抗旱性
由图 * 可知!在水分胁迫下 #$% 同工酶谱带多

少基本上无变化!呈迁移率"+,#分别为 -"./!-012!
2032!20/2 的四条酶带$ 在水分胁迫下 #$% 在近阳
极端的谱带活性有所增强$ 这说明近正极向的小分
子条带可能与抗旱机制有关$由图 !可知!在水分胁
迫下 &$%酶分子本身进行了深刻的改建!部分酶分
子"+,42056!-057!-0/1!-07*%几乎完全失去了本身的
酶活性!而另一部分酶"+,4-0*5!-06/%分子则明显地
提高活性$ 后一种情况可能是由于酶的活性中心大
大改变了构型!也可能整个分子发生了构型变化$由
图 . 可知在干旱条件下 ’() 大分子谱带有减少的
趋势"因 ’() 同工酶从谱带出现到消失时间非常短
暂!此处尤其迅速!尚需进一步研究%!而近阳极端酶
活有增加的趋势$

. 结论与讨论

玉米种性表现为株体自身整体功能对干旱胁迫

有一定的弹性! 受旱时可通过株体内一系列生理生
化反应! 来减轻或分散水分胁迫对细胞代谢过程的
伤害! 因而玉米内源保护性物质和保护性酶在受旱
后呈现一定的升8降或降8升8降的变化规律9.:1;$ 它
们在株体内或具有特异性功能或协同作用进行旱害

的防御!且在不同株体内的反应能力不同$本文的研
究结果表明!在水分胁迫下保护性酶活性的变化!不
仅和胁迫时间&胁迫程度有关!亦和品种自身特性有
关!随着供试材料基因型的增加!其变化的规律性有
所改变$
同工酶分析是认识基因存在和表达的工具9/:*-;$

许多学者研究了不同逆境"冷&盐&旱等%下不同作物
&$%同工酶谱的变化9**:*!;$ 关于 ’()同工酶的研究
甚少$ 本文研究了作为协同完成自由基清除的关键
防御酶系 #$%&&$%&’()的同工酶谱变化$ 研究结
果表明’&$% 同工酶在水分胁迫下的变化最为明
显!不仅谱带颜色深浅"酶活%有一些变化!且谱带条
数变化明显!部分酶分子"+,4-056!-057!-0/1!-07*%
失去了酶活性而谱带消失! 而另一部分酶分子活性
"+,4-0*5!-06/%则明显提高或出现新的谱带$说明其
在适应干旱胁迫的过程中可能具有重要的作用$ 目
前已经证实水分亏缺下!&$% 同工酶的确参与了细
胞壁的硬化过程! 而该过程又是导致水分亏缺下细
胞延伸生长受抑的原因之一9*.;$ #$%&’()的同工酶
谱变化相对不强$其中有些酶分子活性变化明显!但
基本上无新的谱带出现$ 这可能是由 #$%&’() 功
能的专一性决定的$&<=>"?77!%研究表明!’()&#$%
对脂质过氧化引起的 %@( 损伤有一定程度的保护
作用$ ABC<"?771%研究表明 ’()能部分抑制"..D%
%@( 链的断裂!曾庆平等"?775%认为 ’() 能控制
E!$!的信号转导强度"E!$!可作为信号转导分子或

充当第二信使激活与逆境应答有关基因表达%!并协
同诱导抗逆应答基因的表达! 若刺激强度在死亡阈
值以上则启动既定的死亡程序来诱导细胞的主动调

亡$ 另外!&$%&’()同工酶谱在不同玉米基因型间
差异较明显!而 #$% 则无太大差异$ 说明从抗旱育
种角度出发! 可将 &$%&’() 同工酶作为抗旱性鉴
定的生化指标$以上结果说明!玉米体内 #$%&&$%&
’() 同工酶确实能够适应水分胁迫而产生相应的
变化!如某些酶活性变化和诱导产生新的谱带!这些
都可能与抗旱机制有关$
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值得注意的是! 在以往的玉米抗旱性鉴定的生
化指标中尚无采用有关同工酶变化的指标! 随着分
析方法的完善和研究技术手段的提高! 这方面的研
究进一步加强! 必将提高玉米抗旱性鉴定的速度和
效率"
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关于召开第八届全国玉米栽培生产及产业学术研讨会

暨国家黄淮海夏播区玉米高产竞赛的预备通知

各农业科研单位#院校#农业局#推广中心#种子企业等
有关单位&
中国作物学会栽培委员会玉米学组拟定于 JVVI 年 C 月

在河南郑州召开第八届全国玉米栽培生产及产业学术交流

研讨会暨国家黄淮海夏播玉米区玉米高产竞赛" 特邀代表为
有关专家及领导#对本次会议提供赞助的单位代表及参加高
产竞赛的有关企业和科研单位代表等" 论文代表资格需首先
向玉米栽培学组提供一篇具有较高水平的论文或研究报告

等!经评审组审阅入选为大会交流论文的作者!发正式会议
通知"凡入选的论文均刊登在’华北农学报(专刊暨Z第八届全
国玉米栽培学术研讨会议论文集Z!开会之后出版" 同时在会
议上评选优秀论文 JV 篇! 并由中国作物学会颁发获奖证
书"
会议论文征集

一#征文范围主要包括&"3玉米栽培理论及技术回顾" J3
绿色无公害生产#抗旱节水#肥料利用率等关于玉米生产与
生态的问题"I3玉米新品种#新类型的生育规律及高产配套技
术研究" S3玉米高产#高效#优质栽培新技术新方法的研究及
应用" R3高产优质玉米的生产与提高效益及玉米大面积高产
开发成果及经验介绍" F3特用及鲜食玉米生产及加工" H3关于
玉米生理#生态#营养等方面的研究新进展" D3玉米栽培学科
今后的主要研究方向及对玉米生产发展的预测及展望" C3玉
米在种植业调整中的的地位和作用" "V3加入 [X4 与我国玉
米产品的国际竞争力等" ""3其它有关玉米方面的研究等"
二# 论文要求&"3论文字数限在 SERVV 字以内 $包括图

表%"具体要求请参照附件’华北农学报(增刊稿件要求"请用
NS 纸打印清楚寄来一份! 同时请用附件形式发送 \.0&(2

$[/+5 格式文件%至 B&%77*/A]"FI3</0 处" J3如不能完全按
照上述完整格式撰写的论文或总结报告等! 请写成 "RVV 字
以内的论文摘要或研究简报的形式!予以录用刊登"I3论文汇
总后!组织有关专家审阅#筛选录用" S3论文截止日期&JVVI
年 F 月 IV 日$以稿件寄出邮戳为准%
高产竞赛$暨参赛品种征集%
"3目的和意义&为适应 J" 世纪新形势及进入 [X4 的需

要!同时为我国玉米种子企业提供一个充分展示自身实力的
舞台!特举办国家黄淮海夏播玉米区玉米高产竞赛"J3竞赛内
容& 玉米品种高产竞赛种植面积 FFF3H0J ^品种) 主攻目标&
"VVV 公斤 ^亩" I3竞赛品种来源&在国家区试黄淮海夏玉米区
表现突出并已审定的品种或有苗头的组合"S3实施地点&河南
省浚县"R3其它事项&种子企业和科研单位自行提供参赛品种
种子及配套栽培管理措施等方案!由河南农业大学按照方案
具体实施" 参赛品种的收费标准为 "3V 万元 ^品种$其中含品
种参赛费#会议费#论文版面费及有关宣传广告等费用%"
本通知同时征集参赛品种!诚邀国内外大中型种子企业

及科研单位参加! 参赛品种征集的截止日期为 JVVI 年 S 月
IV 日"
具体开会时间根据代表情况于 D 月中旬另行通知"
联 系 人 & 杨国航 ! 闫明明 ) 联系电话 & $V"V%

DDSRSSDR!R"RVISVS) \.0&(2T B&%77*/A]"FI3</0
联系地址&北京市农林科学院玉米研究中心$北京*海淀

区板井% 邮 编&"VVVDC
中国作物学会栽培委员会玉米学组

北京市农林科学院玉米研究中心$代章%
JVVI 年 J 月 JV 日

!!




