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大豆叶片过氧化物酶及其同工酶的研究
’

刘学军 苗以农 张红缨

(东北师范大学生物系 ) ( 吉林大学酶工程实验室 )

提 要

不 同生育期大豆叶 片过氧化物晦活性 和 同工 晦谱存
.

在着明 显的品种 间差

异
。

新品种较老品种过氧化物晦活 力高比活较低
; 高蛋 白与低蛋 白品 种相比

,

高

蛋 白品种过 氧化物晦活 力较 高
,

比 活较低 ; 结荚期
,

随植株 节位降低
,

叶片过 氧化

物晦 比活
、

活力 和 同工晦活性 均呈 增强趋势
,

但最下部老叶过 氧化物酶活 力 和 同

工晦活性降低 ;
未展开叶较展开叶的过氧化物酶同 工晦谱 阳极 区晦活性所 占比

例较大 ; 中部节位叶 片晦谱清晰
,

条带数多
,

适于品种间比较
。

关键词 大 豆 ;
节位

;过氧化物晦
; 同工晦

植物体内过氧化物酶活性及其同工酶谱随着细胞分化
、

组织器官及植株的生长
、

成熟

和衰老发生规律性的变化 (王熊等 1 98 1
,

唐锡华 1 9 8 3
,

李继拼等 l蛇 0
,

童哲 1 9的 )
,

据推

测该酶可能与某些植物的发育过程关系密切
,

(v er m a 等 1 9了。
,

。 as 、 r
等 1马7 2

,

w
o hc ok 等

197刁
,

T h o r ep 1 9 7 8 )
。

关 于过氧 化物酶在大 豆分类及 抗性方面的研 究 已有 报导 ( uB ett yr 1 9 6 8
,

宋英椒

1986 )
。

大豆个体发育过程中
,

不同器官的过氧化物酶活性及其同工酶谱有明显差异 (B ilr
二

196 9
,

李云荫 1 9 8 4 )
。

同工酶是较好的遗传信息表达标志
,

它确定着品种间的差异
,

调控着植物的代谢
、

生

长
、

发育过程 (梅慧生 19 8 0 )
。

本文比较分析了大豆植株不同生长发育时期及不同节位叶片过氧化 物酶活力
、

比活

及其同工酶谱的变化
; 比较品种问差异

,

以便为大豆遗传育种及生理生化研究提供有用的

资料
。

,

国家自然科学荃金资助项目内容之一
。

吉林省农科院大豆所提供大豆品种表示感谢
,

本文于 199 。年 店月 0] 日收到
。 T恤 伪卿 : w 努

:
二 d y

记 。 。 八 p川 10
,

199 。
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供试大豆材料
:

三
、

四十年代推广品种金元1 号
、

小金黄
、

大白眉; 六十年代推广品种

吉林3 1 号 ,七
、

八十年代推广品种吉林 2仪吉林 21 ;此外还有高蛋白品种永吉大粒 (蛋白

含量为 铭
·

。写 )
、

低蛋自含量晶种吉林 3 号 (蛋白含量为 40
·

。写 )
、

结瘤和不结瘤 arH oosy
品系

,

以及辽豆 3 号
、

铁丰 18 号
、

阿姆索和 7 62 2一 4
、

7 3 35 一 4 等有亲缘关系的品种 ( 系 )
。

试验是于 J 9 8 7一 1 9蛇两年进行的
。

每年 边月末将上述 品种栽培于东北师范大学校

园生物系试验田中
.

管理同一般农田
。

醉提取液的制备
:

取正常生长植株升片
,

去中脉
, 。oc 一 峨℃ 冰箱内放置半小时

,

剪碎
,

混匀
,

准确称取 Z o om
g ,

加入 J m玉预冷的 。
.

」。 叮L
jrT

s 一 H C I (水 8
.

0) 样晶提取液 ( 内含

ZQ%蔗糖 )
,

冰浴研磨
,

4
.

C 下 价
,

0 00 丫离心 巧 分钟
,

上清液放入冰箱备用
,

每次采样重复

三次
。

早

凝胶电泳及染色
:

用聚丙烯酸胶凝胶双垂直板法
,

分离胶浓度为 .7 5 %
,

缓冲液为 0
.

s m d 邝 T r抬一 H a 系统
,

声 8
.

9, 电极缓冲液为 rT坛一切 y 系统
,

PH S
、

3
。

每孔上样量为 弓0u 扎

整个电泳过程在 护 c 一 4℃ 冰箱内进行
。

起始电压为 1。。 v
,

半小时后调至 20 的
,

约 召一 5

小时完成
。

凝胶雄氧化物酶间工酶染色采用改良的醋酸联笨胺法
,

并略有改动
·

即醋酸联

苯坡溶液为 1
.

贻 联苯欢+ 1 4城 冰醋酸+ 犯母以 燕馏水
,

染色时用量为 3
咖

, 。
.

6纬H 含。 2

用量为 1伽赶
。

室温染色约 10 分钟左右
,

过氧化物酶活性的测定
;
参照华东师大植物生理实验指导 ( 19 8 0) 方法进行

。

酶活力以

△oD
“

、
) g 一少

.

w
、

m in 一乌为单位
,

酶比活以△oD 咖* mg
ee lp r o

.

碗
一

伪单位
。

每样重复

三次
。

与此同时
,

采用考马斯亮兰 。 一 250 法 (李琳等 19 80) 测定可溶性蛋白含量
。

过氧化物同工酶谱测定
:

染色后的凝胶拍照后于 日本一岛律 侣一 91 。双波长薄层扫

描仪上取 47 0瑰由 作原位透射扫描测定
,

以酶带扫描峰的峰面积代表同工酶的活性
,

实 验 结 果

一
、

过氧化物酶活性

l
`

不同生育期

随着生育进程
,

大豆植株上部充分展开叶 (上数第 4 节位叶片 )的过氧化物酶活力及

比活均呈明显的增强趋势丈表 1
、

表 外
,

特别是鼓粒末期
,
过氧化物酶比活比前几期增加 了

几倍
,

2
`

不同品种

除花期新老品种相差不大外
,

其它各生育期新品种的过氧化物酶活为均高于老品种
(表 1)

;
鼓粒末期之前

,

新品种的过氧化物酶比活高于老品种 (表 2)
。
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表 l 不同品种大豆不同生育期过氧化物磷活力

a Tb l
e 1R

r 。劝 d as e a e 叮v i汀 of d l f f e r e n t 的丫卜泊 n e u l t iva 扮 in d if倪脚
t d七v e lo Pm e n 恤 1 s ra g es

苗苗苗 期期 分枝期期 花 期期 鼓粒初期期 鼓粒末期期 平 均均

今今今曰 l i n ggg rB a n c 加的名名 曰。 w 已州泊吕吕 助
r ly 口劝 f m如名名 Lo t e 因」万」」1嗯嗯 A v cr a 助助

金金元 l 号号
.

5 1
.

666 73
。

222 1 23
.

666 43 .03 888 4 0
。

888 2 2 2
。

000

枷枷 Y u

an lllllllllllllll

小小 金黄黄 5 0
.

444 7 2
。

000 1 2 7
.

222 4 17
.

666 4 5 7
.

222 2 24
.

999

XXX认0 J in Hu a n sssssssssssssss

大大白 眉眉 5 5 222 7 8
.

000 1 0 5
。

3 666 28
.

8883 8 5
。

222 1 9 0
.

666

伪伪加 i 加免iiiiiiiiiiiiiii

平平 均均 5 2
.

444 7 4
.

444 1 1 8
,

名名 3 9 .2 444 4 2 4 444 2 1 2
.

555

人人v e r a即即即即即即即即

吉吉林 1333 6 7
.

222 9 1
.

222 1 3 2
.

000 4 4 6
`

444 5] 6
.

000 25 0
.

666

几几 L正n 1 333333333333333

吉吉林 2 000 5 8
.

222 6 7
.
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.
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、

444 2分7
。

222

JJJ I iL : 1 2 000000000000000
··

`

吉林 2111 6 4
.

888 8吕
.

888 10 6
.

888 4 6 8
.

000 5 2 4 444 2 5 0
.

000

JJJ i l办1 2 111111111111111

平平 均均 6 3
.

444 8 2
.

444 11 5
.

111 4 9仪 仓仓 5 2 9
.

666 2 5 6
,

lll

人人v e r a罗罗罗罗罗罗罗罗

表 2 大豆不同品种不同生育期过氧化物酶比活
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.

4 666 4
.

0 444 5
.
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.

6 777 4 4 9 000

LLL
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六六六 2
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.
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c r a g eeeeeeeeeeeee

吉吉林 1 333 2 四四 5
.

0 888 5
.
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表 3大豆不同精种叶片的可难性舞白食氢过氧件物酶括为及比活
皿以 ` 3知切睑心加娜痛。 眯晌腿幻仁,

翔欲炯幽触郎 醉幼硕扮 母。口昌岁挥i灼c 供军刚妇
. 邻

朋咖众y 成邵如渐 t ,昭卜纽拜俪 ,
-

二二 厂
-

一……
可协性者右右

.

活 力力
`

比 猜猜
’’’

畜熟亡亡
’

AAA 乐人人
勺勺勺 ;;;;;;;

’’

水 吉大拉拉
,

孤 打打 邪长 合合 长靡
一一

丫丫妇珍摇 lJ 工枉 UUUUUUUUU
...

吉林 言号号
、

’ ,
.

殊 石吞
{{{{{

仑
,

7吕吕

一一

皿伽 多
’’’

l马0
.

88888

HHH a 定召吠理 结 瘤品 系
’’

一

既敬敬 1名8
叼

或或 乳 3 666

HHH初 , 幻 y (。川咖比旅司 JJJJJJJJJ

1111a r以姆穿不 结瘤品 系系系 j 4
.

夕夕
,,

恤确时 (咖二。润倾洲娜JJJJJJJ

.s .P 仇 s d 。加. 群加面钾
n比 n之

协
, 人比袱吻气

` 戈 孙姻佗聆叫咖卿
门 _

高蛋白品种永吉大粒与濡蛋白品种吉林 。号松比
,

其 :合权高的过氧化物爵活力及软

低的赘比活 ; 简祥
,

计片可糟性蛋白贪量高的添
r户匆寥结瘤品系较 H拢r倪卿不结瘤品系

一

,

酶

活力高而比清低滚 幻
、

_

铁半 ” “ 人救珍呵杂文后代辽豆 “ 号和 `” 石~ `
一

` 7 ”珍一 ` 杂交后代告林 “ `号前叶
片可洛性蛋白食童

,

过砂物酶力及比活均介于各
.

自
一

的两亲本之!可味 ” ,

表 4 天豆不砰品种叶片的可溶性肇白含量
、

过氧化物酶活力及比活
城

知赎巨 越 蕊加呱 咖`阔 d ` 劝加妇 t
,

扣酸`时 d翻纪
毗

对妙 a耐 斑掩̀ 。 蛇合犷。襄jd幽 .

.

醉”碱呀讨脚响 健或交珍 , 琳 如 y b珍。呵。哆珍

一一一

可带
t

性 蟹 白白 活 力力 比 撬撬
..... _

旗卫
.

套
...

人人 冬八八

铁铁丰 1 999 釜̀ 竹竹 12东 888 7
.

淞
户户

孔孔五尸颇吕二碌碌碌碌碌

九九知粼粉粉 2么协久久 县3念
.

名名
了、、

111111111 0
.

1梦梦

江江 豆
,

悠号号 监 服服 2 1 .6 000
·

象聆聆
一一

共姆舜伪归蕊蕊蕊 ,,,

穿穿聪2一 444 】不遮怪怪 』O琢母母
.

一

1。
`
仑矿矿

777匀熟妄~ 4
...

朋
,

工ttt 2卫0 ` 888
_

乳 璐璐

吉吉 林 21
··

般
.

公111 2 0 1
,

右右 9
.

名QQQ

滩滩 U n 幼幼幼幼幼

* 结荚期 拟 P司 斌琳明仁
·

3
`

不同节位叶片

在结荚期随着节位上升 (从主茎下部第一复叶节算起 )
,

叶片可洽性蛋白含量呈上升
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趋势
;
过氧化物酶活力及比活均呈下降趋势

,

但过氧化物酶活力在下部老叶和顶部嫩叶中

分别有所降低和增强 ;有趣的是
,

叶片可溶性蛋白含量
、

过氧化物酶活力及 比活在 a一 8 节

位均呈平缓变化特征 (图 1 )
。

阅洛游除m吟冲望
u。z。胃oùc二co、
ùtcó
·

t日冰加止,安
30邓,.20托抢

1.1于碑̀苦、万.J` .苦l盈

!!l
!28理2Q

石日。邑lee曾众它舌卜呻à口
。
叼

内。。乙8
` J孟11

万军口吕3划只邑明Q,ù当艾。ó己公姐滋暴牟其祠怡

400160320240

工、
吕
`渗

!

ó. 1目ǎ-已--2呀è马司卜昌
A
价兮
ù
为,
工
ox

之

只织谁孚尸哄坛

4 右 8 1 0 12 14 16 节位 (
n川 e

)

图 1 大豆植株不同节位叶片 a) 可溶性蛋白含量变化 ;

b、过氧化物薄活力的变化 ;曲过氧化物酶比活的变化
。

(结荚期 )

曰 9
.

1 乳 y b以盆n caI
v 防 献 d迁介 r

阶 t 次川妇的 1物 曲翻洲即 成 sol
1[ bl e p r o t c泊 co nt cn 认

b )hT
e
hc 胡助 of 沁 xo id a即 。。 t iv i yt ; e

)劝
。
hc 叨朗

奋̀

矿冲喇幻。 加全
。 ` d脚

a e之工v i ty
。

( A叫 x 泪一劝 t : 10 9 s at 吕e )

二
、

过氧化物酶同工酶谱

本实验中供试大豆叶片的过氧化物酶同工酶共有 l王条酶带
,

从阴极到阳极可将整个

酶谱分成一个零位带和 A
、

B
、

c 和 。 四个区 (图 2 )其中 A : 、

A :和 c :

酶带着 色较探
,

出现

频率较大
,

可看作是主酶带
。

_
·

+

四U
.

,I I ! !
,

j
零 ^ : ^ : B : B毋 ,

位
带 A 区 ” 区

C刃式
: D 1 0 :

C 区 O 区

图 2 大豆叶片过氧化物酶同工酶谱

曰 9
.

2 hT
e
ep r O劝 d哪

坦。
舒 m吃

r a m 讨
s
oy b改、 n It泊 f

1
.

不同品种

高蛋白品种永吉大粒与低蛋 白品种吉林 3号相比
,

过氧化物酶 同工酶总活性较高
,

D

区尤其明显〔图 3 ( a) 〕
。

aH or 、 y 结瘤品系与 aH
r o
so y 不结瘤品系相 比

, A
、

B
,

和 D 区酶活性及同工酶总活性

雏高
,

但在 c 区
,

aH
r佣 o y 不结瘤品系酶活性较高

,

且多出两条带 [图 3 ( b) 〕
。
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图 3大豆不同品种叶片过氧化物酶同工酶谱 (结荚期 )

i Fg
.

3T h
e
e p

ro刘 d a哭 i so
y Zm嗯

r am o f le ave sod fi f f改 e r, t s
oy 比

a n e心 t j v a r s a t 户川 沁 t t i n g s t a g e

一吉林 3号 iJ iL n 3

— 永吉大粒 Yon 乡 i 确11

一不结瘤 H a r、 。 y 品系 N on
n
浏

u

以团 aH
r仍 oy 一

一

结 H a :

oso y 瘤品系 队对 ul
a :团 H ar 。 、 y

由图 4 可知
,

杂交后代辽豆 3号和吉林 21 的过氧化物酶同工酶谱特征介于各 自亲本

之间
,

且接近于酶 活性高
,

酶带数 目多的父本
。

图 4 杂交后代与亲本过氧化物酶同工酶谱

F lg
.

4 hT
e
pe

r o对d a se is oz y n l o g r a n飞 o f th e h y b r i d s a侧 th e 一r 脚
r e : l t s

1
.

铁丰 18 T ie F e 门 9 18 ; 2
.

A rr 签幻 y ; 3
.

辽豆 3 号 L ia o

伪
、 , 3 ;

难
.

7 3 35一 刁; 5
.

7 6 2 2一 4 ; 6
.

吉林 2 1 五 u n
2 1

。 * :

鼓粒期 A t p )」 、 t o t a g e

2
.

不同节位叶片

同一植株 (结荚期 ) 各节位充分展开叶的过氧化物同工酶谱均具有 11 条酶带
。

随着

节位 降低同工酶总活性呈增强趋势
,

但在最下部老叶中有所 于: 降 在顶端第 t
、

3 节位夫

展 开 什卜(嫩叶 )中只有 4一 5 条酶带
,

缺少 A : 、
C :

、

C
。
和 D :

酶带
.

B 区酶带着 色较 浅或缺失

(图 5 )
。

A
、

B
、

c 区及 D :

酶节晦活性在不同节位 ”十片中的义
,甲

月 考
一

户
一

成 工酶 曾
、

活性 变化趁势

荃 术一致 D 区中
.

不同节位时片 D
:

与 仆 带屿毕欢变化趋 势和悦
。

加果日 C 区 与 八 和 孔

区酶活性之和的比例粗略代表同工酶谱阳极区与阴极 区的酶活性 比例
,

则 可以看出
,

大 豆
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植株顶端嫩叶过氧化物酶同工酶谱中阳极区酶所占比例较大
。
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图 5 大豆不同节位叶片过氧化物同工酶谱不同酶区的酶活性 T :

同工酶总活性
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鼓粒末期
,

过氧化物酶活 为增加幅度减缓
,

而 比活的增加幅度增强
。

估
一

汁这可能与这

时的叶片可榕性蛋 白含量下降有关
。

且发现
,

可溶性蛋白含
一

鞋较高的叶片试样
,

其过氧化

物酶活力及同工酶活性较高
,

比活较低
。

本文分析的两
一

个杂交后代的酶活性及酶谱特征均介于各 自两亲本之 间
,

且有偏 父现

象
。

辽豆 3 号及 吉林 21 在丰产性
、

适应性
、

株型及抗性等方面都有超亲现象
。

这与李继耕
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( 1 9 8 5 )关于具有酷酶同工酶谱偏父本的玉米杂交后代在株高
、

叶面积和产量等方面都表

现出较强的杂种优势的结果一致
。

所以大豆的偏父型杂交 后代值得重视
。

随着大豆植株节位的降低
,

叶片过氧化物酶谱的各酶带及同工酶总活性呈规律性的

变化
,

未展开 叶片与展开叶相 比
,

同工酶总活性较低
,

但 c
,

及 D :

带活性较高
;
且阳极区酶

活性所占比例较大
。

这表 明花 大豆叶片发育过程中存在着基因的选择性转录及顺序性表

达 (唐锡华等 1 9 8 3 )
。

邵从本 ( 1 9 8 6 )发现 大豆种 子成熟和萌发过程中
,

过氧化 物酶活性的 消长 和分布
一

与

S O D 相似
。

本文不 同节位叶片过氧化物酶活力变化情况与庄炳 昌 ( 1 9 8 8) 关于大豆不 同节

位 叶片 S o D 活力的变化情况相似
:

估计过氧化 物酶和 S O D 在大豆叶片代谢过程中起着

相似的作用
。

从实验可看出
,

不同品种
、

不同生育期及不同节位叶片的过氧化物酶 活力及 比活存在

明显的差异
;
大豆植株中上部节位叶片的过氧化物酶同工酶谱清 晰

,

条 带数 目多
,

是各生

育期品种间比较的最适 部位
。

因此
,

过氧化物酶可以作为遗传育种的主要参考指标
。
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