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摘要 以稳定抗生理干早的愈伤组织为材料
.

研究了抗早愈伤组织的抗早机理
.

结果表明
:

抗早愈伤组织的干物质含 t 明显高于对照
.

水势为一 1 0
.

67 ab
r ,

而对照愈伤组织的水热为 一

弓
.

77 ba
:

.

脯氨酸的含 t 为对照的 4
.

4倍
,

K 一
和蔗糖的含盆比对照稍低

.

脱落酸的含 t 是对照

的 3
.

刁倍
,

但远远低于对照愈伤组织在含 20 %聚 乙二醇的培养荃上逆境四天的脱落酸含 t
。

电泳结果表明
:

抗性愈伤组织中产生了新的蛋白质或多肤 (分子 t
:

17 0 0。 , 18。。。道尔顿 )
,

抗性愈伤组织细胞的膜特性得到了改替
.

提出了抗早机理假设
.

关链词 首蓓
;
抗性愈伤组织

;
抗旱机理

;
聚乙 二醇 P E G (分子量 6。。0)

之

干旱对人类生存的威胁引起了科学工作煮对该性状研究的深入
·

细胞水平上对抗旱机

理进行研究在国外已见报道
,

这些研究集 中在抗旱与渗透压
L川

、

脯氨酸 「” 〕
、

脱落酸 〔川和蛋

白质
〔 , 2 〕的关系上

,

但迄今尚未 见到一篇较为系统的研究报道
.

在国内亦没有见到在细胞水

平上有关抗旱机理研究的想道
.

本文以稳定的首楷抗旱愈伤组织为材料
,

旨在研究细胞抗

P E G 诱导的生理干旱的抗性机理
,

为抗旱育种提供理论依据
。

` 材科和方法
:

一 …
、

1
.

1 材料 用静置液体焙养法筛选 出来的 20 % P E G 诱导的生理干旱其有稳定抗性的首着

愈伤组织
,

对照愈伤组织
。

,

命
一

, .
`

一 ’ 、

”
、

“
·

’
.

,

愈声终织于物质含黄的
沮

·

l定
,

取抗性和非抗性愈伤组织在 1 00 C 下洪至恒重
,

按下

而公式计算干物质含量
。

干物质含量% ~
烘干后愈伤组织重
似七前愈伤组织重

又 1 0 0

吧知 m , 、 .、 丫 .ll 、

愈伤组 织生 长进度的 .m] 定 接种一 定数量的愈伤组织于培养基上
,

生长一段时问

后
,

称量愈伤组织重量
,

按下面公式计算生长速度
。

生长速度 % -
生长后愈伤组织重量一接种的愈伤组织重量

接种的愈伤组织重量
X 10 0

水 势的 .mI 定 采用水液流法
’ `

脯氛耽 $,j 定 采用荀三酮法
, ’

蔗枪含贡的浏定 采用葱酮 比色法
’̀

K 一

含童的 $,I 定 采用火焰光 度法
”

八 B八 含重 的浏定 采 用 lE i、 a 法
` ’

·

本 课 题 得到 囚家自然科 学资全资助

19 9 2一 0 8一 2 5收 稿 古
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1
.

2
.

8 PE G 含全汉11定 采用 ( N e w t o n 一9 9 0所用的方法 ) 洗脱法 [ , 5 ]

1
.

2
.

9 电泳 s DS 密度梯度电泳 (4 ~ 20 % ) [’1

2
。

1

结果和讨论

结果

2
,

1
.

1 不 同愈伤组织干物质含童和水势的 ..1 定 抗性愈伤组织的水势为一 l o
.

6 0ba r ,

明

显低于对照 (表 1 )
,

而其干物质含量为 23
`

5%
,

明显高于对照
.

说明抚性愈伤组织可能是

通过干物质的积累进行渗透调节
,

降低渗透压
,

从而维持膨压的稳定
,

维持细胞的正常生

长
。

表 l 不同愈伤组织干物质含 t 及水势的侧定

愈伤组织种类

干物质含量 (% )

水势 (脚一比
r )

2 3
。

5

1 0
.

7 6

3 1
.

7

4
.

7 7

R e , 0 .

6
.

3 2

2
.

4

注 cK
:

对照意伤纽 织 R
:

杭 2 0% p
研 的愈伤组织 R

. :

杭 25 % PE G 的愈伤 组织 R 。
。 。 :

坑性意伤

在不含 P E G 培养苏上继代后 形成的愈伤纽织

(下同 )

2
.

1
.

2 几种常见的渗透调 节物质的侧定 在测定的三种渗透调节物质中 (表 2 )
,

抗性愈伤

组织中的脯氨酸含量明显高于对照
,

是对照的 “ 倍
,

而蔗糖和 K +

的含量稍低于对照愈伤

组织中的含量
,

这表明脯氨酸是抗性愈伤进行渗透调节的重要物质之一
。

表 2 渗透调节物质含里的侧定

愈伤组织种类 R
一” .

脯氛酸 ( % ) .F w

蔗糖 ( % ) D
·

w

0
.

0 0 9 2 0
.

0 0 6 3

K十 ( PP m

2
.

6 4

1 62 5

2
.

08

1 5 0 0

2
。

1
.

3 A
BA 含全的沮吐定

愈伤组织种类 C K R

表 3 A B A 含 t 的侧定

对照愈伤组织在含 20 % P E G

在培养荃上逆境 ` 天

对照愈伤组织在含 25 另 P E G

的培养荃上逆境 4天

A B ^ 含全

( n g / 8
.

F
.

w )
0

.

4 4 1
.

5 1
.

7 3 6
。

4 1 65
。

53

由表 3 可以看出渗透胁迫引起愈伤组织中内源 BA
A 的大量积累

,

且 PE G 浓度越高
,

A B A 积累越多
。

在稳定的抗性系中
,

A B A 的含量亦明显高于对照
,

抗 20 % PGE 的抗性愈伤

组织中
,

内源 A B A 的含量为对照的 3
.

4 倍
,

但明显低于对照愈伤组织在含有 加% PE G 的培

翻 养基上逆境 4 天的 A BA 含量
·

A
BA 在逆境过程中的显著变化表明其在逆境和适应的过程
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中起着重要作用
。

2. L 4 P E G 含 t 的浏定 在含有 EP G 的培养基上生长的愈伤组织会从培养基中吸收

PE G
.

实验结果表明
:
抗 20 %EP G 的愈伤组织中

, P E G 含 t 占愈伤组织鲜重的 18
、

6 %
,

占

干重的 78
.

9%
,

这些 P E己存在于细胞质外体和细胞之间
,

其作用有待于进一步研究
.

在离心去除抗性愈伤组织所含 PGE 的过程中
,

经过八次离心
,

对照愈伤组织细胞破裂
,

而经过十次离心
,

抗性愈伤组织的细胞仍没有破裂
,

这表明抗性愈伤组织在细胞膜特性上

得到了改善
,

从而维持其膜功能的正常执行
.

.2 .1 5 蛋 白质 电泳 对

不同愈伤组织进行 s sD
密度梯度电泳 “ ~ Zb% )

,

结果表明
:

在早逆境下胁

迫四夭的愈伤组织和稳定

的抗性愈伤组织中
,

均产

生了新的蛋 白质或多肤
,

其 分 子 量 为 1 7 0。。 和

1 8 0 0 0道 尔顿 (图片 l )
,

胁

迫的愈伤组织中新蛋白的

量多于稳定的抗性系中新

蛋白的量
,

抗性愈伤组织

在不含 P E G 的培养基上

继代一次后
,

新蛋 白消失

(图片 l )
.

2
.

2 讨论

2
.

2
.

1 杭性的性质 在

稳定的抗怪系中
,

干物质
、

A B A
、

脯氮酸的含量明显

高于对照
,

而且在这种愈

伤组织中产生了新的蛋白

质或多肤
,

当把这种愈伤

组织转移到 不含 P E G 的

图片 1 曹猪杭性愈伤组织进行 s D 6 密度梯度电泳后的结果
注

: 1
.

对照愈伤组织
2

.

R 在不含 P oE 的培养谷上继代后形成的愈伤组织
3

.

对照愈伤组织在含 25 % P E G 的培养基上逆境 刁天后

形成的愈伤组织
刁

.

标准蛋白质
5

.

R (杭 2 6乡̀ P E G 的愈伤组织 )

6
.

.R (抗 25 另PE G 的愈伤组织 )

7
.

c K 在含 20 % P EG 培养羞士逆境 刁天后形成的愈伤组织
8

.

c K 在含 25 % PE G 的培养荃上逆境 刁天形成的愈伤组织

培养基上继代一代后
,

上述指标均和对照愈伤组织相似
,

把这种愈伤再转移到含 20 % PE G

的培养基上仍能表现出对 PE G 诱导的旱逆境的抗性
,

各项指标文回复到稳定的抗性系的水

平
,

表明这种抗性是诱导性的
,

或者说是生理性的
.

这种情况在抗病方面有过类似的报道

(李冠等 1 9 9 0 年 )
。

2
.

2
.

2 杭性机理 植物对旱逆境的响应是通过 内源激素的变化
,

调整一系列生理生化过程

来完成
.

本试验结果表明
:

旱逆境引起细胞中大量的内源 A B A 的积累
。

随着细胞对旱逆境

的适应 A B A 含量逐渐降低
,

在稳定的抗性系中
, A BA 含量远远低于逆境下对照愈伤组织中

A
BA 含量

。

w u ila m 〔“ 〕报道 A B A 可以直接启动基因的表达
,

刘恳 l6[ 〕报道
:

干早诱导谷类基因

表达受 A B A 调控
。

ol af w er n。 l6[ 〕认为
,

干早忍耐的产生是以 A B A 为中介
。

O un ca n
报道 A B A

可以促进愈伤组织中脯氮酸的积累
.

本实验结果表明愈伤组织中 A B A 和脯氨酸的含量有平
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行关系 (表 2
,

3)
。

is n
hg [ ’ 幻在抗 PE G 诱导的生理干旱的烟草愈伤组织中产生 了新的蛋白质

,

本实验结果亦表明
,

早逆境胁迫下首藉愈伤组织中产生新的蛋白
,

而且该种蛋白质的产生

似乎与细胞中 A B A 的积累有关
。

关于新蛋 白的作用则有待于进一步探讨
。

ilA kn a[, 〕报道
,

A B A 处理强烈地影响着生物膜对水的透性
.

王洪春〔 , 〕认为 A B A 的作用可

能是阻止谷脱甘肚和磷脂酸的下降
,

从而防止膜的过氧化的作用
。

我们的结果亦表明
,

在

A B A 含量比对照高的稳定的抗性系中
,

细胞膜的特性得到改善
,

而这种改善可能是 A B A 间

接作用的结果
.

综合我们的实验结果和前人的研究成果
,

我们对细胞水平的抗旱机理提出如下设想
:

喊

早逆境— ~ 基因表达— , 植物激素的合成

(如 A B A )

合成蛋白质 酶类 合成渗压素

丰 4
膜结构和细胞结构

的稳定

渗透调节物质的合成

套 {
`如脯
料

’

.
膜

、

细胞功能的正 渗透调节

抗早性增强

致谢 本课题曾得到王承波
、

沙贾清
、

顿志强等同志的帮助
.

特此致谢
。
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