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  摘要:以离体培养的黄瓜未受精子房为试材, 测定了黄瓜离体雌核发育早期过氧化物酶及其同工酶的活性。结

果表明,在培养的 0~ 9 d,总的过氧化物酶( POD)、NADH 氧化酶( NADHPOD)和生长素氧化酶( IAAO)活性均呈上升

趋势; 细胞色素氧化酶( COX)、抗坏血酸氧化酶( ASP)活性均呈下降趋势; 谷胱甘肽过氧化物酶 ( GSH-Px )则先升后

降。雌核发育早期过氧化物酶及其同工酶活性,尤其是 NADHPOD 和 GSH-Px活性的急剧升高是雌核发育的重要标

志。
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Abstract: Peroxidase and its isoenzymes act ivit ies w ere measured in gynogenesis of cucumber ovary cultured

for 0- 9 days. The results show ed that the act ivit ies of total perox idase ( POD) , NADH peroxidase ( NADH-

POD) , indole-3-acet ic acid perox idase ( IAAO ) w ere all increasing markedly. While cytochrome perox idase

( COX) and ascorbate peroxidase ( ASP) alw ays decreased.And glutathione perox idase ( GSH-Px ) increased first

, then decreased. T hese results indicated that it was signs of cucumber gynogenesis that act ivit ies of total perox-i

dase and its isoenzymes, especially NADHPOD and GSH-Px increased surprisely.
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  离体雌核发育是指通过子房或胚珠的离体培

养,诱导大孢子或雌配子体产生单倍体植株的过程。

在育种上, 可以通过该途经在短期内产生绝对纯合

的自交系,大大缩短育种时间;还可以用来固定亲本

性状,获得更稳定、均一的亲本。国内外对子房或胚

珠的离体培养进行了大量研究
[ 1]
,主要集中在诱导

技术体系的建立和优化上, 如培养基成分和培养方

法等, 进一步的深入研究也主要涉及雌核发育的细

胞形态学变化, 而有关离体雌核发育机制的生理生

化变化则研究较少。杜胜利等
[ 2]
对黄瓜离体雌核

发育过程的形态学和生理生化机制进行了大量的研

究, 发现在 M99培养基上的黄瓜未受精子房发生着

典型的雌核发育, 显微观察发现在培养 6 d 时就有

20%的胚囊内形成致密的团状结构,是由胚囊内细

胞多次分裂形成, 形成植株后通过染色体倍性鉴定

发现为单倍体植株; 总的过氧化物酶( POD)活性在

培养的前 6 d急剧上升。植物体细胞胚胎发生与发

育过程中具有较高的 POD酶活性和较多的同工酶

类[ 3]。关于黄瓜离体雌核发育中过氧化物同工酶,

如生长素氧化酶 ( IAAO)、NADH 氧化酶( NADH-
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POD)、细胞色素氧化酶( COX)、抗坏血酸氧化酶

(ASP)和谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-Px )等酶的活

性变化尚未见报道。本试验通过测定黄瓜离体雌核

发育和非雌核发育培养前 9 d的过氧化物酶及其同

工酶活性, 探讨过氧化物酶及其同工酶在雌核发育

早期的作用,进一步研究雌核发育的发生机制。

1  材料和方法

1. 1  材料

试验于 2003年春季在天津科润黄瓜研究所进

行。选用雌核发育频率较好的黄瓜三号品系种植于

温室,取开花前 1~ 2 d的子房, 经表面灭菌后纵切,

接种在能诱导黄瓜未受精子房进行雌核发育的

M99培养基上, 25 e ,黑暗培养 7 d,然后转至 16 h

光照、8 h黑暗条件下继续培养。分别取培养 0, 1,

2, 3, 4, 5, 6, 9 d的外植体, 用预冷的蒸馏水清洗,吸

干表面的水分, 切碎,混匀,准确称取 1 g, 用塑料小

袋包装后迅速置于- 70 e 保存, 供提取粗酶液之

用。

1. 2  方法

1. 2. 1  酶液提取  将 1 g 材料加入 1 mL 预冷的酶

提取介质( 50 mmol/ L 磷酸缓冲液) , 冰浴研磨至匀

浆, 4 e 条件下 10 000 g离心 30 min后,取上清液,

保存于 4 e 冰箱中, 供酶活性测定。

1. 2. 2  酶活性测定  POD和 IAAO 活性测定参照

张志良的方法[ 4] , NADHPOD 活性测定参照曹翠玲

的方法
[ 5]
, COX 活性测定参照王异星的方法

[ 6]
,

ASP 活性测定采用沈文飚的方法[ 7] , GSH-Px 测定

采用黄爱缨的方法[ 8]。

2  结果与分析

2. 1  POD活性的变化

本试验表明,在培养基上培养的黄瓜未受精子

房内, POD活性(图 1)在前 2 d 上升较慢, 2 d 后急

剧上升,说明较高的 POD活性有利于雌核发育的启

动,至第 6 d开始下降。这可能与 POD在植物细胞

内参与木质化、IAA 分解及能量代谢、呼吸代谢等

多种生理功能密切相关。这一结果与杜胜利等
[ 2]

的研究结果一致。

2. 2  NADHPOD活性的变化

在培养的前 4 d, NADHPOD 活性变化一直呈

急剧上升趋势, 4 d后上升缓慢, 6 d后又迅速上升

(图 2)。NADHPOD是与氧自由基的产生、呼吸和

能量代谢有关的一类过氧化物同工酶, NADHPOD

活性的急剧升高, 一方面可能会导致组织细胞内大

量的氧自由基产生,直接启动脂质过氧化, 使质膜透

性增大, 损伤细胞的结构;另一方面也会抑制糖酵解

产生能量,降低外植体的生理活动强度,从而导致组

织衰老,对胚囊形成生理隔离, 因此有利于雌核发

育。

图 1  POD活性变化

图 2 NADHPOD 活性变化

2. 3  GSH-Px活性变化

GSH-Px 活性(图 3)在培养 1 d后迅速上升, 第

3 d达到最高峰后稍有下降,在第 5 d后一直呈迅速

下降趋势。GSH-Px 作为过氧化物酶的一种同工

酶,具有清除细胞内自由基和保护细胞膜及大分子

结构的功能, 在黄瓜雌核发育过程中, GSH-Px 活性

变化可能与外植体的H 2O2含量有关。

2. 4  IAAO活性变化

IAAO活性(图 4)在培养的前 2 d迅速升高, 至
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第 9 d IAAO 活性一直保持明显高于初始水平。

IAAO的主要作用是氧化分解 IAA, 降低 IAA含量,

由此推测较高的 IAAO 活性有利于雌核发育的发

生。这与韩碧文[ 13]认为生长素往往对细胞的胚胎

发生起抑制作用的观点相一致。杜胜利等
[ 2]
测定

了雌核发育与非雌核发育过程中的内源 IAA含量,

其变化趋势同样说明离体雌核发育的发生不需要太

多的 IAA,而较高的 IAA 含量反而会刺激珠被细胞

的增生。

图 3 GSH-Px活性变化

图 4 IAAO活性变化

2. 5  COX活性变化

COX存在于线粒体中,是植物体内最重要的末

端氧化酶, 其活性强弱可以反应外植体呼吸代谢的

变化。在 9 d的培养期内, 黄瓜未受精子房的 COX

活性呈波动式下降趋势(图 5) , 说明供试外植体的

呼吸代谢强度减弱。

2. 6  ASP活性变化

ASP 是存在于叶绿体和细胞质中的另一种末

端氧化酶,其活性不仅反应了外植体呼吸代谢状况,

还与植物受精过程有关, 有利于胚珠发育。测定结

果表明, ASP 活性(图 6)在外植体培养第 1 d 即急

剧下降至最低点, 后趋于平缓。ASP 活性降低, 一

方面可能是由于叶绿体数量下降, 不再进行光合作

用; 一方面可能因为黄瓜子房脱分化, 胚珠没有受精

作用,胚珠不再继续原来的发育方向。

图 5  COX活性变化

图 6 ASP活性变化

3  讨论

过氧化物酶是植物细胞内的重要组成成分, 具

有成分和结构的复杂性、同工酶的多样性以及多基

因编码等特点,在植物的生长发育中具有多种非常

重要的生理功能。庄东红[ 9]等研究发现, 在大白菜

子叶离体培养脱分化、再分化过程中, 过氧化物酶活

性呈上升趋势,过氧化物酶同工酶带增多, 表明外植
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体的形态变化与生理变化紧密相关。我们的试验结

果表明,在雌核发育的外植体内的 POD和 NADH-

POD, GSH-Px 两种同工酶活性均高于非雌核发育

的外植体。在培养的 1~ 5 d 是雌核发育的启动和

决定时期,在这期间,由于诱导培养基的差异导致外

植体内各种代谢活动的差异,尤其在培养的前 3 d,

过氧化物同工酶活性特别是 NADHPOD 和 GSH-

Px 活性的急剧升高是雌核发育的重要标志。

关于过氧化物同工酶的作用机制, 崔凯荣等
[ 3]

认为, 较高水平的氧胁迫可诱导植物体细胞胚发生

相关基因的表达, 从而促进细胞的分化。质膜上的

氧化还原酶类可以经电子传递产生氧化剂或还原剂

提供给特殊的细胞功能。位于质膜外侧的过氧化物

酶、NADH 氧化酶及多胺氧化酶等都可以产生

H2O2。过多的活性氧对细胞是有害的,细胞对活性

氧的反应是受其促进还是被其抑制, 取决于细胞的

氧自由基防御系统, 如谷胱甘肽过氧化物酶的水

平[ 10]。因此,过氧化物同工酶既有产生活性氧的作

用,又有清除氧自由基的功能。笔者认为 POD活性

通过调节外植体内活性氧的含量,诱导雌核发育相

关基因的表达, NADHPOD 和 GSH-Px 在活性氧的

生成和清除中发挥了重要作用。对于雌核发育的启

动和决定与 H2O2 浓度的关系有待于进一步的研

究。

越来越多的研究表明, 过氧化物酶活性与组织

的衰老呈正相关[ 1]。POD 在木质素合成的最后一

步中,通过催化 H2O2 分解而使木质素单体发生聚

和反应形成木质素, 提高组织木质化程度,从而促进

组织的衰老。我们的研究也发现,在培养的前 9 d,

外植体内胚珠周围的薄壁组织中过氧化物酶增多,

随着胚囊内的性细胞分裂形成原胚的发生过程,周

围组织木质化加深, 走向衰老。Steward
[ 12]
研究了

胡萝卜体细胞胚胎发生过程, 认为生理隔离是分化

的前提条件。韩碧文[ 13]总结体细胞胚胎发生的研

究结果,认为细胞要表现出胚胎发生的潜力, 与其邻

近细胞隔离开, 保持相对独立是必要的,至少在胚状

体发育早期是如此。但这种生理隔离只是相对的,

在体细胞胚发生与发育过程中, 必须从周围的细胞

中取得营养、能量和激素等
[ 3]
。由此看来, 离体雌

核发育和体细胞胚胎的发生与发育具有相似的生理

生化机制。
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