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摘 要

水稻愈伤组 织在继代培养过程中产 生分化能力不 同的无性系
,

在分化培养墓上

的分析结果表明
,

具有分化能力的无 性系D N A
、

R N A
、

蛋白质含量明显高于丧失分

化能力的无 性系
; D N as e 、

R N as e活性也有差异
,

但不明显 ; R N A
、

碱基组分 中咯

咤 /嘿吟值存在明显差异
。

这些生化代谢上的差异在组织分化盛期表现最 显 著
。

有

分化能力的无性系在分化过程中
,

产生与组 织分化有关的蛋 白质谱带和过 氧化物酶

同工酶带
,

淀粉酶同工酶带与组织分化关系不明显
。

关键词 愈伤组 织 分化能力 D N A R N A 蛋 白质 同工 酶

在组织培养的早期研究中发现
,

经长期继代培养的愈伤组织逐渐丧失再生植株的能力
,

这是在植物组织培养过程中普遍存在的一种障碍
。

最初有人认为
,

再分化能力的丧失与培养过程中染色体倍性的变化有密切关系 〔弓〕
。

后

来非整倍性的烟草愈伤组织再生植株的培育成功
,

证实了倍性变化并不影响再分化能力
,

而

可能与其它内源物质有关
。

本试验是基于上述的研究结果
,

进一步探讨不 同分化能力的水稻胚愈伤组织在分化培养

基上的生化代谢变化
,

以求探明影响分化能力的内在生理原因
。

材料和方法

供试材料取自水稻品种台北 3 09 的胚性愈伤组织
,

经长期继代后
,

根据外观形态区 别 不

同分化能力的愈伤组织
。

具有分化能力的无性系 (简称 A 系 )
,

外观紧凑
,

浅 白色 ;
丧失 分

化能力的无性系 (简称 B系 )
,

外观松散
、

浅褐色
。

将大小一致
、

分化能力不同的新鲜愈伤 组

织分别接种于分化培养基上
,

每隔 2 天取样测定一次
,

何一样品测 2 次
,

取 其 平 均 值
, 2

次重复
。

1
.

D N A
、

R N A 含量测定

参照 《植物生理学实验手册》 〔2〕 提供的方法
。

2
.

R N A 降解产物分析
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参 照黄大年等的方 法 〔 1〕 ,

用高效液相色谱仪 L C
一 3 A 型测得

。

3
.

蛋 白质含量
、

D N a s e 、

R N a s e活性测定

准确称取 1
.

0妙克愈伤组织与 5 毫升 o
.

02 M 磷酸缓冲液 P( H 7 ) 和少量石英砂一起充分

研碎
,

在 4 ℃下严格操作
。

在 o ℃下将研磨物经 l 0 0 0O r p m 离心 25 分钟
,

上清液 即是标 准酶制

品
。

按 L o w r y 等 的方法求出蛋白质含量 〔9〕
。

4
.

过 氧化物酶同工酶
、

淀粉酶同工酶 以及水溶性蛋 白质电泳

取标准酶制品 0
.

5毫升加 40 %蔗糖 0
.

5毫升作为样品
,

在 5
’

~ 10 ℃下进行聚丙烯酞胺凝胶

电泳
,

具体方法参照 (( 植物生理生化实验》 〔 3〕
。

结果与分析

一
、

D N A
、

R N A含 t 变

化

在分化培养基上
,

无性

系A 系和 B系的 D N A 含量存

在很大的差异
。

如 图 l a
所

示
,

在整个培养过程中A 系

的D N A 含量 都很高
,

明 显

超过了 B系
。

不 同培养时期

D N A 含量变化曲线也 明 显

不 同
,

从培养 的第 4 天开始

A 系D N A 含量急剧上升
,

第

6 天达到了最大值
,

而后缓

慢下降
。

B系在培养的前期
,

D N A 长时 间维持在 低含量

的水平上
,

而且较稳定
,

从

第 8 天开始上升
,

第 11 天达

到最大值
,

但仅与 A 系低限

含量水平相近
, 此后又开始

逐渐下降
。

在分化培养基上
,

不同

分化能力的无性 系 R N A 含

量也表现不 同 ( 图 l b )
。

A 系

B 系
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图 1 无性 系A 系和 B系的 O N A
、

RN A含 t 变化

A 系转 接后R N A 含量上升较快
,

第 8 天达到最大值
,

其后开始有所下降
,

至 n 天后又再次

上升
。

B系转接后 R N A 含量平缓上升
,

至第 11 天达到最大值
,

后又急剧下降
,

到第 14 天时

低于初始水平
。

由图 1 中可以明显看出
,

A 系的D N A
、

R N A 合成水平大大 高 于 B 系
,

并且

D N A 合成高峰早于 R N A
。
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二
、

D N a s e 、

R N a s e 活性变化

从图 2 中可见
,

无性系B 系二

种核酸酶活性呈现骤升一骤降一骤

升 的剧烈变化曲线 , 无性系 A 系除

D N a s e活性在第 8 ~ 1 1天有急骤下

降过程外
,

核酸酶活性曲线相对比

较平稳
,

没有第二次骤升 的情况
。

培养前期A 系的核酸酶活性上升较

快
,

平均值大于 B系
,

尤 以第 8 天差

距最大
; 培养后期由于 B 系的酶活

性又一次急骤上升
,

至培养第 10 天

后核酸酶活性绝对最高值明显高于

A 系
。

D N a s e 、

R N a s e
是参与核酸

代谢的重要酶类之一
,

在植物体 内

能降解 D N A 和 R N A
,

而所产生的

降解产 物又为合成 新的核酸提供了

原料
。

因此
,

核酸酶具有合成 和降

解核酸的双重作用
。

不仅如此
,

它

们还参与转录产物的加工
.

修饰
、

分解
,

从而影响翻译产物的表达
。

又从图 1
、

2 中不难看出
,

不同分

化能力的无性系在核酸的合成代谢

和分解代谢上存在差异
,

尤其培养

的第 4 一 10 天差异更显 著
。

这 说

明
,

组织分化过程中需要合成新的

核酸以及提供丰富的合成
’

核酸所需

2 4 6 8 旧 }2 14 . 6 (天 )

图 2 无性系 A系和 B系的D N a s e
、

原料
。

另外
,

分化培养基中细胞分裂素之类的物质
,

对提高核酸酶活性
,

一定的作用
。

三
、

R N A碱基组分中啥咤 /嗓吟比值变化

R N a s e 活性变化

加速核酸分解也有

上述试验结果表明
,

分化能力不 同的愈伤组织间核酸含量有明显的差异
。

为进一步了解

这种差异的内在原因
, 我们对 R N A碱基组分进行 了分析

。

如图 3所 示
,

不同分化能力 的 无

性系嗜吮 /膘吟的比值及其变化情况是不相 同的
, 说明两种类型的无性系 R N A种类有差异

。

在分化培养基上A 系的嗜吮 /喋吟随培养 日数的增加而增大
,

培养到第 6 天达到最大值
,

然后

下降 , 而 B系培养的前 4 天和第 8 天以后喀陡 /傈吟的变化趋势与 A 系基本相一致
,

而在第 6

天前后降到低谷
,

以A 系之间的差异明显加大
。

R N A 碱基组分的不 同
,

表明 R N A 种类 是 不
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图 3无性系 A系和 B系的啥咤 /嗦吟 比值变化

一样的
。

分化培养 6天左右正是 N R A代谢最旺盛时期
,

此时增加的 R N A 多属新的种类
,

而

且是受分化基因调控产生的
。

也可 以说
,

在分化组织 中出现 了与分化有关的新的遗传信息
。

四
、

蛋 白质含盘及蛋 白质谱带的变化

图 4 所示
,

A 系在分化培养基上随培养 日数 的增加蛋 白质 含量也逐渐 增 加
,

培 养 到第

11 天达到最大值
,

后又逐渐下降
。

B系蛋 白质含量从培养初期呈下降趋势
,

第 6 天后开始 上

升
,

培养到第 8 天达到最大值
,

后又逐渐下降
。

在前 8 天的培养过程 中
,

尽管两者蛋 白质 含

最的变化趋势不一致
,

但含量水平没有明显差异
。

而培养第 8 天后
,

A 系的蛋 白质含 量 继续

增 高
,

而 B系不断下降
,

两种无性系的蛋 白质 含量出现明显差异
。

坂齐等 ( 1 9了4 ) 研究 报

道 〔 7 、 ,

水稻愈伤组织培养到第 6 天器官开始分化
,

第 10 一 14 天达到了最 高峰
。

这 恰 好 说

明
,

不 同分化能力 的无性系在器官分化 的活跃时期
,

蛋 自质代谢有很大的差异
。
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图 4 无性系A 系和B系的蛋白质含盆变化

为进一步了解无 性系所含蛋 白

质组成情况
,

我们把分化培养 11 大

的无 性系蛋白质粗提取液进行 了凝

胶电泳分析
。

结果表明
,

A 系和 B

系的蛋白质电泳扫描图形状 基本 相

似
,

说 明
,

在其蛋 自质组成 中
,

大

部分蛋白质种类是相同的
。

但也 出

现了彼此不 同的蛋 白质谱带
,

如 图 5

中 n 箭头所表示的就是 A 系新 形 成

的蛋白质谱带
,

它可能是与组 织分

化有 关的蛋白质
,

而 B系中未 曾出

现
。

可以说明
,

蛋白质含量 的增加

与出现新蛋 自质也有关
。
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图 5无性 系 A系和 B系粗蛋白提取液凝胶电泳扫描图

五
、

过叙化物酶同工酶和淀粉酶同工酶谱变化

从图 6中可见
,

A 系和 B系过氧化物酶同工酶带都出现 了 4 个活性区
,

在 I
,

W活性区两

者无差异
,

而在 亚
,

l 活性区A 系分别比 B系多出两个谱带
,

差异较明显
。

许多研究 证 明
,

过 氧化 物酶同工酶对植物体 内的叫噪 乙酸水平起调节作用
,

其调 节方式是产生叫睬 乙酸或钝

化 叫垛 乙酸 〔6〕
。

正是 由于过氧化物酶同工酶影响 内源激素水平的变化
,

从而导致不 同无 性

系的细胞分裂与器官分化产 生截然不 同的结果
。

有关报道指出
,

愈伤组织的器官分化与组织内将分化成器官的
、

分裂活性高的部位周围

淀粉粒的消长有 关 〔4〕
。

但从我们的试验结果看出
,

A 系和 B系都有 4 条基本相同的淀粉酶

同工酶带 (图 7 )
,

无法说明淀粉酶同工酶对愈伤组织器官发生的影响作用
,

这个问题有待

进一步探讨
。

讨 论

核酸和蛋 白质含址的变化与细胞分化和器官的形成 有着密 切的关系
。

许多研究证 明 〔 1〕 ,

在组织分化和器官形成时核酸以及蛋白质代谢很旺盛
。

我们试验结果验证 了这个结论
,

在分

化培养纂上具有分化能力的无性系核酸
、

蛋白质代谢极为旺盛
,

明显超过 了丧失分化能力的

无性系
。

R N A 碱基组分中喀陡 /嗓吟比值也有明显差异
,

尤其培养 的第 4 一 8 天 ( R N A 合成

盛期 )
。

说明两者所合成的R N A 矛补类是不同的
。

核酸酶也有类似的趋势
。

这些生化代谢上的

左异反映了两者组织内部 各种代谢的区别
,

表现它们 的丛 因活性是不 同的
。

试验结果说明
,

已
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图 6无性系 A系和 B系的过叙 图 7无性系 A系和 B系的淀

化物醉同工醉扫描图 粉酶同工醉扫描图

分化的细胞一旦被起动
,

细胞分裂就很活跃
。

这种遗传信息的大量转移为 器官形成提供了必

要的物质基础
,

从而导致两者的核酸
、

蛋白质含量及合成速度上 的差异
。

Ei
c h h o h 等 ( 1 9 8 3 )

发现 〔8〕 ,

具有分化能力的烟草髓胚性组织 中 32 一 33 K d分子量蛋 白质种类 比非胚性 愈 伤 组

织多
。

这些与分化有关的蛋白质叫
“
分化蛋白

” 。

从文献 和上 述的试验结果 可以认为
,

组织

分化期间需要有特定 的蛋白质或酶的参与
。

试验中出现的特定的扫描蛋白质谱带是基 因转录

的产物
。

这种特定 的蛋白质或酶的基因
,

在生物体内的特定的空间和时间是否表达
,

决定
一

于

基因表达的调控体系
。

这一调控体系是以内因为依据
,

外因为条件而作用的
。

在外界因索的

诱 导下
,

与分化有关的特定 的基因被起动随之转录成特定的 R N A
,

再翻译成特定的蛋 白质
,

使特定的基因表达出来
。

正如我们试验结果表明
,

在分化培养基上 A 系和 B系的R N A 碱基 组

分中啼陡 /缥吟的比值不尽相同
。

这足 以说 明它们 已出现 了不 同种类的遗传信息
。

在分 化 培

养基上第 11 天形成的与分化有关的蛋白质和酶带是被调控的那 些特定的基 因 编 码
,

而丧失

分化能力的无性系
,

被抑制不能形成与分化有关的蛋白质或酶
,

是受其基因编码阻止而失 活

的结果
。

B e v a n 和N or d h c
ot 等也认为分化的重要作用是通过或部分通过影响 转录活性加 以实

现的 〔4〕
。

因此
,

要揭 示分化能力丧失 的实质
,

必须进一步 了解基 因表达的生化控制机制
。
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