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、

S O D 和醋酶同工酶的影响
关
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摘 要 以水稻核基因型为协青早的 4 种同核异质雄性不育细胞质 ( D 协青早 A
,

G 协青早 A
,

T

协青早 A
,

W 协青早 A )及其保持系正常细胞质 (协青早 B) 的一叶一心期幼苗为试材
,

通过对野败

性雄性不育细胞质具有专化侵染性的稻瘟病菌 90
一

2 菌株产生的粗毒素浸根处理 4 h 后
,

用等电聚

焦电泳法测定叶片中超氧化物歧化酶 ( 5 0 1〕 )
、

过氧化物酶 ( R 卫〕 )
、

酷酶同工酶谱的变化
,

比较分析

了各同核异质不同细胞质对处理反应的病理生理差异
。

结果显示
,

同核情况下不同细胞质试材的

5 0 1)
、

R 〕D 和酷酶同工酶谱存在不同程度的差异
,

毒素处理后其同工酶谱的反应也存在不同程度

的区别
,

细胞质的不同除引起 S O D
、

R ) I )等的酶活性存在差异外
,

对 3 OD
、

P O D 和醋酶同工酶谱也

有一定的影响
,

表明 P 0 1〕同工酶谱的变化与抗性有一定关系
。
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水稻稻瘟病是导致水稻减产 的主要病害之一
。

本课题组 多年的研究 〔’ 一 3] 已表明
,

水稻雄

性不育细胞质 ( C M S) 在同核情况下
,

不同 CM S 的细胞质质量参数 (物理
、

生理生化等 )存在差

异
,

可作为细胞质质量的评估指标
,

其质量优劣与对稻瘟病的抗性有一定关系 ; 并从 自然界中

分离鉴定 出了水稻野败型 CM S 专化性侵染小种稻瘟病菌 % 一 2 菌株
,

对其产生的致病毒素的

致病性
、

稳定性及影响活性的条件也已作了一些研究
。

还从活性氧伤害的角度及抗性相关酶

方面测定了野败型 CM S 及其保持系对该毒素的反应差异
,

也揭示了呼吸作用 的强弱及参与

氧化作用的酶 P〔〕D 3 O D 等活性大小的变化川与野败型 c M s 专化感病性之间的关系
,

从生理

病理水平上揭示了稻瘟病菌 9 0
一

2 菌株对野败型 CM S 专化致病的机制
。

本研究采用等电聚焦

电泳法 ( IE F )探讨稻瘟病菌 9 0
一

2 菌株产生的致病毒素对水稻同核异质不 同 CM S 试材叶片中

与抗性有关的 P O D 同工酶
、

S O D 同工酶以及醋酶 同工酶酶谱的影响
,

旨在进一步 了解水稻不

同 C M S 的抗病性生理代谢的反应差异
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

19 9 9 一 0 6 一 0 4 收稿
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。
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核基因型为协青早的 4 种水稻雄性不育细胞质 ( C M ( ) S D协青早 A
,

G 协青早 A
,

T 协青早

A
,

W 协青早 A )及其正常细胞质即保持系 ( B ) (协青早 B)
。

试材由湖南杂交稻研究中心罗崇善

先生提供
。

1
.

2 材料的处理

试材在苗期 (一叶一心期 )用稻瘟病菌 90
一

2 菌株产生的致病毒素的粗提物 (粗毒素 )浸根

处理 3[]
,

处理后 4 h 取第 1
、

第 2 片真叶进行 同工酶的制备和分析
。

对照仍为 自来水培养
。

1
.

3 酶液的制备

各样品分别精确称取叶片 0
.

2 9
,

剪成小段后
,

在液氮中研磨成粉状
,

分别加人 2 m L

5 0 m m ol 几
J

的
`

r r ss
一

H C I
,

p H S 提取 ;之后
,

在 4℃
、

8 0 0O r

m/ in 离心 30 m i
n ,

上清液即为酶液
。

1
.

4 等电聚焦电泳

醋酶同工酶
、

过氧化物酶 同工酶和超氧化物歧化酶同工酶的测定采用等电聚焦 电泳法
。

用 p H 3
.

5一 9
.

5 的两性电解质
,

按 L K B 等电聚焦说明书制作含 A ln p ho l i
n e
( p H 3

.

5一 9
.

3) 的聚

丙烯酞胺凝胶
,

胶厚度 0
.

5 m m
,

采用平移法制胶
。

在 BL K 电泳仪上 ( 10W
,

10 ℃ )进行高压电

泳
,

预电泳 15 一 3 0 m ni
,

加样后电泳 2一 3 h
,

每种样品加样量为 2 0 拌L
。

1
.

5 凝胶的染色

1
.

5
.

1 过氧化物酶 ( p 0 1〕 )的染色 参照文献「4」进 行
。

0
.

5 mo l几 醋酸缓 冲液
,

p
H7

.

O
,

50

m ;L 联苯胺 50 mg (用少量无水乙醇预溶 ) ;3 % 的双氧水
,

10 滴
。

用上述溶液浸没凝胶片
,

在室温下立即显天蓝色谱带
,

30 mi n 后变为褐色谱带
,

用 自来水

冲洗后
,

显橘红色谱带
。

7 % 的冰醋酸固定保存
。

电泳胶板照相并在岛津双波长扫描仪上波长

4 7 0 nm 处进行扫描
。

1
.

5
.

2 超氧化物歧化酶 (灰〕D )的染色 参照文献「4 〕进行
。

A 液
: 5 0

~
1几 磷 酸缓 冲液

,

I,H 7
.

5
,

100 m L ;M T r
,

2 0 0 m g
。

B 液
: 5 0

mnor
lL/ 磷酸缓冲液

,

pH 7
.

5
,

10 0 m L ;犯侧田D (四甲

基乙二胺 ) 0
.

4 m ;L 核黄素 l mg
。

用 A 液浸没凝胶片
,

黑暗 30 ℃ 2 0m ni
,

倒去 A 液
。

将凝胶片

转人 B 液
,

照光 ( 日光灯 )巧 mi
n ,

并不断摇动染色盘
,

使其均匀染色
,

直至显无色 (白色 )谱带
,

终止反应
。

在 7 % 醋酸溶液中固定
,

观察记录
。

1
.

5
.

3 酉旨酶的染色 参照文献 [ 4 ]
,

略有修改
。

乙酸
一 a 一

蔡醋
一

坚牢蓝 RR 盐法
。

即乙酸
一 a 一

蔡醋

10 0 m g 溶于少量丙酮 ; 坚牢蓝 R R 盐 2 0 0 m ;g 再溶于 10 0 m L 0
.

1 m o l几 I )H 7
.

0 磷酸缓冲液

中
。

将凝胶片浸人上述溶液 中
,

酶带显深

棕色
,

用水漂洗后在 乙醇凝胶洗涤液 中固 表 1 稻瘟病菌 90 .2 菌株粗毒素对

定
。

电泳胶板照相并在岛津双波长扫描仪 协青早同核异质 C M S 的致病力

上进行扫描
,

波长 4 7 0 ~
。

水稻品种 根冠细胞死亡率 ( % )
O了40
产ó了̀Jn”,1了000件̀

..

…
2
Ù内J了OC,弓ù11

... 1
伪工

2 结果与分析

2
.

1 稻瘟病菌 9-0 2 菌株粗毒素对 以协青

早为核背景的 4 种 C M S 及正常细胞质试

材的致病力

D 协清早 A

G 协清早 A

T 协清早 A

W 协清早 A

协清早 B

注 : 对照为蒸馏水处理
,

根冠细胞死亡 率为 3% 一 5%
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、

3〕 1 )和醋酶同工酶的影响

采用根冠细胞死亡率法测定稻瘟病菌 0 9
一

2 菌株粗毒素对以水稻协青早为核背景 的 4种

C M S及正常细胞质的致病性 (表 1 )
,

稻瘟病菌 90
一

2 菌株粗毒素的制备参见文献「2」
。

从表 1

可见在同核情况下
,

由于细胞质存在 的差异造成 了不同材料对稻瘟病菌毒素敏感性的差异
,

正

常细胞质抗病性最强
,

野败型的 CM S 对稻瘟病菌 9 0
一

2 菌株粗毒素最敏感
,

根冠细胞死亡率最

高
,

与正常细胞质相比差异明显
。

也进一步说明稻瘟病菌 9 0
一

2 菌株对野败型 C M S 具有较强

的致病力
。

2
.

2 稻瘟病菌 90
一

2 菌株粗毒素对以协青早为核背景的 4 种 C M S 及正常细胞质苗期 (一心一

叶期 )酉旨酶同工酶谱的影响

在用毒素处理以水稻协青早为核背景的 4 种 C M S 及正常细胞质幼苗前后的醋酶同工酶

谱带中
,

处理前 5 种试材的醋酶同工酶带数都是 7 条
,

且它们 的电泳位置相 同
,

只是有 的同工

酶条带有深浅即酶活性大小 的区别
,

表明细胞质之间醋酶同工酶活性存在着差异 ;处理后 的样

品与未处理的对照样品相比
,

D 协青早 A 与对照比所有同工酶带变浅
,

活性下降
,

第 6 条带消

失 ; G 协青早 A
、

T 协青早 A 与其对照相 比
,

酶谱的条带数
、

深浅 以及条带的位置基本上无变

化
,

但 T 协青早 A 的醋酶同工酶活性高于 G 协青早 A ;W 协青早 A 与对照相比
,

醋酶同工酶

条带数没变
,

但第 4
、

5 条带变浅
,

活性有所降低 ;正常细胞质协青早 B 与对照相 比
,

活性有所降

低
,

第 5 条带变浅
,

第 6
、

7 条带消失
。

实验结果显示 了在以协青早为核背景的同核情况下
,

由

于 CM S 的不同引起了醋酶同工酶对稻瘟病菌 9 0
一

2 菌株粗毒素处理的反应 出现差异 (图 1 )
。

由此推测
,

酉旨酶同工酶对毒素处理的变化与试材对毒素敏感性的差异关系不大
。

豪奎奎奎奎垂奎豪奎奎
,
`

卜」

,尸k少-
J刁\\办\\办

i ,坛 i,
` j ; {

,丁 i{
, ,

}, 1 1! !
.

} { }
一

! } }

协川川)l]协比fjj)ll)I协比)几勺卜f协川f协川

\ \ \ \ \

图 1 毒素处理对水稻协青早同核异质 C 卜15及其正常细胞质醋酶同工酶的影响

2
.

3 稻瘟病菌 90 一 菌株粗毒素对以协青早为核背景的水稻 4 种 CM S 及正常细胞质苗期 (一

心一叶期 ) P O D 同工酶谱的影响

前文「3] 已报道 瑛刃
、

P (〕D 等酶活性与稻瘟病菌 9 0
一

2 菌株粗毒素对野败型珍汕 9 7A 的特

异侵染性有关
,

本研究进一步分析该毒素对 3 〕D
、

1
〕
0 1) 代谢途径的影响

。

从图 2 可以看出
,

未

经处理的不同细胞质材料之间 P 0 1) 同工酶谱存在一些较小 的差异
,

包括条带的深浅
、

次要条

带的有无等差异
。

经毒素处理 4 h 后
,

不同试材的 P O O 同工酶谱有不 同程度的变化
,

其 中 D

协青早 A 与未处理 的对照相 比
,

P O I) 总活性提高
,

第 4
、

5
、

8
、

9
、

13 条带颜色变深
,

出现第 15
、

16

小带 ; G 协青早 A 与未处理的对照 比较
,

P 〔)D 总活性也提高了
,

条带数 目变化不大
,

但第 3
、

4
、

5
、

6
、

8
、

9
、

10
、

12
、

1 3
、

1 5
、

16 条带颜色变深 ; 而 T 协青早 A 与未处理的对照相 比
,

基本上无变

化 ; W 协青早 A 与未处理的对照相 比
,

P O D 总活性提高
,

条带数 目无变化
,

第 2
、

5
、

12 条带颜色



1 04 华 北 农 学 报 4 1卷

变深
,

第 9 条带略变浅 ;协青早 B 与未处理的对照比较
,

P O D 总活性提高不大
,

P O I〕 同工酶谱

的条带数无变化
,

只是第 5 条带略微变深
。

可知
,

D
、

G
、

W 协青早 A 的 R l ) 同工酶对毒素处

理比较敏感
,

变化大
,

一些 PO D 同工酶条带活性有一定提高 ;只有 W 协青早 A 的第 9 条带略

变浅
,

这一条带可能与对毒素的特异敏感性有关 ; 而 T 协青早 A 和协清早 B 的 PO I〕 同工酶对

毒素处理敏感性较低
,

变化较小
,

说明二者对毒素耐受性较强
,

这与表 1 的结果是一致的
。

一111三一一一一一1111一一一一一一一一三一一一一111一一一一11llj一一一11llj一一一一JJ11111一一一l一一三一一一111三一一11111一三

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

门. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 日. . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.曰 . 口 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 曰. . . . . . . . 曰 . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

日 . . . . . . . . . 口. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 口 . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 曰 .

C协清ltl人“洁协ltl、认协清旱人\\清协甲、协洁旱“协清111“)I协清旱、)l协洁111人T洁协旱入T协洁111、

图 2 毒素处理对水稻协青早同核异质 C N SI 及其正常细胞质 代 )】〕同工酶的影响

结果还表明
,

毒素处理后
,

引起协青早 不同 CM S 的 PO D 同工酶活性或代谢途径发生变

化
,

不同细胞质变化大小程度不同
,

体现了细胞质病理生理反应上存在的差异
,

并说明 POI 〕 同

工酶谱的变化与协青早不同 CM S 的抗病性大小有一定关系
。

2
.

4 稻疽病菌 9 0 一 2 菌株粗毒素对以水稻协青早为核背景的 4 种 C M S 及其正常细胞质苗期

(一叶一心期 ) S OD 同工酶谱的影响

图 3 显示了毒素处理 4 h 后的以水稻协青早为核背景的 4 种 C M S 及其正常细胞质苗期

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . 曰 . 口 . 曰曰. . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ` . . . . . . . . . . . . . . . 口. . . . . 二 =

.
. . 口. . . 曰. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

协清旱B协清旱BW洁协以AW清协甲

A

f C k ) ( C k )

T洁肋甲AT洁协旱A以G洁协甲AG队洁以AkcO比洁甲A0盯洁以、冻

图 3 毒素处理对水稻协清早同核异质 C N 巧及其正常细胞质 SO D 同工酶的影响

的 以〕D 同工酶谱的变化情况
,

D 协青早 A 和 T 协青早 A 分别与其未处理的对照相比乃0 1) 总

活性
、

条带数和深浅变化不大 ; G 协青早 A 比未处理的对照多出第 4
、

5 条带
,

5 0 1〕总活性有所

提高 ; W 协青早 A 比未处理的对照
,

活性微微降低
,

第 2 条带消失 ;协青早 B 比未处理的对照
,

以〕〕1〕活性也略有降低
,

第 4 条带消失
。

实验结果表明
,

不同细胞质之间 5 0 1〕 同工酶谱差异 明



增刊 间芝芬等
: 稻瘟病菌致病毒素对水稻雄性不育细胞质 IU 【 )

、

以… )I )和酷酶同工酶的影响

显
,

它们对毒素的反应 也迥 然不同
。

但经用该毒素处理 4 h 后测定 的试验结 果尚不 能表 明

3 O D 同工酶谱与不同试材对毒素敏感性大小的关系
。

3 讨论

许多报道 3[, 5, “」指出
,

汉卫〕汪
〕
O D 活性与植物的抗病性有关

,

醋酶活性与品种有关
。

前文也

已说明水稻不同 CM S 材料受毒素侵害后所引起的活性氧伤害
,

内源活性氧清除系统 (内源保

护酶活力大小 )的功能能否仍维持相对较高的水平
,

反映了细胞质之间抗病性的优劣
。

研究进

一步表明水稻 CM S 间抗病性差异的生理生化基础
,

揭示了 C M S 间这些同工酶代谢途径上的

差异
。

幼苗期用稻瘟病菌 90
一

2 菌株粗毒素处理以协青早为核背景的 4 种同核异质 C M S 及其正

常细胞质试材
,

结果表明
,

4 种 C M S 5 0 1〕同工酶条带差异较大
,

经毒素处理后
,

它们的反应也

不相同 ;4 种 CM S 及其正常细胞质 的醋酶同工酶谱基本无差异
,

只是活性稍有不同
,

对毒素的

反应强度也略有不同 ;而 P C)I ) 同工酶谱的变化情况表 明
,

经毒素处理后
,

所有试材 1
〕
O D 酶活

性提高
,

但是活性的提高及提高的程度
,

不同品种间存在差异
。

试验结果表明
,

PO D 酶活性变

化与品种对毒素的敏感性成反比
。

同核异质的各 C M S 间存在的同工酶谱的差异
,

起因于细胞质遗传背景的不 同
。

各 CM S

与正常细胞质之间
,

因细胞质 D N A 发生变异而引起细胞质不育
,

同时也引起一些酶活性或酶

代谢途径发生一定变化
,

这可能导致不同细胞质对毒素的不 同反应
。

然而
,

不 同 CM S 细胞质

间的这些生理生化的差异与 C M S 在基因水平上是平等的关系
,

还是 CM S 的伴随结果
,

尚需

进一步研究
,

以查明毒素处理前后 CM S 线粒体 D N A 的结构或表达的变化情况
,

稻瘟病菌 9 0
-

2 菌株产生的对野败型 C M S 的专化性致病毒素的作用机制
。
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