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摘要 研究了 !& ( ) *甘露醇处理对小麦细胞再分化、细胞 +,,氧化酶、+,,过氧化物酶、谷胱甘肽转移

酶和过氧化物酶活性的影响。结果表明，甘露醇处理使小麦细胞再生能力明显降低，引起细胞蛋白质含

量、+,,过氧化物酶和 -./活性明显降低；但使细胞 +,,氧化酶和 012活性明显增高。
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组织培养细胞的状态受环境中光、温、水分状态、营养等多种因素的影响，其中水分的

减少是细胞生理状态变差的重要原因之一。小麦是最重要的粮食作物之一，小麦组织培

养细胞易老化是限制小麦细胞基因转化的主要原因（陈英等，!WW"；=>46 56G .JFKK，!WW$；
X5>CL>S5O4 $2 :#，!WW%）。前人已采用过小麦的根、茎、叶、幼穗、幼胚和成熟胚等为外植体，
研究了其愈伤组织细胞的分化再生情况，发现幼穗和幼胚愈伤组织具有较高的再分化能

力（X5>CL>S5O4 $2 :#，!WW%），但对组织培养过程中，细胞状态变化机制的研究较少。已知甘
露醇处理能够改善水稻细胞生理状态，这种变化与内源 +,,含量的变化相关（陈以峰等，
!WWY）。+,,氧化酶、+,,过氧化物酶是参与 +,,降解的主要酶类，而过氧化物酶（012）和
谷胱甘肽转移酶（-./）也是可被 +,,调节表达的两种酶，但甘露醇处理对它们的影响还
不清楚。本文以小麦愈伤组织为材料研究了甘露醇对细胞 +,,氧化、012和 -./活性的
影响。
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! 材料与方法

! !! 实验材料
小麦（!"#$#%&’ ()*$#+&’）‘冀麦 "#’种子由河北农业大学种子中心提供，种植于河北大

学校内实验区。在幼穗长度为 $ ! % & ’ ! $ ()时，从基部剪取小麦苗，在 $ & * +条件下处
理 ,* -。经 .$/的酒精表面消毒后剥取幼穗，接种于 012固体培养基（01附加 34 $! %
)5 6 7，,，*89 , )5 6 7，水解酪蛋白 %$$ )5 6 7，蔗糖 "$ 5 6 7，琼脂 : 5 6 7）上诱导愈伤组织。
将愈伤组织转至除去蔗糖但附加甘露醇（’# 5 6 7）的 012，培养基上暗处理分别作为对照
（;3）和甘露醇处理。并分期取样检测或接入再生培养基（01附加 34 #! $ )5 6 7，蔗糖 "$
5 6 7，琼脂 : 5 6 7）中检测再生情况。
! !" 酶活测定
各取愈伤组织 ,$$ )5，在冰浴条件下用 %$ ))<= 6 7 4>?@8A;=（BA #! :）研磨，匀浆经

’, $$$ C ,，*+离心 ,$ )?D，取上清液备用。
酶活性在 "$+条件下测定。EFF氧化酶反应液组成和终浓度分别为：EFF $! : ))<= 6

7，间苯二酚 $ !% ))<= 6 7，0D1G* $ !% ))<= 6 7，醋酸缓冲液 ,% ))<= 6 7（BA *! %），反应液总
体积为 ’)=。反应 #$ )?D 后加 1H=I<J@I?试剂显色，在 %"$ D)下测定其消光值（G9）以计算
反应前后 G9值的变化（!G9），用每小时每 )5蛋白质的酶液引起 ’个 G9值的变化表示
’个酶活单位（K）。EFF过氧化物酶反应液组成为：EFF $!: ))<= 6 7，A,G, ’ ))<= 6 7，缓冲
液和测定方法同 EFF氧化酶（;<DLM>@< HDN OM>DHDNMP，’QQ%）。R14活性用 ;9ST法进行测
定（廖祥儒等，,$$$），反应液为：’ ))<= 6 7 ;9ST，$ !’ ))<= 6 7 R1A，%$ ))<= 6 7 4>?@8A;=（BA
#!%），’ ))<= 6 7 U94F。用愈创木酚法测定 VG9活性（F)HI< )$ (-，’QQ*）。蛋白质含量用
考马斯亮蓝法测定（T>HNW<>N，’Q.#）。

" 实验结果

" !! 甘露醇对小麦细胞再分化的影响
甘露醇处理使‘冀麦 "#’细胞再生能力明显降低，其中在处理 # N时其再生能力仅为

对照的 *Q !,/（表 ’）。
表 ! 甘露醇对小麦‘冀麦 #$’细胞再分化频率的影响
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" !" 甘露醇对小麦细胞蛋白质含量的影响
在刚接入培养基的 * N内，‘冀麦 "#’细胞可溶蛋白质含量基本呈上升趋势（图 ,），* N

后蛋白质含量持续下降；甘露醇处理使细胞蛋白质含量明显降低。

" :# 甘露醇对小麦细胞 ;<<过氧化物酶活性的影响
在组织培养的 : N内，随着培养时间的延长‘冀麦 "#’细胞 EFF过氧化物酶活性呈下

降趋势（图 ,）；在 # N内甘露醇处理 EFF过氧化物酶活性明显低于对照，但在 # N后两者
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无明显差别。

图 ! 甘露醇处理对小麦细胞可溶性蛋白质含量
的影响
"#$% ! &’’()* +’ ,-..#*+/ +. *0( )+.*(.* +’ 1+/23/( 45+6
*(#. #. )(//1 +’ 70(-*

图 8 甘露醇处理对小麦细胞 9::过氧化物酶活
性的影响
"#$% 8 &’’()* +’ ,-..#*+/ +. *0( -)*#;#*< +’ #.=+/(
-)(*#) -)#= 4(5+>#=-1( #. )(//1 +’ 70(-*

! "# 甘露醇对小麦细胞 $%%氧化酶活性的影响
在组织培养的 ? =内，‘冀麦 @A’细胞 9::氧化酶活性较为稳定（图 @），但甘露醇处理

其 9::氧化酶活性呈上升趋势，并在 8 =后明显高于对照。
! "& 甘露醇对小麦细胞 ’()活性的影响
在组织培养的 ? =内，‘冀麦 @A’细胞 BCD活性呈上升趋势（图 E），但甘露醇处理 E =

后 BCD活性逐渐降低并明显低于对照。

图 @ 甘露醇处理对小麦细胞 9::氧化酶活性的
影响
"#$% @ &’’()* +’ ,-..#*+/ +. *0( -)*#;#*< +’ #.=+/(
-)(*#) -)#= +>#=-1( #. )(//1 +’ 70(-*

图 E 甘露醇处理对小麦细胞谷胱甘肽转移酶活
性的影响
"#$%E &’’()* +’ ,-..#*+/ +. *0( -)*#;#*< +’ $/2*-*0#+.(
C6*5-.1’(5-1( #. )(//1 +’ 70(-*

! "* 甘露醇对小麦细胞 +,-活性的影响
在组织培养的 ? =内，‘冀麦 @A’细胞过氧化物酶活性较为稳定（图 F），甘露醇处理使

其 GHI显著上升。其中在 E =以后甘露醇处理细胞的 GHI活性可达到对照的两倍以上。
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图 ! 甘露醇处理对小麦细胞过氧化物酶活性的
影响
"#$% ! &’’()* +’ ,-..#*+/ +. *0( -)*#1#*2 +’ 3(4+5#6-7(
#. )(//7 +’ 80(-*

! 讨论

水分胁迫影响植物的多种代谢或生理过

程（廖祥儒等，9:::），其中活性氧的产生是引
起植物受害的主要原因之一（;0-.$ -.6
<#4=0-,，9::>），但在轻度胁迫诱导下植物细
胞也能合成 ?@?或提高其抗氧化能力（廖祥
儒和朱新产，9::A）、产生对水分胁迫的适应。
我们的结果表明，9>$ B C的甘露醇处理使‘冀
麦 D>’细胞再分化能力明显降低（E F G% G9），
这种变化与细胞可溶性蛋白质含量、HIJ 活
性的下降相一致，但与其 K??氧化酶和 ELM活性的变化相反。已知一部分 ELM即具有
K??氧化酶的活性（N0#OO-4 -.6 P-. QR27*((，9:ST）而 K??的降解主要由 K??氧化酶催化。
另外，HIJ的重要作用之一就是参与 K??等物质的运输（廖祥儒等，9::>）。因此 K??的氧
化所引起的 K??含量的降低或 K??运输速率的下降可能是细胞再生能力衰退的原因之
一，这与陈以峰等认为内源 K??含量的增加促进体胚发生的观点基本一致（陈以峰等，
9::S），但与我们用 ?$ULD处理的结果不同（廖祥儒等，VGGG）。至于不同浓度甘露醇对小
麦细胞再分化有何影响、参与甘露醇作用的具体酶的分子生物学特征如何，都还待深入研

究。
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