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摘要 采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法，研究了湖北海棠 !年生实生苗（&!）、’年生（&’）、!’年生（&!’）实生树
及 ’年生成年芽嫁接树（(’）不同高度叶片的过氧化物酶（)*+）、细胞色素氧化酶（,*-）、酯酶（.&/）、乙
醇脱氢酶（0-1）同工酶的变化。结果表明：多年生实生树随着高度的增加，)*+ 23 #4 56、#76#，,*-
23 #45#，.&/ 23 #4#%、#7!5、#785、#788，0-1 23 #486等几条酶带呈现差异，出现了童区和成年区各自特有
的同工酶带，随高度变化童区特征酶带消失或成年区特征酶带出现的高度均保持在 !5# 9 "## :;之间，
同当年植株开花最低位置相同，&’、&!’童区与 &!同工酶谱带完全一致，&’、&!’成年区与 (’ 同工酶谱基本

保持一致，(’同工酶谱并未随高度增加而发生变化。四种同工酶可以作为阶段转变的指标。&’、&!’童区
与成年区谱带的差异是高度的结果，高度是湖北海棠阶段转变的重要因子。
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木本植物在种子萌发后要经历一段相当长的童期，处于童期的植株即使在开花诱导

条件下仍难成花，随着时间推移，植株逐渐获得开花能力，进入成年期，这一过程通常被称
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为阶段转变（!"#$%&&，’()*）。过去对于童期的研究大多集中从时间角度进行探讨（+,，
’((-），以从幼苗开始到植株开花，亦即童期结束成年期到达为满足。近年来，人们注意到
同一株实生树上不同高度、位置、器官、组织细胞所处发育阶段不同（李载龙等，’()’；陈大
明等，’((.；/012%%3"，’((.）。+,（’((4）认为从空间角度进行研究，不仅可以注意到植株开
花前的变化动态而且把注意力更多集中在植株进入开花后植株基部依然存在的童性特征

上，可以更加深入地理解童性的本质。

对于随阶段转变发生变化的性状研究，如叶形、叶序、生长习性、光合特性、不定根分

化能力，花色素形成能力等，对理解阶段转变有一定意义。!"#$%&&（’()*）认为对于阶段转
变过程中生化指标和细胞学特征的研究是理解阶段转变的一个重要研究领域。在植物发

育过程中，随着细胞的分化，存在特异蛋白质、酶的合成与降解，与生长发育过程关系紧密

的同工酶可以提供基因表达的灵敏指标。同工酶是基因表达的产物，对阶段转变过程中

同工酶变化的研究可以更好地理解阶段转变的内在机理。

本试验采用无融合生殖的湖北海棠（!"#$% &$’()&()%*%），从空间角度对 567、869、
:;<、=9! .种同工酶变化进行研究，以期为阶段转变提供同工酶方面的证据。

! 材料和方法

!"! 材料
.年生（>4- #?）、’.年生（*4- #?）湖北海棠实生树，当年最低开花位置分别在 ’4@ #?

及 ’4> #?处。.年生成年芽嫁接树（>4- #?），’((>年 *月取成年芽嫁接于 ’年生本砧上。
’((@年 *月 >4日从下至上每隔 4- #?取刚刚展开的嫩叶放于冰壶内带回室内，’年生实
生苗（.- #?）只取一处。
!"# 方法
!"#"! 样品制备 剪取当年抽生的新鲜、健康、干净叶片 > A，加入预冷的提取缓冲液（4-
??0B C + <1,DE#B F! )G*，’ ??0B C + :9<=，>- ??0B C + HA8B>，>4 ??0B C +二硫苏糖醇，* ??0B C
+ I"!;6*，4 ??0B C +抗坏血酸，-J’K!E巯基乙醇，-J’K <1,&02 7E’--）> ?B，冰浴研磨，’>
--- 1F? . L冷冻离心 *- ?,2，取上清液加入甘油，M >- L保存。
!"#"# 电泳 采用 9"3,D（’(@.）的聚丙烯酰胺凝胶垂直平板电泳。分析过氧化物酶、细胞
色素氧化酶、酯酶和乙醇脱氢酶分离胶浓度分别为 ’>K、’>K、’-K、NJ4K，浓缩胶浓度均
为 .J-K。点样量为蛋白质 >4"A，电泳时间 . O，电流 4- ?=。
!"#"$ 显色 过氧化物酶采用醋酸联苯胺法，细胞色素氧化酶，酯酶，乙醇脱氢酶采用胡
能书（’()4）。

# 结果与分析

#"! 过氧化物酶同工酶
湖北海棠过氧化物酶同工酶谱如图 ’所示，;’、;.、;’.和 P.在 H区酶带差异明显。在

QR - G4@和 - G@-处，多年生实生树之间无差异，从 ’4- #?处开始出现较弱酶带，随着高度
的增加，酶活性渐增至 >-- #?且保持稳定，但在 4- #?、’-- #?高度同 ’年生实生苗一样
均无酶带出现。.年生嫁接树同多年生实生树成年区酶活性一样，且不随株高的增加而
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发生变化。!" # $%&和 # $’(处两条较弱酶带仅出现在实生树上而嫁接树则未出现，与高
度变化无关，这可能是受嫁接的影响。

图 ( 湖北海棠 )(、)*、+*和 )(*不同高度过氧化物酶同工酶酶谱
,-.$( /01 232456-6 7" 89+:;<1=7>-?261 <2@@1=36 7" A=2B2<<41 412" 2@ ?-""1=13@ 01-.0@
)( C ( 512=6 74? 611?4-3.，)* C * 512=6 74? 611?4-3.，+* C * 512=6 74? .=2"@1? <423@，)(* C (* 512=6 74? 611?4-3.$ , C "26@，D C E-?;
?41，) C 647F

图 G 湖北海棠 )(、)*、+*和 )(*不同高度细胞色素氧化酶同工酶酶谱
,-.$G /01 232456-6 7" 89+:;A5@7A0=7E17>-?261 <2@@1=36 7" A=2<2<<41 412" 2@ ?-""1=13@ 01-.0@

!"! 细胞色素氧化酶同工酶
由图 G可知，细胞色素氧化酶同工酶谱主要差别出现在 D区 !" # $ H#和 ,区。在 !"

# $H#处，)*和 )(*在 H# AE、(## AE高度均未有明显酶带出现，但随着高度增加酶活性增加
且至 G## AE后保持稳定，+*保持了同 )*、)(*成年区一样的稳定的酶活性，而 )( 无酶活性
显现。!" # $I’酶带仅出现在实生树上且与高度无关，这可能与嫁接的影响有关。
!"# 酯酶同工酶
湖北海棠酯酶同工酶谱在 )区与 ,区均存在明显差异。!" # $#&和 # $(H处，)( 同 )*、

)(*的 H#、(##、(H# 高度均无酶带出现，随后活性增加出现较强酶带并保持稳定。而 )*、)(*
处在 !" # $’H和 # $’’酶带则随高度增加酶活性减弱。+*同 )*、)(*成年区保持一致。嫁接
的影响可能导致 !" # $#%酶带 +*比 )(、)*和 )(*实生树活性强。
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!"# 乙醇脱氢酶同工酶
乙醇脱氢酶同工酶谱如图 !所示，其差异主要在 "区。#$ % &’(酶带随高度增加活性

增加，至 )*% +,处稳定。#$ % &-.处，/!、/)!自 )*% +,出现稳定 012活性，而 /)、3!酶活性

则分别与 /!、/)!童区和成年区一致。

图 4 湖北海棠 /)、/!、3!和 /)!不同高度酯酶同工酶酶谱
"56&4 789 :;:<=>5> ?$ @03AB9>C9D:>9 E:CC9D;> ?$ +D:F:EE<9 <9:$ :C G5$$9D9;C 89568C

图 ! 湖北海棠 /)、/!、3!和 /)!不同高度乙醇脱氢酶同工酶酶谱
"56&! 789 :;:<=>5> ?$ @03AB:<+?8?< G98=GD?69;:>9 E:CC9D;> ?$ +D:F:EE<9 <9:$ :C G5$$9D9;C 89568C

$ 讨论
$"% #种同工酶在阶段转过程中可能的作用
通常代谢受基因（通过酶）所控制，另一方面，代谢（通过自身强度、产物等变化）亦对

基因进行调节控制。细胞色素氧化酶是呼吸链末端氧化的一个重要酶，直接关系到高能

化合物 07@的形成，其活性随高度的增加而增加，可能是为植株开花所需的蛋白质、核酸
等形成提供能量。

酯酶可能同开花所必需营养物质（酯类）的合成增加和为保持童性特征而产生的酯类

随发育程度提高其合成的减少相对应。随着为开花准备的营养物质的大量积累，在从营

养物质由积累到更新形成新的器官。过氧化物酶普遍存在于植物组织内，参与多种生理

活动（/+:;G:<5?>，)H-4）。龙桂友（)HH)）也认为 @IJ的增强同营养生长有关，随着进入生殖
生长，营养生长减弱，酶带减弱或消失。
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!"# 实生树童区与成年区在同工酶表达上的差异
特异的同工酶谱是特异的基因表达结果。!"#$%（&’’(）等发现成年白桦茎尖中有更

高的 )*+含量。,#$-./0（&’’1）在鳄梨上发现成年叶片比童年叶片具有更高的 )*+活性，
某些酶随空间高度而发生变化，存在童、成年组织各自的特异酶带。23#$4等（&’’5）在研
究 !"#$%&’ (")*"+,&+"-( 返童过程中发现，随返童的增加存在成年特征酶带的消失和童年特
征酶带的出现。湖北海棠实生树 )*+、6*7、8,9、:72均出现了童区和成年区各自特有的
酶带，童年植株与多年生实生树童区酶谱完全一致，成年嫁接树与多年生实生树成年区酶

谱基本保持一致，嫁接并未影响带有成年区特征的酶带。这表明实生树童区与成年区分

别保持了童年树和成年树的特征，童区与成年区存在翻译水平上不同和相对稳定性。其

童区与成年区酶谱的差异是因为高度变化的结果，这说明四种同工酶均可以作为阶段转

变的指标之一。

!"! 阶段转变同高度关系
过去的研究通常从时间角度来研究阶段转变，有些从空间角度出发，甚至深入到分子

水平进行探讨（23#$4 ". ’/，&’’;），其结果仍然免不了按时间概念观点来解释。我们实验
结果显示，童年实生树从童区向成年区过度过程中，在 ,<、,&<中过氧化物酶 => ? @ ;5、? @ 5?，
细胞色素氧化酶 => ? @ ;?，酯酶 => ? @ ?’、?A&;、?AB;、?ABB，乙醇脱氢酶 => ? @ B5的几条酶带
均随高度增加而发生变化，出现成年区和童区特征酶带，其消失或出现均在 &;? C (?? -D
之间，当年植株最低开花位置亦在此范围内，而作为对照的 E< 同工酶谱并未随高度而发

生变化。FG（&’’;）指出梨树进入成年阶段的转折点在茎干上表现特定高度，认为植株高
度方面的生长是控制梨实生苗阶段转变的最重要因子。因此，可以认为湖北海棠的实生

苗高度是阶段转变的重要因子，阶段转变可能在空间某一高度发生。

大量证据表明，多细胞植物的发育是一系列基因在时空上依次顺序表达的过程，在特

定时间和空间上的某些基因表达激活或阻遏决定了植物发育和分化的方向（2#-H/II，
&’J1）。植物阶段转变是基因以代谢为基础而发生的，进一步研究基因的选择表达将会更
有利于对阶段转变的认识与理解。
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