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利用 同工酶鉴别 山植野生种

亲缘演化关系研究
张 茂 君

(、穿林省农科院果树研究所
·

公上岭市 )

摘要 用聚丙烯酸胺凝胶电泳技术
,

对 1 1个 野生种山 植进行 多种晦的分析浏定
。

结果表

明
,

用过氧化物晦和细胞色素氧化酶均能将供试 的野 生山 检鉴别 开来
。

杭坏血酸氧化晦和超

轧化物歧化晦不 同
,

野生种 山 检晦谱表现也不 同
。

由 同工酶 资料计算所得的野生种间蛋 白质

相似 系数也在一定程度上反映 了野生种间的亲缘演化关 系
。

前 言

}
.

J L酶是 丛因表达的直接产物
,

基因水

平
_

}: 的差异
,

一

可山同
_

〔酶谱 }: 的差异表现 出

来
,

所 以同工酶被广泛用于生物 间遗传变异

和亲缘演化关系方 面的研究
。

有关山植起源

和亲缘演化关系
,

人们 己从细胞学等不同角

度进行过分析
。

分子水平研究也有过报道
。

张育明等研究同工酶时指出
.

在合适 l卜r期利

用过氧化物酶谱分析
,

对 山植进行遗传和分

类方面的研究是有意义的
。

但研究中所涉及

到酶种类较少
,

难 以准确说明分类和起源间

题
。

本实验通过对收集到的 n 个野生种山植

进行多种同
_

「几酶分析
,

一

了解不 同野生种的多

种同工酶谱特征和探讨野 生 种山 植 亲缘关

系
,

为今后深入研究山植 品种起源和鉴定创

造条件
。
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材料与方法

一
、

材料
:

一

J
二 。 ) J

_

l: 下lJ取供试野生种一l】

植当年生枝条中部成熟叶子 10片
。

二
、

方法
:

① 酶 液 提 取
:

称取 2 克鲜

叶
,

加T r i s一柠檬酸 ( p H = 7 ) 和 甘乳11 3 ` l

的棍合液 s m l
,

在冰 浴 中 研 磨
,

在 。
`

C ,

s 0 0 0 r
.

p m
一

「离心 1 0分钟
.

匕清液存 于 4
`

C

下备用
。

②电泳 : 聚丙烯酸胺凝胶电泳
,

采川

T r is 一 H cl 缓冲液系统
。

分离胶浓 度7
.

5%
,

浓缩胶浓 度 1 0%
,

电泳时 间 9 小时左右
,

电

压 S V /
c m

,

进样量 2 0拌l
。

@ 染色
:

过氧化

物酶采用醋酸联苯胺方法
:
细 胞 色 素 氧化

酶
、

醋酶
、

酸性及碱性磷酸醋酶
、

苹果酸脱

氢酶
、

过氧化氢酶
、

亮氨酸氨基肤酶的染色

方法均采用胡能书
、

万国贤合编 《 同工酶技

术及其应用 》 一书介绍的方法 , 多 酚氧 化
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协
、

磷酸化酶
、

淀粉酶
、

焦磷酸化酶染色方

法均采用 《 I
os

z Y M E s 》 一书中 介绍 的方

法 ,杭坏血酸氧化酶采用张维强介绍的方法 ,

超氛化物歧化酶采用 《 植物生理学通讯 》 中

的一文介绍的方法
。

凝胶染色后水洗
,

记录照

相
。
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结果与分析

一
、

山植的几种同工酶比较 14 种同工

酶分析结果表明
,

不 同类型的酶类电泳结果

明显不 ilt]
。

具体可 以分为三类
:
第一类没有

表现活性
,

包括醋酶类和脱氧酶类
,

以及亮

氛基肤酶
,

磷酸化酶
,

焦磷酸化酶
,

淀粉酶
,

过载化氢酶
。

第二类表现出活性
,

但酶带数

很少
,

如多酚氧化酶和超氧化物歧化酶
。

这

两种酶带数都少
,

酶谱表现却不相 同
。

前者

在试材中除甘肃山植外
,

其佘供试的野生种

醉谱特征均相同
.

而后者可组成多种谱型
,

所以超氧化物歧化酶可 以被利用
。

第三类表

现出醉活性
.

带数较多
。

如氧化酶的过氧化

物陇
,

细胞色素氧化酶和抗坏血酸氧化酶同

土醉
。

这类酶中
,

酶带清晰
.

效 果 也 很稳

定
,

几次重复的结果均相 同
。

以 L 结 果说

明
,

山椿属植物宜采用氧化酶类 同工酶进行

分析研究
。

从这儿种氧化酶类 1
,

J l’. 酶酶谱特征来看

(见图 l
、

图 2
、

图3 ) 均 可分为慢 ( s )
、 `

i
,

介)
、

和快带 ( F ) 三区
。

s 区酶带色较浅
,

但变化较复杂
.

可能是影响到种
、

品种分化

和性状差异的因素
。

1 区色深
.

除超氧化物

歧化酶外
,

均有两条清晰稳定的酶带为研究

试材共有
。

可能是山植属基本遗传结构在这

种醉类上的反映
。

二
、

山植属种 间冈 :.1 酶谱型比较 山植

属 n 个野生种四种同
_

L酶结果 (见 图 1~ 图

4 )
。

其中每个谱图左侧的酶谱是山植属植物

在该种酶上具有的酶带总数
,

本文称其为
“
基

本图谱
” 。

图谱从
_

L至
一

!: 表示酶带迁移率从
。 :

叮
山植野生种叶片超抓化物岐化两 i沈

品种 四种醉的同 1几陇 卜伶未 发表
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_ _

L列潜图中我们 可以看出
,

基本图谱

上有一些酶带野生种 山植都不含
.

即品种特

有 ((J 酶带
,

如过氧化物酶的S :

和 S
。

酶件犷
。

细

胞色素氧化酶的 S
` 、

s 。 、

5 7

酶带等
。

说明这

些品种类型形成过程中在控制该种酶的基 因

位点发生 了类似突变性质的变异
。

收集到山植属 n 个野生种间酶谱差异显

著尤其是过氧化物酶和细胞色素氧化酶
,

各

野生种谱型均不相同
,

说明这几种酶类都可

作为研究野生种山植分类
、

鉴别和亲缘演化

关系的指标
。

陕西山植和湖北山植
,

辽宁山植和光叶

山植
,

它们的抗坏血酸氧化酶
、

超氧化物歧

化酶从酶带数和酶带迁移率上都相同
,

进一

步证实湖北山植
、

陕西山植
、

辽宁山植和光

叶山植的亲缘关系较近
,

为近缘种
。

前人曾将光叶山植定为 辽 宁山 植 的变

种
。

后来 K e e h助 e X S c h n e i d ( 1 9 0 6 ) 将光

叶山植定为独立种
。

本实验表明
,

两者的过

氧化物酶差异显著
。

其差异不仅在 S 区
,

而

且在 I区和 F区
。

但是
,

山植品种间过氧化物

酶差异主要在 S区
。

辽宁山植谱型为 S 。 、
I。

、

I ; 。 、

F , ` 、
F , 。 。

光 11卜山植谱型为 5
6 、

S
。 、

I , 。 、

I 、 : 、

玩
、

F , ` 。

这就将为两者定成两 个独立

种又进一步提供证据
。

以
_

}: 分析
,

反过来也 证明
,

亲缘关系较

近的种卜d !
_

酶谱特征也相近
。

讨论和小结

山于同
_

l几酶是基因的直接产物
,

所 以酶

谱的近似程度能在一定程度
_

仁反映野生种间

的亲缘关系
。

据此计算 n 个野生种间蛋自质

相似系数
。

在此墓础上利用
了̀
类平均法

”
进

行 了聚类分析
,

结果见图
: 。

从聚类图中可以看出
,

分类的结果墓本

上反映
一

了野生种间的亲缘关系
。

在不 同的蛋

白质相似系数的水平下
,

可 以将供试的野生

图 5 山植绮生种间蛋白质相似系数类平均法 分类图漪

种按亲缘关系划分成不 同的类群
。

在蛋白质

相似系数水平为 0
.

7时
,

可分 为7类
。

其中山

植原种和光叶山植
,

辽宁山植以及毛山植
,

甘肃山植和阿尔泰山植
,

野山植和华中山植

分别聚成几类
。

同类野生种 l’"J 蛋 白质相似系

数很高
,

可能亲缘关系也较近
。

在 0
.

63 水平

时
,

分为 5 类
。

其中辽宁山植和毛山植划到

!n植原种类群中
,

陕西 山植划到
一

甘肃山植类

群中
。

以上两个水平
,

湖北山植和准葛尔山

植各自成为一类
。

说明这两个野生种与山格

原种亲缘关系较远
。

以 l
_

分类结果同野生种

地理分布有关
。

地理分布相同
,

有交叉或相

近的野生种被分到 1司一类群
。

从同
一

L酶进化理论看
,

随着生物进化
,

同工酶数也在增加
,

也就是说在种系发育过

程中
,

总趋势是 同工酶带数越多越进化
。

本

实验中野生种山植四种卜J」
_

三酶潜表明
,

原种

山植和辽
`

j
’

山植在过氧化物酶和细胞色素氧

化酶的酶带都比光叶山植酶带多
,

毛山植 l为

}: 述两种酶 以及抗坏血酸氧化酶都比辽宁山

植多一条酶带
,

说明在这类群中光叶山植可

能是较原始类型
,

山植原种和 辽宁 山 植次

之
,

毛山植是较进化的类型
。

同样甘肃山植在

过氧化物酶和细胞色素氧化酶带数也比阿尔

泰山植多
,
说明甘肃 山植较

.

阿尔泰山植进化
。

以上关于 山植野生种亲 缘 演 化关系论

述
,

汉凭同 l飞酶结果 得 出 l为
,

可供人们参

考
。

( 参考文 献略收稿 {t’J lbJ 1 9 9 0年 8月 2 9日 )
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