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Establishment of Effective Regeneration System of Brassica rapa in vitro
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Abstract:Cotyledons and hypocotyls of Brassica parachinensis subspecies of Brassica rapa were used as explants to

study the effect of different concentration ratio of NAA and 6-BA on Brassica parachinensis tissue culture.The results

showed that the best regeneration medium for coty ledons and hypocotyls of Brassica parachinensis were MS+6-BA 1.5

mg/L+NAA 0.2 mg/ L+AgNO3 5 mg/L and MS +6-BA 2.0 mg/L+NAA 0.2 mg/L+AgNO3 5 mg/L respectively.

The best root medium of adventitious buds was MS +NAA 0.2 mg/L.It was also discussed the influence of the

concentration of AgNO3 on Brassica parachinensis tissue culture.The high inducement f requency of shoot regeneration

was gained by addition of AgNO3 in the medium.
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　　摘　要:试验测定了杂交兰亲本及其杂交F1 代的POD 、SOD、CAT 的酶活性 ,并分析了 EST

和蛋白质的电泳图谱。结果表明:亲本及杂交 F1 代 POD、SOD、CAT 同工酶活性 ,母本的酶活性

低于父本;F1 代株系中 POD、CAT 的差异比较明显 ,SOD的差异较小。由 EST 电泳酶谱可知母

本有3条明显的酶带 ,父本有 2条酶带 ,F1 代出现了丰富的变异 ,具有亲本酶带特征的 F1 代株系

约占33.3%。通过亲本及杂交 F1 代蛋白质 SDS-PAGE电泳表明 ,父本比母本多 6条较弱的酶

带 ,F1 代中比母本多 2条较弱谱带的占15.8%;其余的与母本相同。
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　　现兰花育种技术已日益成熟 ,通过杂交育种 、诱变

育种 、体细胞杂交 、基因工程育种 、转基因等方法获得了

许多品种。英国权威的“散氏兰花杂种登记目录”(San-

der' s List of Ocrhids Hybrids)正式登记的人工杂交选育

新种已达50 000个以上 ,且每年都以 1 000种以上的数

目在增加
[ 1]

。但是国内外很少有关于兰科植物杂交后

代生理生化特征研究的报道。在植物形态建成过程中

其生理生化特征出现明显变化 ,如蛋白质的组分 、酶的

活性及成分等 ,同时这些指标与植物的遗传性密切相

联 ,通过杂交育种 ,其亲本与杂交后代之间存在明显的

差异 ,而且这些指标与植物的抗逆性有着紧密的联系 ,

通过对这些指标的研究 ,可从其后代中选出具有育种目

标所要求的具有较强抗逆性的株系 ,从而为新品种的选

育奠定基础。

在植物生理生化的这些指标中 ,同工酶是基因表达

产物 ,其功能相同但结构及组成存在差异 ,间接地反映
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了物种的遗传信息 ,是一种良好的遗传标记。因而蛋白

质标记已被广泛用于物种起源与进化 、分子遗传图构

建 、种质鉴定和分类等领域
[ 2]

。该试验通过分析杂交兰

后代株系中蛋白质的组分 、酶的活性及成分等指标与亲

本之间的差异 ,比较不同株系的遗传性 ,分析对逆境条

件的抵抗和适应能力 ,为通过远缘杂交选育出具有抗逆

性较强的兰花新种质提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

以杂交兰“韩国桃花”(大花蕙兰×墨兰)为母本 ,蕙

兰为父本的种间远缘杂交获得的杂交种子无菌播种后

的F1 代植株群体为材料。已经分化F1 代植株在MS培

养基上进行培养 ,植株生长的培养基为 1/2MS +NAA

0.5 mg/ L+6-BA 1.0 mg/ L ,琼脂粉5.6 g/L ,糖20 g/ L ,

pH 5.4;培养温度为(25±2)℃,光照强度 1 000 lx ,光照

时间16 h/d。随机选取 F1 代20个株系组培苗的叶片。

1.2　试验方法

1.2.1　酶液的制备　准确称取亲本及F1 代 20个株系

的叶片0.2 g ,加4mL 、50 mmol/L 、pH 7.0 PBS(含10%

PVP),冰浴研磨 ,于15 000 r/min低温 4℃离心 20 min ,

取上清液供游离态 POD、SOD 、CAT 活性测定用。

1.2.2　POD活性测定　参照李合生的方法
[ 3]

。采用氧

化愈创木酚法测定。测定时取0.1 mL酶液加反应混合

液 3 mL混匀 ,对照为 0.1 mL 、50 mmol/L 、pH 7.8 PBS

加反应液3 mL。迅速颠倒混匀后 ,用 UVP软件动态测

定 A470值 45 s ,分别记录 10 s及40 s时的数值 ,并计算

差值。POD 活性以 ■A 470 ·min-1 · g-1 ·FW 表示。

POD活性按下式计算:POD活性=(■A470VT)/(0.01W ·

V1 ·T)。以1 min内■A470变化 0.01为 1个过氧化物

酶活性单位(U)。V T 表示提取液总体积(mL);V1 表示

测定时去用酶液体积(mL);T 表示反应时间(min)。

1.2.3　SOD活性测定　参照李合生的方法[ 3] 。反应介

质为 50 mmoL(pH 7.8)PBS ,内含 750 μmol/L NBT ,

0.1 mmol/ L EDTA ,130 mmol/ L Met。20 μmol/L 核黄

素溶液(用0.1 mmol/L EDTA 的50 mmol/L 、pH 7.8的

PBS配制)。将1个对照管置于黑暗中 ,测定时做空白。

其它各管在4 000 lx光照 20 min后 ,测定 A560 nm。SOD

酶活力按下式计算:SOD酶活力=(■A·VT)/(■Ack ·

W·T·V1 ·50%)。公式中 ,酶活力单位(U)为 1 h内

1 g 鲜重的酶活单位数。式中:■A为■Ack — ■AE 的

差值;VT =提取酶液的总体积;W为样重;T 为光照时间

20 min;V1 为加入酶液总体积。

1.2.4　CAT 活性测定　采用过氧化氢氧化法测定
[ 4]

,

结果计算:以 1 min内 A240减少 0.1酶量为 1个酶活力

单位(U)。过氧化氢酶活性=(■A 240 ·VT)/(0.1 V1 ·

t·W);式中:VT —粗酶提取液总体积(mL);V1 —测定

用粗酶液体积(mL);W—样品鲜重(g);T 为反应时间;

0.1-■A240每下降 0.1为 1个酶活单位(U)。

1.2.5　EST 的电泳　分别称取亲本及杂交后代的叶片

0.5 g ,用1.5 mL的电泳缓冲液(Tris-HCl ,pH 6.8)在预

冷的研钵上冰浴研磨 ,然后 12 000 r/m离心 20 min ,上

清液为同工酶的粗提液 ,取此液 0.5 mL 加入等体积样

品处理液 ,混匀后贮于冰箱备用。参考聚丙烯酰胺凝胶

电泳法 ,为避免影响酶活性将凝胶中的过硫酸铵改为核

黄素 , 并采用光照聚合。垂直平板电泳 , 每齿点样

20 μL ,4℃恒温稳流电泳 ,电泳时浓度胶 90 V ,分离胶

160 V ,待指示剂到达分离胶末端 1 cm处结束电泳。酯

酶同工酶显色[ 5] :称取 50 mg 的α-醋酸萘酯+50 mg 的

β-醋酸萘酯+100 mg坚牢蓝 RR(或坚牢蓝 B),先用约

5 mL 丙酮溶解 ,再用 0.1 moL/L 磷酸溶液(pH 5.0)稀

释至150 mL。将胶板浸入100 mL 上述液中 ,37℃下保

存约1 h ,去染色液 ,用蒸馏水漂洗 ,再用7%HAC固定。

1.2.6　SDS的电泳　取上述的上清液 0.5 mL 加入等

体积的SDS 样品缓冲液混合均匀 ,与沸水中保温 3 ～

5 min ,冷却后分装 , -20℃保存备用。SDS-PAGE电泳

方法参考萨姆布鲁等方法 ,采用 4%浓缩胶 ,10%分离

胶;电泳时 ,凝聚胶中的电压为 80 V ,分离胶中的电压为

120 V 。染色方法参考《分子克隆实验指南》[ 6] 。

2　结果与分析

2.1　亲本及杂交 F1代 POD、SOD 、CAT 同工酶活性

由表1可知 ,不同F1 代株系POD的活性存在明显

差异。其中有 50%株系的 POD活性在亲本的 POD活

性范围内 ,有株系 d5 、d7 、a4 、a8 、a9、a16 、a21、b31 、c16 、

c20 、c29;有约4.5%的株系高出亲本 ,包括:d1;低于亲本

的株系有:d4 、a24 、a31、a39 、a41 、c4 、c8 、c9 、c34 ,约占总株

系的40%,d2与父本相近 ,约 4.5%。

不同F1 代株系 SOD的活性存在差异 ,90%的株系

SOD活性明显的低于亲本 ,仅有 10%的介于两亲本之

间 ,有株系 d4、b31。不同 F1 代株系 SOD的活性差异比

较小。

CAT 的活性在亲本及 F1 代株系中有明显的差异。

超出亲本的株系有:d1 、d5、d7、a4 、a9 、a16 、a31 、b31、c29 、

c34等 ,约占 45.5%;低于亲本的有 d4 、a21 、a39、a41、c4 、

c8、c9等 ,约占 31.8%;介于亲本之间的有:d2 、a8 、a24 、

c16 、c22等 ,约占 22.7%。
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　表1　亲本及其F1 代POD 、SOD、CAT 活性差异分析

材料
POD活性

/U· g-1·min-1

SOD 活性

/ U· g-1·min-1

CAT 活性

/ U· g-1·min-1

1.母本 5 479defghi 149.7b 205.6bcde

2.父本 10 000ab 177.2a 234.3bcd

3.D1 10 800a 122.5defg 323.0a

4.D2 8 233bc 129.1cde 189.6cdef

5.D4 3 922ghi 144.7bc 182.6cdef

6.D5 6 421cdefgh 124.4def 323.7a

7.D7 6 941cdef 121.2defg 323.2a

8.A4 6 053cdefghi 126.2def 270.8ab

9.A8 7 873bcd 123.0defg 231.4bcd

10.A9 6 446cdefgh 122.8defg 274.7ab

11.A16 6 136cdefghi 118.0efgh 253.3abc

12.A21 4 809efghi 119.0defgh 171.8def

13.A24 3 563i 122.3defg 217.7bcd

14.A31 3 782hi 111.5efghi 233.7bcd

15.A39 3 946ghi 107.8fghi 163.3def

16.A41 3 705i 115.2efghi 222.7bcd

17.B31 6 560cdefg 136.7bcd 274.6ab

18.C8 3 891ghi 88.7j 136.2ef

19.C9 4 710efghi 98.3ij 136.9ef

20.C16 7 218cde 121.0defg 224.4bcd

21.C22 6 403cdefgh 117.1efgh 267.5ab

22.C29 6 738cdef 105.3ghij 312.7a

23.C34 4 470fghi 101.6hij 271.5ab

　　注:表中数据后不同字母代表P<0.05的差异显著性。

2.2　亲本及杂交F1代 EST 聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

亲本及杂交 F1 代 EST 聚丙烯酰胺凝胶电泳见图

1。可以看出母本有 3条酶带 ,父本有 2条明显的酶带 ,

F1代出现了丰富的变异。具有亲本酶带特征的F1 代株

系 ,约占33.3%。具有 3条酶带的株系有3个 ,约占 14.

3%;具有 2条酶带的株系有 2个 ,约占 9.5%;具有1条

酶带的株系有2个 ,约占 9.5%,未出现酶带的约占 66.

7%。此表明 F1代出现了丰富的变异。

2.3　亲本及杂交F1代蛋白质SDS-PAGE电泳分析

亲本及杂交 F1 代蛋白质 SDS-PAGE电泳见图 2。

父本的可溶性蛋白质表达量高于母本 ,且 F1 代株系的

蛋白质含量均在亲本之间的变异范围内 ,未出现超亲株

系。亲本及F1 代均存在有分子量约为50 、31 、15 、13 KD

左右的蛋白质 ,即具有 4条相同的强谱带;父本具有分

子量约为60和 66 KD的蛋白质 ,即在 50 ～ 66 KD之间

比母本多2条较弱的谱带 ,F1代中 d4 、d5、d6 、c9具有此

谱带 ,其余的不明显;在 40 ～ 31 KD之间 ,亲本及 F1 代

具有3条相同较弱的谱带;在 31 ～ 14 KD之间 ,父本具

有 4条较弱的谱带 ,母本不明显 ,F1 代中不明显。父本

比母本多6条较弱的谱带 ,F1 代中比母本多2条较弱谱

带的占15.8%;其余的与母本相同。株系具有共同谱带

越多 ,则亲缘关系越近;F1 中株系具有与父本相同的谱

带多 ,则遗传倾向于父本 ,相反则遗传倾向于母本。

图 1　亲本及其杂交 F1 代株系的 EST 电泳图

　　注:1:a4 、2:a8、3:a9 、4:a21 、5:a24、6:a33 、7:a40 、8:a41、9:母本、10:

父本、11:c4、12:c7 13:c8 、14:c9 、15:c16、16:c18 、17:c22 、18:c32、19:c34、

20:d4、21:d5 、22:d6、23:d7 、12:c7 、13:c8 、14:c9、15:c16、16:c18、17:c22、

18:c32、19:c34 、20:d4、21:d5 、22:d6、23:d7。

图2　亲本及其杂交F1 株系的蛋白质SDS-PAGE电泳

　　注:1:d4 、2:d5 、3:d6 、4:母本 、5:父本、6:a4 、7:a8、8:a9 、9:a21 、10:

a24 、11:a40、12:a41、13:c4 、14:c7、15:c8 、16:c9、17:c16 、18:空白 、19:

c18、20:c22 、 21:c33 、22:c34。

3　讨论

亲本及杂交 F1 代 POD 、SOD 、CAT 同工酶活性存

在差异 ,母本的酶活性低于父本。F1 代株系中 POD 、

CAT 的差异比较明显 , SOD的差异比较平缓。由于在

保护酶系中 SOD能将 O
T
清除为 H2O2 ,而 POD 、CAT

可把 H2O2 变为 H2O ,由于它们协调一致的作用 ,可使

活性氧维持于一个较低的水平
[ 7]

。水分胁迫环境下 ,有

些抗旱植物体内的 POD酶活性上升 ,不抗旱的下降;有

些植物体内的 POD酶活性可能都下降 ,但是在同样胁

迫程度条件下抗旱的植物 POD酶活性下降的幅度较

小;抗逆性强的植物在逆境下 ,SOD活性降低幅度小或

者保持相对稳定 ,因而避免或减轻了活性氧引起的

伤害[ 8] 。

亲本及杂交 F1 代 EST 聚丙烯酰胺凝胶电泳的结

果表明 ,F1 代株系出现了丰富的变异 ,具有亲本酶带特

征的F1 代株系 ,约占 33.3%。同工酶通过电泳产生的

谱带通常有 3种类型 ,互补型 、偏亲型和杂种型。互补

型的谱带在所有杂交种中均会出现 ,一般杂交种中某 2

条或数条谱带 ,1条来自母本 ,另 1条来自父本;偏亲型

即杂交种谱带同亲本相似;杂种型则是在杂交种中出现

1条或数条在双亲中均没有的谱带 ,也只有杂种才能具

备新产生的谱带 ,通过互补型和新谱带型就可以鉴定品
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种和测定杂交种子纯度[ 9-12] 。

亲本及杂交 F1 代蛋白质 SDS-PAGE电泳结果表

明 ,父本的可溶性蛋白质的表达量高于母本 ,且 F1 代株

系的蛋白质表达量均在亲本之间的变异范围内。父本

比母本多6条较弱的谱带 ,F1 代中比母本多2条较弱的

谱带占15.8%,其余均与母本相同。株系具有共同谱带

越多 ,说明其蛋白质组成越接近 ,系统发育上亲缘关系

愈密切
[ 13]

;F1 中株系具有与父本相同的谱带多 ,则遗传

倾向于父本 ,相反则遗传倾向于母本。

4　结论

亲本及杂交 F1 代 POD、SOD、CAT 同工酶活性存

在差异 ,母本的酶活性低于父本 ,且 F1 代株系中有明显

的差异。

亲本及杂交 F1 代 EST 聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

表明 ,F1 代株系出现了丰富的变异 ,母本有 3条酶带 ,父

本有2条明显的酶带 ,具有亲本酶带特征的 F1 代株系

约占33.3%。

亲本及杂交 F1 代蛋白质 SDS-PAGE电泳结果表

明 ,父本的可溶性蛋白质的表达量高于母本 ,且 F1 代株

系的蛋白质表达量均在亲本之间的变异范围内。亲本

及 F1 代均存在有分子量约为 50 、31 、15 、13 KD左右的 4

种蛋白质 ,即具有4条相同的强谱带;在 40 ～ 31 KD之

间 ,亲本及 F1代具有3条相同的较弱的谱带;F1 代中比

母本多2条较弱谱带的占15.8%。
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Determined and Analyzed of Enzymatic Activity and Protein Electrophoretogram

in Hybrid Orchids and Their Hybrid Generation
ZHU Qing-song1 , ZHANG Jing-hua2 ,WANG Guang-dong3 , ZHAO Hai-ying4

(1.Xinyang Ag ricultural College, Xinyang ,Henan 464000 , 2.The Bureau of Ag riculture of Queshan County , Zhumadian ,Henan 463200;

3.Co llege of Hor ticulture;Nanjing Agricultural University;Nanjing , Jiangsu 210095 4.Xinyang Ag ricultural Science Research Institute;

Xinyang ,Henan 464000)

Abstract:The enzymatic activity of POD , SOD and CAT in hybrid orchids and their hybrid F1 generation were

determined , the electrophoretog ram of EST and protein w ere analyzed.The results showed that the POD 、SOD and CAT

enzymatic activity of the female parents w as low er than that of their male parents among parents and their hybrid F1

generation.Among F1 generation , there was significant difference in POD and CAT , while there was no significant

dif ference in SOD.From the electrophoretogram of EST , it could been seen that female parents had three obvious

enzymatic bands and male parents had two.At the same time , abundant variations had been seen in hybrid F1 generation.

The hybrid F1 , which had their parents' features of the enzymatic bands , account for 33.3%.Protein SDS-PAGE'

electrophoresis of parents and their hybrid F1 showed that male parents had six more w eak bands than female ones.15.

8%hybrid F1 generation had two more weak bands than female ones , and the rest of them had the equal number to their

female parents.

Key words:hybrid orchids;hybrid F1 generation;enzymatic activity;enzymatic bands
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