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犎犲犖犲激光和犝犞犅辐射对小麦幼苗核酸酶的影响

张　娟　韩　榕
（山西师范大学生命科学学院，山西 临汾０４１００４）

摘要　分别采用５ｍＷ·ｍｍ－２ＨｅＮｅ激光辐照、１０．０８ｋＪ·ｍ－２·ｄ－１增强紫外线Ｂ（ＵＶＢ）辐射及二者组合对“晋

麦８号”小麦幼苗进行处理，５ｄ后测定各处理幼苗叶片和根的ＲＮＡ酶（ＲＮａｓｅ）和ＤＮＡ酶（ＤＮａｓｅ）活性变化。结

果表明，经ＵＶＢ辐射后，小麦幼苗叶片和根的核酸酶活性均有明显升高，电泳图谱中其酶谱带均没有增加，只是

酶活性的升高；复合处理的小麦幼苗其酶活性较之单独 ＵＶＢ辐射的有显著或极显著降低，电泳后的酶谱带也没

有减少，只是活性下降。因此认为一定剂量的 ＨｅＮｅ激光辐照能抑制ＵＶＢ辐射后小麦幼苗核酸酶活性的升高。
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１　引　　言

紫外线－Ｂ（ＵＶＢ）辐射增强对植物生长发育

产生一系列的影响［１～３］。生物有机体重要组分核酸

在ＵＶＢ辐射２８０ｎｍ时有吸收峰，从而受到 ＵＶＢ

辐射（２８０～３２０ｎｍ）的影响。据研究，脱氧核糖核

酸（ＤＮＡ）、核糖核酸（ＲＮＡ）含量的变化在一定程度

上与ＤＮＡ酶（ＤＮａｓｅ），ＲＮＡ酶（ＲＮａｓｅ）活性的变

化呈负相关［４］。目前关于ＵＶＢ辐射对小麦核酸酶

的影响研究尚少见报道，本文通过核酸酶的研究以

明确植物对ＵＶＢ辐射增强的适应性及其伤害机制

和 ＨｅＮｅ激光对其修复作用。

２　材料与方法

２．１　材　　料

晋麦８号，由山西省农业科学院小麦研究所

提供。



中　　　国　　　激　　　光 ３６卷

２．２　方　　法

２．２．１　处理设置

共设对照组（ＣＫ）、紫外线Ｂ处理组（Ｂ）、ＨｅＮｅ

激光处理组（Ｌ）、紫外线Ｂ和 ＨｅＮｅ激光复合处理

组（ＢＬ）４组。选取籽粒饱满、大小均匀的小麦种子，

经质量分数为０．１％的 ＨｇＣｌ２ 表面消毒后，培养于

盛有湿滤纸的培养皿内，３０粒／盘，每组３次重复，

２５℃培养，种子露白时待处理。每天光照８ｈ后，

转入暗处培养１６ｈ。ＣＫ组与Ｌ组光照８ｈ后，ＣＫ

组转入暗处培养１６ｈ，Ｌ组在暗处 ＨｅＮｅ激光处理

２ｍｉｎ后进行暗培养，Ｂ组与ＢＬ组光照与紫外线Ｂ

同时照射８ｈ后，Ｂ组转入暗培养１６ｈ，ＢＬ组在暗

处ＨｅＮｅ激光处理２ｍｉｎ后进行暗培养。

２．２．２　ＵＶＢ辐射处理

ＵＶＢ辐射强度为１０．０８ｋＪ·ｍ－２·ｄ－１，采用

紫外辐照计（ＵＶＢ型，北京师范大学光电仪器厂）

对ＵＶＢ辐射功率密度进行测定。仪器预先用７４２

型 辐 射 强 度 测 定 仪 （Ｏｐｔｒｏｎｉｃｓ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ

Ｏｒｌａｎｄｏ，ＦＬ，ＵＳＡ）进行校正。紫外线Ｂ发生用紫

外Ｂ灯（秦牌，宝鸡制造，３０Ｗ，２９７ｎｍ），将其垂直

悬于培养皿的上方，并使用０．１３ｍｍ醋酸纤维素滤

膜将２９０ｎｍ 以下的 ＵＶ 滤掉，用聚乙烯滤膜将

３２０ｎｍ以下的 ＵＶＢ滤掉作为对照。通过调整紫

外Ｂ灯与植物培养皿之间的距离来控制 ＵＶＢ辐

射的强度［５，６］。从种子露白时开始处理，到小麦幼

苗长出２片真叶，共处理５ｄ，设３次重复。

２．２．３　ＨｅＮｅ激光辐照

大功率 ＨｅＮｅ激光生物辐照仪（南京激光仪器

厂）波长为６３２．８ｎｍ，功率密度为５ｍＷ·ｍｍ－２，

辐照时间为２ｍｉｎ。激光处理安排在夜间进行，以

排除杂光的影响。从种子露白时开始处理，到小麦

幼苗长出２片真叶，共处理５ｄ，设３次重复。

２．３　指标的测定

２．３．１　核酸酶活性的测定

ＲＮａｓｅ和ＤＮａｓｅ活性的测定采用外源基质法。

称取叶片鲜重０．５ｇ，加入２ｍＬ预冷的乙酸 乙酸

钠缓冲液（量浓度０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ５．５）及少量聚乙

烯吡哆烷酮（ＰＶＰＰ）冰浴研磨，离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，

４℃）１０ｍｉｎ，得到酶粗提液。

取２００μＬ酶粗提液至１．５ｍＬ环氧树脂（ＥＰ）

管 中，加 入 ２００ μＬ 酵 母 ＲＮＡ （质 量 浓 度

１０ｍｇ／ｍＬ），混匀后置３０℃水浴温育１ｈ，再加入

质量分数 ９５％ 乙醇 ８００μＬ，混匀后立即置于

－２０℃冰箱终止反应，以沉淀未酶解的ＲＮＡ，１２ｈ

后离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃），上清液稀释１５倍后用

紫外分光光度计在２６０ｎｍ处比色。

质量浓度１ｍｇ／ｍＬ的小牛胸腺ＤＮＡ溶液，用

前在１００℃水浴加热１０ｍｉｎ后迅速冷却至室温进

行变性处理，后同上。根据与不温育样品（经相同沉

淀操作）间光密度（ＯＤ）２６０差值计算酶活性。以每

毫克蛋白质每小时变化１．０ＯＤ２６０（３７℃）为一个

酶活力单位（Ｕ）。样品粗提液中蛋白质含量的测定

按考马斯亮蓝Ｇ２５０法
［５］。

２．３．２　核酸酶的凝胶电泳分析

取１ｇ 叶 片 加 入 ２ ｍＬ 缓 冲 液 （量 浓 度

０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．５）在研钵中研磨，Ｔｒｉｓ

为三（羟甲基）氨基甲烷。匀浆后以离心力１３０００×

犵（犵为离心力）于４℃条件下离心２０ｍｉｎ，收集上清

液备用。先将３０μＬ蛋白的样品提取液与１０μＬ样

品缓冲液［量浓度０．１×１０－３ ｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ，

ｐＨ６．８，质量分数２％ 十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ），体积

分数１０％ 甘油，质量分数０．０１％溴酚蓝］放在８０℃

水浴中加热１０ｍｉｎ，再进行电泳分离。制备分离胶

时加入酵母ＲＮＡ作为ＲＮａｓｅ反应底物。胶中底物

ＲＮＡ的质量浓度为０．３～０．４ｍｇ／ｍＬ。电泳完成

后，将分离胶放在复性缓冲液（质量分数２５％异丙

醇，量浓度０．０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．５）中浸洗

２～３次，每次５～１０ｍｉｎ。再将分离胶置于缓冲液

（量浓度０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．５）中，在３７℃

下进行酶反应３ｈ。用质量分数０．２％甲苯胺蓝

（ｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅ）溶液染色６０ｍｉｎ，再用自来水脱色，

每３０～６０ｍｉｎ换一次水。ＤＮａｓｅ凝胶电泳分析方

法同上，只是以ＤＮＡ代替分离胶中加入的ＲＮＡ，

以ＤＮＡ作为 ＤＮａｓｅ的反应底物，其余操作相同。

用凝胶电泳分析软件对凝胶中酶反应带的透光度和

面积测算各样品中总体ＲＮａｓｅ活性和各泳带中不

同ＲＮａｓｅ的相对活性。

２．４　分　　析

实验设３次重复，做狋检验，进行差异显著性比

较，其中犘＜０．０５表示差异显著；犘＜０．０１表示差

异极显著；犘＞０．０５表示差异不显著。

３　结　　果

３．１　小麦幼苗叶ＲＮａｓｅ活性的变化

ＵＶＢ单独处理５ｄ后，结果如图１（ａ）所示。

小麦幼苗叶 ＲＮａｓｅ活性显著升高（狋ＣＫ，Ｂ＝７．６５，

犘＜０．０５）；单独激光处理使得小麦幼苗叶ＲＮａｓｅ活

性降低，但降低的幅度不明显（狋Ｌ．ＣＫ＝１．８０，犘＞
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０．０５）；经 ＨｅＮｅ激光和 ＵＶＢ复合处理后，ＲＮａｓｅ

活性较之单独 ＵＶＢ处理明显降低（狋ＢＬ，Ｂ＝１９．５７，

犘＜０．０１）。说明 ＨｅＮｅ激光能减缓小麦幼苗叶由

于ＵＶＢ辐射造成的ＲＮａｓｅ活性的升高，对其活性

有一定的抑制作用。

３．２　小麦幼苗根ＲＮａｓｅ活性的变化

从图１（ｂ）中可以看出，单独ＵＶＢ处理５ｄ后，

小麦幼苗根中ＲＮａｓｅ活性显著升高（狋ＣＫ．Ｂ＝７．３９，

犘＜０．０１）；单独激光处理也使得小麦幼苗根ＲＮａｓｅ

活性升高，但不显著（狋Ｌ．ＣＫ＝０．９８，犘＞０．０５）；复合

处理后，ＲＮａｓｅ活性较之单独 ＵＶＢ处理其活性降

低（狋ＢＬ，Ｂ＝３．２１，犘＜０．０５）。表明 ＨｅＮｅ激光能在

一定程度上减缓小麦幼苗根由于ＵＶＢ辐射造成的

ＲＮａｓｅ活性的升高。

图１ ＨｅＮｅ激光对增强ＵＶＢ辐射小麦幼苗ＲＮＡ酶活性的影响

Ｆｉｇ．１ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨｅＮｅｌａｓｅｒｏｎＲＮａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｌｉｎｇｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏｅｎｈａｎｃｅｄｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔＢｒａｄｉａｔｉｏｎ

图２ ＨｅＮｅ激光对增强ＵＶＢ辐射小麦幼苗ＤＮＡ酶活性的影响

Ｆｉｇ．２ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨｅＮｅｌａｓｅｒｏｎＤＮａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｌｉｎｇｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏｅｎｈａｎｃｅｄｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔＢｒａｄｉａｔｉｏｎ

３．３　小麦幼苗叶ＤＮａｓｅ活性的变化

由图２（ａ）可知，单独 ＵＶＢ处理可使小麦幼苗

叶ＤＮａｓｅ活性显著升高（狋ＣＫ，Ｂ＝９．６２，犘＜０．０１）；单

独激光处理使得小麦幼苗叶中其活性升高不显著

（狋Ｌ，ＣＫ＝３．１３，犘＞０．０５）；经ＨｅＮｅ激光和ＵＶＢ复

合处理后，ＤＮａｓｅ活性较之单独 ＵＶＢ处理显著降

低（狋ＢＬ，Ｂ＝１５．４２，犘＜０．０１）。表明 ＨｅＮｅ激光能很

大程度上减缓小麦幼苗叶由于 ＵＶＢ辐射造成的

ＤＮａｓｅ活性的升高。

３．４　小麦幼苗根ＤＮａｓｅ活性的变化

图２（ｂ）给出经不同处理小麦幼苗根ＤＮａｓｅ的

活性变化。单独ＵＶＢ处理可使小麦幼苗根ＤＮａｓｅ

活性显著升高（狋ＣＫ．Ｂ＝５．７６，犘＜０．０５）；单独 ＨｅＮｅ

激光处理使得小麦幼苗根ＤＮａｓｅ活性也显著升高

（狋Ｌ，ＣＫ＝３．２９，犘＜０．０５）；复合处理后，ＤＮａｓｅ活性

较之单独 ＵＶＢ 处理显著降 低 （狋ＢＬ，Ｂ ＝７．９７，

犘＜０．０５）。表明 ＨｅＮｅ激光能抑制小麦幼苗由于

ＵＶＢ辐射造成的ＤＮａｓｅ活性的升高。

３．５　小麦幼苗叶ＲＮａｓｅ的电泳凝胶图谱

不同处理组小麦叶片ＲＮａｓｅ酶谱如图３所示，

其相对迁移率（犚ｆ）和积分光密度（ＩＯＤ）见表１。从

图３和表１可知，各不同处理组都出现了２条

ＲＮａｓｅ酶谱带。经 ＵＶＢ处理后，在犚ｆ为０．７２处

谱带的ＩＯＤ值较对照小，犚ｆ为０．９２处其酶带颜色

较亮，酶活性升高；而单独 ＨｅＮｅ激光处理与对照

相比，在犚ｆ为０．７２处酶谱带的ＩＯＤ值较对照小，

犚ｆ为０．９２处其酶带颜色较亮，ＩＯＤ值较对照大，说

明酶活性提高了；而复合处理组与 ＵＶＢ处理组的

图谱相比较后发现，复合处理组在犚ｆ为０．７２和犚ｆ

为０．９２处谱带的ＩＯＤ值都小于单独 ＵＶＢ处理

组，酶带颜色变暗，酶活性降低。
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图３ 经不同处理小麦幼苗叶ＲＮＡ酶谱及ＩＯＤ扫描图

Ｆｉｇ．３ ＲＮａｓｅｐａｔｔｅｒｎｓａｎｄＩＯＤｓｃａｎｎｉｎｇｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｌｉｎｇｌｅａｖｅｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

表１ 经不同处理小麦叶片ＲＮＡ酶谱的扫描分析（ＩＯＤ）

Ｔａｂｌｅ１ ＲＮａｓｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｌｉｎｇｌｅａｖｅｓ

ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（ＩＯＤ）

Ｂａｎｄ 犚ｆ ＣＫ Ｌ Ｂ ＢＬ

１ ０．７２ １０２３ ８６７ ９２４ ７８６

２ ０．９２ ８２ １５３ ３７８ ９５

ｓｕｍ １１０５ １０２０ １３０２ ８８１

３．６　小麦幼苗根ＲＮａｓｅ的电泳凝胶图谱

对小麦幼苗根ＲＮａｓｅ酶谱测试结果表明，不同

处理组小麦根ＲＮａｓｅ的谱带数没有变化。从图４

和表２中可以看出，ＵＶＢ处理组两个谱带的ＩＯＤ

值都变大，酶带变宽，活性升高；单独 ＨｅＮｅ激光处

理组与对照组相比ＩＯＤ值在犚ｆ为０．７２处增大，犚ｆ

为０．９２处减小；复合处理组ＩＯＤ值在犚ｆ 为０．７２

处减小，犚ｆ为０．９２处增大，总酶活性较之ＵＶＢ处

理组降低，这可能是生物体为了适应逆境所做的生

理调控。说明 ＨｅＮｅ激光处理能使得单独 ＵＶＢ

处理后小麦幼苗根 ＲＮａｓｅ活性有所降低，减缓了

ＵＶＢ对 ＲＮａｓｅ活性的促进作用，从而缓解了

ＲＮａｓｅ对ＲＮＡ的降解作用。

图４ 经不同处理小麦幼苗根ＲＮＡ酶谱及ＩＯＤ扫描图

Ｆｉｇ．４ ＲＮａｓｅｐａｔｔｅｒｎｓａｎｄＩＯＤｓｃａｎｎｉｎｇｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｌｉｎｇｒｏｏｔｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

表２ 经不同处理小麦根ＲＮＡ酶谱的扫描分析（ＩＯＤ）

Ｔａｂｌｅ２ ＲＮａｓｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｌｉｎｇｒｏｏｔｓ

ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（ＩＯＤ）

Ｂａｎｄ 犚ｆ ＣＫ Ｌ Ｂ ＢＬ

１ ０．７２ ６８５ ８０４ １１０１ ７０８

２ ０．９２ ４８７ ４８５ ６８９ ７２１

ｓｕｍ １１７２ １２８９ １７９０ １４２９

３．７　小麦幼苗叶ＤＮａｓｅ的电泳凝胶图谱

不同处理组小麦幼苗叶的ＤＮａｓｅ酶谱如图５

所示。从图中可以看出各组均出现一条谱带，酶谱

的扫描分析结果表明犚ｆ为０．８６时，ＣＫ组的ＩＯＤ

值为３０６；与对照相比，ＵＶＢ处理组的ＩＯＤ值高于

对照组，为３２７，酶带较宽，说明经 ＵＶＢ辐射处理

后，ＤＮａｓｅ活性升高；经 ＨｅＮｅ激光处理，酶带的

ＩＯＤ值也略高于ＣＫ组，为３０８，但没有大的差别；

ＢＬ组ＩＯＤ值与 Ｂ组的相比有较大幅度减小，为

２２７，酶带变窄变暗，酶活性降低。

３．８　小麦幼苗根ＤＮａｓｅ的电泳凝胶图谱

图６中给出了不同处理组小麦幼苗根的ＤＮａｓｅ

酶谱。各组均出现一条谱带，酶谱的扫描分析结果

表明犚ｆ为０．８６时，ＣＫ组的ＩＯＤ值为６７５；与对照

相比，ＵＶＢ组的ＩＯＤ值高于对照组，为８９５，酶带

较宽，说明经 ＵＶＢ辐射处理后，ＤＮａｓｅ活性升高；

经 ＨｅＮｅ激光处理，酶带的ＩＯＤ值也高于ＣＫ组，

为６９５；ＢＬ组ＩＯＤ值与Ｂ组的相比有较大幅度减

小，为６６２，酶带变窄，酶活性降低。
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图５ 经不同处理小麦幼苗叶ＤＮＡ酶谱及ＩＯＤ扫描图

Ｆｉｇ．５ ＤＮａｓｅｐａｔｔｅｒｎｓａｎｄＩＯＤｓｃａｎｎｉｎｇｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｌｉｎｇｌｅａｖｅｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图６ 经不同处理小麦幼苗根ＤＮＡ酶谱及ＩＯＤ扫描图

Ｆｉｇ．６ ＤＮａｓｅｐａｔｔｅｒｎｓａｎｄＩＯＤｓｃａｎｎｉｎｇｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｌｉｎｇｒｏｏｔｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

４　讨　　论

早期有关植物组织中核酸水解酶活性变化的研

究仅局限于测定样品中总体的核酸水解酶活性或核

酸降解速率［８］。干旱胁迫和水胁迫对核酸水解酶的

研究已很多［９，１０］。研究植物激素对植物体或外植体

生长过程中核酸代谢及其与核酸酶之间关系的工作

也很多［１１］，而对不同水解酶的特性则缺乏了解。本

文采用分光光度法和凝胶电泳法分别对 ＨｅＮｅ激

光和ＵＶＢ辐射过的小麦幼苗ＤＮａｓｅ，ＲＮａｓｅ活性

进行了初步研究，并分析了 ＨｅＮｅ激光和ＵＶＢ辐

射对两种水解酶活性变化的影响，以期进一步探索

核酸酶在 ＨｅＮｅ激光对 ＵＶＢ辐射后的小麦幼苗

修复中的作用。

前期研究表明，ＵＶＢ辐射使小麦幼苗核酸含

量和可溶性蛋白质含量下降［１２～１４］，核酸等大分子急

剧降解是植物器官衰老的主要特征之一［１５，１６］。本

研究中核酸酶活性有所增加，可能是前期研究中核

酸总量下降、可溶性蛋白质含量下降的原因之一。

核糖核酸酶在植物体内主要用于降解核糖核酸，核

酸是基因表达的模板和工具，蛋白质是基因表达的

产物，因而核糖核酸酶活性与蛋白质含量相关。研

究表明，ＵＶＢ辐射后ＲＮＡ总量下降，ＤＮＡ总量也

在下降。因此，核糖核酸酶活性的上升不仅可反映

核酸水平的下降，也可反映蛋白质的降解。凝胶电

泳分析发现，ＵＶＢ辐射并没有产生新的核酸酶，核

酸酶活性的升高可能是ＵＶＢ辐射使得核酸酶重新

合成，也可能是由存在的前体原酶激活的，还可能是

ＵＶＢ辐射诱导了膜蛋白中色氨酸的光氧化，导致

膜结构的破坏，使ＤＮａｓｅ和ＲＮａｓｅ从细胞的区隔中

释放出来，致使ＤＮａｓｅ和ＲＮａｓｅ酶活性上升。

激光对生物体的效应主要表现为热、压力、光和

电磁场等几方面。低功率激光特别是可见光范围的

激光产生的热和压力很少，因此，ＨｅＮｅ激光对生

物体效应主要表现为光和电磁场效应［１７，１８］。光生

物调节作用是单色光或激光对生物系统功能的刺激

或者抑制作用，不会引起生物系统的损伤。本研究

中ＨｅＮｅ激光对生物体的调节作用属于光生物调

节。随着研究的深入，人们发现中等强度激光的作

用机理通常是通过活性氧来介导的［１９～２１］。ＵＶＢ照

射后，小麦幼苗体内产生大量的活性氧自由基，而活

性氧自由基可直接修饰蛋白质，影响蛋白、酶及生物

分子的结构，使蛋白质或酶的关键位点氨基酸被修

饰，从而导致酶活性的变化。中等强度的 ＨｅＮｅ激

光增强了植物体清除活性氧的能力，提高了植物的

抗逆性，从而对ＵＶＢ辐射核酸酶活性的升高有抑

制作用。
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５　结　　论

增强的ＵＶＢ辐射可对生物体各个方面造成危

害，其中核酸酶活性也发生了变化，不论核糖核酸酶

还是脱氧核糖核酸酶都在不同程度上有所升高，从而

导致核糖核酸和脱氧核糖核酸不同程度的降解。中

等强度的ＨｅＮｅ激光可以缓解增强ＵＶＢ辐射造成

的核酸酶活性的升高，进一步影响核酸的量。
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