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摘要　采用 ＨｅＮｅ激光辐照（５ｍＷ／ｍｍ２）和增强紫外线Ｂ（ＵＶＢ）辐射处理“晋麦８号”小麦，利用聚丙烯酰胺凝

胶电泳（ＰＡＧＥ）技术分析ＵＶＢ和 ＨｅＮｅ激光辐照后小麦叶片的过氧化物（ＰＯＤ）同工酶、过氧化氢（ＣＡＴ）同工

酶、酯酶（ＥＳＴ）同工酶、三磷酸腺苷酶（ＡＴＰａｓｅ）同工酶、苹果酸脱氢酶（ＭＤＨ）同工酶各种酶谱的变化情况。ＰＡＧＥ

结果显示，小麦叶片经ＵＶＢ辐照后诱导出２条新ＰＯＤ同工酶谱带，但明显降低了总的ＰＯＤ活性，对ＣＡＴ，ＥＳＴ，

ＡＴＰａｓｅ和 ＭＤＨ同工酶酶谱数目影响不大，但酶带强度减弱，同工酶活性明显下降，说明 ＵＶＢ辐射抑制了植物

的基因表达；ＨｅＮｅ激光处理可促进同工酶的基因表达，使酶带增强；ＵＶＢ辐射后再用 ＨｅＮｅ激光处理，激活了

ＵＶＢ辐射钝化的基因，促进了同工酶的基因表达，使酶活性增强。研究发现，一定剂量的 ＨｅＮｅ激光辐照可以通

过促进小麦叶片中同工酶的基因表达来增强植物的抗逆性。
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１　引　　言

大量研究表明，气污染加剧了臭氧层的破坏，导

致到达地面的太阳紫外线辐射增强，主要是紫外线

Ｂ（ＵＶＢ，２８０～３２０ｎｍ）辐射增强，给地球上的动植

物及人类本身造成严重危害，并导致作物减产［１～４］。

同工酶作为生物机体中的天然标记，可以反应出机

体内的各种变化。通过对同工酶谱的分析，能够识

别基因的存在和表达。目前同工酶分析技术已经成

为研究逆境下植物基因表达变化的常用技术。研究

表明，植物在逆境胁迫下，植物体内的一些同工酶会

发生变化［５～７］，能够反映出植物生长过程中对逆境

所做的基因调控。因此，同工酶的变化规律对揭示

不同抗性基因作用的生化本质具有十分重要的意

义，同时也可以作为一种认识基因表达的生化指标。

由于适宜剂量的 ＨｅＮｅ激光辐照可提高植物的代

谢水平，增强机体的抗逆性［８，９］，诱导某些同工酶酶

谱发生改变［１０］。本文对 ＨｅＮｅ激光辐照和增强

ＵＶＢ辐射下的小麦叶片同工酶谱的变化进行分析，

试图来研究其对同工酶基因表达的影响，为进一步

探讨 ＨｅＮｅ激光辐照和增强 ＵＶＢ辐射调控酶的

基因表达提供一定的理论依据，同时也为今后研究

抗紫外辐射基因的分离和克隆提供参考。

２　材料与方法

供试材料为“晋麦８号”（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ）小

麦品种，由山西省农业科学院小麦研究所提供。选

取籽粒饱满、大小均匀的小麦种子，经质量分数

０．１％ ＨｇＣｌ２ 表面消毒后，培养于盛有湿滤纸的培

养皿内，３０粒／盘，每组重复３次，２５℃培养，种子露

白时待处理。

共设对照组（ＣＫ）、ＵＶＢ处理组（Ｂ）、ＨｅＮｅ激

光处理组（Ｌ）、紫外＋激光复合处理组（ＢＬ）４组。

每天日光照射８ｈ后，暗培养约１６ｈ。ＣＫ组为日光

照射后进行暗培养；Ｌ组在日光照射后用 ＨｅＮｅ激

光辐照２ｍｉｎ后进行暗培养；Ｂ组日光与 ＵＶＢ同

时照射８ｈ后进入暗培养；ＢＬ组在日光照射与ＵＶ

Ｂ辐照８ｈ后，马上进行 ＨｅＮｅ激光处理２ｍｉｎ，然

后进行暗培养。共处理５ｄ。

１）ＵＶＢ辐射

ＵＶＢ辐射强度为１０．０８ｋＪ／（ｍ２·ｄ）
［１１，１２］。

ＵＶＢ发生用 ＵＶＢ灯（３０Ｗ，２９７ｎｍ），将其垂直

悬于培养皿的上方，用０．１３ｍｍ醋酸纤维滤膜将

２９０ｎｍ以下的 ＵＶ过滤。采用紫外辐照计（ＵＶＢ

型，北师大光电仪器厂）对ＵＶＢ辐射功率密度进行

测定，测 定 精 度 通 过 辐 射 测 定 仪 （７４２ 型，ＦＬ

ＯｐｔｒｏｎｉｃｓＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓＯｒｌａｎｄｏ，ＵＳＡ）校正。调整

ＵＶＢ灯与培养皿间距来控制 ＵＶＢ辐射的强度，

距离为２５ｃｍ时达到强度要求。

２）激光辐照

激光辐照采用西安激光仪器厂生产的大功率Ｈｅ

Ｎｅ激光生物辐照仪，波长选择为６３２．８ｎｍ，辐照剂量

选择５ｍＷ／ｍｍ２，每天２ｍｉｎ
［１２］。所有激光处理安排在

夜间进行，以排除杂光影响。从种子露白时开始处理，

直至小麦幼苗长出２片真叶，共处理５ｄ。然后摘取各

处理小麦真叶进行同工酶的凝胶电泳分析。

３）酶液的提取

称取各处理组新鲜的小麦叶片１ｇ，加入３ｍＬ

酶提取液，酶液由三羟甲基氨基甲 盐酸缓冲液

（ＴｒｉｓＨＣｌ），浓度为５０ｍｍｏｌ／Ｌ，乙二胺四乙酸

（ＥＤＴＡ）１ｍｍｏｌ／Ｌ，甘油１０％（体积分数），ｐＨ８．０

所组成；冰浴研磨，用高速冷冻离心机离心２０ｍｉｎ

（离心速度１２０００×ｇ，温度４℃），上清液保存在－

２０℃冰箱中备用。

４）同工酶电泳

采用垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳，用质量分数

４％的浓缩胶及质量分数８％的分离胶作为电泳介

质；酶样与上样缓冲液（质量分数４０％的蔗糖，少许

澳酚兰）按质量比１∶１混合，每孔上样４０μＬ；初始电

泳稳压１００Ｖ，样品进入分离胶后加大电压到１５０Ｖ，

４℃下电泳３～４ｈ。当指示剂达到凝胶底部０．５ｃｍ

时，停止电泳。

同工酶电泳染色参照胡能书等［１３，１４］的方法。

显色后的凝胶在凝胶分析系统上进行拍照分析。

３　结果与分析

３．１　不同处理组小麦叶片过氧化物同工酶电泳凝

胶图谱

不同处理小麦叶片过氧化物（ＰＯＤ）同工酶酶

谱如图１所示，其迁移率犚ｆ值和表达量积分光密度

（ＩＯＤ）值如表１所示。从图１和表１可知，ＣＫ组出

现７条ＰＯＤ同工酶谱带；Ｂ组同工酶组分发生了变

异，在犚ｆ＝０．１０和犚ｆ＝０．７５新增两条谱带，其余谱

带ＩＯＤ值都较ＣＫ组低，酶带颜色较浅，酶活性小；

Ｌ组与ＣＫ组相比，在犚ｆ＝０．７５处增加了一条弱活

性酶带，ＩＯＤ值较ＣＫ组大，颜色较深，酶活性强；而

ＢＬ组与Ｂ组酶带数均为９条，由于ＩＯＤ值大多数

比Ｂ组大，酶带颜色深，酶活性高。说明 ＨｅＮｅ激

０５０４００２２
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光能有效地促进基因的表达和代谢过程。

图１ 不同处理小麦叶片ＰＯＤ同工酶酶谱

Ｆｉｇ．１ Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｗｈｅａｔｌｅａｖｅｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

表１ 不同处理小麦叶片ＰＯＤ同工酶酶谱的扫描分析

Ｔａｂｌｅ１ Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓａｎａｌｙｓｅｓｏｆｗｈｅａｔ

ｌｅａｖｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

Ｎｕｍｂｅｒ Ｍｏｂｉｌｉｔｙ犚ｆ
ＣＫ Ｂ Ｌ ＢＬ

ＩＯＤ

１ ０．１０ ３７７ ４７０

２ ０．１５ １２０９ ２７８ ３９３ ４３１

３ ０．１８ ５２３ ２４６ ４５１ ２４２

４ ０．２９ １０９１ ８８２ ３７７ １２３５

５ ０．４３ ８３０ ３３７ １０９０ ４２５

６ ０．６２ １５３ ７７ ９５０ ７９

７ ０．６９ ７２１ ５０８ １３８ ５４０

８ ０．７５ ３３１ ７７４ ２２０

９ ０．９０ ２４２５ ２２２７ ２４９０ ２３５９

３．２　不同处理组小麦叶片过氧化氢同工酶电泳凝

胶图谱

对小麦叶片过氧化氢（ＣＡＴ）同工酶酶谱测试

结果表明（图２和表２），４组处理出现３条ＣＡＴ同

工酶谱带，谱带数没有变化。与ＣＫ组相比，Ｂ组

ＩＯＤ值变小，酶带着色较浅，活性就弱；Ｌ组ＩＯＤ值

都升高，酶活性增大；ＢＬ组ＩＯＤ值明显高于Ｂ组，

图２ 不同处理小麦叶片ＣＡＴ同工酶酶谱

Ｆｉｇ．２ Ｃａｔａｌａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｓｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｗｈｅａｔｌｅａｖｅｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

酶带着色深，酶活性大，这是生物体为了适应逆境所

做生理调控，最终反映在分子水平上，因此同工酶的

基因表达就会有所变化，ＵＶＢ处理后基因表达受

到抑制，而一定剂量的 ＨｅＮｅ激光辐照又解除了这

种抑制。

表２ 不同处理小麦叶片ＣＡＴ同工酶酶谱扫描分析

Ｔａｂｌｅ２ Ｃａｔａｌａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｓａｎａｌｙｓｅｓｏｆｗｈｅａｔｌｅａｖｅｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

Ｎｕｍｂｅｒ Ｍｏｂｉｌｉｔｙ犚ｆ
ＣＫ Ｂ Ｌ ＢＬ

ＩＯＤ

１ ０．１２ ５８ ４６ １０４ ８６

２ ０．２０ ４２８ ４１２ ４８９ ６６１

３ ０．７５ ２０７１ １５３４ ２０４４ １９４４

３．３　不同处理组小麦叶片酯酶同工酶电泳凝胶

图谱

进一步分析小麦幼苗的酯酶（ＥＳＴ）同工酶酶谱

变化情况（图３）和犚ｆ及ＩＯＤ值（如表３所示）。结

果表明，４组处理均出现了５条同工酶谱带，ＥＳＴ酶

谱趋于相同。与ＣＫ组相比，Ｂ组各酶带ＩＯＤ值均

低，酶带着色较浅，说明经 ＵＶＢ辐射处理后，ＥＳＴ

酶活性大大减弱；而Ｌ组各酶带ＩＯＤ值均高于ＣＫ

组，酶活性增强。ＢＬ组ＩＯＤ值与Ｂ组相比，部分酶

图３ 不同处理小麦叶片ＥＳＴ同工酶酶谱

Ｆｉｇ．３ Ｅｓｔｅｒａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｓｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｗｈｅａｔｌｅａｖｅｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

表３ 不同处理小麦叶片ＥＳＴ同工酶酶谱扫描分析

Ｔａｂｌｅ３ Ｅｓｔｅｒａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｓａｎａｌｙｓｅｓｏｆｗｈｅａｔｌｅａｖｅｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

Ｎｕｍｂｅｒ Ｍｏｂｉｌｉｔｙ犚ｆ
ＣＫ Ｂ Ｌ ＢＬ

ＩＯＤ

１ ０．１３ ８１ ５２ ６９ ９８

２ ０．２６ １２４３ ９４７ １４７９ １１９２

３ ０．６０ ７８ ２２ ８６ ４７

４ ０．７８ ２００ ９４ ２４８ １１１

５ ０．８６ ７７０ ４９５ ７９７ ４９１

０５０４００２３
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带活性增强，仅有犚ｆ＝０．８６的酶带变化不明显，犚ｆ＝

０．１３的酶带ＩＯＤ值大，且较所有处理组的都强。

３．４　不同处理组小麦叶片三磷酸腺苷酶同工酶电

泳凝胶图谱

由表４可知，各处理组都有３条酶带，谱带数量

相 同。但 各 处 理 组 小 麦 叶 片 三 磷 酸 腺 苷 酶

（ＡＴＰａｓｅ）同工酶谱间存在明显的差异（图４），Ｂ组

和ＢＬ组的酶带强度都较对照弱；Ｌ组酶带强度增

加。就其ＩＯＤ值分析可以看出，Ｂ组和ＢＬ组的

ＩＯＤ值均较对照低，但ＢＬ组的ＩＯＤ值略高于Ｂ

组，酶带颜色增加，活性增大。Ｌ组ＩＯＤ值高于ＣＫ

组，酶带颜色加深。

表４ 不同处理小麦叶片ＡＴＰａｓｅ同工酶酶谱扫描分析

Ｔａｂｌｅ４ ＡＴＰａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｓａｎａｌｙｓｅｓｏｆｗｈｅａｔｌｅａｖｅｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

Ｎｕｍｂｅｒ Ｍｏｂｉｌｉｔｙ犚ｆ
ＣＫ Ｂ Ｌ ＢＬ

ＩＯＤ

１ ０．１７ １４６３ ５４３ １４８０ ９６６

２ ０．３６ ４０１ １９ ６９０ ７４

３ ０．５５ ８１６ １２４ ８６８ ２２８

图４ 不同处理小麦叶片ＡＴＰａｓｅ同工酶酶谱

Ｆｉｇ．４ ＡＴＰａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｓｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｗｈｅａｔｌｅａｖｅｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３．５　不同处理组小麦叶片苹果酸脱氢酶同工酶电

泳凝胶图谱

图５是各组处理下小麦叶片苹果酸脱氢酶

（ＭＤＨ）同工酶的电泳图谱。结果表明，各处理组均

有４条 ＭＤＨ同工酶谱带，与对照无明显差异。与

ＣＫ组相比，Ｂ组辐射处理后，部分酶带减弱，少数酶

带增强。经 ＨｅＮｅ激光处理的小麦ＩＯＤ值与对照

ＣＫ组比较可知，都比ＣＫ组大，ＭＤＨ 同工酶酶带

均着色深，酶活性增强。复合处理后，在犚ｆ＝０．５１

处的酶带活性表达较强，犚ｆ＝０．６５酶带次之，另外

两组酶带均较弱，激光辐照过程，有可能促进了同工

酶的基因表达，这有待于进一步讨论。

图５ 不同处理小麦叶片 ＭＤＨ同工酶酶谱

Ｆｉｇ．５ Ｍａｌａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｉｓｏｚｙｍｅｓｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｗｈｅａｔ

ｌｅａｖｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

表５ 不同处理小麦叶片 ＭＤＨ同工酶酶谱扫描分析

Ｔａｂｌｅ５ Ｍａｌａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｉｓｏｚｙｍｅｓａｎａｌｙｓｅｓｏｆ

ｗｈｅａｔｌｅａｖｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

Ｎｕｍｂｅｒ Ｍｏｂｉｌｉｔｙ犚ｆ
ＣＫ Ｂ Ｌ ＢＬ

ＩＯＤ

１ ０．１５ ５４ ７６ ８５ １０４

２ ０．２０ ５１ ５１ ５９ ６９

３ ０．５１ ６１５ ５３３ ７１３ ５０２

４ ０．６５ ５５３ ６５９ ６００ ４７８

　　同工酶是基因表达的产物，因而利用同工酶分

析能够比较直接地判断基因的存在及其表达规

律［１５］。同工酶作为植物体内最活跃酶之一，它的合

成和活性始终受到体内遗传基因的控制和调节。不

良环境的影响常引起基因的变异而导致酶结构及其

活性的改变，这种改变反映在同工酶的酶谱上便出

现了不同数量及不同迁移率的谱带。因此，从同工

酶的分析中可以初步了解各种植物对不良环境的适

应情况及基因的变异情况［１６］。

ＵＶＢ照射后导致小麦叶片中 ＣＡＴ，ＣＥＴ，

ＡＴＰａｓｅ，ＭＤＨ同工酶的表达量减少，酶活性减弱，

但未诱导出新的同工酶类型，这可能是由于 ＵＶＢ

辐射控制了这些酶的基因表达，使这些酶的基因被

抑制而合成减弱。ＰＯＤ同工酶被认为是对环境条

件变化反应最为灵敏的一种酶，当植物受病菌、高浓

度盐和射线等不良环境因子伤害时，会诱导产生新

的同工酶谱带或使同工酶带减少。研究发现，小麦

叶片经ＵＶＢ照射后，ＰＯＤ同工酶的组分发生了变

化，新增了两条酶带，而其他酶带的强度减弱，说明

ＵＶＢ照射使ＰＯＤ同工酶的基因发生了变异，影响

了正常基因的转录和表达。产生新酶带的原因可能

是ＵＶＢ辐射增强导致某些基因的表达减弱而产生

的暂时性补偿，以适应不良的环境；也可能是ＵＶＢ

辐射增强影响了合成酶的调节基因，使酶的合成过

０５０４００２４
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程发生改变；也可能是它有多个同工酶基因位点，在

一般情况下部分位点不表达，而在遭遇逆境（如

ＵＶＢ辐射）时这些位点的基因被激活表达而产生

新酶带。

ＨｅＮｅ激光辐射植物可能通过热效应、光效

应、电磁效应和压力效应等多种效应的协同作用改

变植物体内基因表达。小麦经过 ＨｅＮｅ激光处理

后，ＰＯＤ同工酶增加了一条弱活性酶带，说明 Ｈｅ

Ｎｅ激光促进了植物体内ＰＯＤ同工酶的基因表达，

而其他同工酶的谱带数目没有变化，但这些同工酶

的活性都明显增强，说明基因表达也明显增强。复

合处理后这些同工酶的谱带加深，活性也大大增强，

增强了植物的抗逆性。说明ＵＶＢ辐射抑制了这些

酶相关基因的表达，而经过一定剂量的 ＨｅＮｅ激光

辐照又激活了这些基因而使其大量表达。可见，

ＨｅＮｅ激光可以通过改变某些酶的基因表达调控，

促进植物体内同工酶合成，来提高植物体的代谢水

平，增强植物的抗逆性。

４　结　　论

通过研究 ＨｅＨｅ激光辐照和增强 ＵＶＢ辐射

下的小麦叶片同工酶谱的变化，发现 ＵＶＢ照射引

起小麦叶片某些基因表达改变，可能是植物体在逆

境环境中诱导了某些基因的表达而相应关闭了部分

基因的表达，以提高植物的抗逆性来适应逆境环境

下细胞内特殊的代谢反应。一定剂量的 ＨｅＮｅ激

光辐射可调控植物的基因表达，并诱导相关基因的

大量表达来提高酶的活性，以达到防护 ＵＶＢ辐射

对植物的伤害。
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