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转 SOD基 因烟草中 SOD酶活力对逆境的 

耐性及其遗传学特征 
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龙山县食品药品监督管理局 ，湖南 龙 山 416800；4．中国科学院 昆明植物研究所 ，云南 昆明 650204) 

摘 要：温度、pH、酶抑制剂 H202和 KCN均对转 SOD基因烟草及其子代(s1和 F1)的SOD活性有影响。 

在这些不利条件下 ，转基 因 SOD高表达烟草品系的 SOD耐性 明显优于对照品系 ，且其 S1、F1能很好地保持 

亲本的这种优势 。 
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Abstract：The conditions such as temperature，pH，enzymatic inhibitor Hz Oz and KCN affected SOD activities 

of the leaves in near isogenic tobacco lines(including transgenlc lines with SOD gene in chloroplast and non— 

transgenic line)and their S1 progenies or F1 hybrids． Under these unsuitable condition．transgenic tobacco 

lines with overexpressed SOD gene showed obvious advantages in SOD tolerance over that of non—transgenic 

line，and these advantages could be passed down to their S1 progenies or F1 hybrids． 
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植物在进化过程中形成了由非酶抗氧化剂和抗 

氧化酶类组成的内源保护系统以免受活性氧类的伤 

害。目前在植物体内已发现的抗氧化酶类有超氧化 

物歧化酶 (SOD)、抗坏血酸 过氧化物酶 (APX)、谷 

胱甘肽还原酶(GR)等。一般认为 SOD是植物体内 

防御氧毒害的关键酶，它的活性与植物生长发育 

(Rizhsky等，2003)、细胞膜系统结构和功能稳定性 

(Allen等，1997)密切相关。近 年来 的研究表 明，采 

用转基因技术将编码 SOD的外源基 因导入植物体 

内进行表达，可以提高转基因植物的生物量(Samis 

等，2002)，并增强植物本身的耐性与抗逆性(Gupta 

等，1993；McKersie等，1993；Rennenberg等 ，1994； 
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Tanaka等，1996；Van Camp等 ，1996；Van Breuseg— 

em等 ，1999；McKersie等 ，2000)。但转基 因植物体 

内SOD活性发生变化的同时，其本身对逆境胁迫的 

耐性是否也有所改变?为此 ，本文研究 了转 SOD基 

因烟草及其 后代 (S1和 F1)的 SOD酶活性对提取 

后的贮存条件和处理条件的响应，以了解温度、缓冲 

液 pH 及酶抑制剂等对 SOD活性稳定性的效应，探 

讨转 SOD基因烟草体内SOD对逆境胁迫的耐性和 

遗传学特征。 

1 材料和方法 

1．1材 料 

转 SOD基 因烟草(Nicotiana tabacum)品系及 

其近等基因对照品系(从澳洲引进)：(1)Fe—SOD叶 

绿体高表达品系(Fe—SODh)；(2)Mn-S0D叶绿体高 

表达品系(Mn-S0Dh)；(2)Mn—SOD mRNA逆转录 

低表达品系(Mn—SOD1)；(4)非转基 因对照品系(对 

照)；高表达品系(1)、(2)的自交一代(S1)及转基因 

品系杂交一代 (F1)(杂交组合：(1)×(2)、(2)× 

(1)、(1)× (3)、(3)× (1)、(2)× (3)、(3)× (2)) 

1．2 SOD的提取 

SOD提取液的组成为 50 mmol／L pH7．8磷酸 

缓冲液(含 0．1 mmol／L EDTA；0．3 (w／v)Triton 

X一100；4 (w／v)pvp)(现代植物生理学实验指南， 

1999)，反应液 的组成为 2．5 mL 50 mmol／L pH7．8 

的磷酸缓冲液 +200 L 3O mmol／L dl一甲硫氨酸 + 

100 L 0．003 mmol／L EDTA+100 L 1．5 retool／ 

L核黄素(现配)+100 L 2．25 mmol／L NBT(刘祖 

祺等 ，1994)；四个生长期的 SOD活性 以开花后期为 

最高(另文发表)，因此文中 以开花后期材料为样 品 

进行分析 ，选取 1．0 g植株中部叶混合样 ，去掉叶脉 

后 ，加入 3倍于样品量的 SOD提取液。冰浴上研磨 

成匀浆，于 4℃下、以 11 424×g条件下的 BECK— 

MAN J2一MI冰冻高速离心机 中离心 2O min，上清 

液即为粗酶液，即时测定后置于冰箱一25℃条件下 

冰冻，以备后面各种处理所需。 

1．3转基因烟草品系及其 S1、F1的 SOD活性对贮 

存条件和抑制因子的响应 

1．3．1冰箱贮存务件的影响 SOD粗酶液分别在 

冰箱一25℃条件下冰冻7 d，4℃条件下冷藏 10 h、36 

h后测定酶活。 

1．3．2 SOD 的热稳 定性 SOD粗 酶液分 别放 在 

2O℃、3O℃、4O℃、5O℃、6O℃条件下的快速恒温数显 

水浴锅 中处理 15 rain后测定酶活。 

1．3．2 SOD的耐酸碱性 SOD粗酶液分别按 1体 

积酶液：9体积缓冲液(缓冲液的 pH分别调至 2，4， 

6，7，8，10，12)混合 ，于 3O℃水 浴锅中处理 15 rain 

后测定酶活 。 

1．3．4 H2O2的影响 SOD粗酶液分别与 1．562 5 

mmol／L、3．125 mmol／L、6．25 mmol／L H2 02等体 

积混合，于 3O℃水浴锅中处理 15 min后测定酶活。 

1．3．5 KCN 的影 响 SOD粗 酶 液分 别 与 6．25 

mmol／L、12．5 mmol／L的 KCN等体积混合，于 3O 

℃水浴锅中处理 15 min后测定酶活。 

1．4 SOD活性的测定 

SOD活性用 NBT光化还原法(现代植物生理 

学实验指南，1999)测定 ，在盛有 3 mL反应混合液 

的试管 中，加入适量处理后的 SOD粗酶液 ，混匀后 

放在试管架上 。5500光 照度下照光 15 rain后 ，取 

出试管，采用 UV一755B紫外分光光度计迅速测定 

OD。 。值。以不加酶液(用相同体积的缓冲液代替) 

的反应液试管照光为最 大还原管 ，不 照光的作空 自 

管。SOD活性计算，以能抑制 NBT光还原反应 

5O 的酶量为 1个酶活单位(U)，酶活性以 U／mg 

蛋白表示，按公式 SOD活性=[(OD 。 一OD。 。)／ 

ODmax-1／[-(5O )×3 mL反应 混合液 中加入的蛋 

白质的量(rag)3计算酶活。 

2 结果与讨论 

2．1冰箱贮存条件的影响 

不同材料在相同条件下提取的原始粗酶液活性 

约在 38 U ·mg 蛋 白 (如对 照 、(Mn—SOD1×Fe— 

SODh)F1)～45 U ·mg- 蛋 白(如 (Mn-SODh×Mn- 

SOD1)F1)之间，其它材料间活性较接近。经过冰箱 

贮存后，呈现出原始的酶活>冰冻 7 d后的酶活> 

冷藏 10 h后的酶活>冷藏 36 h后的酶活的趋势 

(图1)。冰冻 7 d后，大多数材料的酶活变化不大； 

冷藏 10 h后，对 照、Mn—SOD【、(Mn—SODl×Fe_ 

SODh)F1的活性丧失最快，下降3O 左右；冷藏 36 

h后，酶活只能保留原来的 3O ～5O ，并以 Mn— 

SOD1品系下降最快。相对于对照品系，2个转基因 

高表达品系的SOD活性在贮存过程中丧失较慢；而 

Mn—SOD1品系的酶活则丧失较快；S1酶活丧失情 

况接近其亲本；F1酶活丧失情况介于双亲之间。3 
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个转基因品系明显地影响了其后代的耐性特征。对 

冰箱贮存条件而言 ，转基 因高表达品系 SOD活性的 

耐性更强 ，而转基因低表达品系的 SOD活性的耐性 

变弱。SOD酶活测定前的贮藏环境是影响测定结 

果的重要因素之一 ，冰冻对活性影 响较小但解冻费 

时；冷藏方便但对酶活影响大，尤其是长时间放置。 

因此应当在分离提取后 马上测定 ，尽量避免贮存条 

件对 SOD活性测定造成的不利影响。 

喜 
兰 

言 
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口原始浓度 口 冰冻 口 冷藏10小时 ●冷藏36d、时 
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炮 

图 1 冰箱贮存对 POD活性的影响 

Fig．1 Effect of different P0D activity 

不同材料的原始酶活性按图中顺序依次为38．84、42．58、42．12、 

41．15、42．59、40．75、43．98、42、43、38、45．25、41．63U ·mg" 蛋 

白。图中不同条件下的酶活丧失情况均以各自原始的SOD活 

性为参照(设为 100 )。 

The original activities of different materials were 38．84、42．58、 

42．12、41．15、42．59、40．75、43．98、42、43、38、45．25 and 41．63 

U ·mg- protein according tO the orders in figure 1。respectively． 

Every activity percentage in different conditions was calculated 

on the basis of its own original activity． 

2．2 SOD的热稳定性 

不同温度条件下酶活的总体趋势是 5O℃的酶 

活<4O℃的酶活<3O℃ 的酶活<2O℃的酶 活(图 

2)，酶液在 6O℃下处理 15 rain后 出现大量 肉眼可 

见的沉淀。从热处理后 的酶 活丧失 的情况分 析，即 

使在 2O℃下进行处理 15 rain后 SOD活性丧失都 

很明显。随着处理温度的升高，酶活逐步降低。当 

温度达到 5O℃ 时，对 照品 系活性最低 ，这表 明转 

SOD基因烟草 品系在高温条件下 的热稳定性优 于 

对照品系 ，并且这种热稳定 优势在转基 因品系的后 

代中略有加强，尤其是杂交后代(F1)。 

2．3 SOD的耐酸碱性 

缓冲液 pH 为 4～1O时 ，SOD显示 出最高活性 

(图3)，随着 pH值的上升或下降，酶活急剧降低。 

酶活的最适 pH 值依次为 ：(Mn—SODh×Fe-SODh) 

F1、(Fe-SODh× Mn-SOD1)F1、(Mn-S0Dl× Fe— 

S0Dh)F1是 4；对照 品系 、Fe-SODh品系 S1、Mn— 

S0Dh品 系 S1是 6；(Fe_SODh×Mn-SODh)F1、 

(Mn-SODh x Mn-SOD1)F1是 7；Fe-SODh品系、 

Mn-S0Dh品系、Mn-S0Dl品系、(Mn-SODl×Mn- 

SODh)F1是 8。不 同材料 的最适 pH 不同，因此常 

用的 pH7．8条件下测定 S0D活性将会导致测定结 

果产生偏差。pH值为 2时，对照品系、3个转基因 

亲本 品系、Fe-SODh和 Mn-SODl组合 的 F1 SOD 

活性完全丧失；而 pH值 为 12时，仅 Mn-SOD1品系 

的酶活为零 。从 pH2～12的处理结 果看，转 S0D 

基因高表达品系及其后代的 SOD活性的耐酸碱性 

更好。 
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图 2 不同温度处理后的 SOD活性变化 

Fig．2 Changes of S0D activities caused 

by different temperatures 

口PH2 rlpH4口PH6 mpH7圈PH8 l~H10 HI2 

图 3 不同 pH缓 冲液处理后的 S0D活性变化 

Fig．3 Changes of SOD activities caused by 

buffer solutions of different pH 

2．4 SOD对 H2o2和 KCN的反应 

从图 4，5可见 ，(1)抑制剂 H O 处理后 的SOD 

活性损失非常严重 (图 4)，浓度达到 6．25 mmol／L 

时，一部分材料的酶活性完全丧失。虽然 SOD活性 

丧失严重，但仍能看出转基因品系略有优势，其后代 

∞ ∞ 柚 加 0 
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的优势则不明显。3种 SOD同工酶类型中仅 Mn— 

SOD对 H O 不敏感 ，而 Cu，Zn—SOD和 Fe—SOD均 

对 H O 敏感 ，推测可能是植 物材料 的 Mn—SOD含 

量较少所致 。(2)KCN 对 SOD 活性 的影 响不 如 

H O 显著(图 5)。3种 SOD同工酶类型中仅 Cu， 

Zn—SOD对 KCN敏感 ，因此抑制剂 KCN影 响的主 

要是 Cu，Zn—SOD 的活性 。转基 因品 系对抑 制剂 

KCN的耐性比对照品系强，在其后代中体现得更为 

明 显 。 
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图 4 不同浓度 H2O2处理后的 SOD活性变化 

Fig．4 Changes of SOD activities caused by 

Hz Oz at different concentration 

口 6 25mM — I2 5mM 

图 5 不同浓度 KCN处理后的 SOD活性变化 

Fig．5 Changes of S0D activities caused by 

KCN at different concentration 

综上所述 ，贮藏环境 、温度、缓冲液 pH 及酶抑 

制剂对 SOD活性都有影响。在本文实验涉及的不 

利条件下 ，转基因 SOD高表达烟草品系及其后代的 

SOD活性及耐性明显优于对照品系；而转基因 SOD 

低表达烟草品系相对于对照品系则不具优势。这说 

明利用转基因技术导人编码(或抑制)某种类型 

SOD的外源基因既可以提高(或降低)SOD表达产 

物的总量 ，又能通过改变此类 SOD同工酶的含量从 

而增强(或削弱)SOD本身在不利条件下的耐性，这 

些改变能遗传给后代 ，并且 S1、F1较好地保持从亲 

本获得的这种特性 。 
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一零一静 阻掣牲 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

