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　　摘要：以金线兰组培苗为材料，采用分光光度法和同工酶电泳技术研究了外源 Ｃａ２＋对金线兰抗氧化酶活性及其
同工酶的影响。结果表明：不同浓度的Ｃａ２＋处理能够使金线兰ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ、ＡＰＸ活性呈现一定的升降变化，其中
ＳＯＤ酶活呈“Ｍ”形的变化趋势，ＣＡＴ酶活呈先升后降的趋势，ＡＰＸ酶活在较高浓度的Ｃａ２＋处理下较其他酶慢，ＰＯＤ变
化范围较大；同工酶分析发现，不同浓度的Ｃａ２＋处理，在一定时间范围内可诱导产生新的ＰＯＤ和ＡＰＸ酶带表达，而不
诱导新的ＳＯＤ和ＣＡＴ酶带的表达。
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　　金线兰（Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ（Ｗａｌｌ．）Ｌｉｎｄｌ），兰科开唇
兰属的一种多年生草本植物，具有极高的药用价值，且株型小

巧，叶型优美，叶脉金黄色，呈网状排列，是一种观赏价值极高

珍品，具有广阔的开发利用前景。但由于金线兰的自身抗性

较差，对环境要求极高，以至于其资源的开发利用受到限制。

Ｃａ２＋不仅是植物必需的营养元素，同时也是细胞信号转导过
程中重要的第二信使，与植物的抗氧化酶系统密切相关，通过

调节相关抗氧化酶活性提高植物对逆境的适应能力［１－２］。关

于金线兰的报道多集中在组培和胁迫相关的生理响应机制研

究［３－７］，而作为重要的信号转导物质，Ｃａ２＋对金线兰抗氧化酶
活性及同工酶影响的研究未见报道。因此本试验对金线兰组

培苗进行不同浓度的Ｃａ２＋处理，测定ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＡＰＸ、ＣＡＴ的
活性，同时对同工酶进行研究，探讨信号物质 Ｃａ２＋对抗氧化
酶的活性及同工酶的影响，为Ｃａ２＋与抗氧化酶系统关系研究
提供一定基础，为金线兰抗逆机理研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料的培养
试验材料金线兰组培苗由贵州师范大学金线兰课题组提

供。将处于增殖期且生长时间一致的金线兰组培苗转接到生

根培养基中，培养６０ｄ后，选取长势一致的生根组培苗，备
用。培养条件：光照 １２ｈ／ｄ，光照度 ２０００ｌｘ，温度（２１±
２）℃。
１．２　材料的处理

取已经生根的金线兰组培苗，分别在添加 ０．５、１．５、

２．５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２的ＭＳ培养液中处理６、１２、２４、４８、７２ｈ，对
照（ＣＫ）为ＭＳ培养液处理。
１．３　测定方法
１．３．１　粗酶液的制备　参照王爱国等的方法［８］制备粗酶

液：金线兰成熟鲜叶去掉主脉，准确称取１ｇ，加入５ｍＬ预冷
的酶提取缓冲液，冰浴充分研磨，于低温离心机１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，上清液即粗酶液，冷藏备用。
１．３．２　酶活测定　ＳＯＤ活性测定：参考王爱国等的方法［８］

稍作修改，先加入 １５０μＬ粗酶液，然后依次加入 ２．７ｍＬ
１４．５ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｌ－甲硫氨酸，０．１ｍＬ３ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，
０．１ｍＬ２．２５ｍｍｏｌ／ＬＮＢＴ和０．１ｍＬ６０μｍｏｌ／Ｌ核黄素。混
匀后倒入比色杯，在 ３０００ｌｘ下光照１０ｍｉｎ，反应后立即避
光，将反应液颠倒几次混匀后立即测Ｄ５６０ｎｍ值，以不加粗酶液
而加酶提取液为最大光还原管，以 ＰＢＳ液代替 ＮＢＴ作为空
白，以能抑制ＮＢＴ光化还原５０％为１个酶活力单位 Ｕ，酶活
力按下式计算，单位为：Ｕ／ｇ。

计算公式：

反应抑制率 ＝
（对照Ｄ５６０ｎｍ－对照空白Ｄ５６０ｎｍ）－（样品Ｄ５６０ｎｍ－样品空白Ｄ５６０ｎｍ）

（对照Ｄ５６０ｎｍ－对照空白Ｄ５６０ｎｍ）
×１００％；

酶活力（Ｕ／ｇ）＝ 反应抑制率

５０％×３ｍＬ反应混合液中加入的样量。

　　ＰＯＤ活性测定采用愈创木酚法［９］。３ｍＬ反应混合液
（５００ｍＬ５０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳｐＨ值 ７．８＋０．２８ｍＬ愈创木酚 ＋
０．１９ｍＬ３０％Ｈ２Ｏ２）中加入 ５０μＬ酶液，迅速摇匀立即测
Ｄ４７０ｎｍ，每３０ｓ读数１次，以１ｍｉｎＤ４７０ｎｍ升高０．１的 Ｄ值为１
个酶活力单位Ｕ，单位为Ｕ／（ｍｉｎ·ｇ）。

ＡＰＸ活性测定参照Ｄａｌｔｏｎ等的方法［１０］，略作改进。３ｍＬ
反应混合液 （５０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳｐＨ值 ７．０＋０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ－Ｎａ２＋０．５ｍｍｏｌ／ＬＡｓＡ，１０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２）加入１００μＬ
粗酶液启动反应，连续记录 Ｄ２９０ｎｍ，１０ｓ读数 １次，以 １ｍｉｎ
Ｄ２９０ｎｍ降低 ０．１的 Ｄ值为 １个酶活力单位 Ｕ，单位
为Ｕ／（ｍｉｎ·ｇ）。

ＣＡＴ活性测定参照程鲁京等的钼酸铵显色法［１１］，略作改

进。所有药品在室温下恒温，然后在空白管（Ｂ２）加 １ｍＬ
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６５μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２基质液，空白管（Ｂ３）中加入１ｍＬ６０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值为７．４），空白管（Ｂ１）中加１ｍＬ６５μｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２基质液，样品管（Ｕ）中加 ０．２ｍＬ粗酶液和 １ｍＬ
６５μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２基质液，３７℃水浴保温１ｍｉｎ后加入 １ｍＬ
３２．４ｍｍｏｌ／Ｌ钼酸铵溶液，混匀后在 Ｂ２管和 Ｂ３管分别加入
０．２ｍＬ６０ｍｍｏｌ／Ｌ钠－钾磷酸盐缓冲液（ｐＨ值７．４）；在 Ｂ１
管加入０．２ｍＬ粗酶液。５ｍｉｎ后于４０５ｎｍ处以蒸馏水调零
比色，记录吸光度（Ｄ）。酶活力以清除Ｈ２Ｏ２的ｍｇ数表示，按
下式计算，单位为ｍｇ／（ｍｉｎ·ｇ）。

酶活力［ｍｇ／（ｍｉｎ·ｇ）］＝
ＤＢ１－ＤＵ
ＤＢ２－ＤＢ３

× ６５×１×３４
０．２×０．２×１０００。

１．３．３　同工酶分析　分离胶浓度为７．５％，浓缩胶浓度为
２．５％，ｐＨ值为 ８．３的 Ｔｒｉｓ－Ｇｌｙ电极缓冲液。上样量为
４０μＬ。电泳开始时，电流设为１０ｍＡ，当指示剂溴酚蓝进入
分离胶后，调电流至１５ｍＡ。电泳时间视酶分子量而定，一般
至指示剂距凝胶前沿１ｃｍ为停止时间。
１．３．３．１　加样　浓缩胶聚合完成后，缓慢拔出样品梳，注入
预冷已稀释１０倍的电极缓冲液。用微量进样器吸取４０μＬ
处理后的酶液（１０μＬ酶液、２０μＬ４０％的蔗糖溶液、１０μＬ
２％的溴酚蓝指示剂），依次加入加样槽中。
１．３．３．２　酶活性染色　ＳＯＤ活性染色：参照文献［１２］的方
法，略作改进。电泳结束后，将胶浸泡于染色液 ２．４５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮＢＴ中，避光浸泡２０ｍｉｎ，并不时摇动，蒸馏水漂洗，再放入
０．０３６ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ值 ７．８）磷酸缓冲液（含０．０２８ｍｏｌ／Ｌ
ＴＭＥＤＡ，２８μｍｏｌ／Ｌ核黄素），避光浸泡１５ｍｉｎ，并不时摇动，
蒸馏 水 漂 洗，放 入 ０．０５ ｍｏｌ／Ｌ ＰＢＳ（含 ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２－ＥＤＴＡ）（ｐＨ值 ７．８），４×８Ｗ 日光灯下照光 ２０～
３０ｍｉｎ，直至出现无色谱带，蒸馏水漂洗２～３次，拍照。

ＰＯＤ活性染色：参照 Ｒａｈｎａｍａｌ等的方法［１３］，稍作改动。

染色液：０．１ｇ联苯胺、５ｍＬ无水乙醇、１０ｍＬ１．５ｍｏｌ／Ｌ乙酸
钠、１０ｍＬ１．５ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸、７５ｍＬ的蒸馏水溶解并过滤待
用。胶片用蒸馏水冲洗３次后，在染液中加入０．１４ｍＬ３０％
Ｈ２Ｏ２，迅速摇匀后将胶片放入，待酶带完全出现后（约
２０ｍｉｎ），用自来水冲洗２～３次，拍照。

ＡＰＸ活性染色：采用抗坏血酸———联苯胺染色法。染色
液成分为：ＡｓＡ７０．４ｍｇ、联苯胺溶液（２ｇ联苯胺溶于１８ｍＬ
温热冰醋酸中，再加入蒸馏水７２ｍＬ）２０ｍＬ、１．２％Ｈ２Ｏ２溶液
２０ｍＬ、蒸馏水 ６０ｍＬ。蒸馏水润洗胶片 ２次，再加入 ４０～
５０ｍＬ的染色液，直到清晰的 ＡＰＸ带显现为止，将染色液倒
掉，并用自来水冲洗几次，照相。

ＣＡＴ活性染色：参照 Ｗｏｏｄｂｕｒｙ等的方法［１４］，电泳结束

后，用蒸馏水清洗胶片，０．０５％Ｈ２Ｏ２溶液浸泡２０ｍｉｎ后用蒸
馏水冲洗几次，再加入染色液（含有０．５％的氯化铁，０．５％的
铁氰化钾），直到显带为止，照相，整个过程注意避光。

２　结果与分析

２．１　外源Ｃａ２＋对金线兰抗氧化酶活性的影响
２．１．１　Ｃａ２＋对金线兰ＳＯＤ活性的影响　３种浓度的 Ｃａ２＋处
理对金线兰ＳＯＤ酶活性的影响见图１，可以看出ＳＯＤ酶活性
呈现“Ｍ”形的变化趋势，即先升高后降低再升高，最后趋于稳
定。其中，１．５ｍｍｏｌ／Ｌ和２．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理下 ＳＯＤ酶活

性都在２４ｈ达到最大值，而０．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理下在４８ｈ
时达到最高值。由此可知，外源钙处理能提高ＳＯＤ酶活性。

２．１．２　Ｃａ２＋对金线兰ＰＯＤ活性的影响　３种浓度的Ｃａ２＋处
理下金线兰 ＰＯＤ酶活性的变化情况见图 ２，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ和
１．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理下，ＰＯＤ酶活性变化呈现先升高后下降
再升高的趋势，在２．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理下，呈现先下降后升
高的趋势，可能是高浓度的 Ｃａ２＋抑制了 ＰＯＤ活性，一段时间
适应后出现上升的变化。可知，Ｃａ２＋处理对ＰＯＤ酶活性影响
较为明显。

２．１．３　Ｃａ２＋对金线兰ＡＰＸ活性的影响　３种浓度的Ｃａ２＋处
理下金线兰 ＡＰＸ酶活性变化情况见图 ３，可以看出
０．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理下ＡＰＸ酶活性呈现先升高后下降的变
化趋势，变化不明显；１．５ｍｍｏｌ／Ｌ和２．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理
下，在１２ｈ内ＡＰＸ酶活性变化不明显，而处理时间在 ２４～
７２ｈ时，变化较显著，呈现先下降后升高的趋势，可能是金线
兰ＡＰＸ需要一定时间来适应较高浓度 Ｃａ２＋的变化并作出相
应的生理响应。

２．１．４　Ｃａ２＋对金线兰ＣＡＴ活性的影响　３种浓度Ｃａ２＋处理
下金线兰 ＣＡＴ酶活性变化情况见图 ４，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ和
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１．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理下 ＣＡＴ酶活性先升高后下降最后趋于
稳定，且活性不同程度高于对照，２．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理下，在
１２ｈ内ＣＡＴ酶活性变化较小，１２ｈ以后变化较显著，呈现先
上升后下降的趋势。说明在适宜的浓度范围内，Ｃａ２＋处理能
有效提高ＣＡＴ酶活性。

综上所述，ＳＯＤ、ＰＯＤ酶活性都产生了较大的升降变化，
且随着处理时间的延长趋于稳定，说明植物对外界的影响有

一个紊乱调整过程；ＡＰＸ酶活性，在较高浓度的 Ｃａ２＋处理下
响应较其他酶慢；ＣＡＴ活性不同程度高于对照，适当 Ｃａ２＋处
理能够明显提高金线兰 ＣＡＴ的活性且维持较高活性。其中
１．５ｍｍｏｌ／Ｌ和 ２．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理对酶活的影响较大，
０．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理的作用较小，其中１．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处
理２４ｈ时金线兰抗氧化酶活性达到最高值，２．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋

处理４８ｈ次之。

２．２　外源Ｃａ２＋对金线兰抗氧化酶同工酶的影响
２．２．１　Ｃａ２＋对金线兰ＳＯＤ同工酶谱的影响　金线兰经过３
种浓度的 Ｃａ２＋处理后，组培苗 ＳＯＤ同工酶分析结果见图５，
随着处理浓度和时间不同，酶带呈现一定的强弱差异，但各处

理和对照相比，都是共有５条带，处理后并未产生新的酶带，
即没有ＳＯＤ同工酶产生。
２．２．２　Ｃａ２＋对金线兰ＰＯＤ同工酶谱的影响　金线兰经过３
种浓度的 Ｃａ２＋处理后，组培苗 ＰＯＤ同工酶分析结果见图６，
处理浓度和时间的不同，酶带呈现一定的强弱差异。其中，

０．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理１２ｈ和４８ｈ时有新的酶带产生，１２ｈ
时出现１条Ｒｆ为０．１３７的酶带，４８ｈ时出现２条 Ｒｆ分别为
０．１３７和０．１９９的酶带；１．５ｍｍｏｌ／Ｌ和２．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理
后并未产生新的酶带，没有ＰＯＤ同工酶产生。

２．２．３　Ｃａ２＋对金线兰ＡＰＸ同工酶谱的影响　金线兰经过３
种浓度的 Ｃａ２＋处理后，组培苗 ＡＰＸ同工酶分析结果见图７，
处理浓度和时间不同，酶带呈现一定的强弱差异。其中

０．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理１２ｈ时有１条 Ｒｆ为０．１５６的酶带产
生，１．５ｍｍｏｌ／Ｌ和２．５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理４８ｈ时有１条Ｒｆ为
０．１５６的酶带产生。
２．２．４　Ｃａ２＋对金线兰ＣＡＴ同工酶谱的影响　金线兰经过３
种浓度的 Ｃａ２＋处理后，组培苗 ＣＡＴ同工酶分析结果见图８，
处理浓度和时间的不同，酶带呈现一定的强弱差异，但 ＣＡＴ
同工酶带始终只有２条，各处理与对照的条带基本一致，即
Ｃａ２＋处理对金线兰的ＣＡＴ同工酶的表达没有明显影响。

３　讨论

关于植物抗性机理的研究已有大量报道，但由于金线兰

分布范围较窄，人们多关注于金线兰的药效、组培、人工栽培

等的研究［１５－１７］，对于其抗性研究较少。本试验就 Ｃａ２＋对金
线兰抗氧化酶活性及同工酶的影响进行研究，探讨信号物质

Ｃａ２＋对金线兰抗氧化酶的活性及表达的影响。
Ｃａ２＋作为第二信使，在植物的信号传递中起重要作用。

关于植物逆境胁迫下钙信使和抗氧化酶系统关联的研究报道

有很多［１８－２２］，表明外源钙处理对植株 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ、ＡＰＸ
酶活都有一个紊乱调整过程，有助于缓解胁迫的危害，这与本
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试验结果类似。

低浓度 Ｃａ２＋处理时，ＰＯＤ同工酶有新增酶带，高浓度时没
有新增酶带，但谷俊涛等、翁笑艳等的研究结果表明Ｃａ２＋浓度
越大，ＰＯＤ同工酶组分越复杂［１－２］，本试验结果与之有差异；同

工酶电泳发现不同浓度 Ｃａ２＋处理下未产生新 ＳＯＤ同工酶和
ＣＡＴ同工酶，这与王长义等的研究结果［２３］不同，可能不同植物

对Ｃａ２＋的响应和调节能力存在差异，这有待进一步探讨。
本试验结果显示，外源Ｃａ２＋可以影响金线兰抗氧化酶活

性，对ＡＰＸ和ＰＯＤ的同工酶表达有调控作用，参与了金线兰
消除体内自由基的过程，推测Ｃａ２＋能够使金线兰某些特定抗
氧化酶同工酶表达，从而能够激活相应保护机制，减少和缓解

逆境对自身的伤害。

结合抗氧化酶活性与同工酶谱的分析，可以推测低浓度

的Ｃａ２＋短时间（６ｈ）处理对同工酶的诱导作用较为明显，而
较高浓度的Ｃａ２＋（１．５～２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）长时间（２４～４８ｈ）处理
对酶活性变化作用较大。此外同工酶的产生与酶活性变化没

有明显的相关性，Ｃａ２＋不只是通过诱导新同工酶产生调节酶
的活性，同时可能存在其他调节途径。
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