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木薯体细胞胚发生过程中抗氧化酶活性变化
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摘　要：以木薯成熟体胚的子叶胚为外植物诱导的体细胞胚为材料，研究其体细胞胚发生过程中抗氧化酶
活性（SOD，POD，CAT 活性）和过氧化物酶同工酶酶谱的变化。 结果表明，木薯体细胞胚发生过程中，SOD 活
性均在胚性细胞向球形胚转化时下降，鱼雷形胚和子叶形胚发育时升高；而 POD 和 CAT 活性呈相反趋势。
初步认为，SOD 酶活性降低可作为木薯胚性细胞初期分化和胚胎早期发育的一个判断指标。 在木薯胚性细
胞发生到分化和成熟过程中，过氧化物酶同工酶谱带由 5 条上升为 9 条，其中有 5 种过氧化物酶同工酶稳定
出现，这可能是维持细胞基础代谢的一些基因表达的产物。
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所有需氧生物都必须依赖氧才能获得能量和维持生命，体细胞胚发生必然也有活性氧的参与，存在
活性氧代谢过程。 植物体内活性氧的生成和清除处于动态平衡之中［1］ ，这种动态平衡主要是通过过氧化
物酶（peroxides，POD）和过氧化氢酶（catalase，CAT）等酶系统调节的［2］ 。 植物体细胞胚发生和发育过程
中抗氧化酶活性研究已有些报道［3 － 12］ ，其中崔凯荣等［2］认为体细胞胚发生及发育是大量酶特异性合成及
参与代谢的结果，他们在研究枸杞体细胞胚发生过程中发现，SOD，POD和 CAT相互配合来调节胚性细胞
的分化和发育，这 3 种酶在胚胎发生与发育过程中具有特异性变化，表明体细胞胚胎发生与超氧化物自
由基的清除有关。 詹园凤等［3］发现，在大蒜体细胞胚胎发生过程中 SOD，POD和 CAT活性的变化与胚性
愈伤组织的诱导及体胚的发育密切相关。 同工酶是来源于生物体不同的结构而又能催化同一反应的酶，
是基因表达的次级反应。 体细胞胚胎发生是体细胞脱分化，进而再分化的代谢过程。 在这个过程中同工
酶也相应地发生变化，体细胞胚胎发生过程中同工酶的变化在许多植物中已有报道，Coopens 和 Gillis［13］

在研究大麦中发现，其体细胞胚胎发生过程中过氧化物酶、酯酶和酸性磷酸酯酶同工酶的结合使用可以
作为体细胞胚胎发生的标志酶。 陈力耕等［14］ 、魏琴等［15］和刘天磊等［16］分别在柑桔、枸杞和苜蓿的体细
胞胚胎发生体系中进行研究，认为过氧化物酶同工酶可以作为体细胞胚胎发生早期的生化指标。 但对木
薯体细胞胚发生发育过程中抗氧化酶活性和过氧化物酶同工酶的研究尚未见深入报道；对木薯体细胞胚
发生过程中胚性细胞发生、分化时期的判断标准尚未建立。 因此，本实验以木薯成熟体胚的子叶胚为外
植体诱导的体细胞胚为材料，研究其体细胞胚发生过程中超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、
POD和 CAT活性变化及其与体细胞胚发生发育的关系和过氧化物酶同工酶酶谱的变化，从而为建立稳定
高效的木薯体细胞胚发生体系提供基础资料。



1　材料与方法

1． 1　木薯体细胞胚诱导子叶的形成　取华南 8 号木薯的侧芽、嫩叶、叶耳作为外植体诱导体细胞胚的形
成材料，以（25 ± 1）℃暗培养，2 周后将其继代到新鲜的体细胞胚诱导培养基（MS ＋ 12 g·L － 1毒莠定）
上。 每 2 周继代 1 次，体细胞胚可以通过继代不断增殖。 继代 2 ～ 3 次后，将体细胞胚转移到胚成熟培养
基（MS）上，以（25 ± 1）℃ ，16 h·d光照培养，诱导胚成熟并产生绿色的子叶为本实验的材料。

取诱导 2 周的绿色子叶，用解剖刀将其切成约 0． 25 cm2 的小块，把这些小块放到体细胞胚诱导培养
基上，诱导体细胞胚发生。 取在体细胞胚诱导培养基上培养 0 d的外植体、5 d的胚性愈伤组织、10 d的球
形胚、20 d的鱼雷形胚和 30 d的子叶形胚进行 SOD，POD和 CAT活性测定。
1． 2　生化样品制备　分别准确称取不同发育时期的木薯体胚诱导新鲜材料 0． 3 g ，在冰浴上研磨，加入
PBS （50 mmol·L － 1磷酸缓冲液，pH 7． 8）缓冲液 1． 5 mL，在冰浴中研磨成匀浆，16 090 × g 离心 30 min，
取上清液冷藏备用。 实验重复 3 次。
1． 3　SOD酶活性测定　采用 NBT光化还原法［17］ ，以抑制 NBT光化还原率达 50％的酶量为 1 个酶活性
单位，其结果以鲜质量为 U·g － 1表示。 重复 3 次，取平均值。
1． 4　POD活性测定　采用愈创木酚法，参考陈建勋［18］的方法进行测定，以每分钟增加 0． 01 个 A 值为 1
个活性单位，其结果以鲜质量为 U·g － 1表示。 重复 3 次，取平均值。
1． 5　CAT活性测定　采用过氧化氢还原法，参考陈建勋［18］方法进行测定，以每分钟减少 0． 01 个 A 值
为 1 个活性单位，其结果以鲜质量为 U·g － 1表示。 重复 3 次，取平均值。
1． 6　过氧化物同工酶分析　采用不连续垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳［19］ 。 分离胶的质量分数为 10％ ，浓
缩胶的质量分数为 5％ ，胶厚为 1． 5 mm。 电泳在 4 ℃冰箱中进行。 电泳后用联苯胺染色，再用 φ ＝ 7％的
醋酸固定保存，照相，并记录迁移率（Rf值），Rf ＝ 酶带迁移距离 ／溴酚蓝迁移距离。
2　结果与分析

2． 1　体细胞胚发生过程中过氧化物酶活性变化
2． 1． 1　体细胞胚发生过程中 SOD活性变化　当木薯外植体在体胚诱导培养基上培养 5 d 时（即胚性愈
伤组织时期），SOD活性缓慢上升，球形胚时期急剧下降到最低值，但随着体细胞胚的不断发育和分化，鱼
雷形胚时期（培养 20 d）和子叶胚时期（培养 30 d）时的 SOD活性又缓慢上升（见图 1）。 在胚性细胞分裂
形成球形胚的过程中 SOD活性下降，似可作为判断木薯胚性细胞早期分化的一个指标。

图 1　木薯体细胞胚胎发生过程中 SOD，POD 和 CAT 的活性变化

2． 1． 2　体细胞胚发生过程中 POD 活性变化
在木薯体胚发生过程中，外植体脱分化早期
POD活性迅速上升，球形胚时期达到最大
值，但随着体细胞胚的不断发育和分化，鱼
雷形胚时期（培养 20 d）和子叶形胚时期（培
养 30 d）时的 POD活性则下降（见图 1）。 这
表明 POD活性升高对木薯胚性细胞的形成
和早期发育有诱导和促进作用。
2． 1． 3　体细胞胚发生过程中 CAT 活性变化
在木薯体胚发生过程中，外植体转移到诱导
培养基后，CAT 活性开始下降，球形胚时期
（培养 10 d）回升并达到最高，然后缓慢下
降，子叶形胚时期活性降到最低（见图 1）。
CAT活性变化趋势与 POD 活性的基本趋于
一致，这也说明 CAT活性升高对木薯胚性细胞的形成和早期发育有诱导和促进作用。
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2． 2　体细胞胚发生过程中过氧化物酶同工酶酶谱变化　木薯体细胞胚成熟过程中，POD 同工酶酶谱总
的变化趋势是酶的种类增加、酶带变强，其发生初期有 5 条酶带，共出现有 9 条酶带。 初期的 5 条酶带 P1
（Rf ＝ 0． 078 1）、P2 （Rf ＝ 0． 109 3）、P5（Rf ＝ 0． 43 7）、P6 （Rf ＝ 0． 468 8）及 P9 （Rf ＝ 0． 625 0）是它
们共有的酶带，发育后期有加强的趋势。 球形胚时期（10 d）共 6 条酶带（新增 P8）；鱼雷形胚时期 （20 d）
有 7 条酶带（新增 P7，P8）；子叶胚时期 （30 d）有 8 条酶带（新增 P3，P4，P7，P8）消失（见图 2）。

图 2　体细胞胚胎发生过程中超氧化物岐化酶同工酶谱及示意图

3　讨　论

过氧化物酶（POD）、过氧化氢酶（CAT）和超氧化物歧化酶（SOD）是植物细胞的抗氧化酶，调节活性
氧的代谢，参与细胞的分裂和分化，它们的活性改变可影响植物体细胞胚的发生［20 － 21］ 。 St Clair 等［21］认

为 SOD，POD和 CAT的活性变化与 O2 －和 H2 O2 有关系并决定着体细胞胚分化。 本研究结果显示，3 种抗
氧化酶活性在体细胞胚发生中有明显变化，在木薯胚性细胞的分化时期，POD 和 CAT 均表现为大幅度升
高，而在木薯胚性细胞的分化后成熟过程中，它们的活性下降趋势基本一致，而 SOD活性变化则相反。 结
果表明，3 种抗氧化酶活性与 O2 －和 H2 O2 的关系可能决定着胚性细胞的分化。 崔凯荣等［20］报道，在枸杞
体细胞胚发生中，SOD，POD和 CAT相互配合调节胚性细胞的分化和发育，其中 SOD 活性的变化趋势正
好与 POD 和 CAT 活性的变化趋势相反，这与本研究结果类似；而杨和平等［11］报道的在大蒜体细胞胚发

生过程中，POD 活性的变化趋势则正好与 SOD 和 CAT 活性的变化趋势相反，这可能是不同作物的体胚发
生过程中抗氧化系统的协调方式不同所致。 从本研究结果推测，这 3 种酶活性的差异可能与胚性愈伤组
织细胞分裂活跃和胚性的维持有关。 木薯体胚性细胞形成时期和胚性细胞成熟时期的 SOD 酶活性维持
较高水平，而 POD和 CAT活性在木薯体胚性细胞分化时期的活性相对较高。 高活性的 SOD 必然产生较
高水平的 H2 O2 ，而 H2 O2 对细胞分裂和分化都有促进作用

［20］ 。 体细胞胚发生过程中，SOD活性升高，产生
较多的 H2 O2 ，一方面，H2 O2 可促进体细胞胚的发生，另一方面，H2 O2 超过一定浓度就起毒害作用。 而
POD和 CAT活性升高，对于清除过多的 H2 O2 活性是有利的。 这 3 种酶的活性变化使细胞中 H2 O2 维持

在一个适当的水平，既有利于体细胞胚的发生，又不至于对细胞造成伤害。 在木薯体细胞发生过程中，
H2 O2 对木薯胚性细胞胚性的维持起一定作用。

在体细胞胚胎发生过程中，几种有关酶的同工酶的特异性表达，在一定程度上反映了体细胞胚胎的
发生及发育过程中基因表达的时空顺序性，可作为体细胞胚胎发生的生化标志。 如潘有福等［22］ 、胡忠
等［23］和翟晓巧等［24］分别在党参、宁夏枸杞和泡桐的体细胞胎发生体系中进行过研究，发现细胞分化在过
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氧化物酶同工酶酶谱变化上都有极其细致的反映，从而推断过氧化物酶同工酶可以作为体细胞胚胎发生
过程的分化指标。 沈宗英等［25］在花椰菜中研究表明体细胞胚发生和发育过程中具有较多的过氧化物酶

同工酶种类和较高的酶活性，这与本实验结论类似。 本实验中，木薯体细胞胚发育过程中，即从球形胚时
期到子叶形胚时期的发育阶段的酶谱共出现 9 条酶带，其中 P1，P2，P5，P6 和 P9 为体细胞胚发育各时期
的共有酶带，并且 P1，P2，P6 和 P9 酶带着色深且酶带较宽，表明这 4 条酶带对应的同工酶的活性强，它们
可能是维持细胞基础代谢的基因表达产物，其余酶带随着体胚的发育而发生变化，酶带的消失和出现与
这些发育阶段的形成有关，其中 P8 酶带是球形胚时期新出现的谱带，P7 是鱼雷形胚时期新出现的谱带，
P3 和 P4 是子叶形胚时期新出现的谱带，这反映了体细胞胚不同发育阶段的不同生理状态。
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Changes of Antioxidase Activity in Somatic Embryogenesis of Cassava

WANG Jing1，2 ，LI Rui-mei1，2 ，GUO Jian-chun1

（1． National Key Laboratory of Tropical Crops Biotechnology，Institute of Tropical Bioscience and Biotechnology，
Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences，Haikou 571101，China；

2． School of Agriculture，Hainan University，Danzhou 571737，China）

Abstract： During somatic embryogenesis of Cassava［Manihot esculenta Crantz（M． utilissima Pohl）］，the activi-
ties of SOD （superoxidase）decreased when the embryogenic cells were developing to the globular embryos，
while increased when the globular embryos were developing to the cotyledon embryos． However，the activities of
POD （peroxidase）and CAT （catalase）showed a reverse trend to that of SOD． It suggested that the decreased
SOD activity might be an index of the differentiation of embryogenic cells and early development of embryos in
Cassava． During the differentiation and mature of embryogenic cells，the isozyme spectra of POD increased from
five to nine，and five of them were stable．
Key words：Cassava；somatic embryogenesis；antioxidative enzyme activity；isozyme；spectra
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