
!"#$%& !!"’ #$%()*+,-./01

陈亚兰 !! 王 清 !!! 张 健 "

" &’(23456789:7;<7=> 23 ?@ )*++)+A ,’(23BCDEF4:GHIJK> 2L CD )-*+++#

M NO 采用生理生化方法对转基因马铃薯纯合四倍体甘单花 # 号" $%&#&’($系列的试管苗进行了 ))* 活
性检测% 同工酶分析及 +,- 活性检测和 )*% 同工酶分析& 结果表明’ 反义 ))* 基因对大多数转基因马铃薯试管
苗 ))* 的活性产生了明显的抑制效果 ! 其中 $%&#&’(&!. 与 $%&#&’(&!! 的 ))* 活性比对照降低 /#0.12和
/30#/24 且相应转基因品系的 ))* 同工酶也被明显抑制& 实验同时发现! 转基因马铃薯不同品系中的过氧化氢酶
和过氧化物酶的活性也受到不同程度的影响! 表现为有的高于对照! 有的低于对照( 而 )*% 同工酶所示结果与
)*% 活性检测相一致&
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随着人们对马铃薯加工产品需求的迅速增长!
马铃薯加工业得到了长足发展& 然而! 马铃薯在加
工过程中的酶促褐变严重影响了马铃薯的加工生产

与销售 L!M& 通常! 人们在加工过程中采用传统的物
理与化学方法来降低褐变程度! 这些方法主要有’
采用不锈钢产品作为加工机械! 利用热烫与蒸汽等
物理方法来驱除氧的渗入! 使用亚硫酸盐与柠檬酸
等化学抑制剂来抑制酶活性 L"M& 这些方法尽管从一
定程度上减轻了褐化! 但不能从根本上解决褐化问
题& 因此! 培育低褐化品种显得尤为重要& 然而!
作为基因分离复杂! 又是无性繁殖的四倍体马铃薯
来说! 进行常规育种所需的年限长! 获得的品种还
未推广! 就开始退化! 跟不上市场经济的步伐& 因
此! 快速获得抗损伤褐化的马铃薯品种就显得更为
重要&
利用反义 NO, 技术对现有加工品种进行改良!

有目的的修饰转基因植株中多酚氧化酶的表达! 可
以从根本上解决产品加工过程中的酶促褐化问题!
也是选择低酶褐变马铃薯加工品种的首选途径 L3M&
但导入反义 ))* 基因的马铃薯抗损伤褐化的能力

究竟如何! 马铃薯生长过程中其它生理活性是否仍
然维持原有状况! 至今尚未见到相关报道! 本实验
就此问题进行了探讨&

! 材料与方法

!"! n o
已转入反义 ))* 基因的纯合四倍体马铃薯

* $%<#<’(+ 系列及对照* $%<#+ 品系& 此材料目
前由甘肃农业大学生物工程研究所保存! 采用双节
切段繁殖! 并于 "=(左右! 3... BP 光照下培养&
待试管苗生长 3. K左右进行相关生理活性检测&
!"# 8pq)rC
!0"0! ))*活性测定
取样及粗酶液制备’ 称取* $%<#<’(+ 系列各

品系试管苗 .0= E置于研钵中) 用前需在冷冻室中冷
冻 7 Q# ! 加入 ! ?R) STU10..#磷酸缓冲液进行研
磨 ! 研好的样品分装于 !0= ?R 的离心管中 ! 于
!" ... V,?AD&!) 7(#的条件下冷冻离心 != ?AD! 取
上清液即为不同品系试管苗的 ))*粗酶液&
比色液的制备与比色’ 吸取 =. !R 不同材料

))* 粗酶液! ".. !R) ST U=I=#磷酸缓冲液加入到
!. ?R试管后! 用蒸馏水定容至 7I1 ?R& 放入 "=(
水浴锅中! 待反应液温度稳定在 "=(时! 加入 7..
!R 邻苯二酚) .I"W# ! 保温 !. ?AD 后! 并立即加入
". !) .0" V,?AD<!的氢氧化钠终止反应& 于 8"! 型
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分光光度计检读取 !"#$# 吸光度! 重复 % 次" &&!
活性的计算以每 ’() 内 !"#$#值变化 *+*, 为一个酶
活力单位"
,+$+$ -./活性测定
取样及粗酶液制备# 称取转基因$ 0"12134%

的 2 个品系试管苗 *+#5 置于冰预冷并加有 , ’6
*+$ ’78&61, 磷酸缓冲液’ 9: ; <+=(的研钵中进行研
磨! 然后将研磨好的匀浆转移到 ,+# ’6 离心管内!
于 >!下! ,$ *** ?&’()1, 冷冻离心机离心 ,# ’())
吸取上清液作为检测 &!"活性的粗酶液)

-./ 活性测定# 取 #* ’6 三角瓶! 加入 ,**
!6 上述粗酶液* 对照瓶中加入煮沸失活的酶液或
去离子水 ,** !6! 然后在每测定瓶中加入 *+,
’78&61,双氧水 $+# ’6! 并在 %*!恒温水浴中保温
,* ’()! 随后立即加入 ,*@硫酸 $+# ’8! 用 *+,
’78&61,高锰酸钾标准液滴定! 至出现粉红色’ %* A
内不消失(为终点! 记录滴定所用的高锰酸钾 ’6
数) 酶活性用每 5 鲜重样品 , ’() 内分解双氧水的
’5 数来表示)
,+$+% 同工酶分析
,+$+%+, &&!同工酶分析
取样# 剪取 *+# 5 马铃薯试管苗于加有 , ’6

/?(A108B 提取缓冲液’ *+, ’78&61,! 9: =+%! 含 $**
5&61,蔗糖(的冰浴冷研钵中充分研磨! 研磨后的匀
浆于 >!下离心 ,# ’()’ ,# *** ?&’()1,( ! 取上清液
作为电泳样品液)

&&!同工酶电泳# 采用聚丙烯酰胺不连续凝胶
缓冲系统垂直电泳) 分离胶浓度为 <+#@C浓缩胶浓
度为 %@! 电极缓冲液为 *+**# ’78&61, 的 /?(A108B
’ 9:=+%(溶液) 每样品孔点样 $* !6) 以 *+*#@溴
酚蓝为前沿指示剂) 电泳开始 %* ’()! 溴酚蓝前
沿在浓缩胶位置时! 用 ,** D电压) 当溴酚蓝进入
分离胶时! 改用 ,#* D恒压)
染色# "&&!显色液 .液# 取 $ 5 对苯二胺加

入预热的 ,= ’6 醋酸中溶解) #&&! 显色液 E 液#
取 ,@的间苯二酚 ,+# ’6! $@的双氧水 *+% ’6’ 染
色时再加入( ! 去离子水 F* ’6) 染色时 ! 取 <
’6. 液混于 E 液中! 摇匀) 电泳结束后取下凝胶
板! 放入 &&! 显色液中染色) 在室温显色完毕后!
用蒸馏水冲洗并拍照)
,+$+%+$ &!"同工酶分析
取样# 取待测植物材料 *+# 5! 放入预冷的研

钵中* 于研钵中加入预冷的 *+*$ ’78&61, G:$&!>

溶液 , ’6 进行研磨! 匀浆移入 ,+# ’6 离心管内!
在 >!下 ,$ *** ?&’()1,冷冻离心机下离心 ,# ’()!
上清液为粗酶液) 电泳过程同 &&!电泳)

&!" 同工酶染色# 称取抗坏血酸 <*+> ’5 加入
到 $* ’6 联苯胺溶液’ $ 5 联苯胺溶于 ,= ’6 温热
冰醋酸中! 再加蒸馏水 <$ ’6( ! 再将 $* ’6 *+F@
:$!$ 与 F* ’6 去离子水分别加入染色液中) 电泳
结束后! 置于大培养皿中! 倒入染色液染色数分
钟! 显色完毕! 倒掉染色液! 用蒸馏水洗数次! 为
使色带清晰! 可用脱色液脱去凝胶的底色! 脱色液
可用 <@醋酸! 脱色时应随时观察脱色进程! 以防
脱色过度而影响颜色深度)

$ 结果与分析

!"# !"#$%&’( !!")*+,-
将转基因品系$ 0"12134% 系列以及对照$ 甘

单花 2 号% 双节茎段在试管中无菌培养 %* H 后!
检测叶片与茎段混合物的 &&! 活性) 测验结果表
明# 大部分试管苗 &&! 活性低于对照品系! 其中
0"121341,*+ 0"121341,,的 &&!活性仅为 $+= 和
>+,’ *+*, !!"&’() 1,(! 比对照 &&! 活性降低了
=2+*F@和 =%+2=@) 而少数转基因品系如 0"121341
,$ 和 0"121341%= 的 &&! 活性高于对照’ 见表,( )
!"! !".$%&/01 #$%)*+,-
反义 &&! 基因的导入也使不同转基因品系的

-./ 活性发生了变化) 在供试的 2 个品系中! < 个
品系的 -./ 活性低于对照 ! 其中 0"121341F!
0"121341$%! 0"121341>#! 0"121341$= 的 -./
活性分别比对照降低 >%+F*@! F=+,#@! =%+*%@I
=>+*#@) 而 0"121341$F! 0"121341,= 的 -./ 活
性分别比对照升高 >*+*,@! ,2+,2@’ 表 $( )
!"$ !!"23456
检测转基因品系试管苗 &&! 活性的同时! 我

们也对其 &&! 同工酶进行了分析) 结果表明! 无
论是对照还是转基因马铃薯试管苗的 &&! 同工酶
均显现出 F条谱带) 其中第二条带色浓且宽为 &&!
主带! 而其他几条带的颜色及宽度随品系的不同而
不同) 其中 0"121341,*! 0"121341,,! 0"121
341$<! 0"121341>2 的谱带颜色明显淡于对照 !
而这 > 个品系的 &&! 活性均明显低于对照! 说明
与这些谱带相对应的基因表达有可能受到反义 &&!

7<7转基因马铃薯 !!"+ #$%活性变化及同工酶分析,,,陈亚兰! 王清! 张健



! ! "#$%&’()* "#$+,-.

注! 其中第 !" !" 泳道为对照# #$%&%’(%!)" #$%&%’(%!*"
#$+&%’(%,"" #$%&%’(%"-" #$%&’(%). 分别是第 -" &" !!" !)"
!& 泳道$ 第 . 和 !, 泳道分别是 #$+&+’(+"-% #$+&+’(+).!

! % "#$%&’/0 1 ""&+,-.
注! 其中第 !" !, 泳道为对照$ 第 """ / 泳道分别为 #$+&+

’(+!"$ #$+&+,-$ 第 0" !." !)" !/ 泳道分别为 #$+&+’(+!*"
#$+&+’(+!!" #$+&+’(+"0" #$+&+’(+)&&

转基因品系 11! 活性 与对照差异的百分比’ 2( 转基因品系 113 活性 与对照差异的百分比’ 2(

45 ".6/ * 45 ".6/* *

#$+&+’(+! -6.* +"060* #$+&+’(+"0 06-* +/&6.,

#$+&+’(+" !*6"* +/*6!* #$+&+’(+"- !*6"* +/*6!*

#$+&+’(+& !!6"* +./6". #$+&+’(+,, &6&* +/!6,"

#$+&+’(+!* "6-* +-&6*/ #$+&+’(+,- ,/6)* )"6!-

#$+&+’(+!! )6!* +-,6&- #$+&+’(+)) ")6/* +,6&*

#$+&+’(+!" "&6-* !/6)* #$+&+’(+)" "!60* +!.6",

#$+&+’(+!, )6/* +-"6*, #$+&+’(+)& !*6!* +/*6.*

#$+&+’(+.. !!6/* +.)6/* #$+&+’(+!& "*6&* +!-6,/

转基因品系 478 活性 与对照差异的百分比’ 2( 转基因品系 478 活性 与对照差异的百分比’ 2(

45 *6*/0" * 45 *6*/0" *

#$+&+’(+/ *6*!0& +),6/* #$+&+’(+,, *6*/*/ +!"6!*

#$+&+’(+!) *6*)*! +)*6," #$+&+’(+)& *6*0!! .6-*

#$+&+’(+!- *6*-*! !&6!& #$+&+’(+,, *6*/*/ +!"6!*

#$+&+’(+", *6*"!) +/-6!. #$+&+’(+). *6*!)) +-,6*,

#$+&+’(+"/ *6&)*- )*6*! #$+&+’(+"- *6*!*) +-)6.*

2 % ’$()(*+"#$34 ""&56789:,-,%!&$;./0(%<

= 1 "#$%&’ ’$()(*+>?7 23456@A:.5;./0(%<

基因的抑制) 而 #$+&+’(+!"$ #$+&++,- 的谱带
颜色比较深$ 这与它们相应的 113 同工酶活性较
强相一致’ 见图 !( &

1-6 !"#+,-BC
对不同品系试管苗的 13$ 同工酶分析结果表

明! 13$ 同工酶谱在转基因品系间具有较大的差
异& 未转基因品系’ 对照(仅表现出 ) 条同工酶谱
带$ 以第二条谱带色泽最深& 转基因品系 #$+&+
’(+!)% #$+&+’(+!*% #$+&+’(+," 的谱带颜色比
对照深& 而品系 #$+&+’(+"-% #$+&+’(+). 与对
照相比具有较大变异$ 其副带数少且颜色浅&

, 讨 论

马铃薯多酚氧化酶是由多基因家族编码 9":$ 目
前已经确定的有 / 个基因家族成员 $ 分别为
138,"% 138,,% 138)!% 1380"% ;3<,,,和 1"9#:$
它们在不同时期$ 不同空间进行特异性表达 9/:& 为
了有效抑制块茎 113 活性 $ 我们克隆和构建了
138," 基因和其表达载体 90:& 通过农杆菌介导对纯
合四倍体甘单花 &号进行遗传转化$ 并获得转化植
株& 在进行转化植株的 113 活性和同工酶分析后$
发现大部分转基因四倍体品系 113 活性明显低于
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对照! 证明反义 !!" 基因对 !!" 活性具有负向调
节作用! 对降低块茎损伤褐化具有积极的意义" 在
分析的 #$ 个转基因品系中! %&’(’)*’## %&’(’
)*’#+# %&’(’)*’,,# %&’(’)*’-. 的 !!" 活性均
被明显抑制"
在检测 !!" 活性的同时! 我们还测了试管苗

的 /01 活性" 从实验数据中可以看出! 反义 !!"
基因的导入不仅影响了 !!" 活性! 也影响了试管
苗的 /01 活性! 使其活性发生了很大的变异! 如
在 %&’(’)*’2( 品系中! !!" 活性明显低于对照!
但 /01 活性明显高于对照" 而在 %&’(’)*’3. 品
系中! !!"活性与 /01活性均低于对照"
分析 !!" 同工酶和 !"& 同工酶发现$ 大多数

转基因材料的 !"& 也发生了不定向的变异! 即有
些品系如 %&’(’)*’3. 与 %&’(’)*’,+ 的 !!" 活
性低于对照且同工酶谱带的色泽浅于对照! 但其相
对应的 !"& 同工酶谱带却发生了不同方向的变化"
利用农杆菌介导将反义多酚氧化酶基因定向插入载

体分子的目的是降低 !!" 的活性4.5! 但这一系列实
验表明! !!" 基因的表达受到抑制的同时! /01#
!"& 的表达出现了不同程度和不同方向的变化"
虽然! 我们寄希望将外源基因定向插入到染色体的
某一区域4(5! 但是! 现有的转基因方法还不能达到
这个水平! 这就预示着我们需要对所获得的大量转

基因品系进行有目的的选择"

! ! " # $ "
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H*CLVLCP NW CDHIU[BIL* QOHICU=

*+, -.’/%$ QNCHCN :%&$#’() "(*!+&,() G;e !!" H*CLVLCPe /01 H*CLVLCPe !!" LUNXPMBe !"& LUNXPMB

01,%2)(3 #)&242&, .5 6’(7%8+72) 9.:.;,8.<%
6’2=3.2/ .5 0.&(&.+%

/012 3#4$#’,! 5627 8-’9:! ;<=2> ?-#’-
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