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LB技术获得的科间植物「烟草（＋）菠菜〕F2 ,F。代

植株与亲本呼吸代谢途径及叶绿素含量的遗传分析

崔亚亚 白云 陈毅平 吴伯骥
（中国科学院成都生物研究所，成都, 610015)

本文报道了通过人工技术(LB技术）促使不同植物细胞间细胞质和染色质穿壁转移获得的科间植

物I烟草（十）菠菜]F：代植株与其双亲同一生长发育时期叶片的呼吸代谢途径及 F,} F，代植株单位叶面

积叶绿素含量的测定及比较分析，为 LB技术导人外源遗传物质并使之遗传和表达从而获得杂种的真

实性提供了佐证。

关锥词：LB技术，（烟草＋菠菜）杂交后代，呼吸代谢途径，叶绿素a和叶绿素b

高等植物的呼吸代谢过程是植物的一个基

本生命活动过程。前人的研究表明，在植物中

同时存在着多条呼吸代谢途径，它们在时间上

是平行和交错的，在空间上是多方向的。多条

途径在时空上的不同强度和速率的搭配，构成

了植物体的呼吸代谢类型，并由基因通过酶活

动予以决定“一。 叶绿素a和叶绿素b是高等

植物光合作用的最主要色素，作用是吸收和传

递光能，其遗传由多基因控制【5,14一‘3。这样，具

不同呼吸代谢类型及叶绿素含量的植物间及其

杂交后代在遗传基础上的差异，必将在杂交后

代与双亲的呼吸代谢途径和叶绿素成分及含量

上表现出来。为此我们进行了以下实验。

材 料 和 方 法

（一）材料

柳叶烟草 （Nicotiana tabacu m L.)、大

圆叶菠菜(Spinacia oleracea L.）和烟草（＋）

菠菜 (Nicotiana tabacum L.（＋）Spinacia

oleracea L.) 17N-2株系有性繁殖种子，温室

播种。温度24-280C,湿度70-80多，每夭12

小Pfij' 3000--40001us光照，苗龄40天时随机平

行取样测定。

（二）方法

1．呼吸代谢途径测定 每次测定1株植

株的整株展开叶片，蒸馏水冲洗后去除中脉，剪

成25mm，左右小片，用 CS-5呼吸强度自动记

录仪（重庆师范学院应用物理研究室制）和SP-

2氧电极装置 （中国科学院上海植物生理研究

所制）测定(810 测总呼吸强度时用0.02 mol/L
磷酸缓冲液 （pH6.5 )＋5% 葡萄糖，测 EMP

途径用l Ommol,/L碘代乙酸抑制，HMP途径

用l Ommol/L碘酸三钠抑制，测抗 KCN呼吸

用lmmol/L KCN作抑制剂，各种抑制剂均用

含，多葡萄糖的0.02mol/L磷酸缓冲液配制，

调至pH 6.50测定前将材料在各自处理液中浸

泡20分钟。6次重复。

2，叶绿素的提取和测定 分别取相同叶

位的鲜叶2.5cm',剪碎于研钵中加少量碳酸钙、

石英砂和4.5m1蒸馏水研成匀浆，再加20ml丙
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酮，继续研磨至组．织变白。 将提取液倒人小烧

杯中静置数分钟，过滤，定容至50m1。吸取该

提取液2m1加80％丙酮2m1稀释后，用72一1

型分光光度计分别在645nm和663nm处测定

光密度值，以80多丙酮作为对照(9,10,17]。 另加
一组1/2菠菜、1厂2烟草叶绿素提取液等量混

合液为对照。重复3次。

3．计算和统计学分析 EMP, HMP途

径运行水平用总呼吸量减去加抑制剂后剩余呼

吸量表示（单位：微克07／克（鲜重）／小时）。抗

KCN呼吸用加 KCN抑制时的剩余呼吸量表

示，被抑制部分为对氰化物敏感的细胞色素途

径。

叶绿素 a(C,)、叶绿素 b (C,）和叶绿素

(a＋b) (C,）的浓度 （mg/L）按下列公式计

算’“，‘”·‘，’：

C,～12.7D663一2.69Dss

Cb二 22.9 DR,，一 4.68D.6,

C,～ 2 0.2D645＋ 8.02Dss1

叶绿素含量 (mg/cm，叶片）

二C(mg/L) x提取液总量(ml) x稀释倍数
叶面积(cm') X 1000

对测定结果进行方差分析，用最小差数法

(LSD法）进行多重比较〔1170

结果与讨论

（一）总呼吸强度

表1表明，烟草与菠菜双亲间的呼吸强度

存在极显著差异，［烟草（＋）菠菜』F：代的总呼

吸强度介于双亲之间偏于菠菜，与烟草间有极

显著差异而与菠菜间差异不显著。

实验所用 CS-，呼吸强度自动记录仪和

SP-2氧电极装置测试结果一致。

（二）EMP途径运行水平

表1表明，烟草与菠菜间的 EMP途径运

行水平及其占总呼吸比率均存在极显著差异。

〔烟草（十）菠菜］F7代的两者都介于双亲之间，

与双亲均存在极显著差异。

（三）HMP途径运行水平

表2表明，两亲本间在 HMP途径运行水

平及其占总呼吸的比率均存在极显著差异OL烟

草（十）菠菜7 F,代的 HMP途径运行水平介于

双亲之间，与双亲都具极显著差异，但其 HMP

途径占总呼吸比率与菠菜间有极显著差异而与

烟草差异不显著。

（四）抗 KCN呼吸

表2结果表明，［烟草（十）菠菜］F：代和双

亲都有细胞色素途径和抗 KCN呼吸同时存

在。两亲本间无论从抗KCN呼吸速率或其占总

呼吸的比率均有极显著差异，［烟草（＋）菠菜］

F,代都介于双亲之间，与双亲间均存在极显著

差异，但较偏于菠菜。和菠菜一样，其抗 KCN

呼吸强于对 KCN敏感的细胞色素途径，而对

烟草则相反。

（五）EMP/HMP比值的比较

菠菜的 EMP/HMP为0.87，即 EMP途

径运行水平弱于 HMP途径。 烟草的 EMP/

HMP为1.35, EMP途径运行水平强于 HMP

途径。［烟草（十）菠菜］F：代的EMP/HMP为

1.05, EMP途径和 HMP途径的运行水平几

乎相等，介于双亲之间。

（六）叶绿紊a和叶绿紊b含t

表3表明，F2, F，代与双亲及1/2烟＋1/2

菠的叶绿素a和叶绿素b含量均有极显著差异

衰1 烟草、〔烟草（十）菠菜〕F：代和菠菜总呼吸和 EMP途径运行水平比较

材 料 总呼吸强度 差异显著性
(0.01)

EMP途径
运行水平

差异显著性
(0.01)

EMP占总呼
吸比率（％）

差异显著
性（0.01)

烟草

t烟草（十）菠菜〕F：代

菠菜

722.8

553.0

566.9

LSD...,二32.5

A

B

B

624.9

354.3

215.9

LSD。二：二29.1

A

B

C

86.5

64.1

38.3

LSD..,,～5.1

A

B

C

单位：微克02／克（鲜重）l小5
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理2 烟草、〔烟草（十）菠菜〕F,代和菠菜 HMP途径和抗 KCN呼吸运行水平比较

材 料 ｛HMP途径
运行水平

差异显著

．性（0.01)
HMP途径占
总呼吸（％）

差异显著一
性（％、

抗 KCN
呼吸 fit;:. ( 0 . 01 ; I,

｛抗KCN呼吸｝
占总呼吸（％）

｝差异显I
性(0.01

33。I

57。7

64 . ̀i

LSD�.�= 5 . 0

A

｛

A

B

C

烟草

L烟草（十）菠菜二FI代

菠菜

｛

462.6

337.0

247.0

ILSD,,。一27.0

A

B

C

64.1

60．9

43.6

LSD,、二15.5

A

A

B

239.0

318.7

367.5

LSD,.,，二33．。

单位；微克 O,／克（鲜重）j小付

表3 烟草、〔烟草（十）菠莱〕熟、F，代和菠菜叶绿素。、叶绿紊b及叶绿紊 (a＋b)含盘比较

材料 1
｝

差异显著
性(0.01) 叶绿素 b

差异显著
性(0.01) 叶绿素 (a＋6l

，奏异显著
性(0 .0!、

A

B

B

c

D

0.00906

0.00635

0.00623

0.02122

0.02111

LSDo, ＝0.00034

A

B

B

c
l

（D

～— 一— －一1

0.02_727

0.02002

0.02024

0.04529

｛ 0.04374

｝1-SD..,‘一0.00077

烟草 一
［烟草（十）菠菜〕PZ人

〔烟草（-F- i 菜〕F，代

菠菜

112烟 ＋112菠

单位：mg/cm,、叶片）

并低于双亲，Fz代与F，代间差异不显著。

（七）叶绿素 (a十b）含A

表3结果表明，〔烟草（十）菠菜l Fz,F，代的

叶绿素 (a＋b)的含量明显低于双亲，与双亲

及1/2烟十1/2菠间有极显著差异，F:代和F
代间差异不显著。

高等植物的呼吸代谢途径和叶绿素合成都

是由基因通过酶活动控制的，但也受组织（或器

官）类型、年龄、生长发育时期、外界条件等影响

而变化1I-4,1:,171。呼吸代谢各途径都是由一系列

酶（酶系统）所控制，即由多基因共同控制的。

同样，叶绿素的合成也是由多基因控制的［(4,19)0

同等条件下呼吸代谢途径及叶绿素成分和含量

的差异，在一定程度上反映了植物在多基因水

平上的差异，并相应地引起其它生理功能和形

态结构上的不同。

LB技术实现的植物细胞对外源遗传物质

的导人，是以多基因水平（基因群）进行的，同时

也导人部分细胞质和细胞器，在多基因水平上

改变植物的遗传基础。通过该技术已获得了科

间植物烟草＋菠菜杂交植株L6,71。 本实验结果

表明11烟草＋菠菜]F：代 EMP途径运行水平

及其占总呼吸比率、HMP途径运行水平、抗

KCN呼吸及其占总呼吸比率、EMP/HMP比

值上约介于双亲之间，与双亲都有极显著差异。

总呼吸强度与菠菜间无显著差异，HMP途径

占总呼吸比率与烟草间无显著差异。叶绿素含

量方面，［烟草（十）菠菜］FZ, F，代单位叶面积

叶绿素a、叶绿素b及叶绿素 (a十b）含量都

低于双亲并与双亲间存在极显著差异，而F：代

与F，代间差异不显著，趋于稳定。
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