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BAU-9403 对同工酶活性影响的研究
——小麦化学杂交剂离体筛选初探

李则轩1, 3, 　郭小丽2, 　刘冬成1, 　王道全2, 　陈万义2, 　黄占景3, 　张爱民13

(1. 中国科学院 遗传与发育生物学研究所, 北京 100101; 2. 中国农业大学, 北京 100094;
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摘　要: 合成和筛选优良的化学杂交剂是应用化学杂交剂培育杂交种的关键之一。化学杂交剂的筛选主要通过田

间试验, 费时费工, 建立室内离体筛选的方法很有必要。通过研究化学杂交剂BAU 29403 的作用机理, 发现其对同工

酶活性有显著影响, 用BAU 29403 处理离体过氧化物酶同工酶及酯酶同工酶, 分析其对同工酶活性影响与大田试验

的一致性, 探讨建立化学杂交剂离体筛选的可能性。试验结果表明, 离体直接加药处理对过氧化物酶同工酶的影响

与大田喷施的影响基本一致, 对酯酶同工酶的作用不明显, 但也和大田处理一致。试验表明, 有可能通过离体试验

进行化学杂交剂的筛选, 认为有必要进行进一步的研究和探讨。
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Effects of Chem ica l Hybr id iz ing Agen t BAU-9403 on Activ ity of

Isoenzym es in W heat An ther
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Abstract: Chem ical hyb rid izing agen ts (CHA s) are the key facto r fo r p roducing hyb rid seed in

CHA s hyb rid developm en t system. Genera lly the field test w as conducted to screen op t im um

CHA s and co sts a lo t and regu ires a lo t of labou r. Based on the effects of CHA s on isoenzym es,

the m ethod of adding CHA (BAU 29403) in v itro w as emp loyed to test the po ssib ility to screen

CHA s in v itro. It w as p roved that CHA had sim ilar effects on isoenzym es act ivity of perox idase

and esterase w hen added in v itro to f ield test bu t the effects on esterase w as no t d ist inct. T he

resu lts suggested CHA s cou ld be screened by in v itro m ethods and the fu rther w o rk is valuab le.
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　　杂种优势是生物界的普遍现象, 也是作物增产

的重要途径。1951 年, 木原均将普通小麦的细胞核

导入尾形山羊草的细胞质中产生雄性不育, 由此揭

开了小麦杂种优势利用研究的序幕。国内外杂种小

麦研究已经历了50 多年, 投入了相当多的人力和财

力, 虽然取得了显著的进展, 已有杂种小麦品种注册

或通过审定在生产上推广种植, 但与玉米和水稻等

作物相比, 杂种小麦远没有取得应有的经济效益和

社会效益[1, 2 ]。

目前, 可用于生产小麦杂交种的途径主要有

三种 , 即CM S (Cytop lasm icM ale Sterility ) ——细

胞质雄性不育系统 , CHA (Chem ical H yb rid izing

A gen ts) ——化学杂交系统和PT SM S (Pho toperiod

T emperatu re Sen sit ive M ale Sterility ) ——光温敏

核不育系统。就小麦杂种优势利用来说, 利用CHA

生产杂交种是更易在生产上取得突破的途径, 目前

美国、法国及印度等国家注册的杂交种多为利用

CHA 生产的杂交种。CHA 途径具有亲本选择自由,

制种程序简单等特点, 且避开了环境因子对育性的

影响和对恢 (复系) 保 (持系) 关系的制约[3 ] , 但必需

有性能优良的 CHA , 因此合成筛选 CHA 是开展

CHA 途径作物杂种优势利用的首要工作。近些年不

断有新研制出的化学杂交剂投入试用[4 ] , 但是应当

承认, 找到一个能产生强杂种优势的亲本组合不容

易, 而找到一个去雄效果好而稳定、有效用药时间

长、无残留、对小麦生长无不良副作用且价格低廉的

化学杂交剂则更加不容易。

目前CHA 的筛选主要通过温室或田间直接喷

施的方法来进行。不但一年只能进行一次, 而且工作

量大, 费时费工, 成本高, 时间长。作者在研究不同

CHA 诱导小麦雄性不育机理的过程中, 发现不同

CHA 均对主要的同工酶活性有重要影响。因此设想

若能通过提取作物一定器官或部位的同工酶, 通过

离体加入CHA 的方法研究其对同工酶活性的影响,

建立CHA 离体筛选的方法, 就可以进行大量快速的

室内CHA 筛选工作。本文报道用化学杂交剂BAU 2
9403 进行离体试验并和大田喷施结果进行比较, 探

讨化学杂交剂离体筛选的可能性。

1　材料和方法

1. 1　供试材料

小麦品种BAU 23159 (为中国农业大学育成的

矮秆品系)。试验在中国农业大学昌平实验站进行,

按常规方法种植栽培。

化学杂交剂BAU 29403 [ 12(42氯苯基) 21, 42二
氢242氧262甲基哒嗪232羧酸正丙酯 ] (以下简称

9403 ) (由中国农业大学研制, 提供) , 剂型为 10%

乳油。

1. 2　试验方法

供试小麦品种分为两个小区种植, 一个小区在

小花发育的雌雄蕊分化期进行 9403 处理, 剂量为

0. 75 kgöhm 2, 药液施用量为 300 L öhm 2。另一个小

区为对照。根据小孢子发育时期, 分别收集处于四分

体、单核、双核和三核时期的花药。所有花药收集后

立即放入- 20℃冰箱保存待用。

花药在液氮中研磨, 用T ris[三 (羟甲基) 氨基甲

烷盐酸缓冲液 ]2柠檬酸提取同工酶。4℃离心5 m in

(10 000 g) , 取上清液。将对照材料提取的上清液分

成两部分, 其中一部分分别按 1∶100 (CHA 体积∶

酶液体积, 下同)、1∶50、1∶10 的比例加入9403。然

后将所有酶液用聚丙烯酰胺凝胶电泳法分析其过氧

化物酶同工酶和酯酶同工酶。具体步骤参见文献

[ 5 ]。最后制成干胶, 拍照。

2　结果与分析

图1 和表 1 的结果表明, 对照与处理之间的过

氧化物酶带有明显的差异, 处理中的条带染色较浅,

并且这些有变化的酶带几乎都处于相同的位置 (带

9, 带10, 带11, 带12) , 也就是说9403 确实可以直接

影响过氧化物酶的活性, 并且特异地作用于其家族

中的某几种酶。更令人感兴趣的是, 与大田中喷药后

的酶谱相比较, 离体加药显示了相似的谱带变化, 受

影响的条带都处在相近的位置, 活性有改变的酶带

基本上集中在中带区域, 慢带和快带区域的酶所受

的影响较小。

这些结果表明, 9403 诱导小麦花药雄性不育的

可能机制之一就是直接干扰植物体内起重要作用的

酶类活性, 进而影响其生长发育。这种作用主要表现

为抑制酶的活性, 但是, 作者也注意到二核期大田处

理的花药其酶带的活性有所增强 (带9, 带10, 带11) ,

这与体外加药的结果相反, 可能是在活体植株体内

有另外尚不清楚的某种机制在起作用。尽管体外加

药的实验证实了9403 可以直接影响酶活性, 但这并

不表明 9403 诱导雄性不育的过程不涉及 DNA、

mRNA 层次的变化。
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F ig. 1　Effects of CHA BAU 29403 on perox idase of w heat an ther

A : CK; B: 1∶100 (CHA vo lum e∶enzym e so lu tion vo lum e) ;

C: 1∶50; D: 1∶10; E: field treatm ent

T ab le 1　Effects of CHA BAU 29403 on isoenzym e act ivity of perox idase3

Band
T etrad stage

A B C D E

M ononucleate stage

A B C D E

B inucleate stage

A B C D E

T rinucleate stage

A B C D E

1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

5 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

6 + + + + + + + + + +

7 + + + + + + + + + + + + + + +

8 + + + + + + + + + +

9 + + - - - + + - - - + + + - - - + +

10 + + + - - + - - + +

11 + + - - - + + - - - + + - - - + +

12 - - +

13 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + +

14 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

15 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + +

To tal 11 11 11 11 12 12 11 11 11 12 12 11 12 12 12 10 9 9 10 10

　 3 + + : Strong; + : Relative strong; - : W eak. A : CK; B: 1∶100 (CHA vo lum e∶Enzym e so lu tion vo lum e) ; C: 1∶50; D: 1∶10;

E: F ield treatm en t. T he sam e as in the fo llow ing tab le.

　　9403 对酯酶的直接作用效果不明显, 与大田直

接喷施对酯酶的影响结果相同 (图 2 及表 2) , 说明

9403 对蛋白质的作用是有选择性的。CHA 诱导小

麦雄性不育的机制是复杂的, 可能包含对多种不同

代谢途径的影响, 可能涉及数量众多的基因, 因此要

清楚地了解化学去雄的机理, 必须从多个层次 (细胞

结构, 蛋白质, DNA , mRNA ) 应用分子生物学、细

胞生物学等技术, 开展更深入的研究。
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F ig. 2　Effects of CHA BAU 29403 on esterase of w heat an ther

A : CK; B: 1∶100 (CHA vo lum e∶Enzym e so lu tion vo lum e) ;

C: 1∶50; D: 1∶10; E: F ield treatm ent

T ab le 2　Effects of CHA BAU 9403 on isoenzym e act ivity of esterase

Band
T etrad stage

A B C D E

M ononucleate stage

A B C D E

B inucleate stage

A B C D E

T rinucleate stage

A B C D E

1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

2 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + +

3 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + + + + + +

4 - - - - - - - - - - - - - - -

5 - - - - -

6 + + + + + + + + + + + + + + +

7 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - - - - -

8 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - - - - -

9 + + + + + + + + + + - - - - -

10 - - - - - - - - - - - - - - -

11 - - - - - - - - - - - - - - -

12 - - - - - - - - - - - - - - -

13 - - - - - - - - - - - - - - -

To tal 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13

3　讨论

有关化学杂交剂对小麦花药同工酶的影响, 前

人已经做了许多有意义的研究[6, 7 ] , 但尚未见到离体

加药分析的相关报道。近年来, 在新农药的筛选方

面, 以靶标酶作筛子已引起各方面的重视。作者设计

本试验的主要目的是了解 9403 是否可以直接影响

蛋白质的活性, 进一步诱导雄性不育的产生。试验结

果不仅证实了作者的设想, 也使我们意识到利用这

种策略来建立化学杂交剂的离体筛选方法的可行

性。主要原因在于: 1) 9403 确实可以在离体条件下

直接作用于同工酶, 而不用通过活体植株复杂的体

内调节机制来诱导雄性不育, 这是建立离体筛选的

基础; 2)在离体状况下, 化学杂交剂所影响到的同工

酶与大田试验中其所作用的酶带具有很高的相似

性, 也就是说在活体、离体两种情形下, 同一种CHA
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可以影响同工酶家族中相同的酶带, 而这些酶带活

性的变化是与植株雄性不育的发生高度相关的, 这

是离体筛选的基础。

化学杂交剂离体筛选方法的建立将是一项十分

艰巨的任务, 存在着不少困难。主要在于以下几方

面: 1)活体植株在受到外界药剂处理后, 会发生一系

列复杂精微的变化, 而离体试验往往不能反映诸多

的生理生化调节, 这就为日后筛选的准确性埋下了

隐患。2)从本试验中可以看到9403 的作用是有选择

性的, 它几乎对酯酶没有影响, 而对过氧化物酶的影

响显著, 这种选择性可能为今后筛选的试验基础带

来一定的限制性, 使得我们在筛选之前必须了解该

CHA 究竟会作用于哪些蛋白质。3)只是离体分析同

工酶或者蛋白质是远远不够的, 还要综合分析DNA

和RNA , 才可能建立完善的筛选方法。另外, 作者只

对一种化学杂交剂 (BAU 29403) 进行了研究, 研究

虽是初步的, 但其重要的意义在于提示我们对化学

杂交剂进行离体筛选是可能的。
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公　告　二
据中国科学技术信息研究所2004 年发布的《中国科技期刊引证报告》[ 1576 种中国科技论

文统计源期刊 (中文核心期刊) ], 2003 年出版的《农药学学报》各项文献计量指标如下:

代码
总被引

频次

影响

因子

即年

指标

他引

总引比

引用

刊数

扩散

因子

被引半

衰期
载文量

基金论

文比

H 404 133 0. 455 0. 078 0. 82 51 38. 3 2. 92 64 0. 66

与2002 年度 (2878 种统计刊源)的统计数据相比,《农药学学报》的影响因子由0. 311 提高

至 0. 455, 增加 46. 3%。在今年发布的 1576 种统计源期刊“影响因子”总排序中,《农药学学

报》排在第 372 位; 在 59 种化学工程类期刊中, 其影响因子排在第 12 位 (比上一年度提升 30

位) ; 在73 种农学类期刊中, 其影响因子排在第19 位。
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