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低能碳、氮离子对甜叶菊萌发率、
生长量及过氧化物酶的影响
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　 张向红　 沈明山　 陈睦传

(厦门大学细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室, 厦门　 361005)

摘　要: 以经过碳、氮 ( 75× 1014 keV /cm 2 )离子注入处理后的甜叶菊 ( S tev ia rebaud iana

B er toni)种子为材料, 研究低能离子注入对甜叶菊萌发率、生长量及过氧化物同工酶的影响。

结果表明: ( 1)萌发期处理组的萌发率低于对照, 萌发延迟,幼苗成活率不及对照组;萌发后期

处理组的相对生长量、过氧化物酶活性高于对照组。 ( 2)幼苗移至实验地种植后,处理组幼苗

长势明显优于未处理组, 处理组 60 d蕾株比明显高于对照组。 ( 3)过氧化物酶同工酶谱分析

发现, 对照组具有完整 6条基本带的植株数为 12, 具有完整 B 1、 B2基本带的植株数为 20; C+

处理组分别为 5和 11, N+ 处理组分别为 5和 6。统计发现低能离子的注入影响最大的是同工

酶谱 B1、 B2带。 N+处理组生物学负效应大于 C+处理组。
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Abstract: T he paper repo rts the e ffects o f low energy C arbon and N it rog en ion
( 75× 1014 keV /cm

2 ) im p lan ta t ion into S. rebaud iana seeds. on ge rm inant ra te,

relat ive g row th w eigh t and pero x idase o f S. rebaud iana. T he re su lts show ed:
( 1)T he seed germ inan t rates w e re low er and seeding serv iva l ra tes and deve-

lopm en t speed s w e re slow er in the treated g roups than tho se in the con tro l in

the init ia l per iod o f seed ge rm ina ting; bu t in the late pe riod o f seed germ ina t ing
the relat ive g row th w eigh t and perox idase act iv ity w ere h igher in t rea ted

g roups than tho se in the con tro l. ( 2)W hen seed ing s w e re t ransp lanted in to ex-
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perim en ta l fie ld the g row th and deve lopm en t w ere speeded up in treated g roups

than tha t in the con tro l. T he rate o f f low e r bud plan ts w ere h ighe r in t rea ted
g roups than tha t in the con tro l. ( 3)T he isozym og ram o f pero x idase by PAG E

show ed that there w ere 12 p lan ts w h ich had 1～ 6 ba sic bands and 20 p lants
w h ich had B1, B 2 bands in the con tro l, bu t on ly there w ere 5 p lan ts and 11

p lants, respect ive ly, in C
+

t rea ted g roup s, and there w ere 5 p lan ts and 6

p lants, respect ive ly, in N
+
treated g roups. T he resu lt a lso show ed the re w e re

m o re negat ive ef fects by ion imp lan tat ion into S. rebaud iana in N
+

t rea ted

g roups than tho se in C
+
t rea ted g roups in the period s o f seed germ inat ing and

p lant g row th.

Key words: G e rm inant rate; G row th w e igh t; Ion imp lan tat ion; P ero x idase;

S tev ia rebaud iana

甜叶菊 (S tev ia rebaud iana Be rton i)属甜菊科甜菊属, 原产南美洲, 为多年生草本植

物。其叶片含有甜度高、低热量、无毒的甜菊糖苷,可替代蔗糖和糖精应用于饮料、食品、医

药和日用化工等多种行业; 是糖尿病、高血压、高血脂患者的理想甜味剂;因而甜叶菊是一

种颇有前景的糖料植物。我国自 1977年从日本引种成功以来,在全国广泛种植,已成为继

蔗糖、甜菜糖后的第三大天然糖原
[1 ]
。 由于甜叶菊是自交不亲和的异花授粉植物, 极易杂

交而导致品质退化,因此选育甜叶菊优质新品种尤为重要。

自 1986年中科院等离子体物理研究所余增亮和安徽农科院合作,率先用 50 keV N
+

离子注入水稻干种子进行诱变效应研究,获得可喜结果以来, 离子束作为一种新的诱变源

已被广泛应用在小麦、玉米、大豆、棉花、甘薯、烟草、果树、蔬菜等多种作物
[2 4 ]
。 舒世珍

等 [5 ]应用 N +离子注入技术选育出品质较好的 R-A糖苷组分含量高的甜叶菊新品种。 罗

茂春等 [6 ]发现 C
+ ( 100× 1015 keV /cm

2 )离子注入甜叶菊种子后出现萌发迟缓、生长速度变

慢、叶绿体发育减慢和叶绿体膜被破坏等现象。丁亮等
[7 ]
应用 RA PD技术分析 N

+
离子注

入后甜叶菊幼苗基因组变化,从 DNA水平确定低能离子注入对甜叶菊的生物学效应。有

关离子注入甜叶菊后其效应的原初反应机理特别是分子生物学机理的研究报道很少。 笔

者就碳、氮离子注入甜叶菊后,对其种子萌发、幼苗生长, 特别是对萌发期间及幼苗生长期

间的过氧化物酶 (POD )活性及同工酶酶谱的变化进行了分析,为进一步探明离子注入甜

叶菊的生物学效应,培育甜叶菊新品种奠定理论基础。有关的研究内容还未见报道。

1　材料和方法

1. 1　材料

实验材料为甜叶菊 (S tev ia rebaud iana Berton i)“云宾” 品种干种子,由中国农科院品

种资源研究所舒世珍研究员提供; 于北京师范大学低能核物理研究所进行碳、氮

( 75× 10
14
keV /cm

2
)离子注入处理。

1. 2　种子的萌发

取经碳、氮离子注入处理的“云宾”甜叶菊种子 80粒,经消毒灭菌后,置于铺有吸水纸

的培养皿中, 人工光照培养箱 ( 25℃± 1℃ )中萌发、生长, 定期取样。统计萌发率、生长量,

测定过氧化物酶活性。待幼苗为 10 d龄时移至实验地种植。设 3次重复,取平均值进行统

计。统计学处理采用 t检验及 X
2检验。
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1. 3　过氧化物酶活性及同功酶的分析

在培养皿中及实验田内随机取经碳、氮 ( 75× 1014 keV /cm
2 )离子注入处理后的甜叶

菊幼苗及成苗 36株,取其茎尖处叶 2片,进行 POD活性测定及同功酶的分析。以未经离

子注入处理后的甜叶菊为对照。 酶液提取、活性测定、制胶、电泳及染色, 依据吴少伯
[ 8]
和

胡能书 [9 ]的方法改进完成。

1. 4　过氧化物酶同工酶酶谱的统计与分析

由于甜叶菊为一高度异交的杂合群体, 每一单株具有自己的特异 POD同工酶酶谱。

但统计后发现其品种内存在基本酶谱, 即未处理的“云宾”甜叶菊品种群体中具有 6个基

本的 POD同工酶酶带。从试验的 108株植株 POD酶谱看出,各个单株的酶谱均在 6个基

本带范围内。通过比较处理组和对照组试验的 36株植株的同工酶基本带缺失频率的变

化,能够较为准确地反映处理组间同工酶谱带多态性变化的特征。

2　结果与分析

2. 1　碳、氮离子注入后对甜叶菊种子萌发期间生物量的影响

碳、氮离子处理后,甜叶菊种子萌发率、萌发速率、幼苗成活率及后期生长等都受到一

定影响 (图 1,表 1)。种子萌发 1～ 4 d,处理组相对生长量低于对照组, 但萌发至第 5 d后

其生长速率逐渐加快, 相对生长量高于对照组, 其中碳处理组高于氮处理组。
表 1　碳、氮离子注入对甜叶菊生长发育的影响

T ab le 1　E ffect o f C a rbon and N itrog en ion im p lan ta tions into S. rebaud iana
on g row th and deve lopm en t o f S. rebaud iana

处理

T reatm en ts

萌发率 (% )
G e rm ina ting

ra tes

萌发速率
G erm inat ing

speeds

10 d龄 4叶
株数比 (% )
N um. o f 10-d
plan t w ith
4 leaves per
100 p lants

30 d株高 ( cm )
30-d plant
he igh t

60 d株高 ( cm )
60-d plan t
he igh t

60 d株干重 ( g )
60-d p lant
dry w e igh t

60 d蕾株比 (% )
Buds /P lants

( pe r 100 p lants)

C+ 79. 1± 2. 7 + 44. 4± 1. 5 9. 7± 2. 8 26. 9± 2. 1 14. 5± 0. 2* 70. 8± 2. 8* *

N+ 84. 5± 2. 1 + 43. 5± 1. 8 8. 4± 1. 8 24. 1± 2. 3 14. 4± 0. 5* 62. 0± 2. 3*　

对照组 (CK ) 90. 0± 1. 6 + + + 78. 9± 1. 8 7. 2± 0. 6 22. 8± 0. 9 12. 5± 0. 3　 48. 2± 2. 5　　

* 与未处理比较显著差异水平 P < 0. 05; * * 与未处理比较显著差异水平 P < 0. 01。
* C om paredw ith con t rol g roup p rom inen t d if ference levelP < 0. 05; * * C om paredw ith con t rol g roup p rom inen t d if-

ference levelP < 0. 01.

图 1　碳、氮离子注入对甜叶菊幼苗生长的影响
F ig. 1　E f fects of C+ and N+ ion im p lan tat ions

on the g row th of S. rebaud iana seed lin g

图 2　碳、氮离子注入对甜叶菊萌发期过氧化物酶活性的影响
F ig. 2　E ffect s o f C+ andN+ ion im p lan tat ion s on perox i-
d ase act iv it ies of S. rebaud iana du ring its seed germ inat ing
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2. 2　种子萌发期间过氧化物酶活性变化

经碳、氮离子注入后,处理组在种子萌发的 1～ 4 d内, 其 POD活性均低于对照组

(图 2)。但随萌发天数的增加其 POD活性迅速提高, 其中碳处理组酶活性又高于氮处理

组。这与图 1的结果相吻合,可能是损伤修复后致使生长速度加快的结果。

2. 3　碳、氮离子注入对甜叶菊幼苗期及成熟期的生长量及显蕾期的影响

经碳、氮离子注入后的甜菊种子萌发率、萌发速度低于对照组,萌发延迟 (表 1)。幼苗

成活率不及对照组。将萌发 10 d幼苗移至大田种植后发现, 10 d龄 4叶株百分比明显减

少。但由于离子注入的效应,处理组存活植株生长至 30 d时其平均株高、干重和 60 d蕾株

百分比明显高于对照组,其中碳处理组的植株长势优于氮处理组。说明低能离子注入可缩

短甜叶菊植株生育周期,促使甜叶菊提早开花结果。 这对开花结果的植物来说,是非常有

意义的。

2. 4　过氧化物酶同工酶酶谱变化

表 2及图 3、 4、 5表明:离子注入后可引起 POD同工酶酶谱发生多态性变化, 其中变

化最明显的是 B1、B2及 B6酶带, 而 B3、B4和 B5基本没有受离子注入的影响,但其活性

在处理组中增加。对照组中具有 B1, B 2酶带的植株数为 20株,而碳处理组为 11株,氮处

理组为 6株。 B6酶带似乎由于氮离子的注入而频率降低 (对照组为 22株,碳处理组为 20

表 2　碳、氮处理组和对照组过氧化物酶同工酶酶谱变化的多态性*

T ab le 2　C hanges o f pe rox idase isozym og ram by Ca rbon and N itrog en ion
im p lanta tion in to th eS. rebaud ia

POD同工
酶带

P erox idase

对照　 C on t ro l

显带株数
P lan ts o f
app eared
b and

缺带株数
P lan ts of
d isappeared

b and

C+ 处理　C ion t reatm ent

显带株数
P lan ts of
appeared
band

缺带株数
P lan ts o f
d isapp eared

b an d

N+ 处理　N ion t ream en t

显带株数
P lan ts of
app eared
b and

缺带株数
P lan ts of
disappeared

band

总计缺失带

T o ta l
d isapp eared
band s

B1 bands 21 - 15 12 - 24 8 - 28 - 67

B2 bands 26 - 10 18 - 18 17 - 19 - 47
B3 bands 28 - 8 26 - 10 29 - 7 - 25

B4 bands 31 - 5 30 - 6 32 - 4 - 15
B5 bands 28 - 8 32 - 4 33 - 3 - 15

B6 bands 22 - 14 20 - 16 16 - 20 - 50

总计
T otal n umbers

156 - 60 138 - 78 135 - 81 - 219

　　* 表中数据以每处理组 36株基本株数表示。
* T he da tes in tab le 2 w ere POD bands in 36 p lan ts each g roup.

图 3a　碳离子处理组不同植株 POD同工酶酶谱变化

F ig. 3a　Chang es o f perox idase isozym ogram in

d if feren t p lants t reated b y C arbon ion
　

图 3b　氮离子处理组不同植株 POD同工酶酶谱变化

F ig. 3b　C hanges of perox id ase isozym og ram in

d if feren t p lan ts treated by N i trogen ion
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CK. 13～ 24株 (左 ); C+ . 13～ 24株 (右 )

CK. N o. 13～ 24 ( lef t); C+ + . 13～ 24 ( righ t )

图 4a　碳离子处理组不同植株 POD同工酶酶谱变化

F ig. 4a　Chang es o f perox idase isozym ogram in

d if feren t p lants t reated b y C arbon ion

CK. 13～ 24株 (左 ); N+ . 13～ 24株 (右 )

CK. N o. 13～ 24( lef t); N+ . N o. 13～ 24( r igh t)

图 4b　氮离子处理组不同植株 POD同工酶酶谱变化

F ig. 4b　C hanges of perox id ase isozym og ram in

d if feren t p lan ts treated by N i trogen ion

CK. 25～ 36株 (左 ); C+ . 25～ 36株 (右 )

CK. N o. 25～ 36 ( lef t); C+ . 25～ 36 ( righ t)

图 5a　碳离子处理组不同植株 POD同工酶酶谱变化
F ig. 5a　Chang es o f perox idase isozym ogram in

d if feren t p lants t reated b y C arbon ion

CK. 25～ 36株 (左 ); N+ . 25～ 36株 (右 )

CK. N o. 25～ 36( lef t ); N+ . N o. 25～ 36( righ t )

图 5b　氮离子处理组不同植株 POD同工酶酶谱变化
F ig. 5b　C hanges of perox id ase isozym og ram in

d if feren t p lan ts treated by N i trogen ion

株,氮处理组为 16株 )。离子的注入也影响到具有完整基本酶带的株数,其中对照组具有

1～ 6谱带植株数为 12株,碳处理组为 5株,氮处理组为 5株, 处理组明显低于对照组。结

果还显示氮 N
+ 离子的注入对甜菊的效应大于碳离子的注入。

3　讨论

离子注入生物体后与体内物质作用的过程,表现出能量和质量的沉积,而且辐射损伤

区域只是局部的;又因为离子束是带电荷的粒子, 穿透力小,所以离子注入生物体内表现

出对生物体损伤小的特点 [2, 3 ]。本实验结果表明:经低能碳、氮离子注入处理后,甜叶菊种

子萌发率、萌发速率、幼苗成活率及后期生长等都受到一定影响。特别是在种子萌发前期,

离子注入对甜叶菊的效应极为明显,处理组种子萌发率降低, 萌发速率低,相对生长量低

于对照组。但由于离子注入表现为对生物损伤轻、突变率高、突变谱广等特点,所以随萌发

时间的延长,致死效应的消除及 DNA损伤修复的结果
[3, 8 ]
,处理组生长速度逐渐加快,相

对生长量增加, 体内过氧化物酶活性迅速提高, 株高及干重迅速增加,并出现提前显蕾开

花现象,群体中出现突变频率增高、突变谱广等特征。说明离子的注入不仅对甜叶菊种子

萌发产生影响,而且其效应可延续到整个生长发育周期, 此结果与丁亮等 [7 ]的研究结果相

同,即低能离子的注入处理不仅对甜叶菊产生表型的生物学效应, 而且影响整个基因组变
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化。

酶是基因产物,是基因表达的结果。因此, 同工酶在结构上的差异体现出基因表达异

同,是认识基因活动即基因表达的生化指标 [9 ]。POD同工酶属于单基因决定的同工酶 [10 ]。

本实验结果还表明,离子注入后可引起 PO D的同工酶酶谱发生多态性变化,其中变异最

明显的是 B1、B2酶带的减少, 具有完整 1～ 6谱酶带植株数减少, B 3、B4、B5酶带活性增

加。这些现象的出现, 推测可能与低能离子注入有关,另一方面与过氧化物酶在植物体内

具有的对有毒害的自由基和过氧化物起分解作用及加速植物木质化作用的功能有关, 是

植物受到外界逆境胁迫条件下自我保护机制启动的表现
[10, 11 ]
。这同样说明低能离子的注

入不仅使得植物表型发生巨大变化, 也能引起遗传物质的结构与功能的变化 [7, 12, 13 ]。

同时,过氧化物酶活性增加,植物木质化作用的加速,可提高植物生长速度,缩短植物

开花结果时间
[9 ]
。本实验甜叶菊显蕾开花期的提前结果与前人一致,预示低能离子注入可

缩短植物的生育周期, 提早开花结果。对于以开花结果为主的植物来说,将具有非常重要

的意义。将幼苗移至实验地种植后发现,碳处理组的幼苗生长势明显优于氮处理组。
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