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摘要:采集 5年生种源试验林共 13个厚朴种源 130个单株的树叶样品 , 用聚丙烯酰胺垂直

板凝胶电泳法测定了 POD 、 EST和GOT等 3种酶系同工酶。结果表明:GOT同工酶各种源仅

有1条谱带 , 鄂西种源与其他种源呈等位基因分离关系;POD和 EST 同工酶各有 7 条和 10

条带 。经 3种酶系谱带单独分析和综合 3种酶系的相似系数聚类分析 , 所划分的类群同叶形

分化类型基本一致。图 4表 2参 9
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同工酶是指一类催化同一生化反应而结构不同的酶。这种结构上的差异来自信使核糖核酸 MRNA

以及其转录模板 DNA上的结构差异 , 即源于 DNA上基因间及一个基因位点的等位基因间差异 。同工

酶作为基因的直接产物 , 常用来研究种内种源 、 家系 、 无性系间以及一些种间杂种间的遗传变

异
[ 1 ,2 , 3]

。其中 , 用等位酶确定酶基因位点来研究群体分化在国内外更为广泛 。

厚朴是我国特有的珍稀保护植物 , 其皮 、 花等属国家二级保护中药材。在分类学上包括

Magnolia officinalis和M.off icinalis subsp.biloba
[ 4]
。作为分类的主要依据之一是叶的形状 。从各个种源

植株上 , 叶子的凹与凸具有较强的遗传性 , 但在二者之间存在中间类型
[ 5]
。产地系统生物学研究表

明 , 厚朴种内的不同性状的变异规律比较复杂 , 有连续的 , 也有间断的
[ 6]
。为此 , 开展厚朴同工酶研

究将有助于了解群体的分化及其规律。本研究选择了常用的谷氨酸草酰乙酸转氨酶(GOT)、 脂酶

(EST)和过氧化物酶(POD)等 3种酶系同工酶 , 采用聚丙烯酰胺垂直板凝胶电泳技术 , 系统地研究了

厚朴 13个种源的酶谱差异 , 为研究厚朴群体的分化及种源区的划分提供科学依据 。

1　材料与方法

1.1　材料

样品采自浙江景宁草鱼塘林场种源试验林 , 林龄为 5 a。试验林概况参见斯金平等文章
[ 5]
。于

1998年 5月每种源随机抽取10株 , 各株在树冠中部采 1片正常叶片用于酶谱分析。

1.2　酶谱分离方法

取试样 2 g·株
-1
, 加提取液 5 mL , 在冰浴条件下研磨成匀浆 , 用 LG10-24A医用高速离心机离心

10 min (转速 8 000 r·min
-1
), 取上清液贮于冰箱保存备用 。



聚丙烯酰胺凝胶板的制备与电泳参见胡能书方法
[ 7]
。每电泳板同时加样 2 个种源计 20个样品 ,

每样格加样10 μL。谱带显色参见沈全光方法
[ 8]
。

测定每条谱带的迁移率 , 绘制酶谱图 , 并制成干板保存。

2　结果与分析

2.1　厚朴 3种酶同工酶的基本谱型

综合 13个参试种源共计 130个单株 3种同工酶基本图谱绘成图 1 , 并统计各种源 3种酶同工酶谱

出现的频率 , 结果列于表 1。从表 1可以看出 , GOT 谱带数最少 , 各种源的单株仅出现 1条 , 所有种

源仅有迁移率 0.50和 0.52等 2条谱带;POD同工酶谱带数仅有 7条 , 且集中分布于迁移率 0.50以

内 , 其中迁移率 0.12带是该种特征带 , 所有种源单株共有且酶活性一致。从谱带电泳迁移看 , 可分

成慢区(A区), 较慢区(B区)和较快区(C区)。同 GOT 和 POD相比 , EST 的谱带较为丰富 , 共有 10

条带 , 迁移率为 0.18 ～ 0.92 , 可分成较慢区 (B区)、较快区(C区)、快区(D区)和特快区(E区)等 4

个谱带区 , 其中 B , C区间还有0.28 , 0.30迁移率带 , C , D区间有 0.64带 。

表 1　厚朴不同种源 3种酶系同工酶谱带频率
Table 1　Frequency of zymogram bands in the 3 enzyme systems of Magnolia off icinalis from different provenances

酶系 带型 迁移率
种　　　　源

1.鹤峰 2.五峰 3.恩施 4.庐山 5.资源 6.城步 7.景宁1 8.景宁2 9.光泽 10.遂昌11.天台12.蒲城13.灌县

GOT C1 0.50 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

C2 0.52 1.0 1.0 1.0

A 1 0.10 0.2

A 2 0.12 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

B1 0.18 0.3 0.1 0.1 0.5 1.0

POD B2 0.24 0.6 0.9 1.0 0.5 1.0 1.0 1.0 0.5 0.6 1.0 0.6 0.4 1.0

B3 0.26 0.4 0.1 1.0 0.5 0.5 0.4 0.4 0.6

C1 0.40 0.2 1.0 1.0 1.0

C2 0.50 1.0

B1 0.18 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

B2 0.20 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

B3 0.28 0.5 0.3

B4 0.30 1.0 1.0 1.0 1.0 0.5 1.0 1.0 0.3

EST C1 0.38 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

C2 0.40 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

D1 0.64 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

D2 0.78 1.0 1.0

D3 0.80 1.0 1.0

E 0.92 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

2.2　GOT同工酶在种源间的变异

图2绘出了各种源GOT 同工酶的谱带 。从图2和表 1中可见 , GOT同工酶在厚朴种源内单株间十

分一致 , 均出现一条带。多数树种研究发现 , 它属于等位酶 , 是受等位基因控制的
[ 1]
。可见厚朴在这

一位点上处于纯合状态。从不同种源看 , 湖北的鹤峰 、五峰和恩施等3个种源与其他种源呈等位基因

的对等关系 , 可能它们在这一位点上已发生分离且都处于纯合状态 。湖北西南部的 3个种源 , 其叶型

属小凸尖型 , 种源试验表明它们生长相对较慢 , 厚朴酚及和厚朴酚的含量较其他种源高 , 表现出较为

独立的类群
[ 9]
。

2.3　POD同工酶在种源间的变异

图3绘出各种源POD和EST等 2种同工酶谱 。由图3和表 1可见 , POD同工酶除 0.12 (A2)特征

带外 , 其他带在种源间均有变异。其中 B2 带各种源均出现 , 差异表现在频率上 。从各种源看 , 五峰 、
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图 1　3种酶系同工酶谱模式图
Figure 1　Isozyme zymogvam patterns of the 3 enzyme

systems

图 2　厚朴叶的谷氨酸草酰乙酸转氨酶

(GOT)谱带
Figure 2　Zymogvam band for GOT in the leaves

恩施和鹤峰和源较一致 , 其中五峰 B2 频率为 0.9 , B3 为 0.1 , 而恩施种源 100%单株均出现 B2 , B3 ,

鹤峰有 30%单株为 B2 , B3 并存 , 70%单株为 B2 或 B3 中的 1条 。可以看出这 3个种源株间在这个位

点上有分离。此外 , 五峰种源有 20%单株出现A1 带。

江西的庐山种源和湖南的城步种源除特征带外 , 在 B2 带上有分离 , 其中庐山种源 50%单株出现

双带 (B2 , B3), 而城步种源为单带 (B2);它们均有 C1 带 , 庐山种源出现的频率为 0.20 , 城步为

1.0。此外 , 城步种源还有 B1 带 , 频率为 0.5。四川灌县种源与城步相近 , 但无 B1 带 。

福建的光泽和蒲城种源 , 浙江的景宁 2和天台种源 , 在A2 , B2 , B3 带上极相近 , 仅有较小的频

率变化。其中景宁 2种源带型最丰富 , 出现了 B1 , C1 , 和 C2 带 。相反 , 浙江的景宁 1和遂昌种源和

广西的资源等 3个种源仅出现 100%的 A2和 B2 特征带。

从POD酶谱综合分析看 , 叶形为小凸尖型的鄂西 3个种源可成一个较独立的类群。而凹叶型的

种源与中间型种源相似性较高 。

2.4　EST同工酶在种源间的变异

由图 3和表 1可以看出 , B1 , B2 , C1 , C2 , D1 是该种的特征谱带。其中 C1 , C2 在种源内单株上

略有酶活性差异 。庐山 、 资源和城步等 3个种源基本带型相似 , 均无 B3 , B4 带。它们间的主要差异

在D2 , D3和 E带上 。其中 , 庐山种源仅有 E带 , 而城步 、资源种源有 D2 , D3 带。鹤峰 、恩施种源有

B4带 , 且恩施种源还有 E带 , 而五峰种源均没有 。但三者的相似性还是较高 。除蒲城仅有特征带外 ,

其他种源基本一致 , 均有 B4 和 E带 , 光泽和四川的灌县种源还有 30%～ 50%的单株出现 B3 带 , 而

B4带频率也低(0.3 ～ 0.5)。从 EST 谱带看 , 叶型为中间类型的种源谱带复杂且与小凸型的种源相似性

高 , 而凹叶种源的城步和资源种源相对分离大些 。

图 3　厚朴叶的过氧化物酶(POD)和酯酶(EST)同工酶谱带
Figure 3　Isozyme zymogvam bands for peroxidase(POD)and esterase(EST)in the leaves
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2.5　种源间的相似性与聚类

分别计算 13个种源间的相似系数(表 2)。以最小距离法作系统聚类 , 结果绘成图 4。

表 2　厚朴不同种源间相似系数
Table 2　Similarity coef ficients for different provenances of Magnolia officinalis

五峰 恩施 庐山 资源 城步 景宁 1 景宁 2 光泽 遂昌 天台 蒲城 灌县

鹤峰 0.909 1 0.956 5 0.727 3 0.666 7 0.695 7 0.761 9 0.800 0 0.782 6 0.761 9 0.818 2 0.800 0 0.695 7

五峰 0.869 6 0.727 3 0.666 7 0.695 7 0.666 7 0.720 0 0.695 7 0.666 7 0.727 3 0.800 0 0.608 7

恩施 0.782 6 0.636 4 0.708 3 0.818 2 0.846 2 0.833 3 0.818 2 0.869 6 0.761 9 0.750 0

庐山 0.761 9 0.782 6 0.857 1 0.880 0 0.869 6 0.857 1 0.909 1 0.900 0 0.869 6

资源 0.909 1 0.800 0 0.666 7 0.727 3 0.800 0 0.761 9 0.842 1 0.727 3

城步 0.727 3 0.769 2 0.666 7 0.727 3 0.695 7 0.761 9 0.750 0

景宁 1 0.840 0 0.909 1 1.000 0 0.952 4 0.842 1 0.909 1

景宁 2 0.846 2 0.833 3 0.880 0 0.782 6 0.846 2

光泽 0.909 1 0.956 5 0.857 1 0.916 7

遂昌 0.952 4 0.842 1 0.909 1

天台 0.900 0 0.869 6

蒲城 0.761 9

图 4　厚朴种源聚类分析树状图
Figure 4　Tree-shaped graph for cluster analysis of Magnolia

off icinalis provenances

　　图 4中从相似系数 0.83处划分 , 即成 4个群 。其

中叶形为小凸尖型的 3 个种源成第 Ⅰ类 , 凹叶形的城

步 、资源种源另第 Ⅱ类;叶为中间型的相对分离大些 ,

景宁 1 、 景宁 2 、 天台 、遂昌 、 光泽和灌县成第 Ⅲ类 。

另外 , 凹叶型的庐山种源较特殊 , 它与中间型的蒲城种

源成第Ⅳ类 , 但二者从 POD和 EST单独分析可以看出 ,

它们的相似性并不高 。故该类无代表性 。

3　讨论

同工酶是基因的二级产物 , 用它作为种内群体间分

化的研究能比较直接地反映出种内遗传分化的程度。所

划分的厚朴类群以及群间的相似性与表型性状相关性研

究的结论基本吻合
[ 5 ,6]

。但是酶谱分析结论的可靠性易

受分析酶种类数目 、 种源内单株数目 、 取样时间以及实

验分离方法等多种因素的影响 。为进一步研究种内的分化程度以及种内生化水平的变异同主要经济性

状的关系 , 有必要进一步加大样本开展种源内酶谱变异的详细分析 , 也可以开展 DNA指纹图谱分析

等分子水平的研究 , 以达到全面合理地划分厚朴种源(区), 同时也为开展厚朴药材经济性状的遗传改

良提供理论依据 。
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A Preliminary study on isozymes of Magnolia officinalis

from different provenances

ZHU Yu-qiu
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Abstract:Leaf samples from 130 individual trees in a 5-year experimental stand belonging to 13 provenances of

Magnolia off icinalis were collected for an analysis of isozyme systems , vix.POD , EST and GOT by means of

SDS-PAGE.The results indicated that the isozymes of GOT for different provenances only had one band and allele

segregation exists between the provenance from Hubei and other provenance isozyems of POD and EST had 7 and 10

bands , respectively.Class groups were divided on the basis of separate analysis of the band patterns of the 3

enzyme systems and cluster analysis of similarity coefficients conform with types of leaf shape differentiation.

Key words:Magnolia officinalis , provenance tests;isozyme;cluster analysis

浙江林学院开展青年教师教学基本功比赛

历时 1个月的我校青年教师教学基本功比赛于日前圆满结束 。信息工程与基础科学系的王宇熙和

社会科学部的钱杭园老师荣获一等奖 , 并代表学校参加省首届青年教师教学基本功比赛 。

学校对本次活动十分重视 , 组成了由杨斌副院长任主任 , 11 位专家参加的比赛评委会 。各系部

的青年教师积极响应 , 主动参与。经济管理系和林产工业系还进行了系统初选 , 推荐优秀者参加学校

的比赛 , 使本次活动的参赛教师具有一定的代表性。

通过听课 、 比较教案和收集学生反馈信息等形式 , 评委们就参赛教师的教学内容 、 教学能力 、教

学态度和仪表 、 教学风格 、教案等 5项一级指标和 25项二级指标逐一进行打分。结果 , 信息工程与

基础科学系王宇熙老师的 《计算机程序设计》 课以其逻辑严密 、讲解透彻 、指导性强 、 注重教学内容

与方法的结合和学生反映好等优势脱颖而出;社会科学部钱杭园老师的 《马克思主义哲学原理》 课以

其课堂信息量大 、内涵丰富 、 仪态沉稳大方 、语言表达运用自如 、 善于组织与调节课堂气氛 、循循善

诱和富有吸引力而独树一帜。这 2位教师捧走本次比赛的一等奖 。徐秀英 、刘梅娟和马掌法老师荣获

二等奖 , 姜培坤 、金荷仙和沈哲红老师获得三等奖。

评委们充分肯定了本次活动的意义 , 指出青年教师教学基本功比赛应形成制度 , 作为常规工作坚

持下去 , 比赛的方法和形式也可以不断改进完善 。通过比赛 , 鼓励他们培养良好的师德师风 , 练就扎

实的教学基本功 , 不断提高教学水平 , 为培养高素质人才和学校发展作出应有的贡献。

(洪世梅)
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