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辐射后桃小食心虫醋酶同工酶的变异

宋 继 学
(陕西省植物保护研究所 杨陵71 21 0 0)

摘要 用聚丙烯耽胺凝胶 电泳测定 了用
` 。

C
。 丫 射线辐射 的桃小食心 虫的醋畴同工畴

。

30
、

5 0k R 辐射的蛹及其羽化成虫 的醋晦语 发生 了变化
,

畴带数
、

畴含贡和晦活性有 明显差异
。

舍蛹有

醋晦 I
、

I
、

I
、

VI 带
,

舍成虫有醋畴 I
、

I 带
;

早蛹有脂晦 x
、
一

、
W带

,

早成虫有醋晦 I
、

l
、

I
、

vI 带
。

而且显色深浅和光密度各 不相 同
。

桃 小食心 虫不 同性 别的脂畴语不 同
,

舍蛹显示 4条晦

带
,

早蛹则显示 3条晦带
;
舍成 虫显示 2条晦带

,

早成 虫则显示 4条晦带
,

且显色程度和光密度也不

同
。
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桃小食心虫
c a rP o s i n a n

t’PP on e n i s i s
.

是苹果最重要的害虫之一
。

用
6 O

C o 下射线5 0
、

5 0 k R 辐

射后期蛹
,

可导致成虫完全不育和部分不育
〔`二

,

但不育机理尚不尽知
。

由于同工酶可作为基因

功能的良好标志物 2j[
,

可以用它作为遗传标志来反映自然种群的基因结构的变化和种内
、

种间

的亲缘关系川
,

因此
,

近 年来同工酶 电泳技术在昆虫学研究中已成为一种有用的工具而被应

用 4[,
s〕 。

为了从遗传上和生化上探讨 Y射线诱发桃小食心虫不育的某些原因
,

本实验对辐射蛹

及其羽化成虫的醋酶同工酶进行了电泳分析
。

1 材料和方法

实验虫源来自河南新郑县
。

在 2 5士 2 ℃
、

光 照周期 ( 1 4
.

5 ~ 1 5
.

0 : 9
.

0 ~ 9
.

5 )
、

R H 7 o 士

12
.

8 %的实验室条件下饲养
。

辐射 源为
6

℃。 y 射线
,

照射量率为 1 25
.

5~ 1 31
,

6 R / m in
。

在中国

农科院原子能利用研究所钻源室照射
。

用 3 0
、

5 0 kR 辐射发育一致的 9日龄蛹
,

将辐射的蛹及羽化的成虫 ( 12 h 龄 ) 分性别各

取 1 5头 ( 成虫剪去翅
、

足和 触角 ) ; 以同龄期 未辐射的蛹和成虫为对照
,

加数滴提取 液

( 0
.

0 5 m o l T r i s 一 H e i 缓冲液
,

p H 6
.

5一 7
.

0
,

含 0
.

2 5 % T r it o n x 一 1 0 0 ) 于冰浴中研磨匀浆
,

然

后转移至 1
.

5 m l 的塑料离心管中
,

4℃下离心 10 m i n
( 4 0 0 o r / m i n )

,

取上清液为样品
,

分装保

存于冰箱中 (0 ℃ ~ 4℃ ) 备用
。

样品进行薄层 (0
.

s m m ) 聚丙烯酞胺凝胶等电聚焦 电泳
。

电泳在 O℃~ 4℃冰箱中进行
。

电

泳 l h 后取出点样
,

在胶板表面距负极 13/ 处切开小 口
,

用微量点样器注入样品液
,

每样品 80

川
,

再继续电泳 4 h
。

电泳结束后
,

用精密 p H 试纸测定凝胶 p H 值
。

然后进行醋酶染色和固定
。

本实验在中国农科院原子能利用研究所进行
。

承蒙张和琴
、

李元英
、

唐秀芝先生指导
,

胡朝晖
、

王应伦参加部分 工作
,

特此致谢
。
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方法是
:

坚牢固蓝 R R盐染料 2 5 0 m g
,

溶于 2 5 0 m l 0
.

1 m o l 磷酸缓冲液 ( p H S
.

5 )
,

加入用 7 0 %

乙醇溶解的 1%
Q
一 乙酸蔡醋 3

.

75 m l 和2 % 俘一 乙酸蔡醋 6 m l 配成染色溶液
,

将凝胶板置于染

色液中
,

20
`

C恒温下经 30 m in 即显示黑褐色酷酶区带
。

用蒸馏水冲洗胶板数次
,

置于 70 % 乙酸

溶液中固定 s h
。

用 H i t ac hi 55 7型分光光度计扫描
,

对醋酶同工酶作酶活性和光密度分析
。

2 结果与分析

未经辐射 的对照蛹和成虫的醋酶谱可视为标准酶谱
。

为便于分析
,

结合扫描可将桃小食

心虫酷酶同工酶谱区分为 4组区带
:

醋酶 I
、

互
、

里
、

W (正极方向迁移率最小的为 I
,

余类

推 )
。

酶谱显示
,

桃小食心虫后期蛹 (9 d 龄 ) 和初羽化成虫 ( 1 2 h 龄 ) 的正极酷酶同工酶迁移

率基本一致
,

4组区带均位于 p H 6
.

0一 8
.

。之间
。

对各处理的比较分析结果表明
:

①桃小食心虫

不同性别
、

不同发育阶段的酷酶同工酶谱不同
。

对照 舍蛹显示酷酶 I
、

l
、

l
、

w
,

色浅而细
,

密度 0
.

45 ; 同龄期早蛹则只有醋酶 I
、

亚
、

W
,

无醋酶 l
,

其中 I
、

兀是两条粗深带
,

在酶

谱中很显著
,

密度。
,

97 (图 1 )
。

对照 舍成虫仅有酷酶 I
、

I 带
,

l
、

W带消失
,

显色和光密度

(0
.

42 ) 最低
; 同龄期早成虫显示出 4组完整的区带

,

其中醋酶 l 显色较深
,

其余显色均较浅
,

密度 0
.

50 (图2 )
。

这些结果不仅说明了酶活性的不同
,

而且也表明醋酶构型的差异
。

似乎可以

推论
,

桃小食心虫不同性别
、

不同发育阶段的醋酶同工酶是由不同的显性等位基因控制的
,

因

而呈现出不同的电泳表型
。

②不同辐射剂量对同一性别的酷酶同工酶影响不同
。

30 k R 辐射的

舍蛹显示出4组完整的醋酶区带
,

酶带数与对照没有差异
,

但显色粗深
,

密度 0
.

73
,

均明显高

于对照
,

说明其酶活性提高
,

含量增加
; 5 0 k R 辐射 的舍蛹酷酶 I 消失

,

酷酶 l
、

vI 显色深

粗
,

密度 0
.

78
,

均高于对照和30 k R 辐射的 舍蛹 (图 1 )
,

说明其酶活性和含量提高而且酶带数

有变化
。

这一结果表明
,

在 30 一 50 k R 剂量范围内
,

剂量越高
,

对醋酶同工酶的影响越显著
。

③

相同剂量对不同性别的醋酶同工酶影响也不相同
。

就蛹期而言
,

辐

射 大蛹的酶活性提高
,

含量增加
,

显色和密度都高于对照
,

而辐射早蛹的酶活性则受到抑制
,
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桃小食心虫后期蛹醋酸同工酶电泳及扫
描图谱

图 2 桃小食心虫初羽化成虫醋酶同工酶电
泳和扫描酶谱
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显色和光密度都低于对照 (图 1 )
。

辐射蛹发育到成虫阶段以后
,

出现了明显的变化
,

大成虫的

酶活性明显低于 忿蛹
,

几乎接近对照
;
早成虫则相反

,

酶活性明显高于早蛹
,

显色和光密度

也高于对照 (图2 )
。

这说明不同性别的酷酶同工酶对辐射的敏感性不同
,

同一剂量在不同性别
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中诱发的酷酶同工酶变异也不相同
。

3 讨论与小结

桃小食心虫不同性别在不同发育阶段的醋酶同工酶谱不同
,

说明醋酶同工酶可能与发育

有关
。

由于蛹和成虫的醋酶同工酶本身存在着某些差异
,

因而 9日龄蛹经辐射后
,

在辐射蛹发

育为成虫的变化过程中
,

其酷酶同工酶构型也发生了某些变化
,

表现为辐射蛹及其羽化成虫

酷酶同工酶谱的差异
,

相同剂量在不同性别中诱发的酷酶同工酶电泳表型不同
。

在士蛹中表现为对酷酶的激活
,

在早蛹中则表现为抑制现象
。

在辐射蛹羽化的成虫中表现则相反
,

含成虫酶活性明显下降
,

早

成虫酶活性则显著提高
。

这可能是由于控制不同性别醋酶同工酶的共显性等位基因不同所致
。

不同剂量在同一性别中诱发的脂酶同工酶电泳表型也不相同
。

主要表现在酶带数和酶活

性的不同上
。

30 k R 辐射 舍蛹的酶带数与对照虽无差 异
,

但酶活性明显提高
;

50 k R 辐射 含蛹

的酶活性不仅显著提高
,

而且酶带数发生了变化
。

在早蛹及羽化成虫中也表现出明显差异
。

说

明不同辐射剂量对酷酶同工酶的影响不同
,

在一定的剂量范围内
,

辐射剂量越高
,

对酷酶的

影响越显著
。

上述这些变化现象的机制可能在于 下射线辐射诱发了控制桃小食心虫醋酶同工酶的某些

显性等位基因发生 r 变异
。

因为 y 射线辐射诱发桃小食心虫不育的直接原因是造成染色体着

丝点的断裂或严重受损
,

因而有可能引起负载于染色体上的基因组型或控制醋酶同工酶的某

些共显性等位基因的变异
,

使不同剂量处理的不同性别的蛹及其羽化成虫的电泳酶谱呈现出

不同表型
。
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