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摘 要：利用有机膦除草剂甲基胺草膦（Ａｍｉｐｒｏｐｈｏｓ－ｍｅｔｈｙｌ牞ＡＰＭ）和草甘膦牗Ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ牞ＧＰＳ牘，研究ＡＰＭ和 ＧＰＳ对黑
麦蛋白质组分变化的影响。实验结果表明，在 ＡＰＭ浓度为１．２ｍｇ·Ｌ－１，处理时间为２４ｈ时，ＧＰＳ为１０００ｍｇ·Ｌ－１，处
理时间为２６ｈ时，通过双向 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，在黑麦根系中有多种蛋白质组分的增加、减少，或者其含量发生变化，在
大麦幼苗中诱导出一个２８ＫＤ／ｐＩ６．４的特异蛋白质组分，而在黑麦根系中有一个３１ＫＤ／ｐＩ６．６的特异蛋白质组分丢失，
这些蛋白质组分的变化可能与除草剂的毒害作用有关。１．２ｍｇ·Ｌ－１的 ＡＰＭ引起黑麦、大麦蛋白质组分产生变化的临
界时间为２４ｈ，而草甘膦对黑麦、大麦蛋白质组分产生变化的临界浓度和时间分别是１０００ｍｇ·Ｌ－１和２６ｈ。
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甲基胺草膦（Ａｍｉｐｈｒｏｐｈｏｓ－ｍｅｔｈｙｌ牞ＡＰＭ）和草甘
膦牗Ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ牞ＧＰＳ牘都属有机膦除草剂。ＡＰＭ由于分
解快，对环境残留少，ＧＰＳ由于具有广谱性和良好的
内吸传导性能，高效低残留，对人畜低毒，不破坏生态

环境，从而它们被广泛地应用于农业生产上 犤４、１０、１１犦。

国内外学者曾利用ＡＰＭ对小麦、大蒜、蚕豆根尖分生
组织细胞有丝分裂中期同步化诱导；在蒜、蚕豆根尖

细胞有丝分裂、小麦根尖的形态超微结构以及微核的

形成和染色体加倍等方面都作过有益的探讨和研

究犤５～９犦。而ＧＰＳ是２０世纪７０年代开发出来的最为成
功的一个除草剂，它为内吸传导型、广谱、灭生性除草

剂犤１０犦，人们对它的作用机理和作用部位犤１１犦、它在土壤

中吸收和降解 犤１３犦以及草甘膦对土壤微生物群落的影

响作过一定的研究 犤１４犦，并已开始抗草甘膦转基因作

物的研究和利用犤１２犦。但是用２Ｄ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ方法来
研究ＡＰＭ和ＧＰＳ对作物产生毒害作用所引起蛋白质
变化的研究报道很少。本研究以黑麦、大麦为材料，用

不同浓度和不同时间，分别处理萌发的种子，探讨其

对幼苗、根系引起的蛋白质变化，为农业生产上合理、

安全使用这两种除草剂提供一些理论依据。

１ 材料与方法

１．１供试材料及培养
将黑麦（Ｓｅｃａｌｅｃｅｒｅａｌｅ）、大麦（Ｈｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅ）

种子在室温下浸种过夜，将萌动的种子置于滤纸上分

别培养２４ｈ，再加入１．２ｍｇ·Ｌ－１的ＡＰＭ、不同浓度
的ＧＰＳ溶液，２３℃±１℃温箱中分别培养４～２６ｈ，供
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图 １ 黑麦经 １．２ｍｇ·Ｌ－１的 ＡＰＭ处理 ２４ｈ后叶片蛋白质
２Ｄ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇｕｒｅ１ ２Ｄ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌｅａｆｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＳｅｃａｌｅｃｅｒｅａ
ｔｒｅａｔｅｄｂｙ１．２ｍｇ·Ｌ－１ＡＰＭ ｆｏｒ２４ｈ

图 ２大麦经 １．２ｍｇ·Ｌ－１的 ＡＰＭ处理 ２４ｈ后叶片蛋白质
２Ｄ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇｕｒｅ２ ２Ｄ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌｅａｆｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＨｏｒｄｅｕｍ
ｖｕｌｇａｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙ１．２ｍｇ·Ｌ－１ＡＰＭ ｆｏｒ２４ｈ

试验用。

１．２材料处理
蛋白质双向ＳＤＳ－ＰＡＧＥ测定参照ＯＦａｒｒｅｌｌ犤１犦的

方法：第一向等电聚焦凝胶浓度为３％〔９ｍｏｌ·Ｌ－１尿
素、２％Ｎｐ４０、两性离子（ｐＨ５～７，ｐＨ３～１０，２∶１）、四
甲基乙二胺、过硫酸胺〕。将凝胶灌入凝胶管 （１２０
ｍｍ×３ｍｍ），预聚焦（１５０Ｖ，１５ｍｉｎ；３００Ｖ，３０ｍｉｎ；４００
Ｖ，６０ｍｉｎ）。预电泳结束后，每管加蛋白样品５０μＬ，
４００Ｖ下等电聚焦１６ｈ。等电聚焦结束后，将样品胶放
入平衡液 （６ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ６．８，２％ＳＤＳ，
５％β巯基乙醇，１０％甘油）中平衡２０ｍｉｎ。第二向
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ根据Ｌａｅｍｍｌｉ犤４犦的方法，分离胶的浓度为
１２．５％，浓缩胶的浓度为５％，采用Ｗａｒｙ犤２犦介绍的氨
银染法染色，实验结果照像记录。

２ 结果与分析

２．１ＡＰＭ诱导黑麦根系、大麦幼苗蛋白质的变化
图１ａ、ｂ是黑麦根系经１．２ｍｇ·Ｌ－１的ＡＰＭ处理

２４ｈ时检测到的蛋白质２Ｄ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ的结果，约
有２００种蛋白质组分存在，其中含量较丰富的蛋白质
组分有 ２０余种，有较为广泛的分子量范围 （１０～
１２０ＫＤ），与对照 （图１ａ）相比较，经１．２ｍｇ·Ｌ－１的
ＡＰＭ处理２４ｈ后，黑麦根系中有４种蛋白质组分消
失 （图１ａ中箭头所示），这些蛋白质组分的分子量和
等电点分别为：３３ＫＤ／ｐＩ５．９；３１ＫＤ／ｐＩ６．６；１２ＫＤ／
ｐＩ６．７；１０ＫＤ／ｐＩ６．８。与对照相比，有一些蛋白质组分
被诱导产生 （图１ｂ中箭头所示），这些蛋白质组分的
分子量和 ｐＩ分别为：１１０ＫＤ／ｐＩ４．７；８９ＫＤ／ｐＩ６．０；
８７ＫＤ／ｐＩ６．０；另外还有一些蛋白质组分在经ＡＰＭ处
理后其含量在不同程度上有的减少 （斑点着色变浅）

或增加 （斑点着色变深）如 ３３ＫＤ／ｐＩ４．５；２４ＫＤ／
ｐＩ６．０；１５ＫＤ／ｐＩ６．７（图 １ａ中箭头所示）；７３ＫＤ／

ｐＩ５．６；５７ＫＤ／ｐＩ５．６；３４ＫＤ／ｐＩ６．０（图 １ｂ中箭头所
示）。

图２ａ、ｂ是大麦叶片经１．２ｍｇ·Ｌ－１ＡＰＭ处理２４
ｈ时，检测到的蛋白质２Ｄ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ的结果，约有
２５０余种蛋白质组分存在，其中含量较丰富的蛋白质
组分有２０余种，有较为广泛的分子量范围 （１０～１２０
ＫＤ），与对照（图２ａ）相比较，经１．２ｍｇ·Ｌ－１ＡＰＭ处
理２４ｈ后，大麦幼苗中有４种蛋白质组分消失（图２ａ
中箭头所示），这些蛋白质组分的分子量和 ｐＩ分别
为：１１０ＫＤ／ｐＩ６．１；１０７ＫＤ／ｐＩ５．０；９７ＫＤ／ｐＩ５．５；
１２ＫＤ／ｐＩ６．８；与对照相比，另有一些蛋白质组分被诱
导产生 （图２ｂ中箭头所示），这些蛋白质组分的分子
量和ＰＩ分别为：８０ＫＤ／ｐＩ６．１；８２ＫＤ／ｐＩ６．２；８０ＫＤ／
ｐＩ６．３；最为明显的是２８ＫＤ／ｐＩ６．４；另外也有一些蛋
白质组分在经ＡＰＭ处理后其含量在不同程度上有的
减少或增加。

２．２ＧＰＳ诱导黑麦根系蛋白质的变化
图３ａ、ｂ是黑麦根系经１０００ｍｇ·Ｌ－１的ＧＰＳ处

理２６ｈ时，检测到的蛋白质２Ｄ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ的结果，
共有２００余种蛋白质组分存在，其中含量较丰富的蛋
白质组分有２０余种，有较为广泛的分子量范围（１０～
１１０ＫＤ），与对照（图３ａ）相比较，经１０００ｍｇ·Ｌ－１的
ＧＰＳ处理２６ｈ后，大麦幼苗中有２种蛋白质组分消失
（图３ａ中箭头所示），这些蛋白质组分的分子量和ｐＩ
分别为：４０ＫＤ／ｐＩ５．１；２６ＫＤ／ｐＩ６．０；与对照相比，另
有一些蛋白质组分被诱导产生 （图３ｂ中箭头所示），
这些蛋白质组分的分子量和 ＰＩ分别为：８３ＫＤ／
ｐＩ５．３；５５ＫＤ／ｐＩ６．０；４８ＫＤ／ｐＩ５．２，另处也有一些蛋白
质组分在经 ＧＰＳ处理后其含量在不同程度上有的减
少（斑点着色变浅）或增加（斑点着色变深），这些蛋白

质组分的分子量和 ｐＩ分别为：５１ＫＤ／ｐＩ５．１；３５ＫＤ／
ｐＩ４．６；３５ＫＤ／ｐＩ４．４；１４ＫＤ／ｐＩ６．０；１４ＫＤ／ｐＩ５．１牗图３
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图３ 黑麦经１０００ｍｇ·Ｌ－１ＧＰＳ处理２６ｈ后根系
蛋白质２Ｄ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇｕｒｅ３２Ｄ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｏｏｔｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＳｅｃａｌｅｃｅｒｅａｌ
ｔｒｅａｔｅｄｂｙ１０００ｍｇ·Ｌ－１ＧＰＳｆｏｒ２４ｈ

ａ中箭头所示）；７７ＫＤ／ｐＨ４．９；４９ＫＤ／ｐＩ５．４；４９ＫＤ／
ｐＩ５．５；４８ＫＤ／ｐＩ５．６（图３ｂ中箭头所示）。

３ 讨论

通过２Ｄ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析表明，ＡＰＭ、ＧＰＳ处理
黑麦、大麦后，蛋白质组分产生明显变化，诱导产生一

些新的蛋白质组分或者部分蛋白质组分的缺失，而且

２Ｄ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ还能检测到部分蛋白质组分含量的
变化，对于ＡＰＭ而言无论是在处理黑麦还是大麦时，
当处理浓度低于１．２ｍｇ·Ｌ－１、处理时间小于２４ｈ时，
而对于ＧＰＳ而言，当处理浓度低于１０００ｍｇ·Ｌ－１、处
理时间低于２６ｈ时，黑麦、大麦根尖、幼苗蛋白质组
分均没有检测出明显的变化。对于这些差异蛋白质组

分还需要从结构和功能上进一步进行研究，从而最终

搞清楚ＡＰＭ、ＧＰＳ对植物毒害作用间的关系。蛋白质
组分的变化，也反映了它自身的一些保护性反应。

因此，可以认为ＡＰＭ对黑麦、大麦产生毒害作用
所引起蛋白质组分变化的临界浓度和临界时间分别

是１．２ｍｇ·Ｌ－１和 ｔ≥２４ｈ；而 ＧＰＳ产生毒害作用所
引起蛋白质组分变化的临界浓度和临界时间分别是

１０００ｍｇ·Ｌ－１和 ｔ≥２６ｈ。目前，我国已培养出１０００
ｍｇ·Ｌ－１抗草甘膦大豆新品种，对ＧＰＳ毒害作用的研
究结果不仅可以为抗 ＧＰＳ作物基因工程提供一些生
化理论依据，而且在生产上还有一定的实际意义。

ＡＰＭ和ＧＰＳ都是以影响细胞有丝分裂为作用方
式的除草剂，ＡＰＭ直接与微管蛋白结合，阻止微管的
形成，ＧＰＳ却是与一个约６５ＫＤ的涉及微管稳定性的
蛋白相结合。它们对植物的毒害作用在蛋白质水平上

表现出组分的增减和含量的变化。同时植物都有自身

的保护机制，有些植物对除草剂天生具有耐性，能通

过一系列酶促反应代谢和解除除草剂的毒害作用。王

俊儒（１９９７）研究表明，涉及植物对除草剂解毒机制的

有细胞色素 Ｐ４５０、葡萄糖基转移酶和谷胱甘肽转移
酶等。细胞色素Ｐ４５０是血红素－巯基蛋白质，分子量
为５５ＫＤ；葡萄糖基转移酶是水溶性的或与膜结合，分
子量为４０～６２ＫＤ；谷胱甘肽转移酶常以同二聚体或
异二聚体形式存在，亚基的分子量为２４～３０ＫＤ。在
ＡＰＭ和ＧＰＳ对植物毒害作用的生化分析中，检测到
变化的蛋白质组分中有部分蛋白质组分的分子量在

上述蛋白或酶的分子量范围内，有些诱导产生或缺失

的蛋白质组分却与这些酶或蛋白的分子量一致，说明

ＡＰＭ和ＧＰＳ对作物的毒害作用可能与这些蛋白质或
酶的变化有关，但是由于对这些蛋白质组分没有进行

测序和结构与功能的鉴定，尚不能确定它们的关系，

还有待于进一步研究。
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