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发育中花生胚离体萌发和蛋白酶活性

变化及脱落酸的影响
`
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(中山大学生物学系

,

广州 5 10 2 7 5 )

摘 要 发育过程中花生胚氨肤酶有两个活性高峰
,

与贮藏蛋白质的两个合成高蜂相吻

合
,

发育晚期有徽弱的竣肤酶活性出现
.

脱落酸能抑制离体胚萌发
,

抑制内肤醉和筱肤酶活

性
,

但不抑制氨肤酶活性
.

发育早期离体胚萌发时贮藏蛋白质降解依赖于狡肤酶 ; A ct
一

D 和

c H M 处理结果表明狡肤酸在成熟胚已预存但活性处于抑制状态
.

关镇词 脱落酸
,

花生胚
,

蛋白酶

分类号 Q 9 4 5
·

4

植物种子贮藏蛋白质含量与种子活力水平有密切关系〔,一 ’ 〕
.

降解贮藏蛋白质的酶有

3类
:

氨肤酶
、

梭肤酶和 内肤酶 [’, 5〕
.

已往的研究大多数集中于成熟种子
,

而发育中蛋白酶

的形成与活性的研究报道则很少困
.

脱落酸能调控种子发育过程
,

它能抑制种子萌发
,

使

种子维持正常的胚性发育 .7[ 8〕
.

那末
,

种子发育过程中氨欺酶
,

梭肤酶和 内肤酶的变化及

脱落酸对它们的作用是如何的呢 ? 本文以离体花生胚为材料
,

报道这方面的研究结果
.

1 材料与方法

花生 ( A ar hc is h yP
o

ga ea L
.

)材料种植于中山大学试验小区内
.

按黄上志的方法划分

种子发育时期
,

于不同的发育时期取发育一致的种子
,

剥去种皮
,

获得离体胚图
.

1
.

1 贮藏蛋 白质含蚤浏定 取 15
,

2 5
,

3 5
,

4 5
,

5 5
,

“ 和 7 5D A P (果针入土后天数 ) 花生

胚
,

其子叶经冰冻干燥后研磨成粉末
,

按 1
:

1 0 ( w / v) 加入正 己烷于一 20 ℃过夜脱脂
,

2 5 0 0

x g 离心 1 5 x g
,

脱脂粉 中的盐溶蛋 白质参照 Y a m a d a
的方 法 [`。 〕 ,

用含 N a C I 1 0 %
,

l m m o l / L P M S F 和 l o m m o l / L 各琉基 乙醇的 0
.

o z m o l / L 磷酸缓冲液 ( p H 7
.

9 ) 匀浆
,

于

4 ℃静置 h3
,

Z 0 0 0 o r / m in 离心 30 m in
,

上清液即为盐溶蛋 白质提取液
.

花生球蛋 白
,

伴花

生球蛋白和 2S 球蛋白组分含量
,

依 Y a m ad
a
的方法 1[ ’ 〕 ,

用固体硫酸钱加入上述盐溶蛋 白

质提取液中进行分级沉淀
,

40 %饱和度下沉淀的为伴花生球蛋白
, “ %沉淀的为花生球蛋

白
,

8 5 %沉淀的为 2 5 球蛋白
,

沉淀用 0
.

o l m ol / L 磷酸缓冲液 ( p H 7
.

9) 溶解后
,

按 B ar d fo dr

的方法测定各蛋白组分的含量 1[ “〕
.
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1
.

2 萌发试验 取 2 5
,

4 5 和 “ D A P 的花生种子
,

剥去种皮后用 75 %酒精处理 s5
,

再用

0
.

15 %氛化亚汞消毒 1 0m in
,

于垂直板发芽箱内 28 ℃黑暗条件下发芽 2
, 4

,

6
,

8和 10 天时

测定发芽率及蛋 白酶活性
.

脱落酸 ( 1。一 `
m ol / L )处理时

,

先用脱落酸溶液湿润玻板上滤

纸
,

花生胚放置好后 (每板 20 个胚 )
,

将脱落酸溶液注入箱内至 cZ m 高度
.

放线菌素 D

( A e t
一

D ) ( Z o m g / L )和环己亚胺 ( C H M ) ( Z o m g / L )处理方法和脱落酸相同
·

1
.

3 蛋白晦 提取 与活性 浏定 蛋 白酶提 取按 B as ha 的方法困
.

子叶用 1 : 5 ( w /v) 含

l o m m o l / L 琉基乙醇的 s o m m o l / L T r i s 一 H C I溶液 ( p H 7
.

4 )研磨
,

在 4℃条件下 2 5 0 0 0 X g

离心 20 m in
,

一部份上清液用于测定氨肤酶活性
.

另一部份上清液用含有 1 Om m ol / L 琉

基 乙醉的 50 m m ol / L 乙酸钠溶液 ( p H S
.

0) 透析过夜
,

2 7 0 0 0 x g 离心 20 m in
,

上清液用于测

定梭肤酶和内肤酶活性
.

1
.

4 狡肤晦 ( E C
.

3
.

4
.

1 7
.

1 )活性 沮11定 按 M i t s u h s a h i 的方法 [` 3〕
.

反应系统为 2
.

s m l 含

0
.

s m m o l / L 节氧拨基
一

甘氨酸
一

苯丙氨酸 ( C B P A ) 的 5 0m m o l / L T r i s 一 H C I 缓冲液 + 0
.

l m l

酶液
.

3 0 0C 保温 3o m i n 后加入 l m l 1 5 % T C A
,

4 0 0 o x g 离心 2 0 m i n ,

上清液按 Y e m m 的

方法测定
Q 一

氨基酸含量 14[ 〕
.

酶的一个活性单位定为每分钟内反应系统释放 0
.

ol m m ol 氨

基酸
.

1
.

5 氮肤晦 ( E C
.

3
.

4
.

1 1
.

1 ) 活性测定 按 M i t u s h a s h i 的方法 〔̀ 3〕
.

反应系统为 2
.

g m l 含

0
.

4m m o l几 l
一

亮氨酸
一

对
一

硝 基 苯胺 ( L A P ) 的 s o m m o l / L T r i s 一 H C I 缓冲液 ( p H 7
.

4 ) +

0
.

l m l 酶液
.

酶 的一个活性单位定义为反应 系统在 41 0 n m 波长的 O D 值每分钟增加

0
.

0 0 1
.

1
.

6 内肤晦 ( E C
.

3
.

4
.

2 1
.

2 6 ) 汉lJ定 按 C a m e r o n 和 M e d e l 的改良法 [` 5〕
.

反应 系统为

2
.

s m l 含 1 0 m m ol / L 各琉基 乙醇
,

2
.

5而m ol / L 苯甲酞
一

l
一

精氨酸
一

对
一

硝基苯胺 ( B A P A ) 的

s o m m ol / L T ir s 一 H CI ( p H S
.

l) + 0
.

s m l 酶液
.

酶的 一个活性单位 定 义为 反应 系统 在

4 l o n m 波长的 O D 值每分钟增加 0
.

0 0 1
.

1
.

7 内源脱 落酸含蚤浏定 按吴颂如的方法 16[ 〕 ,

用南京农业大学提供的脱落酸 ( A B A )

酶联免疫测试药盒测定
.

取萌发一定天数的花生胚洗净后加入 80 % 甲醇溶液在冰浴中

研磨
,

在 4℃条件下 5 00 x g 离心 2 次
,

每次 l o m in
.

合并上清液分别在 p H S
.

0 和 p H 2
.

5

条件下用乙酸乙醋提取 3 次
.

样品经 N
:

吹干并甲酷化后
,

取 50 川加入药盒微量滴定板

小孔内与 50 川 A B A 抗体结合
.

洗涤后加入显色剂邻苯二胺于 37 ℃温育 3 0而 n
,

加入

50 川 Zm ol L/ H
Z
s O

`

终止反应
,

于 M E 8 91 型酶联免疫检测仪上测定读数
,

由 A B A 标准曲

线上查 出样品 A B A 含量
.

2 结果与分析

2
.

1 不 同发育时期花生离体胚萌发及脱落酸的影响 从表 1 可以看出
,

25 D A P 的花生

胚 已具有萌发能力
,

45 D A P 花生胚的萌发能力已达 1 00 %
,

但当 A B A 存在时
,

胚的萌发

率却为零
,

65 D A P 胚 4 天的萌发率已达 10 0 %
,

但 A B A 处理的胚虽经 1 d0 萌发
,

萌发率

只有 28 %
.

至于胚根长度
,

4 5 D A P 的花生胚萌发 1d0 时胚根长为 5
.

c3 m
,

6 5 D A P 的胚此

时根长达 8
.

c4 m
,

但 A B A 处理的胚根长仅为 1
.

1。 m
.

由此可见
,

A B A 对胚的萌发和胚根

伸长的抑制作用十分明显
,

和 A B A 对离体培养中花生胚萌发抑制作用的报道是相似的图
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表 1
.

脱落酸 ( 1 0一 毛
m ol / L )对不 同发育时期胚离体萌发的影响

T a b
.

1 E f fe e t o f A B A o n g e r m i n a t io n o f p e a n u t e m b r y o s d u r
i n g id fef r e n t d e v e lo p m e n t s t a

罗
s

发育时期 萌发天数/d
萌发率 / % 胚根长度 /c m

A B A 处理 A B A 处理

00000000000025 DA P

00
J性魂b

00

4 5 D A P

00
月匕一吕

00心̀连
`

6 5 D A P

对照

23

3 8

5 4

5 8

6 1

7 8

1 0 0

1 0 0

1 0 0

10 0

8 4

1 0 0

对照

0
.

6

1
.

7

2
。

1

2
.

6

3
.

1

1
.

8

2
.

9

3
.

7

4
.

6

5
.

3

2
.

4

3
.

9

6 1 3 1 0 0 0
.

3 5
.

2

8 2 1 1 0 0 0
.

4 6
.

8

1 0 2 8 1 0 0 1
.

1 8
.

4

2
.

2 蛋 白晦的活性变化及脱落酸的影响

( )l 不同发育时期花生胚蛋白酶活性及内源脱落酸含量的变化
.

图 1
,

2 显示
,

花生胚

发育过程中氨肤酶出现了两个活性高峰
,

分别在 35 D A P 和 65 D A P
,

后一个高峰活性更大

1,13
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图 1 不同发育时期花生胚蛋白醉活性及 A B A

含 t 变化

F ig
.

1 C h a n g e s o f e n d o g e n o u s A B A e o n t e n t a n d

P e P t id a s e s a e t i
v

it i e s o f P e a n u t e m b r y o s
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i雌 d if f e r e n t d e v e lo p m e n t s t a

ge
s

1 E nd o g e n o u s A B A
e o n t e n t ,

2 A m i
n o

ep P t i d a s e a e t i
v

i t y ;

3 C a r

bo x如P e P t i d a s e a e t i v i t y
.

15 25 3 5 4 5 5 5 6 5 7 5
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图 2 不同发育时期花生胚贮藏蛋白各组分累积

速度变化

F ig
.
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一些
,

发育中花生胚在 55 D A P 有微弱 的梭 肤酶活 性 出现
,

“ D A P 活性上升
,

然后 在

7 5D A P 趋于下降
.

贮藏蛋白质的花生球蛋 白和伴花生球蛋 白组分有两个合成高峰
,

一个

在 35 D A P
,

另一个在 65 D A P
.

25 球蛋白的合成高峰 出现在 45 D A P
,

然后趋于下降
.

花生

胚内源 A B A 在发育过程中趋于上升
,

在后期没有明显下降
.

oo1阳6010卜乃D A I ,

不同发育时期花生离体胚萌发过程中蛋

白酶活性及内源 A B A 含量变化和外源

A B A 对蛋白酶活性的影响
00生̀Jù

。1201608040。160120408015 D 八 I ,

、 1

图 3

拿 F i g
.

3
沙臼
1幼

切̀间如V山V断ù仁
妇zun,。洲划晚堪

,
时发 l明 t

E n d o g e n o u s A B A e o n t e n t , a e t i v i t ie s o f

p e p t id a s e s a n d e f f e e t o f e x o g e n o u s

A B A o n t h e m i n g e r m in a t i n g p e a n u t

e m b r y o s
i
n v

it
r o

1 E
n d o g e n o u s

A B A e o n t e n t ;

2 A m in o P e P t id a s e ;

3 A m in o P e P t id a s e
w i t h A B A t r e a t -

m e n t ;

4 C
a r

b
o x y l p e p t id

a s e ;

5 C a r b o x y l P e P t id a s e
w it h A B A t r e a t -

m e n t ;

6 E
n d o P e P t id a s e ;

7 E
n

d o P e P t i d a s e w it h A B A t r e a t -

n l e ll t
。

( 2) 不同发育时期的离体花生胚萌发过程中蛋白酶活性及内源 A B A 含量变化和外

源 A B A 对蛋白酶活性的影响
.

从图 3 可以看出
,

不同时期花生离体胚萌发过程中
,

内源

A B A 含量都趋于下降
.

尤其在 。~ 4d 内
,

中后期胚的内源 A B A 含量下降的速度更快一

些
.

萌发过程中
,

氨肤酶没有 明显的活性高峰出现
,

45 D A P 后活性下降了
.

25 D A P 花生

离体胚萌发时
,

检测不到内肤酶活性
,

但随着种子的发育
,

45 D A P 的离体胚在萌发 d6 时

其活性出现了一个高峰
,

而发育后期胚的活性高峰在萌发 d2 内就出现了
.

25 D A P 的胚萌

发 d6 时梭肤酶活性达到高峰
,

45 D A P 的是 d4
,

但 6 5 D A P 的活性高峰延迟到 sd
.

随着胚

的成熟
,

梭肤酶活性也提高了
,

早期胚萌发时
,

氨肤酶活性趋于下降
,

内肤酶活性不出现及

梭肚酶活性提高的结果说明了此时胚贮藏蛋 白质降解依赖于梭肤酶
.

外源 A B A 明显地

抑制了梭肤酶和内肤酶活性
,

对氨肤酶活性的抑制作用不明显
.

.2 3 A ct
一

D 和 C H M 对狡肤晦活性的影响 图 4 表明
,

A ct D 和 C H M 都抑制了发育前期

胚梭肤酶的活性
.

成熟中期胚萌发 。~ d4 内
,

C H M 显著地抑制梭肤酶的活性
,

但 d8 后

A ct
一

D 处理的梭肤酶活性也下降了
,

显示此时胚 已有预存的梭肤酶 m R N A
,

C H M 阻止了
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梭肤酶的合成
,

从而抑制酶的活性
,

萌发 8d 时
,

由于 A ct
一

D 抑制了梭肤酶 m R N A 的进一

步合成
,

m R N A 水平下降了
,

因而抑制了酶的合成
.

发育后期胚萌发 O~ 4d 内
,

梭肤酶活

性不受 A ct
一

D 和 C H M 的影响
,

8d 后其活性被 明显抑制
,

结果表明
,

此时胚需重新合成

梭肤酶 m R N A
.

这个结果与此时胚萌发过程中梭肤酶活性有两个较明显的高峰的表现是

一致的
.

F

…
A一一D

.

习|||||||||||||二肠l r|||||||||土筋 D A P 肠 D A P

50

。
狱辫茶晕

A B C A B C A B C A B C A B C A B C

4 8 4 8 4 8

l坑发期d/

F ig
·

4

图 4 A ct
一

D 和 C H M 对不同发育时期花生胚萌发时狡肤酶活性的影响

E f f e e t o f A e t一 D
a n d C H M

o n t h e a e t i
v

it i
e s o f e a r b o x y lp e p t i d a s e

i n 罗
r m i n a t i n g p e a n u t

e m b r y o s
i
n v i t r o

A
.

C K , B
.

A e t一 D t r e a t

ner
n t 书 C

·

C H M t r e a t m e n t

3 讨 论

植物胚胎发育中
,

蛋白质组分是不断变化的 1[ ’ 〕
.

A n d er i4[ 〕认为
,

蛋白酶是在种子萌发

初期迅速合成的
,

它们受蛋白质合成抑制剂环己亚胺抑制
.

傅家瑞 l8[
·

” 〕报道
,

干花生种

子中具有很高的中性氨肤酶活性
,

该酶是预存的
.

K an i c hi 6j[ 报道一种棕搁种子发育过程

中有两类蛋 白酶 A 和 B 的存在
,

A 产生于种子发育晚期
,

B 在发育早期就有了
.

本研究

结果表明
,

氨肤酶在种子发育早期就已被合成
.

在花生种子发育过程中
,

氨肤酶的两个

活性高峰与贮藏蛋白质的花生球蛋 白和伴花生球蛋白两个组分合成高峰是吻合的
,

氨肤

酶活性不受 A B A 抑制和萌发过程中活性下降了
,

因此
,

氨肤酶可能与贮藏蛋白质合成时

多肚链的修饰有关
,

也可能是萌发过程中其它蛋白酶活性的启动者
,

发育早期胚萌发过

程缺乏 内肤酶活性
,

后期胚萌发时梭肤酶活性高峰迟于内肤酶出现的证据表明
,

梭肤酶

主要起水解小分子蛋 白的作用
.

花生球蛋白和伴花生球蛋白降解则依赖于 内肤酶的活

动 1j[
.

从 A o t
一

D 和 C H M 对梭肤酶作用的结果来看
,

蛋白酶可以受抑制的形式存在
.

植物

发育过程中能适时启动蛋白酶合成基因
,

但选择性抑制了酶活性
,

A B A 可能是抑制酶活

性的主要因子
.

发育中蛋白酶形成和活性变化对于种子活力形成的意义仍有待进一步研

究
.
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