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摘 要

线粒体结合 A T P a s 。及质膜和液泡膜结合A T P a s e
活性随花生种子吸胀 的起 始 逐 渐 增

加
,

酶活性与种子活力有正相关性
.

以萌发一周的花生下胚轴为实验材料
,

线拉 体 A T P a s e ,

质膜 A T P as
e
和液泡膜 A T P as e的反应最适p H均为 9

.

在 p H 6 一 10 范围内随 p H的升高 H
十

分泌增多
.

膜 A T P晦为二环已烷亚胺抑制
,

而为 K CI 激活 ; N a N 3

特异地抑制线粒体 A T P

酶
,

而 N a V O 3

专一地抑制质模 A T P酶
,

但两者对液泡膜 A T P 晦均 无效
.

M g
十 十 、

K
十

激 活

A T P a s e ,

也刺激 H
+

分泌
.

质膜 A T P as
e抑制剂 N a V O 3

对 H
+

分 泌 作 用 不大
,

而 线 粒体

A T P a , e
抑制剂 N o N 3

及解偶联剂 D N P均显著抑制 H
十

分泌
。

C ol 刺激 H
+

分泌而 C o

l 抑 制 H
+

分泌
。

似乎线粒 体 A T P产量对 H
十

分泌更重要
.

关键词 种子活力
,

A T P a s e ,

H
+

分泌
.

细胞中各种结构的 A T P as e活性的表现与否及强弱标志着这 部 位 生 理 功 能 的状

态
〔 ’ 〕 。

A T P as e 与能量代谢相偶联
,

因此与光合作用
、

物质 吸收和运输
〔 “ 〕 、

生长发 育
、

抗旱性
、

抗杀虫剂等
〔 “ 〕
都有密

一

切关系
.

本文以花生种子为材料
,

初步探索了 种 子萌动

过程中活力与 A T P a s e 活性的关系
,

A T P as e的一些特性及其与 H
+

分泌的相关 性
。

1 材料和方法

实验材料为花生种子
“
粤油 1 1 6’,

,

由广东省农科院经济作物研究所提供
。

1
.

1 不同活力种子的取褥

高活力种子
:

当年收的种子发芽率为 98 肠
,

活力指数 (简易 )为 2
.

03
.

中等活力种子
:

贮藏一年后的种子
,

发芽 率 89 肠
,

`

活力指数。
.

8 1
.

低活力种子
:

贮藏 2 年的种子
,

发芽

率 75 肠
,

活力指数。
.

43
。

极低活力种子
:

市场购买陈种
,

发芽率 68 肠
,

活力指标 。
.

30
.

1
.

2 种子含水盆
、

发芽率及活力指 数的测定

称取一定重量的种子放入烘箱
,

在 10 5℃下烘至恒重
,

计算其水分含量
.

采用 直 立

玻板法测定发芽率及活力指数
.

3 天后记录种子的发芽率
,

测定胚根和下胚轴的长度
.

活力指数 ( 简易 )
=
发芽率

X
生长势 ( 以幼根及下胚轴长度表示 )

.

1
.

3 分析材料的准备

选取大小均匀的花生种子 50 粒
,

放在垫有两张滤纸的培养皿中
,

加入蒸馏水 50 m l
,
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于 2 5℃下分别吸水 。
,

1 , 2 , 4 , 6 , s , 1 2 , 1 5 , 2 4 h
,

取
,
出 种 子 洗净

,

剥 出胚

轴用于测定 A T P as e
活性 ( 提取方法一 )

。

花生种子的萌发在萌发网上进行
,

25 ℃下萌发一周
,

气泵泵气
,

取胚轴 进行 A T P a s e

性质测定 ( 提取方法二 ) 和 H
子

分泌实验
·

1
.

4 膜 A T P a s e的测定
〔 4

~
。 〕

称取花生胚轴 1 克
,

按焦新之等 ( 1 9 8 1 )
〔 ` 〕 、

王 延 之 等 ( 1 9 8 7 )
〔 “ 〕
及 W

a n g等

( 1 9 8 5 ) 〔 “ 〕
所用的方法提取膜 A T P酶用钥蓝法测定 A T P酶活性

。

膜制剂蛋白含量按李

琳等 〔
、
1 9 8 。 ) 介绍的考马斯亮蓝 G一25 。染色法测定

〔 ”
.

1
.

5 H
+

分泌的测定

将荫发 7 天的花生胚轴取出
,

用切片机切 成 3 m m 切 段 后
,

在 o
.

Z m m ol / L 无 水

C a S O
`

中通氮清洗 4 h后
,

分为 10 个切段一组
,

吸干其表面水分并 称 重
.

用 p H S一 3 C

型酸度计测量 H
十

分泌
,

将材料加入到 10 m l p H 6
.

60 的 1 m m o
l/ L M e s

一 T ir s
缓冲 液

中
,

通氮气并加一水饱和装置
,

用玻璃电极测 p H变化
,

随时用经标定 的 o
.

o Z o o N N a O H

滴定
,

维持 p H 6
.

60 左右
,

连续 30 m i n ,

将加入的 N a O H 量折算成 H
+

分泌量
.

2 实验结果

2
.

1 萌发早期胚轴细胞内 A T P as e 的

活性变化

2
.

1
.

1 线粗体 A T P as e 活性变化 干

种子的胚轴细胞线粒体膜 A T P as e
活性

很低
,

吸水后活性提高
。

图 1 显示
,

不

同活力胚轴在吸胀过程中酶活性变化情

况不同 ( 图 I A )
。

活力越高的 种子吸

胀初期胚轴 A T P as e 活性增加越迅速
,

且持续上升时期较长 (峰值在 1 811 )
,

活

力高的胚轴酶活性也高
。

2
.

1
。

2 质膜及液泡膜 A T P as e 活性 变化

干种子胚轴质膜及液泡膜 A T P a s e
活

性亦较低
,

吸胀后酶活性上升
,

且不论

干种子抑或吸胀一定时间后的种子
,

活

力越高的胚轴
,

酶活性也越高 (图 I )B
。

吸胀过程中质膜及液泡膜 A T P as e
活性

变化曲线类似于 线 粒 体 A T F a s e 活性

变化曲线
,

只是高活力胚轴质膜及液袍

膜的 A T P a s e 活性峰值提早 出现 ( 吸胀

4 h)
,

且峰值较线粒体 A T P as e
峰值高

2 倍多
。
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图 1 萌发早期不同活力胚轴膜 A T P a 。 。 活性的变化
F i g

.

z T 五e C五a n g。 : o f m e 坦 b r a n e A T P a s e

a e t i v i t y i n e m b : y o n i
e a x e s o f v a r i o u s

v i g o u : d u r i n 毯 e a r l y g e r 皿至n a t i o n

A
.

线粒体 A T P as e活性
B

。

质膜及液泡膜 A T P a s e活性
1

.

高活力
,

2
.

中等活力
,

3
.

低活力
,

4
.

极低活力
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2
.

3 线粒体
、

质膜和液泡膜 A T P a se 的性质

分别以萌发一周的胚根
、

胚轴为材料测定各种 A T Pas e
活性

,

结 果 表 明
,

质膜

人 T P a s e和液泡膜 A T P a s e 主要存在于下胚轴中
,

胚根中的活性很低
,

难以测出
。

线 粒

体膜 A T P酶活性在胚根 与下胚轴中相差不大
。

多次实验表明
,

干种子及吸胀种子的胚轴线粒体
、

质膜和液泡膜 3 种 A T P 酶 反 应

的最适 p H值均为 9
。

以吸胀 12 h种子的胚轴和萌发 3 天及 6 夭的花生下胚轴为材料
,

提

取 A T P酶进行测定
,

证明 3 种 A T P as e
的最适反应 p H值均为 9 (图 2 , 3 ,

4 )
。

可 见

花生种子从萌发 12 h至 6 天期间
,

A T P酶的最适 p H 均为 9
。

其中
,

质膜 A T P as e
受 p H

影响活性变化幅度较大
,

线粒体和液泡膜 A T P as e
的变化幅度较小

。
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图 2 吸胀1 2h胚轴A T P as
e 反应最适 p H

F i g
.

2 T h e o P t i m u m P H o f A T P a s e i n

P e a n u t e m b r y o n i e a x e s i m b i b i n g f o r 12 h

1
.

线粒体 A T P as
e ,

2
。

质膜 A T P as
e

图 3 萌发 3天的种子下胚轴A T P as e 反应最适 p H

F i g
.

3 T h e o P t im u rn P H o f A T P a s e i n

h y P o e o t y l o f P e a n u t s e e d g e r m i n a t i n g

f o r 3 d a y s

1
。
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2

。
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。
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10拜 m lo / L二环己烷亚胺 ( D C CD )对线粒体
、

质膜和液泡膜 A T P酶均有明显的抑

制作用
,

而 50 m m ol / L的 K C L则对 3 种 A T P as e均有不同程度的激活作用
.

o
.

s m m ol / L

N a N
:

特异地抑制线粒体 A T P a s e , o
.

l m m ol / L N a V O
。
则专一抑制质膜 A T P as e ,

而液

泡膜 A T P as e似乎对此 2 种抑制剂都不敏感 ( 图 5 )
。

(
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图 5

蕊 Q ” 一 J. o e ` D 一 v o -

〔 K K C; 囚一 N一 D C仁D 卜一甘仇

四种化学物质对膜 A T P的作用

E f f e e t o f f o u r e h e m i
e a l s o n m e m b r a n e

A T P a s e

A
。

线粒体 A T P as
。 ,

B
。

质膜 A T P as e ,

C
.

液泡膜 A T P as
e

H
`

分泌与 A T P a s e

甘.乙廿g

.

,̀

干种子胚轴及吸胀 1h8 以 内的胚轴 H
十

分泌未测 出
.

吸胀 24 h后的胚轴可检测出其 H
+

分泌
,

但分泌量较少
。

萌发 7 天左右的花生种子
,

其下胚轴 H
十

分泌大大增多
,

以 此作

为探讨 H
+

分泌的材料比较理想
。

p H值对 H
+

分泌影响很大
,

随 p H增加 H
十

分泌迅速 增 高
, p H g 一 10 之 间 H

十

分 泌

量几呈直线增加 ( 图 6 )
。

在含 1 m m ol / L M g
十 +

和 10 m m ol / L K
干

的缓冲液中
,

胚轴 H
十

分泌都增多 (图 7 )
,

p币
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图 6
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.

6 T五e

p H对 H
+

分泌的影响

e f f e e t o f P H o n H
+ e x t r u s i o n

图 7 K
十

( i o m m o l / L )
,

M g
+ 十

( i m m o l / L )

对H
+

分泌的影响

F i g
.

7 T h e e f f e e t o f K
+ a n d M g

+ + o n

H
+ e x t r u s i o n
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表明 M g 十 +

和 K
十

具有促进 H
十

分泌的作用
。

线粒体 A T P sa e抑制剂 N a N
。

对 H
十

分泌 起明显

的抑制作用
,

且随浓度增高抑制作用加强 ( 图 S A )
。

质膜 A T P as e抑制剂 N a V O
。

对 H
+

分泌作用不明显 ( 图 S B )
.

|
l砰l

一。
于
ù, t.扮ù习李

.c 砚 0
.

04 .0 叩 J
一
1 6 0

一
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班叨
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.

五 ) . a下 .o 『 . 时八 企

图 8 不同抑制剂对 H
十

分泌的影响

F i g
.

s E f f e e t o f v a r i o u s i n h i b i t o r s o n H
+ e 工 t r u s i o n A

.

N a N
3 ,

B
.

N a V O ,

呼吸解偶联剂 D N P对 H
+

分泌起抑制作用
,

且随浓度增大抑制作用加强 多 呼 吸抑制

剂 K C N 低浓度 。
.

l m m ol / L 对H
十

分泌不起作用
,

高浓度。
.

4 m m ol / L 则稍为抑 制 H
十

分泌

( 图 9 )
。

C ol ( N A D H
:

) 对 H
十

分泌起促进作用
,

在 。 ~ O
。

4 m m ol / L浓度内浓度越高
,

促进

作用越大 , 而 C o l ( N A D P H
:

)则对 H
十

分泌有抑制作用
,

浓度越高
,

抑制 效 应 也 越大

( 图 1 0 )
。
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3 讨 论

细胞中各种结构的A T P as e
活性的表现与否及强弱标 志 着 这 部位 生 理 功 能的状

态
〔 ’ 〕 。

从花生种子萌发早期几种膜结合 A T P as e 的变化情况
,

发现干花生 胚 轴 线 粒体

A T P as e 及质膜和液泡膜的 A T P as e活性很低
,

吸胀后逐渐增加 ( 图 1 )
,

表 明线粒体
、

质膜和液泡膜在吸胀过程中由不完整转变到完整的过程
.

eB w l ey 认为膜结合酶活性的变

化可能反映膜功能的变换
.

我们的结果是膜结合 A T F a s e 活性与种子活力成正相 关
,

吸

胀初期活力越高的种子其胚轴 A T P as e活性的增加越迅速
,

这大概与劣变种子在 吸胀过

程中的膜修复能力相关
。

纯化的质膜 A T P as e
对A T P特异

,

需要 M g
十 十

并被单价阳离子进一步活 化
〔 。 〕 ,

本实

验表 明 K
+

对这 3 种 A T P as e
均有激活作用

.

质膜 A T P as e的专一性抑制剂是钒酸盐
〔 ’ 。 “ ,

N a N 3
则特异地抑制线粒体 A T P a s e 〔 。 ’ ,

D C C D是与叶绿体和细菌型 A T P as e 的质 子通

道反应
〔 `。 , ,

线粒体 A T P a s e 比液泡膜
〔 “ ,和质膜 A T P a s e 〔 “ ,

对 D e e D更敏感
.

本实 验测

定结果与这些报道基本一致
。

据报 道
,

不同植物线粒体
、

质膜和液泡膜 A T P as e最适 p H有所 不同
,

如水 稻根的

A T P a s e
分别为 s

, 5 , 7 ,
燕麦根的 A T P a s e分别为 s

、
6

、

6 ” .

我们分离 提 取 了花

生下胚轴的线粒体
、

质膜和液泡膜
,

多次测定结果表明这 3种膜结合 A T P a s e的最 适 p H

均为 9 ,

且不随萌发天数增多而有所改变
,

这也许是 由于花生的嗜碱性所致
.

近 20 年来积累了许多资料
,

肯定了质膜 A T P as e
的电致氢离子泵功能

〔 ”
.

最 近 又

发现质膜上的氧化还原体系也与 H
十

分泌相关联
〔 ` “ 〕 ,

有实验表明两 过 程 是 截 然 分 开

的 ( ` “ 〕 ,

认为 H
+

一 A T P as e
是负责 H

+

分泌的主要机制
,

质膜氧化还原活动只是使膜电势

去极化和活化 H
十

一 A T P as e 。

我们以花生下胚轴为材料
,

初步探索 了H
十

分泌与 A T P a s e
的相关性

。

结果表明
,

对

A T P a s e必需的 M g + 十

和激活 A T P as e 的 K
十

刺激 H
十

分泌 ; 线粒体 A T P a s e 抑制剂 N a N
3

显

著抑制花生下胚轴的 H
+

分泌
,

而质膜 A T P as e
抑制剂 N a Z

V O 。
在很高浓度下才对H

十

分泌

有些微抑制
。

呼吸解偶联剂D N P对 H
+

分泌有很大抑制效应
,

而呼吸抑制 剂 K C N 的 作

用不大
。

我们的实验似乎可 以说明线粒体 A T P的产量与 H
十

分 泌 有 很 大 关 系
。

外 源

N A D H 加 速 H
+

的 净 流出 ( ’ 毛〕 ,

表明 N A D H用作质膜氧化还原系统某种最初 组 分 的

电子供体
。

本实验也表明 C ol 刺激 H
十

分泌
.

而 C o l 则抑制 H
+

分泌
.

质 膜 氢 离 子 一

A T P as e与质膜氧化还原体系究竟在 H
十

分泌中起什么作 用
,

尚需进一步研究
.
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