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氨基嚓吟的生物鉴定
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摘 要

6
一

苯甲酞氨基缥吟 ( x
j
一

4 ) 和 6 一映喃甲酞氨基嗦吟 ( x j
一

5 ) 是中山大学化学 系新

合成的两种生长调节剂
.

用萝 卜子叶法和与二I A A或 C a 十 令

协同释放乙烯法测定其生物活性
,

表明它们均具有细胞分裂素活性
,

其中xj
一

4 的活性较高
,

接近 6
一

B A
,

而卜j
一

5 的 活性稍

低
.

幻
一

4 的适宜使用浓度是 5
一

10 m g 1/
,

xj
一

5 则为 1。一
1 5 m g l/

.

由于生产成本低
,

均不失

为有效的人工合成细胞分裂素
.

细胞分裂素与 I A A或 C a 十 十

协同释放乙烯是一个快速而准确测定细胞分裂素 的 方法
,

其

中与 I A A 的协同作用效果更好
.

关锐词 6
一

苯甲酞氨基嗦吟
,

6
一

吹喃甲酞氨基嗓吟
,

细胞分裂素
,

协同释放乙烯法
,

萝 卜子

叶测定法

细胞分裂素是五大类植物激素之一
,

属于嗦吟类物质
,

它参与调控植物生长发育诸过

程
,

如控制种子萌发
,

促进细胞分裂
,

促进侧芽发育
,

诱导组织分化以及防止衰老等生理

活动
。

常用的人 工合成细胞分裂素是 6 一

节基腺嚓吟 ( 6 一
B A ) 和激动素

,

它 们 的活性

虽高
,

但生产成本也高
,

还难以普遍使用于农业生产
.

6
一

苯甲酞氨基嗦吟 ( xj
一 4 ) 和 6

一

吠喃甲酞氨基嗓吟 ( xj
一 5 ) 是中山大学化学系

新合成的两种细胞分裂素类激素
,

它们的生产流程较简单
,

生产成本低
,

我们应用两种

生物测定法 ( 一是萝 卜子叶增重法
,

一是协同释放乙烯法 ) 来鉴别这两种 新产品
,

试图

为其应用价值提供理论依据
。

丫

1 材料与方法

xj
一

4 和 xj
一

5 由有机化学教研室提供
,

测定细胞分裂素活性的试 验 以 6 一
B A 作 对

比
。

它们的化学结构如下
:
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萝 卜子叶增重法参照 L e ht 。 m 〔“ ,

的方法
。

细胞分裂素与 I A A 或 C a 十 十

协 同

系统的气相色谱法参照 L a u和 Y a n g

的 方 法 〔 3, ` , 已〕
。

新鲜绿豆种子精选后

洗净
,

吸胀数小时
,

播于充分吸水的

珍珠岩中
,

在 25 ℃下黑暗 培 养 3
一

4

天
,

待幼苗长至 9 一

10
o m时

,

选 取长

短粗细一致的幼苗
,

在下胚轴倒钩下

1 o m处的下部截取 2 o m 长的切段
,

每20 个切段为一组
,

放入 40 m l三 角锥 瓶中
,

加入 5

m l含有 1 0产M激素样品
, 1 2产M I A A或 1 0 m M C a C I

: , 2 肠蔗糖的 s o m M磷酸缓冲 液
,

细

胞分裂素与 I A A 系统 p H为 6
.

0 ,

细胞分裂 素 与 C a ` 十

系统 p H 为 5
.

5 ,

以 6 一
B A

、

xj
一 4

和 xj
一 5 分别作对照

。

将三角锥瓶内气体与室内气体平 衡后
,

于 瓶 内 放 入一个 盛 有

o
.

Z m l4 。肠 K O H 的塑料小杯
,

以吸收放出的 C O Z ,

然后用橡皮塞密封瓶 口
,

隔 3 小 时取

样测定瓶内乙烯含量
.

乙烯的测定采用 1 03 型气相色谱仪
,

色谱柱为涂有 1
.

5帕 A p ie z 。 。
的氧化铝柱

,

氢焰

检测
.

护

2 试验结果

2
.

1 不 同质介的 xj
一

4
、

xj
一

5 溶落对萝 卜子叶增盆的形晌

用蒸馏水和 2 m M磷酸缓冲液 ( p H S
.

8一 6
.

0) 分别将 xj
一 4和 xj

一 5 配制成 每 毫升含

0
.

0 0 .5 0
.

0 5
、

0
.

5
、

5 毫克的溶液
,

以此溶液培养萝 卜子叶
,

结果如表 1
. x j

一 4 和 xj
一

5

溶液对萝 卜子叶的增重有显著的促进作用
。

在。
.

0 0 5
一 5 m g / 升的浓度范围内

,

增重作用

随着浓度的增加而增加
.

s m g / 升的 xj
一 4 溶液比对照组增重 6

.

3倍
,

而
x

j
一

5 组也比对

照组增重 5 倍
。

xj
一 4 和 xj

一
5 的磷酸缓冲液明显地促进萝 卜子叶增重

,

在相同浓度下
,

x
j
一 4 和 xj

一
5 的磷酸缓冲液比它们的水溶液促进增重更为有效

。

表 1 x j
一

4
、 x j

一

5处理萝 卜子叶的增重效应 ( 10 片子叶平均值 )

. .. .r飞XT a b
.

1 E f f e e t o f

e o t y l e d o n s

i
一

4 o r x j
一

5 t r e a t m e n t o n t h e w e i g h t o f r a d i s h

a v e r a g e w e i g h t f o r e o t y l e d o n )

处理 浓度

( m g/ L )

培养前子叶重

(血 g )

培养后子叶重 净增重 色泽

( m g ) ( m g )
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2 . 适浓度和适宜浓度范圈

试验表明
,

随着 xj
一

4和 xj
一

5 浓度的增加
,

子叶的重量也增加
,

当在 水 溶 液 状态

下
,

浓度为 10 m g / 升时
,

xj
一

4 和 xj
一

5 均使萝 卜子叶增重达最大值
。

当浓 度 继续增大

时
,

则子叶增重下降
.

因此
,

10 m g / 升是 xj
一

4 和 xj
一

5 的最适浓度
。

对 x j
一 4 ,

适 宜 浓

度范围是 5 一 10 m g / 升
,

而 xj 一 5 适宜浓度范围却为 10 一 15 m g / 升
,

这也 清 楚 表明
l j

一
4 的活性比 xj

一
5 要高 ( 表 2 )

.

表 Z xj
一

4
、 x 一

j s 最适浓度试验 ( 10 片子叶平均值 )

T a b 2
.

o p t i m a l e o n e e n t r a t i o n o f x j
一

4 a n d x j
一

5

处理 浓度 培养前子叶重

口 g / L ( m g )

培养后子叶重 净增重 色 泽

( m g ) ( m g ) 丫
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2
.

8 活性比较

以 6
一

B A为标准
,

xj
一 4 和 x j

一
5 与之进行比较

,

结果 如 表 3所 示
。

在 相 同 浓度

条件下
,

以子叶增重率作比较
,

6
一

B A 活 性最高
,

但 xj
一

4 活 性亦相当接近 6
一

B A
,

而xj 一 5 的活性则较低
。

xj
一 4 与 xj

一
5 的最适活性浓度 是 10 m g / 升

,

而 6一 B A 则为

s m g / 升
。

表 3
。

三种细胞分裂素类物质活性对比 ( 10 片子叶平均值 )

T a b
。

3 C o m Pa r i s o n o f a e t i v i t i e s o f t h r e e e y t o k i n i n s

处理 浓度 培养前子叶重

(口 g / L ) ( m g )

培养后子叶重 增重 色泽

( m g ) ( % )

.5510150水溶液乙
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.

4 与 C a ` +

系 统 的协 同 作用

对释放乙操的影晌

试验表玉明
.

xj
一

4 与 xj
一

5能 和

C a 今 今

起协同作用
,

增加绿豆 幼 苗 下

胚轴的乙烯释放量
,

其 中 xj
一

4 释放

较多
,

xj
一

5 释放较 少
。

在 。 一 15 小

时的培养时间内
,

随着培养时间的增

加
,

乙烯释放量也增加
.

乙烯的释放

表现为三个阶段
: 1一 6 小时为迟滞

期
,

处理与对照组都仅释放很少量的

乙烯 , 6 一 9小时为对数期
,

处理组

乙烯释放量迅速增加
,

几 倍 于 对照

组 , 9一 1 5小时为平缓期
,

各组的乙

烯释放量增加缓慢 ( 图 1 )
。

1 6一 B八+

2 1 ,一 几 +

3 i J一 b 介

4 6一 B A

5
.

1 1一几

6 , ]一马

C公
。

C犷
.

C公
,

L /
尸

/

…
,

八弓
应葬不
0 3 6 5 12

泊共时阅`动
、

月 )

; {

马O匕,IC甘ǎ崔呀冷ON畜冷、一̀à甲城.公祠

图 1 C K 十 C a + +

系统中 C K对绿豆下胚轴切段释

放乙烯的影响 ( C K浓度为 1 0拌M
,

C a + +

浓度

1 0功 M
,

p H S
.

s )
F i g

.
i E f f e e t o f C K o n h y p o e o t y l s e e t i o n

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

a t C K + C a + + s y s t e m ( 1 0 拜M C K a n d

1 0 也M C a + + ,

P H S
。

5 i n t h e s y s t e m )
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甲

式哪梦
2

.

5 与 IA A 系 统 的 协同作用对乙始释放

的形晌

从 x j
一

4 或
x

j
一

5 与1 2召M I A A处理绿豆下

胚轴切段释放乙烯的效应来看
,

在处理后 1一

12 小时内
,

细胞分裂素 与 I A A 的协同作用比

非协同作用的对照组
,

乙烯的释放量有十分明

显的增加
,

而且随着培养时间的增加而增加
。

在处理后 9小时
,

对照组乙烯的释放量还处于

一个很低的水平
,

而 6 一
B A 和 xj

一 4 与 I A A 的

协同作用即有大量的乙烯释放
,

其释放量可比

对照组高达 6 一 8 倍之多
,

xj
一 5 的协同 作 用

稍为推迟
,

到处理后 12 小时才达到高峰
,

接近

jz
一

4 的水平 (
一

图 2 )
。

令
护几

+ IA A
· 马+ I月 A
·

B A
, 4

一 ,

别幻.6习
-

封

舀

;
.ù

:
1门乙舟J4万日

.口
3,̀-

ǎ起奋尽ON宙呀、1),书毖村

3 6 9 , 2

劝井峭闷 (小时 )

3 讨 论

xj
一 4 ( 6

一

苯甲酞氨基 嚷 吟 )
x

j
一

5 ( 6

一

吠喃甲酞氨基镖吟 ) 均表现细 胞 分 裂 素 活

性
。

不论是萝 卜子叶增重法或是协同释放乙烯

法都明显看到
x j

一 4 的活性高于 xj
一

5
。

xj
一 4

图 2 C K + I A A系统中C K对绿豆下胚

轴切段释放乙烯的影 响 (C K 和

I A A浓度均为 10 “ M
,

p H 6
.

。 )

F 19
.

2 E f f e e t o f C K o n h y p o e o t y l

s e e t i o n o f m u n g b e a n i n

r e l e a s i n g e t h y l e n e a t C K

+ I A A s y s t e m
.

( 1 0产M C K a n d 1 0拜M l A A
,

P H 6
.

0 i n t h e s y s t e m )

的活性接近 6
一

B A
,

基本上可以代替 6
一

B A , xj
一

5 的活性较次
,

只要在应用 中 适当增

加浓度
,

也不失为一种价廉而有效的人工合成细胞分裂素
。

细胞分裂素的结构与功能有着密切的关系
。

一般说来
,

细胞分裂素分子上有一个完

整的嗦吟环
,

这对其活性是必要的
.

细胞分裂素支链的长度
、

不饱和程度以及支链上取

代基的种类和位置等
,

都对其 活 性 有很大的影响 〔“ 〕
。

从 xj
一 4 、

xj
一

5 和 6
一

B A的结构

来看
,

它们除了都有一个嚷吟环外
,

在N
一

6 位侧链上也 有 环 状 结构
.

6
一

B A 的苯环是

通过次甲基与 6 位氨基 N相连
,

而 xj
一 4 、

xj
一

5 则是通过甲酞氨基与 6 位氨基 N 相连
。

xj
一 4 上的甲酞基经加氢还原为次甲基后

,

即转变为 6 一
B A

.

而 xj
一 5 的甲 酸基还原为

次甲基后
,

即转 变为激动素 〔 `。
.

从与 6 一
B A 在结构的相似性来看

, x j
一 4 的 结 构酷似

6
一

B A
,

这可能 是它的活性较接近 6一 B A 的原因
,

而
x j

一 5 较接近激动素
,

因而其活性也

比 xj
一 4 稍逊

,

这也表现出 xj
一 4

、 x
j
一

5 具有细胞分裂素的结构与功能相 一 致的特性
。

近年由 L
a u 和 Y a n g提出的 I A A 或 C a + +

能与细胞分裂素协同作用产生乙烯的能力
,

并且乙烯量与细胞分裂素含量呈正相关
,

因而是测定细胞分裂素活性的一个快速而准确

的方法 ( ` 、 7 ,
`

他们认为
,

细胞分裂素与 I A A 的协同作用释放乙烯
,

是由于细胞分裂素解除

了结合态 I A A的束缚
,

使之转变为活泼的自由态
,

从而提高了活泼态 I A A的水平
,

而高

水平活泼态 I A A的存在就会促进乙衍的释放 〔“ 、 , ,
.

对于细胞分裂素与 C
a + +

的协同作用
,

是由于
:

① C a 斗 +

影响细胞分裂素的吸收与代谢 , ②细胞分裂素影响 C
a + +

的吸收和 (或 )

运输
,

从而对应于乙烯的产生 , ③细胞分裂素和 C
e + +

都直接涉及乙烯的产生 〔“ 。
.

从 xj
一 4

丫
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和 xj
一 5 与 I A A或 C a 斗 十

的协同作用中
,

我们都能看到乙烯的释放
,

这 也清 楚 表明 xj
一 4 和

xj
一

5 是具有细胞分裂素活性的物质
.

在这 两个系统中
,

xj
一 嫂释放 乙烯的量高于 xj

一 5 ,

可以进一步表明
x j

一 4 的细胞分裂素活性大于 xj
一 5

。

从本试验看到
,

细 胞分裂素与 I A A或 C a 斗 +

系统对促进乙烯的释放都有明显 的 协同

作用
,

其中细胞分裂素与 I A A 的协同作用要比 C a 辛 +

的协同作用强得多
.

因 此 在测定效

果上
,

细胞分裂素与 I A A的协同作用比与C a 十 +

的协同作用更明显
,

更适于 取采作为细

胞分裂素的生物测定方 法
。

L a u 和 Y a n g认为此方法准确 且专一
,

在 1 一 1 0仰 M细胞分

裂素浓度范围内
,

乙烯的释放与浓度成线性关系 〔` ,
.

此方法对细胞分裂素的 测 定 效果

更好
,

是细胞分裂素生物测定的一个较好的方法
。
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