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摘 要

实验结果址明
, 一

侧司活力的花生种子在萌发中异柠檬酸裂解酶 ( 1C L )活性的表现模式不

同
.

随着活力的降低
,

I C L 活性高峰出现的时间推迟
,

峰值下降
.

应用20 %聚乙二醇 ( P E G )

在播前进行渗透调节
,

花生种子活力的提高与 IC L 相对活性的增加密切相关
.

实验结果还表

明
,

在 P E G渗透期间
,

花生种子已出现工C L 的 R N A合成
.

种子在劣变过程中
,

一些水解酶活性增高
,

而呼吸系统中的一些酶活性却下 降
` 4 〕 。

A b d ul
一 B a ik 和 A n d e r s o n

曾经报导与种子发芽力有关的若干酶类 〔5 〕 。

G r a
be 等人 在 玉

米 〔“川 〕 、

小麦 〔” ’ ` 4〕和水稻 〔’ 〕中获得了谷氨酸脱叛酶活性与发芽率的高度相 关 系 数
.

S c h o l l曾证明乙醛酸循环 中的关键酶异柠檬酸裂解酶 ( I s o e i t r a t e l y a s e ,

简称为 I C L )

的活性与棉花种子的胚轴生长密切相关
,

并且指出 I C L 活性是棉花幼苗活力 的 良好 指

标 〔“ 0 ’ 2 ’ 〕 .

但是前人对 I C L 的研究主要局限于可洛性酶的提取
、

测定 〔 ’ 2” 3 ” 5 ” ’ 〕 ,

酶的 细

胞定位分布 〔8〕以及酶的激素调控 〔3 , ` 。〕方面
.

迄今为吐几
,

尚未见有涉及 I C L与花生种子活

力关系的研究报导
.

本工作试图探讨几种不同活力花生种子在萌发过程中 1C L 活性变化

的模式以及P E G渗透调节法 ( O s m 。 一 c o n
id it o in n g )对提高花生种子活力 与 I C L 活性变

化的关系
,

同时还研究了 5 一
氟尿喻咤对渗透调节效果的影响

,

为进一 步 研 究 种子劣

变机理提供线索
.

一
、

材 料 和 方 法

1
.

实验材料 供试花生为
“
粤油 5 5 1” 品系

,

广东省农科院经作所提供
.

种 子 采

收后分别经不同贮藏处理
:
高活力种子为贮于45 肠相对湿度 ( R H川

; 60 天的种 子 , 中活

力种子为贮于 4 5帕 R H中 1 05 天
,

然后移入 32 ℃的饱和湿度中处理 15 天的种子 ; 低 活力种

子为贮于 75 肠R H中 12 。天的种子 ( 由83 年 8 月至 12 月 )
; 极低活力种子系隔年采 集

、

室

本文 1 9 8 4年 4 月收到

. 中国科学院科学基金资助课题
.
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一内开放贮藏的种子
。

将花生种子置 28 ℃恒温下萌发 1 至 7 天
,

分别测定不同荫发时间的花生幼苗 I C L 活

性的变化
.

试验重复两次
,

每次试验测定 3 一 4 次
.

2
.

P E G渗透调节处理 将种子置于铺有滤纸的培养皿 中
,

加入适量的20 肠P E G或

加入含 5
.

。。 M S 一氟尿心咤的 20 肠P E G 溶液
,

在 16 士 1 ℃下渗透 48 小时
,

洗 去 种子表

面残存的 P E G后
,

与对照同时置于18 ℃下培养 6天
,

测定 IC L 活性
。

试验重复 2 次
,

每

次试验测定 4 次
。

将经 20 帕P E G处理和未经处理的各种活力种子分别放在 18 ℃下培 养 6 天
,

测 定发

芽率
、

幼苗生长势及活力指数
.

测定重复两次
,

每次取不同活力的种子各50 粒
。

3 二 C L醉液的制备 经不同萌发时间的花生种子用冷却的 p H 7
.

7( 含 1 5拜M M g S O .
)

。
.

I M T r is 一 H C I缓冲液洗 2次
,

置研钵中
,

加少许石英砂及 6 m l上述缓冲液
,

在冰浴 中

研磨成匀浆
,

用 2 层纱布过滤
,

将滤液用缓冲液定 容 10 m l
,

在 。 一 4 ℃下
、

1 2 0 0。印m

离心 15 分钟
,

其上清液为酶液
,

立即测定 I C L 活性
。

4二 C L活性测定 参照 M
。 fa d d e n 〔`约 和 C ih n g 〔。〕的方法

,

但对某些步骤作了一些

改变
.

反应混合液中含有 z
.

o m l p H 7
.

7 o
.

I M T r i s一 H C I缓冲液 ; o
.

Z o m l 1 5 0群M M g S O
` ,

o
.

2 0 m l 6 0邵M半肤氨酸一 H C I , o
.

Z o m l酶液
.

在 30℃恒温水浴 中保温 1 0分钟后加 o
.

Zo m l

7
.

o m M异柠檬酸三钠
.

反应 30 分钟
,

立即加入 0
.

20 m l l0 肠三氯乙酸 ( T C A )终止反应
.

对

照则先加入 T C A 至反应液后
,

再加入异柠檬酸三钠
,

反应液总体积 为 2
.

o m l
。

反 应 终

止后
, 2。。。 r p m离心 5 分钟

,

吸取上清液 1
.

o m l
,

加。
.

20 m l 0
.

1肠二硝基苯阱 溶液
,

在

30 ℃恒温水浴中保温 30 分钟
,

再加 2
.

0 m l 1
.

SN N a O H显色
,

立即在波长 4 4 5n m处测定其

光密度
。

求出乙醛酸含量
,

再计算得出 I C L 活性 (以傀乙醛酸
·

克样品
一 ` ·

小时
一 `
表示 )

.

二
、

结 果 与 讨 论

1
.

不同活力花生种子萌发中 cI L活性的变化

不同贮藏条件的花生种子
,

具有不同活力和发芽力 ( 表 1 )
。

依据它们的活力指数

大小
,

把这四批种子分为高活力 ( I )
、

中等活力 ( l )
、

低活力 ( l )
、

极低活力 ( W )四个

等级种子
。

表 1 在28 ℃恒温下萌发 3 天的花生种子活 力

贮 藏 条 侧

发 胚根 + 下 活力
芽 二 、 比 。 尾、 、 匕` .

指数奈 胚轴长度 活力指数
乖

猩淤
率

’
体姻 卜汉

`曰 / “ J曰
队 对比

% ) ( e m ) (% )

种子号代

I 贮于 4 5% R H 巾 6 0天 10 0 1
.

3 7 1
.

3 7 0

贮于 4 5% R H中 10 5天后
,

移入
1 3 2℃的鲍和湿度中 15天 。 ,

.

0
一

1
.

4 0 0
.

5 9。

I 贮于 7 5% R H中 1 2 0天 3 8
.

0 0
.

8 4 0
.

3 1 9

万 隔年采集的种子
,

室内开放贮藏 3 7
.

5 0
.

2 7 0
.

101

. 活力指数 二 发芽率 ( % ) x 〔胚根 十下胚轴长度 ( c m )〕

2 3
。

2

7
。
3
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图 1 表明
;

不同活力的花生种子在萌发泪

程中 TC I
J

活性出现的模式显著不同
.

高活力利
`

子 ( I )在荫发第 2 天 出现 IC L 活性高峰
,

随后

逐渐下降
.

中等活力种子 ( I )出现 I C L 活性高

峰时间较之 I 号种子推迟 2 天
,

在高峰处的酶

活性比 I 号种子降低 24
·

理肠
·

低活力种子 ( l )

出现 I C L 活性高峰的时间较之 I 号种子推迟 3

天
,

在高峰 处 的 酶 活 性 比 I 号 种 子 降低

3 7
.

8肠
。

极低活力种子 ( W )出现 I C L 活性高峰

的时间推迟
,

峰值较低 ( 第 4 天 )
,

其高峰值

比 I 号种子 I C L 活性降低 5 0
.

0肠
.
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图 1 不同活力花生种子萌发中 I C L 活

性的变化 (两次重复试验的平均值 )

实验结果显示
,

高活力花生种子的 I C L 活性较高
,

而活力下降后
,

I C L 活性高峰推

迟
,

峰值下降
。

丧失生命力的花生种子吸胀 1 至 7 天均未发现 IC L活性
。

因此
,

可以认为

IC L 活性的降低是花生种子活力下降的一个生理指标
。

在萌发过程中
,

早 期 ( 2 天 ) 出

现 I C L 活性高峰
,

有利于花生种子萌发时的脂肪代谢
,

从而改善幼苗的生长
.

2
.

P E G渗遗调节法对花生种子活力和比 L活性的影晌

P EG 渗透调节法可以提高花生种子活力〔 `〕 。

经 20 % P E G 处理和未经处理 的花生种

子在 1 8℃下萌发 6 天
,

种子活力指数相差较为显著 ( 表 2 )
.

表 2 经 20 肠 P E G 处理和对照花生种子在18 ℃中

萌发不同时间 的活 力指数时比
.

处 理
在 18 ℃下萌发不同时间的活力指数对比 (% )

理 天 G 天
’

8 天

对
`

照

2 0% P E G

10 0 10 0 1 00

1 9 5
。
8 2 2 6

.

9 1 8 5
。
6

. 种子在 4 5 % R H 中贮藏 2 10 天后测定
.

表 3 结果表明
,

在较低温 ( 18 ℃ )下 20 肠 P E G

提高花生种子活力的效果比在较高温 ( 28 ℃ )下更

为有效
。

低活力种子经 P E G处理后
,

活 力 指 数

的提高比高活力种子显著
,

其活力指数提高达 3

倍之多
。

表 4 中的数据表明
,

不同活力的花生种子经

20 肠 P E G 处理后
,

种子活力和幼苗中的 IC L 活

性均显著提高
.

实验结果还表明
,

P E G 渗 透调

节法对花生种子活力的提高与 IC L活性的增加密

切相关 ( 图 2 )
。

由此证明
,

I C L活性的降低是

花生种子活力下降的重要因素之一
。

图 2 花生种子活力与 I C L 活性的 关东
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表 3 2 0肠P E G处理后在不同温 度中萌发对花生种子活 力的影响
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萌发 3 天测定 , 在 18 ℃
,

萌发 6 夭测定
.

表 4 不同活 力花生种子经 20 呱 P E G 处理后种子活力和 IC L 活性的变化 .

淞…
~

庚育誉丽…
一{

—
卜二̀ }

一

些 `洲一!二共}
I

…对
照

_

1
66

·
0

{
。

·

` 3 ” ·
2 8 `

…
’ ” “

…
州些丝竺三}全竺

-

}竺兰生…吧2
一

…燮 {
;
} 对 照 }

3` ·
0

1
。 ·

3 9 …。
· ` 3 2

{
’ ” ”

{
一

1缨黔{二竺
~

}
一

竺
一
浑里二}鳖{

l
}
对 照

{
2 3

.

5

1
”

州
。 · “ 7 3

{
`“ 。

1
月里些里竺}竺二{

一

竺
一

…燮竺 }
3

燮
一

}
;
1对 照 }

3 7
·
5

}
,

·
2 7 “ ·

`。 ,

{
`。 0

}
}
“ o% p E G

}
4 5

· “
}

“ ·
5 2 」0

· “ 3 4
}2

3 ` ·

“ …

I C L 性

t检验
相性对活%

IC L 活 性

(雌乙醛酸
·

克 月
·

小时
一 ’

)

1 0 8
。
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.
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。
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0 0 士 l
。

2 1

P < 0
.

0 1

P < 0
.

0 1

5 2
。
5 0 士 3

。
6 7

2 0
。
0 0 士 0

.

9 4 1 00

P < 0
。
0 1

5 3
。
1 6 土 l

。
1 4

一…
-

2 6 5
。

8

.
1 1 1号的种子活力和 I C L 活性是在 18 ℃中萌发 6 夭后的结果

,

万号种子活力和 I C L活性是

在 28 ℃中萌发 3 夭后的结果
.

f

3
.

5 一组尿心咤对 p E G渗透润节效果的影晌

5一氟尿嗜吮 ( 5一F U ) 是 R N A生物合成 的 一 种 抑 制 剂
。

花 生 种 子 萌 发 时 加入

5一 F U能显著地降低 IC L 活 性 〔 `乃
。

在 20 帕P E G 渗透的 2 天期间加入 5
.

0 m M 5一 F U
,

均能使经过 P E G处理的高活力和低活力花生种子 ( 在萌发 6 天时 ) I C L活性分 别 降 低
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4 ]
.

G %和 5 3
.

。帕
,

儿乎与对照种子的 I C L活性数值相似 ( 表 肠 )
、

表 5
一

5
.

o m M S一 F U对 P E G渗透调 节效果的影响
带

种 、
一

活力类型
萌发 6 天的 I C L 活性 (雌乙醛酸

·

克
一 ’ ·

小时
一 ’

)

对
’

照 2 0% P E G 2 0% P E G + 5
.

0爪 M S
一

F l 万

卜石活力种子 ( 1 )

低活力种子 ( l )

10 8
.

1 8 士 l/
.

7 3

1 8
。
0 0 士 l

。
2 1

1 6 7
。

8 3 士 6
。

3 4 9 8
.

0 0 士 10
。

0 4

5 2
.

5 0 士 3
。
6 7 2 4

。
7 0 士 3

。

5了

. 种子经 P E G或 P E G 十 5 一 F U处理后
.

洗净
.

与对照同时置 18 ℃中澎」发
.

实验结果表明
.

在 P E G处理期间加入 5
.

0 m M 5
一

F U 基本上消除了 P E G 渗透调节对

I C L 活性的促进效应
。

可以推论在 P E G渗透期间花生种子已出现 I C I
J

的 R N A 合成
.

这
一

与我们以前的实验结果一致哟
.

我们还对干种子和经 P E G 及 P E G + 5一 F U处理 2 天 的 种 子 ( 未经 萌 发 ) 进 行 测

定
.

但是均未发现 I C L活性
,

其原因可能是由于P E G 渗透期间种子吸胀 水 分较 低
,

未

能进行 I C L 合成
.

许多研究证明 IC L是种子萌发时在体 内重新合成 的 〔 ` “ ’ ` “ ” “ ” 7〕 .

种 子

萌发期间 R N A 和蛋 白质的合成对 I c L 活性增加是必要 的 〔 ’ “ 〕 ,

所 以 在 P E G 渗 透 期 间

R N A 的合成对种子在吸水后的萌发过程中 I C L ( 蛋 白质 ) 的合成无疑是起到促进 作 用

的
.

当 2 0% P E G 混合 5
.

Om M S一 F U 进行渗透处理 时
,

花生种子中的 R N A 合 成受到抑

制
,

因而影响随后发生的 I C I
J

(蛋 白质 ) 合少戈
。

经 20 肠 P E G 混合 .5 o m M S一 F U 处理的

花生种子 I C L 活性数值接近对照水平
,

恰好说明此项处理的种子实际上是在渗透结束
.

即解除 5一 F U 的抑制后
,

与对照种子似乎是同步起始 R N A 生物合成的
.
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