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赤 霉 酸 对刺 槐 实 生 苗 中

核糖核酸酶活力的影响
*

陆 宪 辉
(南京林业大学 )

摘要 赤霉酸 (纯 G A
3
)2 0 “g

一

m l
一 ‘

处理牵J]槐 (R o bfo ia p : 。。d二
c a c ia L

。

)实生苗

48 h 后核糖核酸酶 (R N as e) 的活 力增加两倍左右
,

村实生 苗的子 叶
、

幼 茎和 幼根中

R N a s e 活 力的利激效应基本相 同
。

5 一氛尿嘴咤
、

亚胺环 己 酮及高浓度漂吟霉素可强

烈抑制G A
3

利激 R N as e 活 力的增加
,

而放 线菌素 D 则显示 出利激作用
。

标记 R N as e

的部分提纯
,

揭露 了R N as e活 力的增加是由于 它新合成的球 故
。

关健词 利槐 ; 赤霉酸 , 核糖核酸晦 , 3

H 一亮氛酸

植物实生苗的生长依赖于胚乳或子叶中贮藏的蛋白质
、

碳水化合物和其它营养物
。

在大

麦和小麦中
,

这些贮藏物是经发芽胚中合成物和分泌物G A
。

调节方可利用
。

这种激素能诱导

糊粉组织合成和分泌一些水解大分子的水解酶类 l’
, 巧, 7 , ’‘一 ’“ l

。

B r o w n P
,

H 等 (19 5 6 )用 G A ,

处理大麦糊粉层断定
,

R N as e 的分泌取决于 G A
3 ,

但这种酶的合成是否也由G A
3

决定尚未研

究 l‘〕
。

目前有关木本植物中 R N as e 的激素调节报道不多
,

本文将研究 G A
。

对刺槐实生苗中

R N ase 活力的 叮能刺激方式
,

以便阐明 G A 3
是活化预先存在 的 酶分子

,

还是刺激酶的新合

成
,

以及为赤霉素处理树木种子和培育壮苗提供理论依据
。

一
、

材料与方法

种子萌发 由于刺槐种子的种皮很坚硬
,

先用 7 5 ℃热水浸泡 25 m in
,

然 后 在冷水中浸

种4 8 h
,

待芽突破种皮 1 一 2 m m 时
,

选择整齐的 刚萌发种子
,

转移到含有待研究的各种化

合物或其混合物的盛有珍珠砂的培养皿中
,

在25 ℃ 黑暗条 件下发芽
,

按规定的时间
,

取样制

备 R N as e 制剂
。

薛液制备 所有提取步骤都在冰浴中完成
。

取实生苗( 2 9 )放在玻璃研钵中
,

加入 4 m l

0
.

OS M醋酸钠缓冲液 (p H 5
.

0 )研磨
。

匀浆物在 5 0 0 0 r p m 下离心2 0 m in
,

取上清 液 定容至

s m l
,

作为粗酶液待测
。

酶活 力演J定 参考 D
.

M
.

H a n s o n ( 19 69 )1 0 1 并稍加修改
。

反应混合液含有 o
.

o s m l 3 0

犯M 琉基乙醇
、

1 m l酵母R N A (2 m g /m l)
、

o一 m l酶液和用o
.

o 5 M醋酸钠缓冲液(pH S
.

0 )

本文于1 9名9 年 1 月收到
。

* 娜继普创教长协助况定放射性
,

遵歌柑 ,
。
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把总体积调至 1
.

s m l
。

这种混合液在37 ℃下保温30 m in
,

然后放在冰浴中 3 ~ 4 m in
,

加入

1
.

s m l冷硝酸钢
一H C I试剂 (o

.

oZ M L a (NO 3 )
3一o

.

Z M H C I)
,

强烈搅拌混合液
,

放在 4 ℃下

10 m in 和在冰冻离心机中于 5 00 0 rP m 下离心 15 m in
,

取上清液稀释10 倍
,

用75 1 型分光光

度计测定在26 0 n m 下的0
.

D 值
。

以反应混合物中0
.

1 m l酶在30 m in 内催化形成具有0
.

p 值

0
.

1的铜酸可溶性R N A 碎片的酶量为 1 个酶活力单位
。

蛋 白质含量沮lJ定 按M
.

M
.

B r a d fo r d (19 7 6 )描述的C o

om ass
ie亮蓝G : 。。

染色法测定 [, 1 。

R N as e 热稳定性测定 酶液在6 5℃恒温水浴中保温不同时间(10
、

2 0
、

3 0
、

4 0
、

5 0和 6o m in )

以后取出
,

在 5 0 0 0 r p m 下离心除去变性蛋白质
,

取上清液测定 R N as e 活力
。

“H 一亮氛酸参入 根据G A 3
刺激48 h 实生苗中R N as e活力最大

,

决定在G A 3 (2 。协g’ m 1
一 ’)

存在条件下于黑暗中发芽生长 4 8h 的实生苗中
,

加入 D L一〔4
,

,
3H 〕一亮氨酸 (2 o ci /m l

,

比度

IO5 ci / m M ol
.

)
,

实生苗在52 h 收集
,

用无离子水充分洗涤
,

直到洗涤水与无离子水的D PM

相近为止
。

R N as e 的局部纯化和放射性测定 取 3 H 一
亮氨酸参入的实生苗和对照实生苗各 25 9 ,

放

入匀浆器中
,

加入50 m l 0
.

01 M醋酸钠缓冲液(P H 5
.

0) 匀浆
。

匀浆液在冰冻离心机中于5 0 0 0

印m 下离心20 m in
,

上清液通过预先用O
.

01 M醋酸钠缓冲液(P H 5
.

0) 平衡的CM
一
纤维素柱

,

用。
.

o 5 M醋酸钠缓冲液 (pH 5
.

6) 洗脱
,

每组分收集 5 m l
。

把具有 R N as e 活力的高峰组分再

通入预先用含有。
。

i M K CI的o
.

o 5 M T r is-- H C I(p H 7
.

3 ) 平衡 的 Se p had e x G
, 。。

柱
,

用同

样缓冲液淋洗
,

每组分收集 5 m l
,

将具有 R N as e 活力的高峰组分对着40 %蔗糖溶液透析
,

浓缩至 1 m l和用 6 N H cl 在80 ℃下水解16 h
。

水解产物进行双 向 纸 层析 (正丁醇 一 12 %

N H .O H 一
95 % 乙醇 (13 : 3 : 3 )和正丁醇 一 80 %甲酸一水(15 : 3

:
2 ))

,

亮氨酸斑点的 D PM用

BeC k

~
L S一 5 8 0 1型液闪谱仪测定

。

以下结果为两次试验共 4 个重复的平均值
。

二
、

结 果

(一 ) G A
:

对刺槐实生苗中 R N a se 活力的效应

图 1
、 2 表明

,

G A 3 以20 卜g’ m l
一 ‘

浓度对刺槐实生苗中 R N ase 活 力的刺激效应最大
,

比对照增加两倍左右
。

低于这个浓度对R N as e活力基本上无刺激效应
,

高于这个浓度时
,

刺

激效应有所减弱
,

但仍比对照高
。

在G A
。

(20 卜g
·

m l
一 ‘)处理后的 12 h R N姗活力开始增加

,

一直到 48 h 达高峰
,

此后便逐渐下降
。

G A
。

对刺槐实生苗子叶
、

幼茎和幼根中的 R Nase 活 力 的刺激效应基本相同
,

惟幼根稍

弱
。

从子叶
、

幼茎和幼根中R N as e活力分布来看
,

以幼根的R N a s e活力最大
,

而子叶和幼茎

的 R Nase 活力基本相同 (表 1 )
。

(二) R N a se
的热毯定性

图 3 显示
,

G A
3

处理的实生苗和对照的实生苗制备的粗酶液在65 ℃下具有相同的 R N as e

活力钝化曲线
。

(三 ) R N A 合成抑制荆对 G A :
刺滋 R N a se 活力的效应

5 一氟尿啥吮是 R N A 合成的有效抑制剂
,

它对 R Nra se 活力也有明显的 抑 制作 用
。

在
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不同的么
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浓度 时间 ( h )

图 1 不 同浓度G A : 处理 4 8 h 对实生苗 中R N as
e 活

力的影响

1
.

水 (对照) 一 2
.

5 “g
·

m l一 1 , 3
.

1 0 “g
·

m l
一 1 .

4
.

2 0 卜g
·

m l
一 1 . 5

.

4 0 林g
·

m l一 1 , 6
.

8 0 卜g
·

m l 一 1

图 2 G A 3 ( 2 0件g
·

m l
一 i ) 刺激实生苗 中R N a s e

活力的时间进程

衰 1 G A 。
对刺挽实生苗子叶

、

幼茎和幼根中 R N as e 活力的影 晌

R N a s e 活力 ( 单位/ m g 蛋 白质 )

叶 占对 照( % ) ⋯ 幼 茎 占对照 ( % ) 一 幼 根 占对 照 ( % )l一!
一

,72一964
G A 一( 2 0 林g

·

m l一 l )

4 8 7

9 8 4

10 0 } 8 9 0

1 1 ‘5 0

10 0

18 9

¹ 幼苗用 G A 。 处理‘s h 。

lles百hr

es
.

�1

1

G A
,

5“g
·

m l
一’
浓度下可抑制 R N a se 活力 3 0 %

,

而在

10 “g
·

m l
一 ‘
浓 度下则抑制R N a se 活力 4 5 %

。

5 一
氟尿呛吮对 G A , 刺激R N as e 活力的抑制 效

应 比它本身单独的抑制效应更大(表 2 )
。

放线菌素 D 虽然也是 R N A 合 成 的 抑 制

剂
,

但是它的效应与 5 一FU 相反
,

对刺槐实生

苗中R N a se 活力不但不抑制
,

反而 有 刺 激 效

应
,

而且对G A ,

刺激R N as e 活力具有明显增效

作用(表 3 )
0

八urU勺二O月鹉,妇11�徽叫灿、遨讲)只句�。月Z国

、‘ _
_

_
~

一
~ ~ J卜_ _ ~ ~ ~ ~‘一扣~ ‘~

一
一

之Q

三立二二二甚多

次热处

4 0 6 Q

理时币J ( m i n )

图 3 G A 。( 2 0 林吕
·

m l
一 ’) 对潮愧 实生苗

R N a s e 热称定性的影晌
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5 一氛尿 啥咤(5 一u )对 G A 3 刺激实生苗中 R
Na se 活力的影响

理¹
R N a s e 活 力

(单位/ m g 蛋 白质 )
占 对 照 (% )

水 (对照)

G A 3 ( 20 卜g
·

m l一 1 )

s一FU ( 5 “g
·

m l 一 i )

5一FU ( 10 件g
·

m l一 1 )

G A 3 ( 20 卜g
·

m l 一 1 ) + 5 一

F U ( 5 卜g
·

m l一 1 )

G A a ( 2 0 p g
·

m l一 1 ) + 5 一

FU ( l。林g
·

m l一 1)

1 9 6 3

3 9 62

1 3 7 5

1 0 8 0

6 92

5 11

10 0

20 1

7 0

5 5

49

26

¹ 实生苗 用G A : 和5 一F U 处理48 h 。

表 3 放线菌素 D (A C + D ) 对 G A :

刺激实生苗中 R N as e 活力的影响

R N a se 活 力

(单位/ m g 蛋白质 )
占 对 照 ( % )

mlu.ml~g.mlmlrtml-l
水 (对照 )

G A : (20 p g
·

A e + D ( 5 卜g
·

A e + D (10 协g

G A s ( 20 砰g
·

G A : (20 料g
·

一 l ) + A e + D ( 5 协g

一 i ) + A e + D (10 卜g
吐
. n ll

1 9 6 3

3 9 6 2

3 Z U U

2 15 9

4 2 24

3 9 45

10 0

20 1

16 2

119

215

20 0

i ) 实生苗用G A a和A e + D 处理召s h 。

(四 ) 蛋白质合成抑制荆对 G A 3
刺激 R Na se 活力的效应

从表 4 来看
,

亚胺环己酮对 G A 3

刺激 R N as e 活力所必需的蛋白质合成有显著的抑制效

应
,

在 5 和 10 “g
·

m l
一 ’

浓度下
,

抑制 R N a s e 活力达5 7 ~ 63 %
。

表 4 亚胺环己酮 (C H M )对G A :
刺激实生苗中R N as e 活力的影响

处 理¹ R N a s e 活 力

(单位/ m g 蛋 白质 )
占 对 照 ( % )

水 (对照 )

G A s ( 20 卜g
·

CH M ( 5 卜g
·

CH M (10 卜g

G A s (20 样g
·

G A a ( 20 卜g
·

2 241

4 37 0

, 09
1 9 5

9 6 4 ⋯
峨3

8 32 一 37

一1 ) + C H M ( 5 卜g
一 I ) + CH M (10 卜g

m , ;
. n 】二

1 10 2

7 5 0

49

3Z

ml-ml.mlml-ml-

¹ 实生苗用 G A 。和 C H M 处理招 h 。

嘿吟霉素对 G A
3

刺激 R N a能 活力的抑制效应比较小
,

低浓度时基本上无抑制效应
,

而

在40 “g. m l一 ’和60 林g. m l一 ‘ 的较高浓度下
,

对 G A 3
刺激 R N as e 活力的抑制效应比亚胺环己

酮弱得多
,

一般只有26 ~ 43 %的抑制效应 (表 5 )
。

(五 ) G A 3

对
“H 一
亮氮酸参入 R Na se 的效应

标记 R N as e 的部分提纯揭示
, “H 是亮氨酸能优先参入 G A 3

处理实生苗 中 的 R N as e ( 表

6 ) 。
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衰 5 嗓岭. 寮对G A
。

抓滋实生苗中R N as e 活力的影晌

理 ¹
R N a s e 活 力

( 单位/ m g 蛋白质 )
占 对 煦 ( % )

内j佗JtL价n,‘nU一才哎J叮口5叮‘

水 ( 对照)

G A s ( 20 卜g
·

m l 一 i )

嗓吟母素( 4 0 卜g
·

m l一 l )

嗓吟霉素( 6 0 协g
·

m l一 且)

G A , ( 2 0 协g
·

m l一 l ) + 嗓吟霉素“o 卜g
·

m l 一 ‘)

G A : ( 20 件g
·

m l一 ’) + 喊吟称素 ( 6 0 卜g
·

m l 一 ’)

2 14 0

4 30 0

1 5 6 2

1 0 9 2

1 6 27

1 219

1 0 0

¹ 实生苗 用 G 八: 和嗓吟睡 素处理4 8 h 。

表 6 G A 3
对

“H 一
亮奴截今入刘枕实生苗中R Na se 的影晌

R N a s e 活 力

( 单位 / m g 蛋 白质 )

参入 R N a se 的 3H 一

亮氨酸

( n PM / rn g 蛋白质 )¹

水 (对 照 )

G A s ( 2 0 卜g
·

m l 一 几)

6 9 5 8 0

143 6 30

1 0 0 4

2 324

¹ D PM / m g 蛋白质是毫克蛋 自质水解产物 中3 H
一

亮 氮酸的绝对脉冲致值
。

三
、

讨 论

G A 。 2 0 o g. m l
一 ‘

处理刺槐实生苗48 h 后
, R N as e 活力可增加两倍左右

。

低于这个浓度
,

G A 3

对 R N as e 活力基本上无刺激效应
,
高于这个浓度

,

G A 。

刺激 R N as e 活力虽 然 有 所下

降
,

但仍比对照的 R N a se 活力高
。

图 l 表明
,

G A 。 刺激刺槐实生苗中 R N as e 活 力的提高
,

必须达到一定的临界浓度才有效
。

这个临界浓度应在 10 卜g. m l
一 ‘

和 20 o g. m l
一 ‘

之 间
。

G A 3

( 2。“g. m l一 ‘)刺激刺槐实生苗 R N as e 活力的时间进程显示
,

在处理后的24一48 h 达到高峰
,

并一直延至 96 h 都有明显增加
。

这一结果与 G A 3
诱导大麦糊粉 层 分 泌 R N as e 的进程相一

致 [ ‘] 。 G A
3

处理 48 h ,

对实生苗子叶
、

幼茎和幼根的 R N as e 活力基本上具有相同的 刺激效

应
,

无器官间差异
。

表 1说明
,

刺槐在幼苗阶段
,

不同器官对 G A 。

具有相同的敏感性
。

G A 3

对刺槐实生苗中 R Nas e 活力的刺激效应不是由于活化预先存在的酶分 子作用
,

就

是由于刺激酶的重新合成
。

从 G A
。

处理的和对照的实生苗粗 酶 液 在 65 ℃ 下 具 有 相 同的

R N a se 活力钝化曲线表明
,

前者原因是不存在的
。

为阐明 G A 3
的作用方 式

,

研 究 了 R N A

和蛋白质合成抑制剂对 G A 。

刺激 R N as e 活力的影响
。

G A
。

刺激实生苗 中 R N as e 活 力的效

应对5一氟尿嗜喧很敏感
,

它暗示了
,

在 G A
3
处理和对照实生苗中

,

新 的转录为 刺 激 R Nas e

活力所必需
。

放线菌素 D 虽然与 5 一
氟尿喀吮一样

,

都是 R NA 合成抑制剂
,

但 是对 G A
。

刺

激 R N as e 活力的效应与 5 一氟尿喀吮相反 (表 3 )
。

据报道
,

放线菌素 D 和其它物质能引起蛋

白质和一些酶的产生 [ ‘
,
‘一 ‘。l 。放线菌素 D 对刺槐实生苗 R N as e 活力的刺激效应似乎是由于抑

制了一些新产生的与 R N a s e 衰变有关物质的结果
。

Pa lm i te r 和 Sc h im k e ( 19 了3) 及 Jo n e s和

N Or thco te ( 19 8 1) 曾提出这样的假设
:

放线菌素 D 起这种作用是它减少了 各 种 m R N A 之间

对转译竞争的或者是改变蛋白质降解速度的缘故 I吕, 日}。 亚胺环己酮是蛋白质合成 的有效抑制
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赤霉酸对刺槐实生苗中核糖核酸酶活力的影响

剂
,

它对刺槐实生苗中 R N as e 活力的显著抑制 (表 4 )可以看作是 G A
。

刺激酶活力必需蛋白

质合成的重要证据之一
。

嘿吟霉素可与核蛋白体肤基转移酶相互作用
,

阻止蛋白质合成继续

进行
。

因此
,

在40 卜g. m l
一 ’

和60 “g. m l
一 ’

的较高浓度下
,

它能阻止刺槐实生苗中 R N as e 的继

续合成
,

从而对酶活力具有一定的抑制作用
。

标记 R N as e 的部分提纯揭露
, “

H 一
亮氨酸能优先参入 G A

。

处理的 实 生 苗 的 R N as e 中

(表 6 )
。

为了考查
“

H 一
亮氨酸是不是直接参入

,

对具有 R N as e 活力 的 Se p had ex G
; 。。

柱 淋

洗液的高峰组分进行水解
,

水解产物再进行纸层析 和对亮氨酸斑点进行分 析
。

结 果 表 明
,

“

H 一
亮氨酸是直接参入的

。

这就进一步证实 G A
3

对刺槐实生苗 R N as e 活力的刺激 效 应是起

因于这种酶的重新合成
,

而不是它的活化作用
。

因此
,

用20 件g. m l
一 ‘

的 G A
3

处 理 刺槐种子

来提高 R N as e 活力
,

对贮藏核酸的分解
、

利用和幼苗健壮生长是有利 的
。
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A b s tr a e t T h e r e w a s a bo u t t w o
一

fo ld s t im u la tio n o f R N a se a e tiv it y b y th e

aPP lie a t io n o f G A
。 a t ZOPPm to B la e k L o e u s t se e d lin g s fo r 4 8 h o u r s

.

S tim u
-

la tiv e e ffec t o f G A
3 0 11 R N a s e a e tiv ity to th e e o ty le d o n s ,

y o u n g s te m 3 a n d y o u n g

r o o ts o f se e d lin g s w a s ba siea lly th e sa m e
.

T h e in e r ea se in a e t iv ity w a s in h ib i
-

te d b y t h e a d m in is tra tio n o f s一 flu o r o u r a e i ]
, e y e lo h e x如 id e a n d Pu r o m ye in b u t

st im u la te d b y tlle a d m in is tr a tio n o f a e t in o m y e in D
.

It se屺m s lik e ly th a t

ae t in o m y e in D t r e a tm en ts r e s u lte d in m a in te n a n e e o f h ig h le v e ls o f e n z ym e

a e t iv ity b y in hib itin g th e Pr o d u e t io n o f s u b s ta n e e s a s以沁ia te d w ith e n z ym e

d e e a y
.

Pu r ifie a tio n o f la b elle d R N a s e r e v ea le d th a t G A
3 e n h a n e e d t h e R N a s e

a e t iv ity m a in ly b y its fres h sy n th e sis
。

K ey w o rd s B la e k loe u s t ; g ib be r e llie a e id ; r ib o n u e le a s e ;
“
H

一

le u c in e

第四届林业遥感研讨会在京召开

198 9年 1 1月17 ~ 19 日
,

中国林学会森林经理学会遥感学科组在北京召开了第四次林业遥

感研讨会
。

来自教学
、

生产和科研部 门的16 个单位的35 名专家教授参加了会议
。

大会以遥感在森林资琳监测中的应用为主题
,

本着节俭和务实的精神
,

开门见山地讨论

了林业遥感面临的主要问题和对策
。

林业部资源司陈振杰处
一

长介绍
一

J
‘

我国森林资源所面临的危机
,

要求林业调查要逐年提交

变动数宇
,

这就给林业遥感提出 J
’

现实的任务
。

几位专家就今后 5 年林业遥感的发展
、

林业遥感的效率分析和国外林业遥感倩况进行了

介绍
。

专家们指出
,

多年来遥感在林业 中的应用为林业 资源监测
、

资源清查及灾害预测和评

估诸方面节约了大 峨经费
,

林业遥感投入
、

产出比大约为 1 : 4
。

会议期间参观了中国林科院资源信 它
、

研究所遥感应 用研究室和林业部调查规划院资源监

测中心
。

代表们对他们的
一
〔作给予了较好的评价

,

认为他们的工作显示了我国林业遥感的水

平和今后的方 向
。

与会专家和教投一致认为
,

林业遏感面向生产是当务之急
,

要尽快召开论证会
,

对已取

得的成果如何转化为生产力的方法和途径进行研究
,

并开展推广和普及工作
。

预定下届林业遥感研讨会在东北举行
。

(中国林业科学研究院资源信息所 赵宪文 )


