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短 日照对浮萍植物中过氧化物酶

和硝酸还原酶活性的影响
’

罗定泽 赵佐成 个

�四川师范大学生 物系
,

成都 � �� � � ��

�个中国科学院成都生 物研究 所
�

成都 � �� � � ��

提 要

短 日照处理引起 � �阴� � � �� � � 的两个 日长反应不同的品系
,

以及 ��阴� � �� � �‘� �  �� ��

� �� � 中硝酸还原酶的体外活性下降
。

在 乙
�

� �� �� � �和 乙
�

� ��� �� �� ��� � � �� � 两个短 日品系

中
,

短 日照导致过氧化物酶活性和抗坏血酸含量水平增高
。

其抗坏血酸含量水平与过氧化物

酶的活性水平具有平行增长关系
。

对 日长不敏感的品系 �
�

脚�� �� � � 中过氧化物酶活性在短

日下呈现强烈起伏和随后的衰减
。

其抗坏血酸含量水平在同期表现连续下降
。

对两个 �
�

� ��

��
�
品系中过氧化物酶同工酶的比较表明

,

在不敏感品系中缺乏迁移最快的阴离子酶带
,

而同

一酶带存在于短 日照品系中
,

并呈现明显的被诱导变化
。

关键词 浮萍属
,

硝酸还原酶
,

过氧化物酶
,

抗坏血酸

浮萍科植物是一类水生被子植物
,

多年来被用于植物开花生理学研究
。

有关浮萍开

花动力学的早期研究曾表明
,

环境中氮源种类强烈地影响光
、

蔗糖
、

钙及磷酸离子
、

金属鳌

合剂及铜离子等因子对植物开花反应的作用方式
。

近二十年以来的工作进一步显示 了氮

代谢系统的控制对浮萍植物花诱导的重要性
。

田中治等人认为
,

� � �� 等琉基抑制剂
、

铁

氰化物以及缺铝所引起的 �
�

��� �� ��
� ��� � � � � � 不依赖 日长的开花

,

是由于抑制了植物中

硝酸还原酶 �� � �和氮同化的结果
。

由于环境缺氮或添加铁氰化物的花诱导中明显存在

一临界期
,

表现与临界光周期的作用模式相似
,

因而推测植物氮代谢受阻超过一临界期
,

亦是光周期诱导开花的部分原因�
’

,

’�
。

但是
,

对于 � � 的调节是否涉及浮萍的光周期开花

过程
,

尚无直接证据
。

关于浮萍中氮同化系统的控制涉及花诱导的可能方式
,

亦无更多了

解
。

一般认为�� 植物花原基的分化涉及多种生物化学与生理学系统的综合控制
,

在各类

调节因子以及植物的遗传构成之间
,

存在复杂的相互作用
。

早期研究已表明
,

在高等植物

中硝酸还原酶 � � 与过氧化物酶 ���  �之 间存在密切关系
�
或者认为 ��  具有 � � 活

性 �� �
,

或者认为 �� � 是一种 � � 的钝化因子 �
, �

。

本工作以 乙
�

夕� � � �� � ��� �� � � �  为对照材

�

本工作承蒙武汉大学肖诩华教授和华中师范大学杨学荣教授提出宝贵意见
,

谨此致谢
。

� � � � 年 � 月 � � 日收到
。
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料
,

采用 �
�

� �� �� �
�

中两个对短 日反应类型不同的品系
,

试图比较研究短 日照对不 同日

长反应的浮萍中 � � 和 �� � 活性的影响
,

以考察被诱导浮萍中涉及花原基分化的植物

氮代谢调节的可能方式
。

� 材料和方法

�
�

� 三个供试浮萍材料 �
�

�� � � �� � � �� �� � � � �
�

系一典型的短 日浮萍
。

�
�

� �� � � � �和

�
�

� �� �� � � 系两个在成都地区采集
、

鉴定的浮萍品系
。

其中 � � �� �� � �表现为短 日植

物
,

�
�

� �� � � � � 则不对任何光周期程式反应
,

表现对短 日照完全不敏感
。

贮备植物采用

含 �� 蔗糖的 � � � � 无菌培养基 �表 ��
,

在连续光下培养
。

实验从 � 个 �一叶体群体开

始
。

每 � 个 �一叶体群体从 ��� 龄的贮备培养
,

转人含 �� � �� 培养基 �表 �� 的培养瓶中
,

置于 �� 士 �℃
,

�� � � �
� 的连续光下生长 ��

,

再以短 日 �� �一 � �� �处理 ��
。

对各处理条

件均设置四组培养
,

全部实验重复两次
。

表 �

� � �

李�
�
培养基和 � 培养基的成分 �� �

� � � � �

� �
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� � 培养 基的 �� 值 在消毒之前 调至 �
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L Z 浮萍生长和开花的测定 从实验开始
,

每间隔 ld 做一次叶状体计数
,

凡直径大于

o
.
sm m 者均予计入

。

实验结束时镜检开花叶状体数目
。

以开花的叶状体数除以总叶状

体数
,

再乘以 100
,

定义为开花百分率 (F L % )
。

对全部花期的花均予计人
。

L 3 酶活性和抗坏血酸含量的测定 在短 日处理前 ld 和处理开始后
,

定时取样分析
。

N R 体外活性按 田 中治的方法
,

仅将匀浆介质改 为 20 m m ol / L H E P E S 提 取液
,

并含

ED T A 和半胧氨酸各 sm m ol/ L
,

P H 7

.

5

。

N R 活性 以 A s4o/ 10m g 鲜重表示
。

P R X 的

制备采用 o
.
lm ol / L T ri s一H CI 缓冲液

,

含抗坏血酸和半胧氨酸各 6m m ol / L
,

p H 6

.

8

。

样品经 4℃下匀浆
,

离心后取上清液
,

以愈伤木酚法测定 PR X 活性
。

以聚丙烯酞胺凝胶

电泳分析阴离子过氧化物酶同工酶
,

酶带用岛津 C S一9 20 型 T L C 扫描仪以 46 0n m 波长

扫描记录
。

抗坏血酸 (A SA )以 2% 草酸溶液在 2℃下提取
,

经 10, 00 0r / m in 离心 10m in
,

取上清液以 2
,

6 一二氯酚靛酚法测定含量
。

2 结果

2
.
1 短 日照对浮萍生长和开花的影响 图 l 显示

,

在实验期内供试浮萍均呈对数生长状

广
国s州工山\的Pou�山婆\一绷口

3 5 7 9 1 1 13 3 5 7 9 1 1 1 3 3 5 7 9 1 1 1 3

T im
e
(d )

图 l 浮萍培养的生长速率
。

以 l个 3一叶体群体开始转入连续光照
,

22

士 1℃
,

含 l% 蔗糖 的无菌 M 培养基生长

(实线)
,

7 d 后大部分植物移人同温度的短 日照下生长 (虚线)
.
所示结果系 4 次统计平均值

.

F 19
.
1 G row th rate o f du ek w eed cu ltu res

.
A
.
L em na 尸a u e ieo s ra ra 6 7 4 6 B

.
L
.
阴In or G I C

.
L
.
m 仍o r G Z

.
E ae h

3 一fr o n d c o lo n y w a s a s e P tic a lly in o e u la te d o n M m e d iu m e o n t a in i n g l %
su e r o s e a n d g r o w n a t 2 2 士 l℃

.
A ft er 7 days

co ntinu ou s illu m ination (solid line)
,

m
o s

t
c u

l
t

u r e s
w

e r e s
w
一te h

e
d to s

h
o r t一d a y t re a t m e n t ( b

r o k e d lin e )
a t t h e s a m e

te m P e r a tu re
.
T h e r e s u l ts r e P r e s e n t fo

u r r e P l ic a te s
.

表 2 三个浮萍属植物在 M 培养基
,

22

士 l℃和短 日照下生长 6d 后的开花反应

T ab Z F low er一n g r e s
P
o n s e o

f th
r e e

L
e n i n a c u

l t
u r e s o n

M
s u e r o s e

m
e
d
一u
m

u n
d
e r

S D ( 1 6 L
一 S D )

a t 2 2 士 laC fo
r 6 d

.

种 名 开 花 率 每瓶植物体数

Strain F low ering ra te% 士 S
.
E N o

.
o f fr o n d s P er fl a sk 士 S

.
E

L
.
P a u cie o sla ra 6 74 6 56 月 士 2

.
7 8 3石 士5

.
8

L , 月
in
o r

G 1 5 1

.

9 士 5 9 7 4
一

4
士6 3

L
.
m zn o r G Z 0 13 4

.
0 士 9

.
0

注:开花百分率 (F L % )统计值来 自二组 以上培养瓶
,

各组按随机取样统计100 个叶状体
。

所示结果系平均值 士平

均值的标准差
。
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态
。

但在短 日下较之在连续光下呈现一较低的增殖速率
。

图 1 中 A
、

B 和 C 三个品系的

叶状体生长量
,

当转人短 日照生长 6d
,

分别较之连续光下 的同龄材料减少 49
.
9

,

49
.4 和

35
.
0 %

。

在实验结束时
,

L
e

m
n a

p
a u e

i
e o s r 口ra 6 7 4 6 (图 l

,

A
) 和 L

.
m in o; G I(图 l

,

B
) 的开

花百分率(F L % )数值相近
,

且均超过 50 % (表 2)
,

但在 L
.
m in or G Z 中未发现开花

。

2. 2 短 日照引起浮萍 的 N R 活性水平降低 如表 3 所示
,

从连续光下转人短 日 ld
,

引起

两个被诱导浮萍中 N R 活性下降
,

而引起 L
.
州in or G Z 中 N R 活性上升

。

但随短 日处理

天数增加
,

三个供试品系中 N R 活性都连续下降
,

大约至第 4d 呈现最低值
。

在连续光照

下未发现三个供试品系中 N R 活性的明显衰减 (本文未列 出连续光照下 N R 活性的全部

数据)
,

如图 2 所示
,

连续光照可阻止短 日浮萍 L
.
m in or G l 中 N R 活性水平的下迭

。

表 3 短 日照对三个浮萍属植物的硝酸还原酶体外活性的影响

T ab
.
3 E ffe

cto fsho rt一d a y trea tm e n ts o n 一n v
ir
r o a e t i

v
it y

o
f

n l tr a te re
d
u c ta s e 一n t h

r e e
L
e
m
n a s

P
e c
i
e s

短 日照处理

(d)

D ays of SD

tfeatm efl t

N R aetivity (A 卿/ lo m g fr w t)

L
.
Pa ueieosrara 6 746 L

.
m inor G l L

.
脚 in o r G Z

0
.
5 16 士 0

.
0 7 9

0
.
4 2 5 士 0

.
0 8 3

0 4 0 9 士 0
.
0 9 1

0
.
3 7 1 士 0

.
0 7 4

0
.
2 2 9 士 0

一

0 1 1

0

.

2 7 0
士0

一

0 4 9

0

.

3 8 4
士 0

.
13 7

0
.
4 2 7 士0

.
0 7 3

0
.
3 7 5 士 0

.
0 2 7

0
.
2 4 4 士0

.
1 2 7

0
.
18 3 士 0

.
1 13

0
.
16 1 士 0

.
0 0 6

0
.
17 9 士 0

.
0 3 2

0
.
15 9 士 0

.
0 9 2

0
.
3 2 8 士 0

.
0 2 2

0
.
3 9 3 土 0

.
1 2 1

0
.
2 9 6 士 0

.
0 4 2

0
.
2 1 2 士0

.
0 5 5

0
.
12 7 士0

.
0 4 3

0
.
2 7 5 士 0

.
0 6 6

注 :植物在连续 光照下无菌培养基上生 长7d
,

然后转人短 日照处理
。

在短 日照处理前 一天和处理 开始后各天
,

测

定硝酸还原酶的体外活性
.
实验重复两次

,

表中所示结果系平均值 士平均值的标准差
。
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P
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c a
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o n

M

一su ero se m e d iu m u n d er e o n tin u o u s illu m in a tlo n fo
r 7 d a y s

.
T h ere a ft e r th e

eu ltu re s w e re sw ite h e d to s h o r t一d a y ( I 6 L 一S D ) t
r e a tm e n t

.
I n v it r o a c tiv i ty o f n , t r a t e r e

d
u e t a s e w a s

d
e t e r

m i
n e

d

o n e
d

a
y b

e
fo

r a n
d

e a e
h d

a
y

a
ft

e r s
h

o r t一d a y t r e a t m e n t
.
T h e r e s u lt s a r e P r e s e n te d a s m e a n 士 sta n d a rd e rro r o f

nle a n
.

2. 3 短 日浮萍中 P R X 活性被短 日诱导增高 短 日照对 P R X 活性的影响在供试浮萍中

表现不同:两个短 日浮萍 (图 3
,

A

、

B) 进人短 日照后
,

其 P R X 活性水平稳定上 升
。

而 L.

m l’n or G 2( 图 3
,

C
) 经短 日照处理 ld

,

酶活性增强 3
.
7倍

,

再随短 日照处理天数增加
,

P R X

活性则连续下降
。

图 4 显示
,

在短 日浮萍 L
.
m in or G l 中

,

P R X 在连续光照下则缺乏短

日照所引起的活性的稳定上升
。

2. 4 抗坏血酸含量与 P R X 活性的变化平行 图 3 显示
,

在 2一3 个短 日诱导下
,

两个短

日浮萍中 A SA 含量水平连续增高
。

植物组织中 A SA 含量水平与 P R X 活性水平皇平行

增长关系 (图 3
,

A

、

B
)

。

但不敏感浮萍 L
.
m l’n or G Z 表现与上述两个短 日浮萍相反:组织

内A SA 含量在整个短 日照处理期内呈连续下降趋势 (图 3
,

C )

。
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用 In or G I 的同龄植物中硝酸还原 酶 (N R )

体外 活性在短 日照与在连续光照下 变化的比较
。
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2. 5 短 日照引起浮萍的 PR X 同工酶变化显示种内差异 L
.
m l’n or G l 在连续光照下具

有一条迁移最快的酶带 (R f二 0
.
1 15)

,

但经两个短 日诱导
,

这一快带消失 (图 5
,

B)

。

在 L.

m in or G Z 中则缺乏这一条快迁移酶带 (图 5
,

C
)

,

以及其被短 日诱导的变化
。

转人短 日照

处理 2d
,

L

.

m in
or G Z 中出现一条迁 移最 慢 的酶 带 (R f= 0. 91 5)

。

L

.

m
l’n or G I 与 L.

尸a u e ico s ra za 6 7 4 6 之 间
,

P R X 电泳类型显示较大差异 (图 5
,

A

、

B
)

,

但后者亦因短 日诱导

而减少一条快迁移组酶带 (R f= 0
.
35)(图 5

,

A
)

。

图 6 显示
,

短 日品系 L
.
m in or G l 在连续光照下

,

未发生上述快带衰减的变化
。
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图 5 三个浮萍属植物从连续 光照转移到 短 日照后

过氧化物酶的变化
.
采用 阴离 子缓冲系统的聚丙烯酞胺

凝胶 电泳
,

以 薄层 色谱 (T L C )扫描仪在 46Onm 波长 扫

描 各品 系在短 日照处理 O一4d 取样
,

测定结果分别标

记为 0一4
。
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图 6 L
.
川胡or G I 中过氧化物酶同工

酶 在连续光照 下的变化
。

从连续光照处理

l一4 天取 样
,

分析结果 分别标记为 l一4

(参见图 5
,

B
)

。
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3 讨论

3
.
1 短 日照对 N R 活性的影响 浮萍植物中氮素同化受阻无论对于光周期开花

,

还是非

光周期开花
,

都可能是共同涉及的早期过程
。

本实验中短 日照引起浮萍的 N R 活性水平

降低
,

显示短 日诱导开花可能包括供试植物中氮同化 的抑制过程
。

据长暗期中浮萍花诱

导动力学研究[6l 表明
,

分生组织 中叶状体原基诱导向花原基诱导的转变
,

可导致叶状体生

长速率的下降
,

但花芽诱导所涉及的各个相继过程中
,

都可能发生原基的退化
。

因而植物

早期的诱导转变并不必然导致浮萍花原基形成
。

本实验中无论对于短 日品系与非短 日品

系
,

短 日照均引起叶状体生长速率 (图 l) 和 N R 活性水平 (表 3) 的下降
,

这表明 N R 活性
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的抑制和营养生长速率的下跌尚不足构成供试浮萍开花的充分条件
。

3. 2 短 日照对 P R X 活性 的影响 从连续光照转人短 日照之后
,

短 日浮萍中 P R X 活性

连续稳定上升 (图 3
,

A

、

B
)

,

而非短 日品系中出现 P R X 活性剧烈起伏和随后 的连续下降

(图 3
,

C
)

。

这一结果表 明
,

短 日诱导开花除涉及 N O 互盐还原能力下降而外
,

还需要一个
PR x 活性稳定上升的过程

。

早期研究17] 曾报道
,

N R 在暗期钝化与类似 PR x 的蛋 白质

因子活化有关
。

但对于短 日诱导下浮萍 N R 活性水平下降是否涉及 N R 与 P R X 之间的

相互作用
,

尚待进一步研究
。

P R X 是一 种选择性分泌酶系
。

两个供试短 日汗 萍的快阴离子酶带活性都表现被诱

导减弱和消失的变化 (图 5
,

A

、

B)

。

这一结果可能
,于P R x 同工酶的伤诱导[8] 类似

,

涉及

到特异同工酶成员跨膜运输和与细胞壁结合的变化
。

而供试的非短 日品系 L
.
m in or G Z

中则缺乏上述对短 日照敏感的快同工酶成员 (图 5
,

C
)

,

显示出明显的种内差异
。

迄今
,

S H 基结合剂和铁氰化物等 N R 抑制剂对 L
.
pau ci co 、tat

a 6 7 4 6 的开花诱导效应尚未在其

它 浮 萍 品 系 发 现
。

当 M 培养基 中氮素不 足 时
,

S H 基结合剂 虽 然 可 以抑 制 L

pau ci co
:ta ta 6746 中 N R 活性

,

但无法引起不依赖 日长的开花
。

这表明花芽分化涉及一

个复杂的氮同化调节系统
。

如果 P R X 的变化涉及到植物的氮素同化
,

其同工酶成员组

织定位与功能的多样性则可以适应植物花诱导期间代谢系统在更精细水平上的调节需

要
。

3. 3 在短 日照下抗坏血酸含量的变化 在浮萍实验系统中
,

迄今尚未发现内源激素水平

变化与光周期开 花 之 间存在必 然相关
。

早期研究【9] 曾表明
,

外源 A s A 可诱导 L

pauc ic os ta ta 674 6 不依赖 日长的开花
。

本实验的两个短 日浮萍中内源 A SA 含量水平被

短 日照诱导增高 (图 3
,

A

、

B
)

,

而非短 日品系被转人短 日照后
,

其内源 A S A 含量连续下跌

(图 3
,

C )

。

这表明 A SA 可能涉及浮萍植物中一个限制花芽分化的氧化一还原过程
。

多年来的研究表明
,

浮萍的花诱导中存在植物氮代谢系统与光周期
、

化学诱导因子之

间复杂的相互作用
。

水杨酸及苯 甲酸类似物可诱导浮萍不依赖 日长开花
,

或改变植物光

周期反应中计时机制
,

但上述酚类物质的花诱导模式通常表现受环境中氮源种类和氮素

水平所修饰l
‘0

,

川
。

抗坏血酸 (A sA )是植物中一种生长物质
,

亦可作为植物组织中 P
Rx

的电子供体
。

而本实验两个被诱导浮萍 中 A SA 含量水平与 P R X 活性水平之间具有平

行增长关系 (图 3
,

A

、

B)

。

由此可推测
,

浮萍花诱导涉及的氮同化控制的可能方式
,

不但

包括 N R 与 / 或 P R X 的 以 N O 歹盐为底物的催化活性被短 日条件抑制
,

也可能包括组织

中依赖 A SA 水平的 P R X 的催化活性的提高
。
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