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摘 要

本文对植物 叶片衰老与其 R U D P 狡化酶活性 的 关系进行探讨
。

浏定的结果

表明
,

牛毛黄大 豆 叶片的衰老与其 R U D P 欺化酶的绝对含量无关 ; 牛毛黄大 豆

叶 片衰老与其叶内 R U D P 狡化酶活性直接有关
。

叶片开始衰老 ( 达到开花 ) 才

后
,

此酶活性 显著降低
。

关键词
: 1

.

5一二磷酸核酮糖拨化酶 牛毛黄大豆

1
.

5一二磷酸核酮糖竣化酶 (简称 R U D P 或 R U D P c
as e) 是光合作用中碳素同化的

关键酶
。

外界条件
,

如光强度
、

C O :
浓度

、

水分供应状况
,

以及施肥 (如供给镁盐 ) ;

内部条件
,

如不同生育期
、

碳水化合物库的容量
、

叶片衰老基因的转录时间等等都影响

R U D P 叛化酶活性〔 14 〕o

根据 R U D P 梭化酶活性与叶片 衰 老 关 系的 砰i二究
,

W o o l h o u s e ( 1 9 6 5 ) 〔` 5〕认 为

R U D P授化酶活性水平是决定光合碳素同化的主要因素
。

R U D P梭化酶是卡尔文循环的

关键性固碳酶
,

占叶片可溶性蛋白质的 5。%
,

叶片衰老
,

叶片可溶性蛋白质分解
,

当然

会减少 R U D P 狡化酶的量
,

这便影响光 合作 用 的 碳 素固定
。

K a w a s h i m a
和 M i t a k e

( 2 9 6 9 ) 〔 5 〕用烟草
、

H o y e s 和 D a l e ( 1 9 7 1 )用菜豆 ( P h a : e o l u s v u l g a r i s )
、

P e o p l e s 和

O al h n g ( 1 9了8 ) 用小麦
,

研究了叶片的衰老
,

都测出叶片衰老过程中
,

R U D P 梭化酶

语性降低
。

小麦叶片是在开花之后开始衰老的
,

在开始衰老之前
,

R U D P狡化酶活性最高
,

待

开花之后的时期则 下降〔 ’ “ 〕
。

这时
,

衰老使植株冠层叶片的光合作用速率很快从 最 高降

下来
。

在籽粒干重正迅速增加的此时
,

光合却下降
,

这将会限制产量
。

如果叶片衰老能

延迟到来
,

那么植株 冠层 的 叶 片光合作用便能保持
。

在开花之后如果施 C O Z 肥能产生

仔粒增产的有益反应〔 3 〕〔 6 〕 ,

这 是因为增加 C O 习
,

使环境 中 C O州O :
之 比 增 高

,

既是
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D R U P挨化酶的活化剂
,

又是底物的 C O : 将促进 R U D P 梭化酶活性的提高
。

有些研究报导〔 1 〕
,

在个体发育中农作物光合作用的降低与 R U D P 梭化酶活性的降

低是同步的
。

至于叶片衰老时
,

为什么 R U D P 狡化酶活性降低的原因
,

还未完全 弄清 楚
。

有资

料报导〔` 4 〕 ,

叶绿 体 D N A 编码许多叶绿体组分
,

其中包括全部 R U D P 狡化酶 的大亚基
。

当叶片衰老时
,

质休的基因组就几乎完全受抑制
。

至于影响质体基因 组 编码 R U D P 狡

化酶大亚基 的条件是多种多样的
,

其中包括 日照长短
、

矿质 营 养 (如 C O :
和 M g

十 十

)
,

水分供应
、

干旱
、

热害
、

病虫害等等
。

过去估量作物叶片衰老的经典指标
,

如叶片内叶绿素含量和蛋 白质浓度的降低
,

以

及游离氨基酸含量的增加
。

但是这些指标往往有不妥之处
,

例如叶绿素破坏不一定是衰

老的结果
。

而且上述指标的测定
,

其工作量很大
。

因此
,

大家都在寻找测定 叶 片 衰 老

灵敏而可靠的方法
,

但须符合下列条件
:

( 1 ) 所取材料少
; ( 2 ) 适于处理多种样品

;

( 3 ) 差异显著
,

即用来诊断衰老很明显
。

这里应用测定 R U D P 狡化酶活 性 的方法颇

为方便
,

符合上述条件
。

本研究就是基于此原因来进行的
。

材 料 和 方 法

(一 ) 村料
:

河北农业大学栽培教研室供给的牛毛黄品种大豆
。

(二 ) 方法
: 1

、

粗酶液的制备— 采用不同时期
、

不同部位的牛毛黄 大 豆 叶 片

(从基部往上数叶序数 )
,

准确称取去掉中脉 的叶 片 1 9
,

用 p H 7
.

8 的冷缓 冲 液 5m l

( 内含 2 5 m 加f
.

T r i s ; 2 5 tn M
。

N
a H : P O ; ; 1 0 m M

.

M g C I ; 0
.

l m M
.

E D T A ; 2% P V P ;

20 m M
.

N a H C O 3
和 10 m M

.

琉基乙醇进行研磨
,

然后过滤
。

取滤液 1 00 m l 用于测 定 叫
-

绿素含量
,

其余的冷冻离心 ( 4℃
,

1 5 , 0 0 0 x g ) 1 5 分钟
,

上清液置于冰浴中备用
。

2
.

各项指标的测定
:

( 1 ) RU D P 狡化酶的酶蛋 白含量的测定
。

取 0
.

5 m l 上清液
,

加 4
.

5 m l 重蒸馏水
,

混匀
,

取稀释后液体 o
.

Z m l
,

加 l m l 试

剂 工
* ,

混合 10 分钟
,

加 o
.

l m l 试剂 11
* * ,

搅拌 30 分钟
,

用 7 51 分光光度计
,

在波长

钓 o n m 下比色
,

测定其 O
.

D 值
。

( 2 ) R U D P 接化酶活性的测定
:

采用同位素法进行测定
* * *

一
, 一

取 2 0 川 上清液 ( 上述的酶粗提取液 )
,

加 o
.

s m l o
.

1丫

的 T r i s ( p H 8
.

2 ) 缓冲液
,

加 4 0 刀1 N a H C O 3 、 3 0 ℃ 下 反 应 1 0分 钟
,

然 后 加 2 0 ,
l

爷
试 剂 I 配 制

:

(入 )

l 肠的酒石酸钾钠液 中
。

X 。 : C C a 涪于 s o m l (
.

[N N a
0 H 中

;

( B ) 0
.

5 g C 。 S
、 、

一 5 于
’

: 0 1臀于 I O Om }

s o m l ( A ) + 1 rn l ( B ) 混 ir̂/ 后即可使 J习
.

籽 试剂 I 配 制
:

在 1
.

5 1磨 口 迥流瓶中加 10 0 9 钨酸钠
,

2 3 9 铝 l狡钠及 了o o m l 水不11 5 o m l s 不肠 磷酸 及

l此 川 浓 1
一

lC !
,

充分混 合
,

按
_

L 述迥流冷凝管迥流 10 小时后
,

加 1叨 g 硫 酸铿
,

50 m l 水
,

置于 1 0 00 爪 1 犷

色 瓶中
,

然后 以标准 N a O H 油定
,

以酚 汰作指示剂
,

使最 后浓度 力 I N 酸度的溶液即 可 旋用
。

料
爷 水项 数据示李红 华同志协助测定

,

特此致谢
。
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R UDP
。1 分钟后

,

加 Z N 壬C[ 1 2 0 0 拜l
,

取 上述 反 应 液 0
。
6 m l烘 干

,

加 0
.

5m l 水
,

理
.

s m l 闪烁液
,

然后用闪烁计数器记录
。

( 3 ) 叶绿素含量测定
:

取滤液 1 0 0 声1
,

加 4
.

9 0 1 a o% 的丙酮
,

混匀 后
,

离 心 ( 4
,
0 0 0 二 g ) 5 分钟

,

用

下2 型分光光度计在 6 5 2 n m 波长下进行比色
,

记录 O
.

D 值
。

试 验 结 果

(一 ) R U D P 狡 化酶含量的测定结果表明 (见表 1 )
,

第四片叶子在 6 月 29 日测定

酶蛋白量是 6
.

55 m g / m l
, 7 月 2 日是 9

.

45 m g /m l
,

7 月 10 日是 7
.

85 m g / m l
,

而 7 月

17 日是 1 1
.

0m g /m l
。

第五叶片
,

从 7 月 2 日
、

7 月 10 日和 7 月 17 日 各 为 8
.

6 m g / m l
、

1 0
.

5 m g / m l 和 i o
.

6 m g / m l
。

第 六 叶片 在 7 月 1 0日和 7 月 1 7 日各为 1 0
.

o s m g /m l 和

表 1 不同发育期叶片内 R U D P 梭化酶含量 ( m g了m l)

T a b l e 1 T h e c o n t e n t o f R U D P C a s e in d f f e r e j t s t a g e o f l e a f d 三v 。 : o P爪 。 n t

一一
叶序 数 cL af ntt nr b er

取样 日期
T h e d a t e o f s a m p h n g 一

6 月 2。 日 2 0 J u n e

7 月 2 日 Z J
、 :
l了

7 ) { 1 0日 1 0 J
u l丫

7 月 l了日 27 J
u
l y

_ }霉
h e

议
u r

簇
l

:ae 1飞
、 。

万
;。

J
十,。 ,

厂…弋
h

几
jx t

誉
l e a

挤

一

…幸…一…
i 3

.

g m g / m l
。

总的趋势是逐渐上升的
。

各层叶片的 R U D P 接化酶的酶蛋白含 量 是随时

间的推进而逐渐增加
,

开

花前达到最大量
,

各叶序

第 四叶少毛 f e u r t hT五-

T h e f i

T h
e

f t卜 l七
a
f

`三蕊记五 玩
a 仁

f L
o w e r

...r.rts̀e

.

l
wewe.

l,
..lr,̀.卜...J卜.-231

`;口do口国J。卜妇ō卜一俐。V
ǎ三日\。日、目O曰,工飞花à

2 9 / 6 3 0 1 J7 2 3 4 5 1 1 1 2 1 3 1 4 t 5 1 6 1 ? 1 8

P e「元o d

日期

卜 a t母

图 1 不同发育期牛毛黄大豆 汗日告
·

的 R U D P梭化酶活性

( ! ; M三二C O :
j二 9 lm i n )

F 19 I T卜e a e t iv it y o f R U D P C a s o o f N iu 一” a o hu a n g s o y b e a n

o n d i f f . r e n t s t a g e o f t h e I e a f d e v e I 0 pm . n t

(俘M I ` e o
:

/ m ` } m i n )

的叶片也均如此
。

(二 ) R U D P 装 化酶

活性的测定表明
:

各叶片

(从叶序第四叶片到第六

叶片 ) 的总趋势见图 1
。

从 6 月 29 日起酶活性 (以

召衬 ` 4 C O : /二 g /m i n表示 )

曲线逐渐上升
,

到 7 月 2

日达最高峰
,

以后下降到

7 月 1。日之后
,

下降趋势

比较平稳
。

(三 ) 叶绿素含量的

测定表明
:

从第四叶到第
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六叶片各时期的叶绿素含量变化
,

都是随时间的推进
,

表 2 不同时期叶片叶绿素含量 ( m g Zm l) 的变化

T a b le 2 T h e c h a n g e o f t h e c h ! o r o P h y l l c o n t e n t o f l e a f

o n d if f e r e n t s t a g e o f d e v e l o Pm e n t

各叶片叶绿素含量都成增加的趋

\ \
叶序数
L e a

f
n u m b e r 第四 叶片

T h
e
f
o u , t h l

e a f

第五叶片 第六 叶片
叶期

D
a t e o f

T h e f i f t h le a f { T l
l e s i x t飞i ! e a f

势
,

例如第四叶片
,

从 6

月 2 9日的 0
.

0 0 3 4 0 9 / m l
、

7月2 日的 0
.

0 0 5 4 m g / m l
、

7月 1 0 日的 o
.

0 0 6 4m g /m l
、

直到 0
.

0 0 6 8 m g /m l
。

s a m o l ; n g
一

\

6 月 2 9日 2 9 ) 以 n e

讨 论
7 月 2 日

7 j J 1 0日

7 月 1 7日

2 J u l y

1 0 J
u
! y

1了 J u l y

0
.

0 0 7 3

0
`

0 0 6 8
.

0 0 8 8

从表 1 中可看出
,

第

四
、

第五
、

第 六 叶 片 的

R U D P 敖化酶含量 ( m g / m l) 都是随时间的推进而增加
,

也就是说到开花时
,

从叶片发

育进程来看已进人衰老
,

但是 R U D P 狡化酶含量反而增加
,

而 R U D P 梭化酶活性则降

低 (见图 1 )
,

说明叶片衰老可能是 R U D P 装化酶活性低
,

导致光合作用碳同化减 少
,

出现衰老的表型效应
。

因此可以用测定 R U D P 狡化酶的活性来表示叶片代 谢 水平和是

否达到衰老期的指标 〔 2 〕〔7 〕〔” 〕
。

叶片内叶绿素含量 与衰老过程无直接联系〔“ 〕 ,

正如表 2所示
,

第四 和 第 六叶片的

叶绿素含量 ( 。 g / m l) 都随着时间的推进而提高
,

到开花时反而达到最高
。

第五叶片则

先提高
,

达到开花时又下降
。

F h o m a : H
.

等 ( 1 9 7 5
, 1 9 7 7 ) 的研究 结果表明

,

叶绿素

的破坏不能作为衰老的证据 〔’ “冲
“ 〕 ,

而叶绿素的降解受核基因组控制 〔 ’ 3 〕 ,

因此
一

与叶片

衰老无直接关系
。

小 结

1
.

牛毛黄大豆在达到开花期之前
,

R U D P 梭化酶绝对含灵增加
,

而此时叶 片已到

哀老时期
。

2
.

在牛毛黄大豆叶片达到衰老期之而
,

R U D P 俊化酶活性有一高峰
,

而到 开花之

后
.

即迸人衰老期
,

活性 急剧下降
。

3
.

在 卜毛黄大豆叶片达衰老期
,

其 内
;

卜绿素含筛反而增高
,

可见叶片 内 叶绿素含

脸 与衰老无直接关系
。

从 ! 述材料 沂 R U D 尸梭化酶活性可作为判断叶片
一

友老及其代谢水 下的指标
。
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A b s t r a e t

I n t h i s r e s e a r e h w e d i s e u s s t il e
S e n e S C e n C e

o f l e a v e s a n d t h e a e t i 、
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s u g g e r t s :

t h e r e l a t i o n s
h i P b e t w e e n
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T h e r e 15 n o r e l a t i o n s h i P b e t w e e n t h e l e a f s e n e s e e n e e o f N i u m a o -

h u a n g s o y b e a n a n d t h e a b s o l u t e e o n t e n t o f R U D P C a s e ,

b u t t h e e o n t e n t

o f a e t i v e R U D P C a s e 。
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T h e r e 15 d i r e e t r e l a t i o n s h i p e x s i s t s b e t w e e n l e a f s e n e s e n e e o f

N i u m a o h u a n g s o J, b e a n a n d t h e a e t i v i t了 o f R U D P C a s e 。

F o l l o w i n g t h e

l e a f s e n e s e e n e e ( f l o w e r i n g )
, t il e a e t i v i t y o f R U D P C a s e d e e l i n e .
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T h e r e 15 n o r e l a t i o n s h i P e x i s t i n g b e t w e e n t h e e h l o r o p h y l l e o n -

t e o t o f l e a f o f N玉u m a o h u a n g s o y b e a n a n d t h e l e a f s e n e s e e n e e 。
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