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高静水压对水稻种子萌发及同工酶的影响
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  摘要:利用不同静水压力和不同保压时间处理了籼稻粤香占种子,研究发现,随着压力的

增加和保压时间的延长,水稻发芽率和成苗率明显下降,高压处理后的水稻在苗期的生长受到

明显抑制,大约生长30d株高才赶上对照;聚丙烯酰胺凝胶电泳显示高静水压力抑制了种子

幼苗的酯酶(Esterase)同工酶的表达,但对其它几种同工酶如过氧化物酶(Peroxidase)、超氧

化物歧化酶(SuperoxiderDismutase)和苹果酸酶(MalicEnyme)等影响较小。利用同一压力

和保压时间处理,不同类型的水稻(OryzasativaL.)品种种子,其中包括籼稻(粤香占和南京

11)、粳稻(秋光和台中65)和中间类型Bulu稻(BuluGendjah和BuluRusa),结果发现所有类

型水稻种子的发芽率和成苗率都显著降低,但因水稻类型的不同其影响程度也不同,籼型水稻

南京11和粤香占的耐压性最弱,粳型水稻秋光和台中65最强,中间型 Bulu水稻 Bulu
Gendjah和BuluRusa居中。上述结果表明,静水高压能够显著降低水稻的种子的发芽率和

成苗率,抑制幼苗前期的生长和酯酶同工酶的表达。
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1 引 言

  高压生物学是近年由高压物理学和生物学发展起来的一门交叉学科,由于分子生物学和高压物理

学技术的不断深入和迅速发展,高压分子生物学已成为国际上研究的热点之一[1]。Shantha等[2]研究

发现高压不但可以改变蛋白质三、四级结构,对酶的活性也产生了一定的影响;另有研究发现在高压处

理和诱导下细菌能够产生“压力蛋白”[3]。静水高压处理对于生物细胞膜的流动性、透性以及细胞的显

微结构都具有明显的影响甚至破坏作用[4]。高压环境对于在常压环境下生长的生物来说是一种逆境,
能产生伤害甚至致死作用,生活中常用来进行(高压)灭菌和食品加工等[5]。种子的萌发是植物一生中

新陈代谢重新启动和生命开始的重要阶段,我们以前的研究表明,高压处理可以诱导水稻产生突变

体[6,7],本研究继续利用高静水压处理水稻种子,通过统计发芽率和成苗率,跟踪调查其幼苗期的生长

和同工酶的变化来研究高静水压对高等植物生长发育的影响,进一步揭示高压诱变的生物学效应。

2 材料与方法

2.1 材料和目的
  本研究主要以籼稻品种粤香占为材料,经高静水压处理后,测定其发芽率、成苗率、株高和同工酶等
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各项指标,旨在研究高静水压对水稻的影响。同时选取有代表性的籼稻品种(南京11和粤香占),粳稻

品种(秋光和台中65),中间类型Bulu稻(BuluGendjah和BuluRusa)为材料,经相同压力(75MPa)和
保压时间处理后,统计发芽率和成苗率,旨在研究高静水压对不同类型水稻发芽率和成苗率的影响。

2.2 高压处理方法

  不同压力或同一压力处理:把精选的水稻种子浸种10h,然后在不同压力(50、75、100MPa)条件下

在静水高压处理器中保压10h卸压,未处理的种子作对照,同时浸种发芽。
不同保压时间处理:对精选的水稻种子,不浸种直接分批在75MPa高静水压力下处理2、4、8、16、

32、46h,未处理的种子作对照,同时浸种。
以上处理和对照各设三个重复,每个重复种子量约600粒。高静水压处理后,把种子用自来水冲洗

干净,均匀撒播在铺有已消毒滤纸的白瓷托盘或培养皿上,再盖两层滤纸,38℃高温催芽24h,然后室

温发芽(始终保持滤纸湿润),期间每天至少淘洗种子一次,防止处理过的种子腐烂。

2.3 发芽率和成苗率测定

  由于高静水压处理后的种子发芽缓慢,出现大量透明的“玻璃芽”。在萌发一周后统计发芽率时,芽
长超过种子长度一半的按发芽统计,并把发芽的种子均匀撒播于装有田泥的桶中,撒播10d后,芽明显

生长且具有绿色叶片的种苗按成活进行统计成苗率。发芽率和成苗率按以下公式计算:发芽率=发芽

的种子数/总粒数,成苗率=移栽桶中成活的幼苗数/总粒数。

2.4 同工酶测定

2.4.1 酶液的提取

  分别取静水高压处理后3、5、10d的水稻种子3粒(去壳),加提取液200μl(0.03mol/l、pH=8.0
的Tris-马来酸;0.1%巯基乙醇),冰浴研磨,用200μl提取液淋洗转入0.5ml的离心管中,在 Eppen-
dorfCentrifuge5402离心机上4℃、10000g离心10min,上清液置冰箱备用,对照设3个重复,处理设

6个重复。蛋白质含量的测定按Bradford的测定方法进行[8]。

2.4.2 垂直板不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳

  垂直板不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳按照孙立新等[9]的方法进行,浓缩胶4%,分离胶7.5%,加样时

每孔样品含蛋白质量相等。染色后凝胶在UVP系统下拍照、封胶、晾干保存。

3 结果与分析

3.1 高静水压力对水稻种子发芽率和成苗率的影响

3.1.1 不同压力对水稻种子发芽率和成苗率的影响

  利用不同的静水压力处理浸种的水稻粤香占种子,其发芽率和成苗率发生明显变化(图1)。

50MPa下处理的发芽率和成苗率相比对照(0MPa)分别下降了2%和71%,75MPa分别下降了

14.5%和71%,当压力达100MPa时,发芽率和成苗率急剧下降至未处理对照的4%和1%。表明水稻

种子受高压处理后,随着静水压力的增加,其发芽率和成苗率逐渐下降,但成苗率下降优为明显。

3.1.2 不同保压时间对水稻种子发芽率和成苗率的影响

  由图2知,75MPa静水压力处理0至8h,发芽率和成苗率几乎呈直线下降,但处理16h时,发芽

率和成苗率较处理8h有所增加,处理16h后,发芽率和成苗率又下降,处理约46h时水稻粤香占种子

的发芽率和成苗率几乎为零。

3.1.3 静水高压对不同水稻品种发芽率的影响

  不同类型水稻品种种子浸种10h后,在75MPa高静水压条件下处理10h,结果发现所有品种的发

芽率和成苗率都下降(图3),籼稻品种南京11和粤香占的发芽率较对照下降最大(分别下降68.5%和

44.4%),成苗率下降非常明显,分别下降了93.4%和91.5%;而Bulu稻(BuluGendjah和BuluRusa)
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的发芽率下降相对较小(12.42%和12.46%),成苗率较对照分别下降46.38%和44.52%;粳稻秋光和

台中65的发芽率和成苗率下降最小,发芽率仅分别下降了15%和6.38%,成苗率分别下降了34.5%
和33.16%。这说明籼型水稻南京11和粤香占的耐压性最弱,粳型水稻秋光和台中65最强,中间型

Bulu水稻BuluGendjah和BuluRusa居中。

图1 不同静水压力对水稻种子发芽率和成苗率的影响

Fig.1 Effectofhighhydrostaticpressure
ongerminationrateandseedling

rateinriceseeds

图2 不同保压时间对水稻种子发芽率和成苗率的影响

Fig.2 Effectofdifferenttreatedtimebyhighhydrostatic

pressureforongerminationrateand
seedlingrateinriceseeds

图3 静水高压对不同品种发芽率和成苗率的影响

1.南京11;2.粤香占(籼稻);3.BuluGendjah;4.BuluRusa(中间类型);5.秋光;6.台中65(粳稻)

Fig.3 Effectofhighhydrostaticpressureongerminationrateandseedlingrateindifferentricecultivars
1.Nanjing11;2.Yuexiangzhan(IndicaRice);3.BuluGendjah;4.BuluRusa(TransitionType);

5.Qiuguang;6.Taizhong65(JaponiceRice)

3.2 静水压力对水稻苗期生长的影响

3.2.1 不同压力对水稻苗期的影响

  对不同静水压力处理后萌发的秧苗,进行为期30天d的株高跟踪调查,结果发现,静水高压处理严

重抑制了水稻幼苗前期的生长(图4),在幼苗生长的前20d,处理的幼苗株高一直低于未处理的对照,
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且随着压力的增加,这种抑制程度有增加的趋势,但是在20~25d,处理的幼苗株高增加较对照快,

25d以后高静水压处理后的幼苗植株赶上对照,高压对植株的生长抑制效应消失。

3.2.2 不同保压时间对水稻幼苗生长的影响

  从图5可以看出,在处理后25d以前,随着保压时间的延长,水稻幼苗生长受的影响有明显增加的

趋势,但随着生长天数的增加,株高的差异逐渐缩小,在生长大约30d,处理的幼苗和对照在株高上的差

异消失。

图4 不同静水压力对水稻幼苗生长的影响

Fig.4 Effectofhighhydrostaticpressure
onriceseedlinggrowth

图5 不同保压时间对水稻幼苗生长的影响

Fig.5 Effectofdifferenttreatedtimebyhigh
hydrostaticpressureonriceseedlinggrowth

3.3 高静水压对水稻种子萌发时同工酶表达的影响

图6 静水高压处理后酯酶的聚丙烯酰胺凝胶酶谱
(a)、(b)、(c)分别为处理后3、5、10d水稻幼苗酯酶

同工酶酶谱(1~3:对照;4~9:高静水压处理)
Fig.6 ZymogramofESTwithpoly-acrylamidegelafter
thericeseedsweretreatedbyhighhydrostaticpressure

(a),(b)and(c)aretheESTZymogramof
the3th,5thand10thriceseedlings;
(1~3:Control;4~9:Treatedby
highhydrostaticpressure)

  水稻粤香占种子处理后3d,处理比对照少一条

酯酶同工酶带(图6(a)),而且处理的酶带比对照的

要弱,表明部分同工酶的表达量比对照少,随着萌发

时间的延长,酯酶的表达逐渐加强;当处理后5d
时,处理后3d时较对照缺少的那条带开始出现(图

6(b)),当处理后10d时,这条酶带清晰可见,此时

的酶谱与对照在条带数和表达量上均无明显差异

(图6(c))。同时对POX、SOD和MAL等同工酶的

研究显示,这些酶在这几个时期与对照相比,都没有

明显差异。这一结果表明静水高压处理影响了酯酶

同工酶(EST)的表达,但对POX、SOD和 MAL等

同工酶的表达没有明显的影响。

4 讨 论

  水稻种子的萌发要经过一个吸水膨胀、露白和

萌发三个阶段,一般影响种子发芽的外界因素包括

温度、湿度和氧气等[10]。水稻粤香占种子无论是在

不同压力处理还是在不同保压时间条件下,由于静

水高压破坏程度不同和种子活力个体间存在差异,
所以部分种子失去活性不能发芽,部分种子却能够
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逐渐修复静水高压的破坏作用,最终发芽、成苗和生长,并追上对照(图4和图5)。产生这一结果的原

因与静水高压破坏了种子的细胞膜、细胞显微结构有关(另文发表),更重要的生理原因,可能与生物体

内的生化反应是在一定的温度和压力环境条件下进行的,萌动的种子处在静水高压的环境下,会改变一

些化学反应的速度和平衡,抑制了与种子萌动、幼苗生长等相关的酶的表达(如文中的酯酶同工酶),当
解除高静水压这一逆境胁迫后,生物的自身修复功能逐渐消除高静水压带来的抑制作用。至于种子不

浸种直接保压不同时间,发芽率和成苗率在处理0~16h出现“峰值”现象,其具体原因尚不清楚,我们

正在探索中。相同的高静水压处理条件对不同类型水稻种子的发芽率和成苗率影响不同,粳型水稻品

种秋光和台中65表现出了比籼型品种南京11和粤香占具有更高的耐压性,中间类型的Bulu稻(Bulu
Gendjah和BuluRusa)居于二者之间,这可能是因为其本身的品种特性所决定的。目前的研究表明,粳
稻比籼稻具有更高的抗逆境能力[11],而高静水压处理对水稻种子的萌发也是一种逆境条件,这可能是

粳稻比籼稻具有耐高压性的原因之一,具体机理还有待于从代谢途径和遗传物质表达方面进行进一步

研究。
植物种子的萌发及其幼苗的生长是一个复杂的生命过程,有多种酶,如淀粉酶、酯酶、过氧化物酶等

参与了这一过程[12]。酶作为蛋白质的一种,是基因表达的产物和生物体内各种生化反应的催化剂,在
生物新陈代谢过程中有至关重要的作用[13]。Panick等[14]和Desai[15]利用静水高压处理RNA酶和trp
阻遏物,结果发现高压对它们的解叠和重折叠具有明显的诱变作用。Kayo等[16]对深海中细菌Shewa-
neuaspDB6075和ShewaneuaspDSS12的天门冬氨酸β-D半醛脱氢酶基因(ASD)进行克隆与测序,发
现DB6075中的ASD基因只有在高压条件下才能表达,而DSS12中的ASD基因在任何压力下均能表

达。Malone等[17]利用高压处理后的细胞榨出液进行聚丙烯酰胺凝胶双向电泳,出现两条水解酶的特

征带,表明高压激活了细胞内部部分水解酶,因此推断这是细胞膜透性增加和细胞溶解加速的主要原

因。高静水压处理水稻种子后,萌发3d时酯酶同工酶明显比对照少一条带,5d时缺少的酶带开始出

现,10d时与对照没有差异。这一现象表明,静水高压影响了水稻粤香占种子酯酶同工酶的表达,其机

理可能与 Malone等研究的高压激活了水解酶表达相似,而与Kayo研究的ASD基因只有在高压下才

能表达相反,去除外界压力,部分酯酶基因才能表达。酯酶同工酶是催化酯类化合物水解的酶,它催化

羧酸酯类的酯键的水解和合成,水解产物直接或间接进入三羧酸循环等重要新陈代谢环节,对植物的生

长和发育具有非常重要的作用。水稻酯酶同工酶的遗传学研究表明,水稻有1A、6A、7A、12A 和13A 五

条酯酶主带,由三个位点7个等位基因操纵[18]。萌发5d以前处理明显比对照少一条酶带(图6),说明

静水高压可能影响了等位基因的表达,这可能是高压处理后水稻种子发芽率和成苗率显著降低的重要

生理原因。Siegal等曾经指出,环境对作物生长发育的影响是通过诱发酶的变化来实现的[19]。我们以

前的研究表明,高静水压可以诱变水稻产生变异,并进行了突变体的筛选和光合特性等的研究,发现高

压不但影响水稻当代的光合特性,而且对后代的生理特性和遗传变异产生影响[20~22]。高静水压是否也

存在“静水高压(外界)→基因→酶→代谢→结构与功能→生物学效应产生”这一新的诱变途径,还有待

于进一步深入研究。

本试验在处理材料过程中得到中国科学院广州地球化学研究所高温高压实验室律广才老师的帮助,特此致谢。
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EffectofHighHydrostaticPressureonSeedsGermination
andSeedlingIsoenzymeinRice(OryzasativaL.)

BAICheng-Ke1,LIGui-Shuang1,DUANJun1,PENGChang-Lian1

DUANZhong-Gang1,WENGKe-Nan2,XUShi-Ping2

(1.SouthChinaInstituteofBotany,ChineseAcademyofSciences,Guangzhou510650,China;

2.GuangzhouInstituteofGeochemistry,ChineseAcademyofSciences,Guangzhou510640,China)

Abstract:Threeindicaricecultivarsseeds,Yuexiangzhanweretreatedbydifferenthighhydrostatic
pressureorwerekeptfordifferenttime.Ascomparisontocontrol,bothgerminationrateandseedling
ratedecreasedconsiderablywithpressureortreatedtimeincreasing.Plantgrowthwasinhibitedin
treatedmaterialsduringtheearlygrowthstageofseedling,buttheplantheightoftreatedcultivars
couldexceedthatofcontrolaftersowing30d.Theexpressionofsomeisoenzymes,esterase(EST),

peroxidase(POX),superoxidedismutase(SOD)andmalicenzyme(ME),wasstudiedbypolyacrylam-
idegelelectrophoresis(PAGE),theresultsindicatedthattheexpressionofEST wasrestrained,

whereastheotherisoenzymeswasaffectedlettleonexpressionofPOX,SODandME.Threetypesof
rice(OryzasativaL.)cultivarsseeds,indicacultivars(Nanjing11andYuexiangzhan),japonicaculti-
vars(QiuguangandTaizhong65)andintermediatetypebetweenindicacultivarsandjaponocaculti-
vars(BuluGendjahandBuluRusa),weretreatedby75MPapressurefor10h.Thegerminationrate
andseedlingrateofthreetypesricealldecreased.Butthedecreasewasmostsignificantintwoindica
cultivars(Nanjing11andYuexiangzhan),whereaswasleastintwojaponicacultivars(Qiuguangand
Taizhong65).Theresultsimpliedthatdifferenttypesofricecultivarsexhibiteddifferentresponsesto
highhydrostaticpressure.Japinicacultivarswerehigherresistancetohighpressurethanothertypesof
cultivars.Theaboveresultsshowedthathighhydrostaticpressurecouldaffecttheseedsgermination,

seedlinggrowthandexpressionofEST.
Keywords:highhydrostaticpressure;riceseeds;isoenzyme
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