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利用凝胶扩散法测定刺萼龙葵种子中
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甘露聚糖酶的活性
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摘要
!
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甘露聚糖酶是种子萌发过程中降解胚乳细胞壁的关键酶!明确其活性的动态变化可为揭示杂草种子的休

眠萌发机制提供重要依据"以外来杂草刺萼龙葵
J-8"=2@.-34."42@A1:G(

种子为材料!建立了种子中
"

D

甘露聚糖

酶活性的检测方法*凝胶扩散法"利用凝胶扩散法对不同贮存时间及贮存条件下刺萼龙葵种子中
"

D

甘露聚糖酶的

活性进行了检测!发现贮存
;

年以上的种子中该酶的活性为
+$+;:&'(
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'!显著低于贮存
;

年以下的种子

中的酶活性
+$*%:&'(

#&

&9:

%
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'!而湿润冷藏的种子中
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D

甘露聚糖酶的活性为
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'!显著高于干

燥冷藏的种子的酶活性
+$+#:&'(
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'"实际应用结果表明!凝胶扩散法综合了传统方法的优势!检测特异

性强$灵敏度高$重复性好!可同时检测大量种子样品!具有良好的实用性"
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种子是杂草发生危害的根源和传播扩散的重

要载体%关系到种群的生存和发展)

*#

*

&种子内通

常存在细胞壁加厚的胚乳细胞%可以阻碍胚根突破

种皮%其细胞壁的降解是种子萌发的前提&

"

D

甘露

聚糖酶是降解胚乳细胞壁主要成分半乳甘露聚糖

的关键酶%明确其活性的动态变化对揭示杂草种子

的萌发调控机理%进而制定有针对性的杂草综合防

控措施具有重要意义&半乳甘露聚糖是大多数种

子胚乳细胞壁的主要成分%在茄科植物种子中可达

"+Q

)

;!

*

&研究表明%

"

D

甘露聚糖酶在番茄(莴苣(
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曼陀罗)
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*等植物的种子萌发过程中发挥着重要作

用%主要水解甘露聚糖主链之间的
"

D*

%

!

共价键%

侧链及水解产物可由同工酶
!

D

半乳糖苷酶及
"

D

甘

露糖苷酶协同降解)

;

%

P

*

&由于
"

D

甘露聚糖酶与种子

的休眠萌发密切相关%其在
#+

世纪
=+

年代已引起

国内外的广泛关注%我国对该酶的研究主要集中在

微生物发酵和饲料添加剂方面%在植物种子中的相

关研究则较少)

7**

*
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种子中
"

D

甘露聚糖酶活性的检测是研究甘露聚

糖酶的关键%其活性受内外因素影响较大%检测结果

也易受
"

D

甘露聚糖酶同工酶
!

D

半乳糖苷酶及
"

D

甘露

糖苷酶的影响&传统
"

D

甘露聚糖酶活性的测定主

要有黏度测定法和分光光度法%前者准确度较高%

但操作繁琐(耗时长'后者对部分种子测定效果

好%但通用性差(准确度低)

*#

*

&

"
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甘露聚糖酶对调

控种子的萌发具有重要作用%明确种子萌发过程中

"

D

甘露聚糖酶活性的动态变化%可为揭示外来杂草

刺萼龙葵
J-8"=2@.-34."42@ A1:G(

种子的休眠萌

发机制提供依据&采用传统方法测定
"

D

甘露聚糖

酶活性时适用性和效率不高%因此有必要建立一种

可靠(有效的检测方法&本研究以刺萼龙葵种子为

研究对象%基于
A'̀ :93

等)

*;

*和
@H9((

等)

*!

*的凝胶扩

散法%拟优化建立一种灵敏度高(操作简便的测定

方法%实现对种子中
"

D

甘露聚糖酶活性的准确和高

效检测&

#

!

材料与方法

#"#

!

种子来源与处理

#++=

年
\#+**

年连续
%

年在北京采集成熟刺

萼龙葵种子%并对
#++=

年种子分别采用湿润冷藏

"

!8

$(干燥冷藏"

!8

$和室温干燥"

#%8

$

;

种贮存

方式备用&待测种子处理时
#++=

年
\#+**

年贮存

的种子相应的贮存年限为
%

年
"

*

年&剔除有机械

损伤的种子和杂物%每处理选取
;+

粒种子用蒸馏水

反复冲洗
;

次(

*Q

次氯酸钠浸泡
*+&9:

%再将种子

转移至垫有两层滤纸(含
%&)

蒸馏水的直径为

7I&

的培养皿中%置于培养箱内
;+8

(黑暗条件下

培养&分别选取相同培养时间的种子进行
"

D

甘露聚

糖酶活性的测定&

#"!

!

凝胶扩散法基本方法与原理

将含有
"

D

甘露聚糖酶的种子粗酶提取液置于

含有该酶专一性底物
D

甘露聚糖的琼脂糖培养基

中%通过粗酶提取液中的
"

D

甘露聚糖酶与底物接

触%培养催化种子粗酶液水解底物&由于
"

D

甘露聚

糖酶的水解作用可使水解后的底物与染色剂刚果

红的结合能力丧失%利用底物与刚果红结合能力的

差异进行染色%可在凝胶上形成明显的透明消化

圈&根据透明消化圈直径大小与
"

D

甘露聚糖酶活

性的线性关系%可以确定待测种子中酶活性的

强弱)

*;

%

*%

*

&

#"?
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刺萼龙葵种子中
"

L

甘露聚糖酶活性的测定

参照
A'̀ :93

等)
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*和
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等)

*!

*的凝胶扩散法%

按照以下试验步骤进行刺萼龙葵种子中
"

D

甘露聚糖

酶活力的测定&

#$?$#

!

凝胶制作

用
+$#&'(

#

)

磷酸氢二钠
+$*&'(

#

)

柠檬酸

缓冲液"

S

Wc%

$配制浓度为
+$+%Q

"

@

#

K

$

)FM

"

)'I1<H03G:

K

1&

$溶液%置于
7%8

的水浴锅中保温

并搅拌
;+&9:

%随后停止加热%冷却并将悬浮液转移

至
%+&)

离心管中%于
!8

(

**+++

K

离心
*%&9:

&

取离心后上清液配制
+$PQ

"

@

#

K

$的琼脂糖溶液%

微波加热溶解%冷却至
"%8

左右%取
#=&)

上述溶液

倒入水平放置的规格为
*++&&,*++&&,*%&&

的一次性方形培养皿中%凝胶厚度为
%&&

&室温下

聚合
*J

后%用直径为
#&&

的凝胶打孔器在培养皿

内的凝胶上均匀打
;"

孔%移除孔中残留的凝胶%封

闭培养皿保湿备用&

#$?$!

!

种子中
"

D

甘露聚糖酶粗酶液的提取

针对不同贮存时间和贮存方式的刺萼龙葵种

子%各取培养
%O

的种子
;+

粒%用解剖刀将种子的

胚"含胚乳%去除种皮$逐一分离%用研钵碾碎并转移

至
*$%&)

离心管中%加入
;++

!

)

磷酸氢二钠 柠檬

酸缓冲液"

S

Wc%

$%于
;+8

黑暗孵育培养
#J

%得到

含
"

D

甘露聚糖酶的种子粗酶液&

#$?$?

!

水解反应

分别向制好的培养皿凝胶小孔中加入
#

!

)

含

"

D

甘露聚糖酶的种子粗酶液上清液%以等体积的磷

酸氢二钠 柠檬酸缓冲液"

S

Wc%

$为对照%然后用封

口膜密封培养皿并将其转移至具盖白瓷盘%瓷盘中

放入单层滤纸并加适量的蒸馏水保持湿度"必要时

可补加蒸馏水$%密闭瓷盘%于
;+8

黑暗条件下保

温(保湿处理
#+J

&

#$?$:

!

刚果红显色

取出经保温(保湿处理后的培养皿%加入
*+&)

+

!%*
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卷第
#

期 赵丹丹等!利用凝胶扩散法测定刺萼龙葵种子中
"

D

甘露聚糖酶的活性

+5%Q
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K

$的刚果红染色液%置于水平摇床
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染色
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%移出染色液%蒸馏水轻柔洗涤
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%接着将凝胶用磷酸氢二钠 柠檬酸缓冲液

"

S

Wc=

$缓慢振荡洗涤
*

"
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%可清楚地显示出

水解消化圈%然后用
P+Q

乙醇洗涤使消化圈边缘清

晰&将显色凝胶置于扫描仪"

X-@eB@?A!P++

$中

进行图像扫描%消化圈直径利用
U9:@33O(3

系统进

行测量&
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甘露聚糖酶标准曲线的制作

为建立
"

D

甘露聚糖酶活性与底物消化圈直径间

的定量关系曲线%将
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甘露聚糖酶标准品"酶活性

!"6

#

&

K

%

E3

K

G]

L

&3

公司$用磷酸氢二钠 柠檬酸

缓冲液"
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稀释的标准
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甘露聚糖酶酶液%以稀释所用的

缓冲液为对照%按
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的步骤进行水解和

刚果红显色反应&根据
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甘露聚糖酶标准品说明及

酶活性相关规定)

*"

*

%酶活性单位
6

定义为!在一定

条件下每分钟水解底物甘露聚糖形成
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甘露

糖时所需的
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甘露聚糖酶为
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个酶活性单位%即
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甘露聚糖酶标准品的活性为
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则梯度稀释后的酶活性依次为
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$&以水解

消化圈的直径为横坐标%不同稀释倍数的标准
"

D

甘

露聚糖酶的活性为纵坐标作图%拟合方程可得
"

D

甘

露聚糖酶的标准曲线&

!
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结果与分析

!"#
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标准曲线的拟合和建立

不同稀释倍数的标准
"
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甘露聚糖酶可在含专

一性底物甘露聚糖的凝胶上水解产生不同大小的

透明消化圈%消化圈直径与酶活性呈显著的正相

关%酶活性越高消化圈直径越大%酶活性越低则消

化圈直径越小&对不同标准
"

D

甘露聚糖酶的梯度

酶活性与消化圈直径进行线性拟合%分析比较不同

的拟合方程%发现底物消化圈直径"
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$与酶活性

"
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$的拟合曲线为指数方程时效果最佳%据此建立

了相关的标准曲线方程为
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甘露聚糖酶活性与消化圈直径的关系
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刺萼龙葵种子中
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甘露聚糖酶活性的检测
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贮存时间对
"
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甘露聚糖酶活性的影响

应用改进的凝胶扩散法测定了不同贮存时间的

刺萼龙葵种子中
"

D

甘露聚糖酶的活性&结果表明%种

子中
"

D

甘露聚糖酶的活性随贮存时间的增加呈现下

降的趋势%其中贮存
%

年"
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年$的种子中该酶的活

性为
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$%显著低于贮存
*

年"

#+**

年$的种子中酶的活性
+$*%:&'(

#"

&9:

+

&

K

$&总体

来看%贮存
;

年以内的种子"

#++7

年
\#+**

年$中
"

D

甘露聚糖酶的活性差异不显著%但均显著高于贮存

;

年以上的种子中该酶的活性%说明刺萼龙葵种子

贮存
;

年以后%种子中
"

D

甘露聚糖酶的活性开始出

现显著降低"图
#

$&

!$!$!

!

贮存条件对
"

D

甘露聚糖酶活性的影响

对不同贮存条件下刺萼龙葵种子中
"

D

甘露聚糖

酶的活性进行了测定%结果表明%不同处理间种子中

"

D

甘露聚糖酶的活性存在显著差异&湿润冷藏的种

子中该酶活性为
+$*#:&'(

#"

&9:

+

&

K

$%高于干燥冷藏

和干燥室温贮存的种子中的酶活性%后二者分别为

+5+#

和
+$+;:&'(

#"

&9:

+

&

K

$"图
;

$&从以上结果可

以看出%贮存条件会显著影响刺萼龙葵种子中
"

D

甘露

聚糖酶的活性%进而影响其种子的休眠萌发特性&

+

%%*

+



#+#+

图
!

!

贮存时间对刺萼龙葵种子
"

L

甘露聚糖酶活性的影响
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1+%)1,4142,L

"

L)/44/4/-1/.+%6%+%1-%43077/5,30=-112-

图
?

!

不同贮存条件下刺萼龙葵种子中
"

L

甘露聚糖酶活性的变化
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讨论

已有研究表明%

"

D

甘露聚糖酶与植物种子休眠

萌发密切相关%在种子细胞壁的降解和休眠解除方

面具有重要作用)

%

%

*=*P

*

&明确
"

D

甘露聚糖酶影响杂

草种子休眠和萌发的机制%对杂草发生和出苗进行

预测和合理调控%将为杂草的综合治理提供重要依

据)

*7

*

&建立可靠(有效的种子中
"

D

甘露聚糖酶活性

检测方法%是开展相关研究的关键&

分光光度法"即
AB@

法$主要利用
;

%

%D

二硝基

水杨酸与还原糖在碱性条件下的颜色反应%对
"

D

甘

露聚糖酶活力进行测定&该方法尽管测定流程较为

简单%但由于种子粗酶液中除了
"

D

甘露聚糖酶外%还

同时存在同工酶
!

D

半乳糖苷酶及
"

D

甘露糖苷酶%可

以对
"

D

甘露聚糖酶水解产物进一步消化产生还原

糖%造成测定结果不准确)

;

%

*#

%

#+

*

&黏度测定法利用

底物消化反应前后黏度的变化%对
"

D

甘露聚糖酶活力

进行测定&尽管可检测到较低的酶活%但同样易受
"

D

甘露聚糖酶的同工酶影响%并且样品逐一检测%效率

较低)

*%

*

&因而上述两种传统方法在测定
"

D

甘露聚糖

酶的实际应用过程中均受到不同程度的限制&

与传统方法相比%凝胶扩散法采用了刚果红显

色和专一性底物
)FM

%可降低种子粗酶液中同工酶

的干扰%特异性强%降低了实验误差&凝胶扩散法检

测灵敏度高%可检测稀释至
*"+

万倍的标准酶活力

+$+#7:&'(

#"

&9:

+

&

K

$%且检测过程中重复性好%可

同时对大批量种子样品进行酶活性测定%检测成本

较低(效率较高&凝胶扩散法综合了传统分光光度

法效率较高和黏度测定法灵敏度较高的优势%准确

可靠%具有较好的实用和推广价值&由于种子大小

及胚和胚乳成分不同%凝胶扩散法是否可用于其他

种子中
"

D

甘露聚糖酶活性的检测%不同种子的反应

体系是否应做相应调整%还有待进一步的研究&

:

!

结论

本研究建立了检测外来杂草刺萼龙葵种子中
"

D

甘露聚糖酶活性的凝胶扩散法%可同时检测多个种

子样品%检测方法灵敏度高(重复性好%具有良好的实

+

"%*

+
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卷第
#

期 赵丹丹等!利用凝胶扩散法测定刺萼龙葵种子中
"

D

甘露聚糖酶的活性

用性&该方法的建立为不同贮存时间和贮存条件下

刺萼龙葵种子中
"

D

甘露聚糖酶活性的检测提供了技

术支撑%为刺萼龙葵种子休眠水平的动态监测及其种

子季节性休眠机制的阐明提供了科学的参考依据&
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