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摘要: 通过测定天然芸苔素内酯对水稻幼苗谷胱甘肽 (GSH ) 含量、谷胱甘肽2S 2转移酶 (GST ) 活性

以及在离体和活体条件下对水稻幼苗乙酰乳酸合成酶 (AL S) 活力的影响, 研究天然芸苔素内酯减

轻胺苯磺隆对水稻药害的作用机理。结果表明, 其作用机理与水稻幼苗 GSH 含量、GST 活性变化

没有太大相关性, 可能与其能间接激活水稻幼苗AL S 活力有较大相关。
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胺苯磺隆 (etham etsu lfu ron) 是用于油菜田的磺酰脲类除草剂, 其作用靶标为乙酰乳酸合

成酶 (AL S) [1 ]。胺苯磺隆具有以下优点: (1) 对油菜田现用除草剂不能防除的杂草 [野田芥

N astu rtium of f icina le R. B r. 、遏蓝菜 T h lasp i a rvense L. 、播娘蒿 D escu ra in ia sop h ia (L. )

Schu r. 等 ]高效; (2) 有很高的选择性, 有效成分用量为 10～ 30 göhm 2, 用量超过常用量的4 倍

对油菜亦很安全; ( 3) 杀草谱广, 对猪殃殃 Ga lium ap a rine L. 、日本看麦娘 A lop ecu rus

jap on icus steud 有特效, 显示了对单子叶杂草的除草活性[2 ]。但其最大缺点是在土壤中残留期

长, 水稻对其敏感[3, 4 ] , 1995 年在江苏油菜田施用胺苯磺隆后, 其在土壤中残留使油菜的下茬

作物水稻大面积受害。因此, 一旦发生药害, 如何及时采取有效措施解除药害、挽回经济损失是

一个值得研究的课题。

芸苔素内酯 (b rassino lide,BR )是一种甾醇类植物激素, 是于 1979 年首先从油菜花粉中被

提取精制出来的, 故又称油菜素内酯。它具有促进生长, 提高植物抗逆性的作用。有关其能缓

解除草剂药害方面的研究国内已有报道[5 ] , 但其作用机理尚未见文献报道。笔者探索性地在田

间试验了其缓解胺苯磺隆对后茬水稻药害的作用, 结果表明, 其作用效果显著 (另文发表)。通

过室内土培法测定, 土壤中胺苯磺隆对水稻 (新香优 80) 的安全临界浓度为 2. 64 Λgökg, 用

BR 0. 05～ 10 ΛgöL 浸种处理和土壤处理均可不同程度减轻土壤中残留的胺苯磺隆对水稻 (新

香优 80)的药害 (另文发表)。为进一步深入研究其缓解胺苯磺隆对水稻药害的作用, 笔者对其

作用机理进行了初步探索。
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1　材料与方法

1. 1　供试药剂及试剂

25% 胺苯磺隆 (etham etsu lfu ron)可湿性粉剂 (湖南化工研究院提供) ; 0. 15% 天然芸苔素

内酯 (b rassino lide) 水剂 (皇嘉生化有限公司产品) ; 双 (42硝基232羧基苯) 二硫化物 (D TNB )、

聚乙烯吡咯烷酮 (PV PP)、基质甲贮存液 (10 nmo löL CDNB )、黄素腺嘌呤二核苷酸 (FAD )、焦

磷酸硫胺素 (T PP)、牛血清白蛋白 (BSA )、肌酸 (以上均为 Sigm a 公司产品) ; 32羟基222丁酮

(A ceto in) (F luka 公司产品) ; 丙酮酸钠、Α2萘酚、考马斯亮蓝 G2250、H gC l2、50 m gög 三氯乙酸

(TCA )、M gC l2·6H 2O 及其他所用试剂均为国产分析纯; 试验用配制溶液 (磷酸缓冲液、酶提

取液、酶溶解液、酶反应液、50 m gög Α2萘酚溶液)按路凯等的方法[2 ]配制。

1. 2　供试水稻品种

新香优 80 (湖南农业大学水稻科学研究所提供)。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　谷胱甘肽 (GSH ) 含量及谷胱甘肽2S 2转移酶 (GST ) 活性测定的试材培养　在 13 cm ×

8 cm ×5 cm 的塑料盒中装 200 g 风干过筛土, 加 100 mL 药液分别配制成含以下药剂浓度的

药土: (1) 6. 25 Λgökg 胺苯磺隆; (2) 12. 5 Λgökg 胺苯磺隆; (3) 6. 25 Λgökg 胺苯磺隆+ 10 Λgökg

BR; (4) 12. 5 Λgökg 胺苯磺隆+ 10 Λgökg BR; (5) 清水对照。每处理重复 3 次。水稻种子用

1 m gög H gC l2消毒 15 m in, 28℃下清水浸泡 24 h, 30℃下催芽 12 h, 露白后播于塑料盒中, 每

盒 42 粒, 置于 28℃的恒温光照培养箱中避光培养 6 d 后进行指标测定。

1. 3. 2　GSH 的提取和测定　取 0. 5 g 黄化 (避光培养, 下同) 的新鲜叶片前端 1. 8 cm 部分放

入研钵中, 加入 3 mL 50 m gög的三氯乙酸, 并加入少许石英砂快速研磨, 再用 3 mL 50 m gög

的三氯乙酸洗下研钵中的残留物, 然后于 23 000 g、- 4℃离心 10 m in, 取上清液参照文献[ 6 ]

方法, 以D TNB 显色, 于 412 nm 波长测定OD 值, 以 GSH 作标准曲线。

1. 3. 3　GST 的提取及活性测定　取 0. 5 g 黄化的新鲜叶片前端 1. 8 cm 部分于液氮中速冻

24 h, 加入 PV PP (质量浓度0. 5% ) 研磨后, 再加入 7. 5 mL 磷酸缓冲液 (0. 1 mo löL , pH = 6. 8,

1 mmo löL sodium m etab lisu lf ite) , 搅拌过滤后于 20 000 g、- 4℃离心 20 m in, 取上清液参照

文献[ 7 ]方法进行, 加入CDNB 反应, 在 340 nm 吸收 90～ 120 s 测定 GST 的活性。

1. 3. 4　AL S 的提取[2, 8 ]　所有提取步骤均在冰浴 0～ 4℃下进行。将 5. 0 g 水稻幼芽剪碎放入

研钵中, 加入 3 倍于水稻幼芽鲜重的酶提取液, 加入少许石英砂快速研磨后, 用 8 层纱布过滤,

定容至 20 mL , 然后于 25 000 g、4℃离心 20 m in。取上清液慢慢加入 7. 5 g (N H 4) 2SO 4 粉末调

至 50% 饱和度, 0℃沉降 2 h 后, 于 25 000 g、4℃离心 30 m in, 弃去上清液, 沉淀溶于 15 mL 溶

解液中。此酶溶解液是直接用于活力测定的酶液。

1. 3. 5　AL S 的活力测定[2 ]　由于加入酶反应底物丙酮酸钠后, 经过AL S 催化反应生成的产

物是乙酰乳酸, 加入硫酸脱羧基后, 生成 32羟基222丁酮 (A ceto in) , 所以可通过测量A ceto in 的

量来计算乙酰乳酸的量, 即在含A ceto in 的溶液中加入肌酸和溶于N aOH 溶液的 Α2萘酚进行显

色反应, 来测量A ceto in 的量, 从而计算AL S 活力, 单位表示为 nmo l A ceto in·m g - 1 p ro·h - 1,

简化为 nmo l·m g- 1·h - 1。

取 0. 4 mL 酶提取液, 加入 0. 1 mL、50 mmo löL 磷酸缓冲液, 再加入 0. 5 mL 反应液, 摇匀

后放于 35℃恒温水浴 15 m in 进行脱羧反应; 最后进行A ceto in 的测量, 依次加入0. 5 mL
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5 m gög肌酸和 0. 5 mL 50 m gög Α2萘酚溶液 (溶于 2. 5 mo löL N aOH 溶液中) , 60℃反应

15 m in, 于 525 nm 处比色。试验平行测定 3 次。

1. 3. 6　蛋白质含量测定　采用考马斯亮蓝 G2250 法。

1. 3. 7　BR 对水稻幼苗AL S 的影响及解毒机制[2 ]

1. 3. 7. 1　离体试验方法　浸种至露白的种子放入培养皿中, 加入 50 mL 蒸馏水, 26℃避光培

养 72 h 后, 再加 50 mL 蒸馏水, 避光培养 72 h, 剪断幼芽作为AL S 的提取样本, 进行AL S 提

取和测定。在离体AL S 活力测定中, 将上述方法中磷酸缓冲液用 0. 1 mL 不同浓度的BR、胺

苯磺隆或二者混合液代替, 其他步骤同AL S 活力测定。求得酶活力百分率, 用浓度 (X ) 2百分

率 (Y ) 作图, 或者以浓度 (X ) 2酶活力 (Y ) 作图来比较BR 对胺苯磺隆抑制AL S 的影响, 以及

BR 对AL S 的作用。

1. 3. 7. 2　活体试验方法　1)测量BR 对AL S 活力的影响: 用蒸馏水或者不同BR 浓度的溶液

浸种至露白后放入培养皿, 加 50 mL 蒸馏水, 26℃避光培养 72 h 后, 再加50 mL 蒸馏水, 避光

培养 72 h, 剪断幼芽作提取AL S 样本,AL S 提取和活力测定如上所述。2)测量BR 对胺苯磺隆

抑制AL S 活力的影响: 将上述“再加 50 mL 蒸馏水”换成“再加 50 mL 不同浓度的胺苯磺隆药

液”, 其他如上所述。

2　结果与分析

2. 1　BR 和胺苯磺隆对水稻体内 GSH 含量及 GST 活性的影响

测定结果见图 1、图 2。

F ig. 1　T he effect of b rassino lide (BR , 10 Λgökg) and etham etsu lfu ron on GSH conten t of rice

由图 1 可知, 胺苯磺隆对水稻叶片中GSH 含量有一定影响。清水对照、胺苯磺隆浓度分别为

6. 25 和 12. 5 Λgökg 时, GSH 含量分别为 14. 1、12. 4、11. 1 Λgög。BR 对水稻体内 GSH 含量具

有一定提高作用, 加入 10 Λgökg BR 后, 以上三处理 GSH 含量分别为 14. 7、13. 1、12. 0 Λgökg。

由图 2 可知, 胺苯磺隆对水稻叶片中 GST 活性影响较大, 清水对照时, 水稻叶片中

GST 活性为 221. 8 mo l·m g - 1·m in - 1, 当胺苯磺隆浓度为 6. 25 Λgökg 时, 其 GST 活性下

降到 155. 6 mo l·m g- 1·m in - 1, 胺 苯 磺 隆 浓 度 为 12. 5 Λgökg 时, GST 活 性 下 降 到
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138. 0 mo l·m g- 1·m in - 1; 而BR 对水稻 GST 活性提高作用不大。

F ig. 2　T he effect of BR (10 Λgökg) and etham etsu lfu ron on GST activity of rice

2. 2　离体条件下 BR 和胺苯磺隆对水稻AL S 活力的影响

图 3 表明, 离体条件下,BR 各处理浓度对水稻幼苗AL S 的活力有影响, 但影响不大。表 1

中结果表明, 胺苯磺隆对水稻幼苗AL S 抑制作用强烈, 浓度越高, 抑制作用越强。BR 在 1 和

10 ΛgöL 浓度下能在一定程度上减轻胺苯磺隆对AL S 的抑制作用, 但不明显。

F ig. 3　T he effect of BR on AL S activity of rice in v itro

2. 3　活体条件下 BR 和胺苯磺隆对水稻AL S 活力的影响

表 2 结果表明: 在活体条件下, BR 能提高水稻幼苗AL S 活力, 当BR 浓度为 0. 05、0. 10、0. 50、

1. 0 和 10 ΛgöL 时,AL S 活力分别为 122. 3、128. 0、153. 2、147. 5 和 157. 7 nmo l·m g- 1·h - 1。

活体条件下, 胺苯磺隆对水稻幼苗AL S 有一定抑制作用, 其浓度为 0. 125、1. 25、5. 0、20 和

80 ΛgöL 时, 水稻幼苗AL S 活力分别为 86. 9、84. 6、74. 3、80. 0 和 70. 9 nmo l·m g- 1·h - 1。而
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当胺苯磺隆处理的同时加入BR , 能提高水稻幼苗的AL S 活力, 以上胺苯磺隆浓度范围

内, 同时加入 0. 5 ΛgöL 的 BR 处理, 其 AL S 活力分别为 101. 7、125. 7、131. 4、117. 7 和

112. 0 nmo l·m g - 1·h - 1。

T ab le 1　T he effect of variou s etham etsu lfu ron concen tra t ion s on the AL S

act ivity w ith 0, 1 and 10 ΛgöL BR in v itro
3

Concen tra t ions of

etham etsu lfruonöΛg·L - 1

AL S activityönmo l·m g- 1·h - 1

BR 0 Λg·L - 1 BR 1 Λg·L - 1 BR 10 Λg·L - 1

0. 125 89. 2 a 92. 3 a 89. 5 a

1. 25 79. 2 ab 80. 8 ab 79. 0 ab

5. 0 60. 0 b 61. 2 b 63. 2 b

20. 0 41. 3 c 44. 5 c 45. 4 c

80. 0 36. 6 c 38. 0 c 37. 9 c

　　3 D ata m ean of 3 dup lications of differen t treatm en t and the data fo llow ed by the sam e signal are no t sign ifican tly
differen t (P = 0. 05, SSR test). T he sam e as fo llow ing tab le.

T ab le 2　T he effect of etham etsu lfu ron and BR on AL S specif ic act ivity of rice ( in v ivo) 3

T reatm ent (conc. ) öΛg·L - 1 A ceto in
önmo l·h - 1

P ro tein
öm g

Specific activity
önmo l·m g- 1·h - 1

Percen tage of

specific

activity (% )

CK 11 604. 6 101. 5 114. 3b ö

BR (0. 05) 12 768. 2 104. 4 122. 3 ab 107

BR (0. 1) 13 428. 9 104. 9 128. 0 ab 112

BR (0. 5) 16 909. 1 110. 4 153. 2 a 134

BR (1) 16 558. 3 112. 3 147. 5 a 129

BR (10) 18 801. 9 119. 2 157. 7 a 138

etham etsu lfu ron (1. 25) 8 565. 2 98. 6 86. 9 c 76

etham etsu lfu ron (2. 5) 8 289. 0 98. 0 84. 6 c 74

etham etsu lfu ron (5. 0) 6 998. 6 94. 2 74. 3 c 65

etham etsu lfu ron (20) 7 520. 9 94. 0 80. 0 c 70

etham etsu lfu ron (80) 6 540. 9 92. 3 70. 9 c 62

etham etsu lfu ron (0. 125) + BR (0. 5) 10 091. 3 99. 2 101. 7 b 89

etham etsu lfu ron (1. 25) + BR (0. 5) 13 063. 3 103. 9 125. 7 ab 110

etham etsu lfu ron (5. 0) + BR (0. 5) 14 406. 4 109. 6 131. 4 ab 115

etham etsu lfu ron (20) + BR (0. 5) 11 996. 6 101. 9 117. 7 b 103

etham etsu lfu ron (80) + BR (0. 5) 11 145. 4 99. 5 112. 0 b 98

3　讨论

GSH 是生物细胞中普通存在的一种具有特殊功能的多肽, 在生物的许多代谢生理过程中
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起到重要的生理作用。除草剂与谷胱甘肽的轭合反应是植物耐药性和除草剂选择性的主要原

因之一, 植物体内的 GST 可催化这种反应[9 ]。某些物质 (如除草剂安全剂) 可以提高植物体内

GSH 含量和 GST 活性, 促使除草剂与 GSH 轭合, 从而解除除草剂对作物的伤害[10 ]。

乙酰乳酸合成酶 (AL S) 是支链氨基酸 (缬氨酸、亮氨酸与异亮氨酸) 生物合成起始阶段的

关键性酶, 这种酶催化两分子丙酮酸或一分子丙酮酸与 Α2丁酮酸缩合, 分别形成乙酰乳酸或

乙酰羟基丁酸, 进而通过一系列反应而形成缬氨酸、亮氨酸与异亮氨酸。研究证明, 胺苯磺隆的

作用机理是抑制AL S 活性, 造成支链氨基酸合成停止, 从而影响蛋白质合成及植物生长[11 ]。

因此, 反过来思考, 如某物质能提高植物体AL S 活性, 可能会减轻甚至解除胺苯磺隆对植物的

伤害。路凯、钱传范研究表明NA 能间接激活AL S 活性, 从而减轻胺苯磺隆对水稻的药害[2 ]。

本研究从水稻幼苗 GSH 含量、GST 活性、AL S 活力三方面对BR 减轻胺苯磺隆对水稻药

害的作用机理进行了初步探讨, 结果表明, 胺苯磺隆对水稻幼苗 GST 活性影响较大, 对 GSH

含量影响不大, 加入BR 后, 其 GST 活性、GSH 含量均有提高, 但提高程度不大。

在离体条件下, 胺苯磺隆对水稻幼苗AL S 抑制作用强烈, 加入BR 后, 能在一定程度上减

轻胺苯磺隆对水稻幼苗AL S 的抑制作用, 但作用不显著。

在活体条件下, 胺苯磺隆对水稻幼苗AL S 有抑制作用, 加入BR 后, 能较大幅度的提高水

稻幼苗的AL S 活力。

综上所述, 笔者认为, 根据本次试验,BR 减轻胺苯磺隆对水稻药害的作用机理与 GSH、

GST 没有太大的相关性, 可能与其能间接激活水稻幼苗AL S 活力有较大相关。这尚需进一步

进行研究。
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Abstract: T he m echan ism of brassino lide reducing the phyto tox icity of etham etsu lfu ron to rice w as studied

th rough the experim ents on the influence of brassino lide to rice glu ta th ione (GSH ) con ten t, glu ta th ione2S 2
t ransferase (GST ) activity and aceto lacta te syn thase (AL S) activity in v itro and in v ivo. T he resu lts show ed

that it w as no t direct ly rela ted to the GSH conten t and GST activity of rice bu t indirectly acted on the target

enzym e of AL S.
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