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云南野生稻籽粒淀粉合成关键酶活性测定 
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摘 要：为研究云南 3种野生稻直链淀粉合成机制并利用其直链淀粉含量较低的优良品质，以云南 3种野生 

稻和4种当地栽培稻为材料，研究野生稻灌浆期籽粒4种淀粉合成关键酶(包括 ADPG焦磷酸化酶、可溶性淀 

粉合成、颗粒凝结型淀粉合成酶、淀粉分支酶)活性变化。结果表明，野生稻中4种淀粉合成酶的变化趋势与 

栽培稻相似，但活性有较大差别。颗粒凝结型淀粉合成酶的活性与直链淀粉含量呈正相关，说明在野生稻中 

同样是由颗粒凝结型淀粉合成酶控制直链淀粉的合成。同时发现在同一灌浆期，同种材料中可溶性淀粉合成 

酶和淀粉分支酶的活性变化呈相反趋势，推测这两种酶之间可能在淀粉合成过程中存在某种反馈调节机制。 
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Abstract：In order tO investigate the amylose synthesis mechanism of the three wild rice species originating from Yun— 

nan SO as to utilize the good quality trait of the low amylose content of these wild rice species，four key enzymes(AD— 

PG pyrophosphorylase(ADPGP)，soluble starch synthase(SSS)，granule bound starch synthase(GBSS)，starch 

branching enzyme(Q-enzyme))activities in three wild rice species and four cultivar rice varieties of Yunnan were as— 

sayed during grain filling stages．The result indicated that four key enzymes had similar change trend，but had big 

differences in the activity among the different wild rice species and the cuhivars．It was found that GBSS activity as— 

say in wi ld rice also had positive relation with amylose content．This indicted that in wild rice the seed amylsoe syn— 

thesis is also controlled by granule bound starch synthase．It is also found that SSS and Q-enzyme showed opposition 

change trend in terms of activity during the grain filling stage．It may suggest these two enzymes had some feedback 

suppression effect on regulation of starch synthesis． 
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水稻是最重要的粮食作物之一，世界上约有一 

半以上的人 口以稻米为主食(武波等，2006)，而 

9O 的水稻种植者和消费者在亚洲。随着人们生活 

水平的提高，人们对稻米品质的需求也越来越高。 

在稻产区，稻米提供人们所需能量的 6O ～7O 和 

蛋白质的 5O ～60 。因此 ，稻米 品质的好坏与人 

类健康有着直接的关系。云南稻属(Oryza)分布于 

亚洲、非洲、大洋洲和美洲的热带和亚热带地区，目 

前认为有 22个种(Chang等，1985)。云南是世界公 

认的亚洲栽培稻起源中心及多样性中心的一部分， 

有着丰富的野生物种资源，仅野生稻就具有3种，即 

普通野生稻 (0．r“ pogon)、药用野生稻 (0．of 一 

cinalis)和疣粒野生稻 (0．granulata)。它们均被定 

为二级保护濒危植物(傅立国等，1992)。而云南野 

生稻的种类、亚种、生态类型数量均为全国之首(范 

树国等，2000)。 

在水稻籽粒中淀粉一般占糙米量的9O 9／6以上， 

其物理、化学特性与稻米的蒸煮食味品质密切相关 

(Han等，2001)。而稻米淀粉由直链淀粉和支链淀 

粉两种类型组成，其中直链淀粉的含量、比例对稻米 

的品质影响最大。因此，直链淀粉的含量已成评价 

水稻品质的重要指标之一(Tan等，2002；Lira等， 

1995)。而淀粉的合成是一个十分复杂的过程，需要 

多种酶的参与，在灌浆期淀粉合成和积累过程 中 

ADPG焦磷酸化酶(ADPGP)、可溶性淀粉合成酶 

(sss)、颗粒凝结型淀粉合成酶(GBSS)和淀粉分支 

酶(Q酶)起主要作用。以前的研究表明，ADPG焦 

磷酸化酶、可溶性淀粉合成酶、颗粒凝结型淀粉合成 

酶、淀粉分支酶等是控制水稻籽粒淀粉合成代谢、影 

响淀粉品质的几个关键酶(Nakamura等，1992)，它 

们在栽培稻(Li等，2001；李天等，2005；Ahmadi等， 

2001；Cheng等，2005)、小麦 (Kumar等，1980)、玉 

米(Doehlert，1993)、马铃薯(Van等，1987)等作物 

中的研究较多，但野生稻中上述 4种直链淀粉合成 

关键酶的情况还未见报道。 

本研究用云南 3种野生稻和 4种地方栽培稻为 

材料，初步探讨在野生稻灌浆早期、中期和晚期，4 

种酶(ADPGP、SSS、GBSS、Q酶)与淀粉含量的关 

系，尤其是与直链淀粉含量的关系。并试图弄清在 

野生稻中直链淀粉的含量是否是主要由 GBSS酶的 

活性不同而引起 。 

1 材料与方法 

1．1供试材料 

供试材料是云南 3种野生稻和 4种直链淀粉含 

量较高的地方栽培稻，它们如表 1中的品种所示。 

所有材料均取于云南省元江县农科所试验田内，在 

相同的自然条件下栽培(水稻灌浆及成熟时期的月 

平均气温为 26。4---28．6℃)，生长期间进行一致的 

表 1 云南野生稻和部分栽培稻直链淀粉含量 

Table 1 Amylose content in seeds of different wild rice species and cultivars in Yunnan 

田间管理。 

1．2取样方法 

在云南 3种野生稻和 4种地方栽培稻的开花初 

日分别挂牌标记植株，于开花后 1O、2O、30 d在长势 

一 致的标记植株中随机选取 5棵，在每植株上分别 

取穗中上部灌浆基本一致的籽粒 2O～25粒。液氮 

速冻后，分别储存于一7O℃冰箱，至材料取全进行酶 

活性测定。 

1．3测定方法 

从云南 3种野生稻和 4种地方栽培稻中分别随 

机选取在灌浆早期(开花后 1O d)、中期(开花后 20 

d)和晚期(开花后 3O d)的籽粒各 2O粒后分别提取 

粗酶液，然后进行 4种淀粉合成关键酶的活性测定。 

其中每个样品重复测试 2次，共测试 4种关键酶 3 

个时期的活性，而每种酶的活性测定时取 3次数据。 

即每个样品的每种酶在同一时期共获得 9个数据后 

用EXCEL软件计算其标准偏差值和平均值并作 

图，用 SPSS 13．0软件进行相关性分析。 

1．3．1粗酶液的提取 按 Nakamura等(1989)的方 

法籽粒去壳称重，加 5 H1L提取液(含 100 mmol·L- 

Tricine—NaOH (pH= 7．5)，8 mmol·L MgC12，2 

mmol·L- EDTA，12．5 9，6(V／V)Glycerol；1 (w／v) 

PVP_4O，50 mmol·L 2一Mercap—toethano1)磨成均浆， 

30 000×g离心 10 min，收集上清液置冰中，作为粗 



802 广 西 植 物 28卷 

酶液备用。沉淀用 5 mL提取液重新悬浮以备淀粉 

粒结合淀粉合成酶测定。 

1．3．2酶活性的测定 测定方法按 Nakamura等 

(1989)的方法。ADPG焦磷酸化酶活性的测定，取 2O 

L粗酶液加入 110 L反应液中(反应液含终浓度 

100 mmol·L- Hepes-NaOH(pH=7．5)，1．2 mmol· 

L ADPG，3 mmol·L PPi，5 mmol·L- MgC1，，4 

mmol·L- DTT)，30％反应 20min，沸水中终止反应 

30 S，i0 000×g，10 min；取上清液 100 L加 5．2 L 

比色液(5．76 mmol·L- NADP，0．08 unit P_gueo— 

mutase，0．07 unit G6P-dehydrogenase)，3O℃反应 10 

min，测定 340 nm OD值。 

可溶性淀粉合成酶(SSS)活性的测定，取 20 L 

粗酶液加入 36 L反应液(反应液含终浓度为 5O 

mmol·L- Hepes-NaOH(pH=7．5)，1．6 mmol·L- 

)PG，0．7 mg amylopectin，15 mmol·L DTT)。30 

℃反应 20 min，沸水中终止反应30 S，冰浴冷却；加 2O 

L反应液(含 50 mmol·L Hepes-NaOH (pH= 

7．5)，4 mmol·L- PEP，200 mmol·L KCL，1O 

mmol·L MgC12，1．2 unit Pyruvate Kinase)，3O℃反 

应 20 min，沸水中终止反应，10 000×g离心 i0 min。 

取上清液 6O L与 43 L反应液(50 mmol·L 

Hepes-NaOH(pH一 7．5)，10 mmol· Glucose，2O 

mmol·L- MgC12，2 mmol·L- NADp，1．4 unit Hex— 

oki-nase，0．35 unit G6P-dehydrogenase)，30℃反应 1O 

min，测定 340 nm OD值的变化。 

灌浆早期 灌浆中期 灌浆晚期 
Ea rI Y stage ⋯ ddI e stage Late stage 

图 1 野生稻和栽培稻 ADPG酶活性比较 

Fig．1 ADPG enzyme ability in seeds of different 

species of wild rice and cultivars 

1．普通野生稻；2．药用野生稻；3．疣粒野生稻；4．展6； 

5．滇超 6；6．合系41；7．后 736／KM670。下同。 

1．Q t'Ufipogon；2．Q officinalisI 3．Q granulata；4．Zhan 

6；5．Dianchao 6；6．Hexi 41；7．Hou 736／KM 670． 

颗粒凝结型淀粉合成酶(GBSS)活性的测定，取 

2O L沉淀悬浮液，其余步骤同可溶性淀粉合成酶 

活性的测定。Q酶活性的测定按李太贵等(1997)方 

法进行，取去壳籽粒 0．1 g用 2．5 mL 0．05 mol· 

L 柠檬酸缓冲液(pH7．O)在冰浴中研磨匀浆，然后 

在 18 000×g下离心 20 min，上清液即为酶液，测定 

时取酶液 150 L，加 150 tLL 0．2 mol·L 柠檬酸缓 

冲液(pH7．0)、75 L 0．1 mol· EDTA、40 L 

7．5 g／L可溶性淀粉，在 37℃水浴中加热 40 min， 

再加 24 L碘液显色 10 min，在 660 nm处测 OD 

值，以零时为对照，Q酶活性以 OD 660nm下降的 

百分率表示：△0D6 。：(OD66。零时一OD 6。t)／OD 。 

零时×100 9／5。 

2 结果与分析 

2．1淀粉合成酶活性测定 

2．1．1 ADPG焦磷酸化酶活性变化 ADPG焦磷酸 

化酶(ADPGP)在 3种野生稻中的变化趋势与 4种 

栽培稻中基本相同，都呈单峰曲线变化。除合系41 

外，ADPG焦磷酸化酶活性在灌浆中期都达到峰 

值，然后逐渐下降。在药用野生稻和疣粒野生稻中， 

ADPG焦磷酸化酶活性都要比 4种栽培稻的要高。 

特别是在药用野生稻中，ADPG焦磷酸化酶活性几 

乎达到了栽培稻的 1．5～2倍左右。而且在药用野 

生稻中，整个灌浆期中ADPG焦磷酸化酶活性都保 

持在较高水平，疣粒野生稻在灌浆末期其 ADPG焦 

磷酸化酶活性下降较快。但是元江普通野生稻与4 

种栽培稻的 ADPG焦磷酸化酶活性几乎在同一水 

平，它们之间的差异不明显(图 1)。这可能表示药 

用野生稻和疣粒野生稻的灌浆速率较高，从而使这 

两种野生稻在短时间内就能够完成灌浆。 

2．1．2可溶性淀粉合成酶(SSS)活性 变化 可溶性 

淀粉合成酶活性的变化曲线与 ADPG焦磷酸化酶 

活性变化曲线存在明显的不同。除合系 41的峰值 

出现在中期外，其余品种的可溶性淀粉合成酶活性 

都出现在早期，然后开始逐渐下降。在展 6的灌浆 

晚期其曲线还有回升。在云南 3种野生稻中，可溶 

性淀粉合成酶活性变化趋势与4种云南地方栽培稻 

相同。3种野生稻中，可溶性淀粉合成酶活性整体 

要低于栽培稻，而在疣粒野生稻和药用野生稻表现 

尤为明显(图2)。普通野生稻在灌浆早期和 4种栽 

培稻的可溶性淀粉合成酶的活性相当，但是在灌浆 

中期却下降到与疣粒野生稻和药用野生稻的水平。 

0  8  6  4  2  O  8  6  4  2  0  
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在灌浆的中期和晚期，3种野生稻的可溶性淀粉合 

成酶明显低于4种栽培稻。通过对这几种水稻可溶 

性淀粉合成酶活性的测定，没有发现可溶性淀粉合 

成酶与直链淀粉含量存在相关性。 

2．1．3 Q酶活性变化 Q酶在云南 3种野生稻和 4 

种地方栽培稻中表现出的变化趋势基本相同。该酶 

活性在灌浆早期较低(除了药用野生稻和展 6外)然 

后逐渐升高，在灌浆中期达到峰值后逐渐下降，其变 

化趋势呈单缝曲线。药用野生稻在灌浆早期和中期 

Q酶活性都维持在较高水平，然后迅速下降。并且 

药用野生稻和疣粒野生稻在灌浆中期时，Q酶活性 

明显高于栽培稻和元江普通野生稻，药用野生稻的 

Q酶尤为突出。通过对 3种云南野生稻和 4种栽培 

稻的 Q酶活性的测定，没有发现 Q酶与直链淀粉含 

量存在相关性(图3)。 

灌浆早期 
EarI Y stage 

灌浆中期 
Mi ddI e stage 

灌浆晚期 
Late stage 

图 2 野生稻和栽培稻 SSS酶活性比较 

Fig．2 SSS enzyme ability in seeds of different 

wild rice species and cultivars 

灌浆早期 灌浆中期 灌浆晚期 
Ear I Y stage MiddI e stage Late stage 

图 3 野生稻和栽培稻 Q酶活性比较 

Fig．3 Q enzyme ability in seeds of different 

wild rice species and cultivars 

2．1．4颗粒凝结型淀粉合成酶( )活性变化 颗 

粒凝结型淀粉合成酶活性在云南 3种野生稻和4种 

地方栽培稻中变化趋势相同。灌浆早期比较低然后 

灌浆早期 灌浆中期 灌浆晚期 
EarIY stage Mj ddle stage Late stage 

图 4 野生稻和栽培稻 GBSS酶活性比较 

Fig．4 GBSS enzyme ability in seeds of different 

species of wild rice and cultivars 

升高，达到峰值后开始下降。在云南 3种野生稻中 

颗粒凝结型淀粉合成酶的活性明显低于栽培稻，而 

药用野生稻表现极为突出。用SPSS 13．0软件对颗 

粒凝结型淀粉合成酶与直链淀粉含量的进行相关性 

分析表明：云南 3种野生稻和 4种栽培稻与其对应 

的直链淀粉的含量都呈正相关，其中药用野生稻呈 

显著相关(r=0．947 38)。在 3种野生稻中，元江普 

通野生稻直链淀粉含量最高，疣粒野生稻次之，药用 

野生稻最低。这 3种野生稻的颗粒凝结型淀粉合成 

酶的活性大小也是如此：元江普通野生稻颗粒凝结 

型淀粉合成酶活性最高，疣粒野生稻次之，药用野生 

稻最低(图4)。这表明在云南 3种野生稻中直链淀 

粉的含量也是由GBSS控制。 

2．2可溶性淀粉合成酶(SSS)和 Q酶活性的比较 

在云南 3种野生稻和 4种地方栽培稻中，将 

SSS和Q酶在灌浆早期、中期、晚期的活性进行比 

较分析。发现 SSS和 Q酶活性的变化存在下列变 

化趋势：若 SSS的活性高，Q酶的活性就较低；若 Q 

酶的活性高，则 SSS的活性就较低。即SSS和Q酶 

的活性呈相反变化趋势(图 5～7)。分别对上述 

SSS和 Q酶活性进行相关性分析，得到相关系数， 

其系数在不同野生稻间也存在较大差异(表 2)。其 

中在灌浆早期和中期，SSS和 Q酶呈负相关，疣粒 

野生稻在灌浆早期呈极显著负相关(-0．963 01)。 

灌浆中期除了普通野生稻外也都呈显著负相关。在 

灌浆晚期中普通野生稻和后 736／KM670呈显著负 

相关，而疣粒野生稻呈极显著负相关(-o．967 425)。 

3 讨论与结论 

许多研究已报道了一些栽培稻和其它作物如小 

6  4  2  0  8  6  4  2  0  

加侣 8 6 4 2 0 
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麦灌浆过程中各种淀粉合成酶活性的变化。ADPG 

焦磷酸化酶催化淀粉粒中淀粉合成的第一步反应， 

被认为是淀粉生物合成的限速酶(Cathie等，1995)。 

ADPG焦磷酸化酶与籽粒淀粉积累速率、籽粒灌浆 

1 2 3 4 

一 SSS灌浆早期活性 
EarI y stage of SSS 

5 6 7 

— 0酶灌浆早期活 l生 
EarI Y stage of 0 

图 5 灌浆早期 SSS和Q酶活性比较 

Fig．5 Comparison of SSS and Q enzyme 

activities through the early filling stage 
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m,~SSS灌浆中期活性 —．一一O酶灌浆中期活性 
Mi ddI e stage of SSS Midd J e stage of 0 

图 6 灌浆中期 SSS和 Q酶活性比较 

Fig．6 Comparison of SSS and Q enzyme 

activities through the middle filling stage 
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m  SSS灌浆晚期活性 一 0酶灌浆晚期活性 

图 7 灌浆晚期 SSS和Q酶活性比较 

Fig．7 Comparison of SSS and Q enzyme 

activities through the late filling stage 

速率呈显著正相关(Li等，2001)。通过对小麦(Ku- 

mar& Simgh，1980)和玉 米 (Doehlert& KUO， 

1990；Doehlert& Lambert，1991)的研究认为，AD— 

PG焦磷酸化酶活性与淀粉积累速率显著相关，而 

和直链或支链淀粉含量无关。根据本实验的研究结 

果，在野生稻中也未发现 ADPG焦磷酸化酶活性与 

直链淀粉含量的关系。依据 SSS的功能，SSS的活 

性峰值出现的时期应较 ADPG活性晚或同时，然而 

很多研究报道水稻中 SSS的活性峰值大多出现在 

开花后第 5天左右(唐湘如等，2002)，此后逐渐下 

降。在李天等(2005)的研究 中，材料 IR72的 SSS 

活性峰值也是出现在开花后 5 d左右，明显早于 

ADPG。在 Ahmadi(2001)等的研究中SSS的活性 

峰值出现的时间要早于 GBSS，钟进连(2003)等报 

道也是SSS也早于 ADPG。在小麦中SSS的活性 

也有在开花早期达到峰值，此后一直下降(Xie等， 

表 2 SSS和 Q酶活性之间的相关系数 

Table 2 The correlation coeficients between SSS and Q activity 

2003)。也有研究发现 SSS活性峰值出现在开花后 

15 d左右，但早于ADPG焦磷酸化酶，也早于GBSS 

(Cheng等，2005)，王芳等的研究中也显示 SSS的 

活性早 于 ADPG焦磷酸化酶和 GBSS(王芳等， 

2004)。在本实验中，除了合系 41之外，SSS酶活性 

的峰值都出现在灌浆早期，此后活性开始下降。在 

3种野生稻中，可溶性淀粉合成酶活性整体要低于 

栽培稻，而在疣粒野生稻和药用野生稻表现尤为明 

显。在灌浆的中期和晚期，3种野生稻的可溶性淀 

粉合成酶明显的低于 4种栽培稻。 

GBSS与 SSS作用于相 同的底物 ADPG，但 

GBSS的活性峰值出现在灌浆中期，时间基本上与 

ADPG焦磷酸化酶相同(王芳等，2004)。这种现象 

说明SSS可能还具有其它作用，如在淀粉合成的早 
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期催化其它步骤。在栽培稻(王月福等，2003)、玉米 

(Sprague等，1943；Tsai，1965)、马铃薯 (Van等， 

1987)中的研究都表明 GBSS活性与直链淀粉含量 

成正相关。本实验对 GBSS的活性 测定表 明，野生 

稻直链淀粉含量低于栽培稻，同样 GBSS的活性也 

明显低于栽培稻 ，而且在 3种野生稻之间也表现 出 

同直链淀粉含量的相关性，GBSS同样是野生稻中 

控制籽粒中直链淀粉含量的最重要的酶，这就为我 

们研究和利用野生稻中直链淀粉的遗传机制提供了 

生理学上的支持。 

本实验中Q酶在野生稻和栽培稻中呈相同的 

变化趋势 ，不同材料不 同时期 Q酶 的变化没有明显 

的规律。Q酶与SSS相同，和直链淀粉或支链淀粉 

的关系不是很明显，但是将处于同一灌浆期的不同 

材料的 SSS和Q酶放在一起进行比较可以发现在 

同一时期 SSS的活性与 Q酶存在相反变化趋势(图 

5--7)。并且在疣粒野生稻的灌浆早期和中期，其 

SSS和 Q酶呈极显著负相关，而药用野生稻也达到 

了显著负相关(表 2)。将程方民等(2001)、钟进连 

等(2003)、王芳(2004)等的研究结果进行比较，也有 

大致的变化趋势。在 Cheng(2005)的报道中，高温 

下SSS和 Q酶的变化规律与本实验结果非常吻合。 

根据这几种现象猜测 SSS可能具有另外的功能，在 

淀粉合成的前期起到重要的作用。而且这暗示着 Q 

酶在支链淀粉的合成过程中可能存在某种反馈调节 

的机制，共同影响支链淀粉的含量。这值得我们进 
一 步研究。 

基于上面的研究，得出以下结论：(1)在 3种野 

生稻中4种淀粉合成酶的变化趋势与栽培稻相似， 

但活性有较大的差别。(2)3种野生稻中 GBSS的 

活性明显低于栽培稻，GBSS的活性与直链淀粉含 

量呈正相关。(3)在 3种野生稻同一灌浆期，同种材 

料中 SSS和 Q酶的变化呈相反趋势，推测这两种酶 

之间可能存在某种反馈调节机制。 
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胞生长受阻，生物量出现缓慢下降，生物碱的合成也 

随之降低。比较岩黄连细胞悬浮培养过程中，大量 

元素的相对消耗速率，发现磷>氮>碳，在大量元素 

中无机磷消耗最快，其中氮和磷在细胞进人快速生 

长中期几乎耗尽，提示氮和磷可能是影响岩黄连细 

胞培养的主要营养因素。张美萍等(2003)在西洋参 

悬浮细胞培养研究中也发现磷酸根消耗最快，氮源 

消耗次之。郭志刚等(2002)在研究紫杉细胞悬浮培 

养过程中，得到了相似的结果，认为氮、磷和钾是影 

响紫杉细胞培养的主要营养因素。 
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