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摘 要

在枯草杆菌细胞的培养基中加入赤霉酸
,

可 以显著地促进
a 一淀粉酶的形成

.

环

式磷酸腺普
” 和三磷酸腺普能够模拟赤霉酸促进

a 一淀粉酶合成的作用
.

我们还观察

了葡萄糖对
。 一淀粉酶产生的影响

.

当细菌在含有谷氨酸的培养基中生长时
,

加入葡

萄糖能使
`。一淀粉酶的合成受到抑制

.

葡萄糖对
a 一淀粉酶形成的抑制作用可 以被 赤

霉酸所消除
.

此外
,

在有赤霉酸存在时
,

枯草杆菌
(
卜淀粉酶的合成受到放线菌素 D

的抑制
.

赤霉酸对
a 一淀粉酶合成的作用可能是在转录水平上受到环式磷酸 腺 普 的

调节
.

谷类种子在萌发和幼苗发育过程中
,

糊粉层细胞在胚的因子影响下合成和分泌几种水解

酶
,

如 a 一淀粉酶
、

蛋白质水解酶等
.

这些酶水解胚乳的贮藏物质
.

然后水解产物运输到生 氏

区域为胚的发育所利用
.

早在十九世纪
,

H
a

be
r lo dn t川 和 Br

o w 。
等人 ` , 1曾报道胚和胚乳协同

使胚乳中碳水化合物和蛋白质水解
.

这个现象为后来的实验所证实
.

oY
l

llo
L, ’ 发现 与胚分离

的大麦胚乳的 a 一淀粉酶活力不活跃
.

但是 当它与离体的胚一起保温时
,

它们可以产生 a 一淀粉

酶活力
.

Y 。 : n
少

J 也宣称纯化了的胚抽提物
,

一

可能含有赤霉素
,

能够使离体的大麦胚乳产生
。 -

淀粉酶活性
.

Y o m 。 `5] 和 aP le 广
l 分别发现赤霉素产生同样的效应

.

后来 J
o

en
s

等人「7 }在未成

熟的大麦穗中鉴定出赤霉素
,

但只测出赤霉酸
,

因此确立了胚和胚乳之间激素的关 系
.

那么
,

这个激素的作用原理是什么 ? 赤霉酸究竟是控制细胞核中转录作用
,

还是控制细胞

质中蛋 白质合成的翻译作用呢 ? G a ls vk 等 18 ,证明环式磷酸腺普促进大麦糊粉层中
〔: 一淀粉酶的

合成
.

D uf fu
s

等人「9 ,报道环式磷酸腺普刺激为赤霉酸所控制的大麦胚乳切片中的
“ 一淀粉酶的

释放
,

并且认为环式磷酸腺普是赤霉酸的刺激作用和
a 一淀粉酶释放之间

一

可能的中间 调 节 物
.

然而 K es s

ler 等人 「’ 。 ’则认为环式磷酸腺葺诱导脱氧核糖核酸合成
,

从而导致赤霉酸的合成
,

然

后刺激 。 一淀粉酶的产生
.

为了研究赤霉酸—
诱导 a 一淀粉酶合成的作用原理

,

我们用枯草杆菌为实验 材 料
,

进 行

了初步研究
.

材 料 与 方 法

细菌 从上海市郊土壤中分离出的枯草杆菌作为实验材料
.

原菌在琼 脂 斜 面 生
一

长倍

本 文 19 7 3 年 7 月 1(, 日收到
.

l) 本文 中环式磷酸腺普 为环式 3
’ ,

5
’ 一

磷酸腺昔 的缩写
.
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IH 心
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7 H刀
.

作为种子菌液培养
,

在 钓 O毫升三角瓶内盛有 30 毫升合成培

养基
,

1 毫升的 20 多葡萄糖和 1 毫升的 5 务蛋 白陈
,

细菌在 37 ℃ 下生长 1 5 小时
.

然后
,

将 3

毫升种子菌液移人盛有 30 毫升合成培养基和 1 毫升 10 多 的谷氨酸的 5 00 毫升三角瓶内
,

在

3 7℃ 下培养 5 小时
.

为得到均一的实验材料
,

将上述几瓶培养物合并
,

然后再分成几瓶
,

进行

不同的处理
.

酶形成的刺激作用 刺激 a 一淀粉酶的合成的实验
,

是在零时加有不同浓度的赤霉酸或

其他化学作用物
,

在 3 7℃ 下进行的
.

实验进行期间
,

对照和处理的细菌生长没有差异
.

在一

定时间间隔取样
,

吸取 4 毫升培养液离心
,

上清液用作酶活力测定
.

酶活力的测定 利用糖的还原基产生颜色反应
,

用比色法来测定
a 一淀粉酶对淀粉的水

解作用
.

下面所描述的方法
,

是经过修改的二硝基水杨酸法
〔川

.

反应系统含有 1 毫升酶液
,

1

毫升 0
.

,界可溶性淀粉溶液
,

0
.

2 毫升的 10 微克分子 M g cl
Z

·

H 2 0 和 1
.

5 毫升的 0
.

肠 克分子磷

酸缓冲液 ( p H 7
.

0)
.

在 37 ℃ 保温 30 分钟
,

加人 0
.

3 毫升的 10 界三氯醋酸溶液停止酶促反应
.

吸取 1 毫升反应混合液到试管中
,

该管内含 2 毫升二硝基水杨酸的碱性溶液和 1 毫升水
.

将

试管放入沸水中 5 分钟
,

然后在自来水中冷却
,

在 5 20 毫微米下侧定吸收数值
.

用葡萄糖作标

血 100 微克 /辛刀

. 6。 微克 /毫升
0 20 微克 /毫升
. 对照

准曲线
,

将吸收读数换算成葡萄糖的微

克数
.

酶活力单位定为在上述条件下产

生 10 微克葡萄糖的酶量
.

二
、

结 果 和 讨 论ǎ众硼\划研à只地避窦退̀

JJJ

保 温 时 l飞j3 ( 分 )

图 1 赤霉酸对枯草杆菌中
a 一
淀粉酶合成的作用

( 细曲在合成培养基和谷氨酸巾培养 5 小时
,

然后在零时与不同浓度

的赤霉酸保温
.

在处理开始后 沁
, 6。 和 1 2 0 分钟测定 a 一淀粉酶活力 )

1
.

赤霉酸对 “ 一淀粉酶合 成 的 刺 激

作用

图 1 表明 a 一淀粉酶的产 生 随 着 赤

霉酸浓度的增加而提高
.

加入赤霉酸后
,

经过 30 分钟的延滞期
,

酶的合成从 30

到 12 0 分钟直线上升
.

在 本 实 验 中发

现
,

刺激枯草杆菌
a 一淀粉酶所需赤霉酸

的有效浓度
,

较高于文献 「1 2」所报道的

大麦糊粉层细胞中诱导
a 一淀粉 酶 所需

的赤霉酸浓度
.

并发现促进细菌生长所

用的激素浓度可以抑制 高 等 植 物 的 生

长
〔` ,」

.

为刺激细菌生长和酶合成所需生

氏调节物的相对高的浓度
,

可能与它的

透性有关
.

2
.

环式磷酸腺营对枯草杆菌 a 一淀粉酶合成的调节作用

eP
:

lln
a 。

和 aP
s t a n “ ”」

曾经报道环式磷酸腺普刺激 价半乳糖普酶合成的作用
.

最 近 证 明



这个核普酸能够模拟赤霉酸所起的诱导大麦胚乳淀粉酶
、

蛋白质水解酶
、

酸性磷酸醋酶及三磷

酸腺普水解酶的作用
S. L巧一 1 7’

.

此外
,

P 。山 dr[
`“ , 证明在大麦糊粉层组织中

,

赤霉酸刺激 C 、 4一腺

嚓吟掺人到环式磷酸腺普
.

为确定环式磷酸腺普是否刺激
a 一淀粉酶形成

,

当细菌在合成培养

从和谷氨酸中培养 5 个小时后
,

在培养基中加人环式磷酸腺普
,

结果 (见表 1 ) 表明环式磷酸腺

普能提高枯草杆菌
。 一淀粉酶合成的速率

.

表 l 环式磷酸腺普对枯草杆菌
a 一
淀粉酶合成的作用
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* 细菌在合成培养基和谷氨酸 中生长 5 小时
,

然后与两种浓度的环式磷酸腺普保温
.

在处理开始后 12 0 和 1阴 分钟测

定 a 一淀粉酶活力 (单位 /毫升 )
.

3
.

三磷酸腺若对 a 一淀粉酶形成的作用

v 盯ne
: 〔` ,」和 K es s le r

等人 〔l0] 证明
,

10 一 ,

克分子二硝基苯酚完全抑制糊粉层细胞里由赤霉

酸和环式磷酸腺普所刺激形成的淀粉酶
,

并推断糊粉层组织中
a 一
淀粉酶合成需要氧化磷酸化

过程所产生的能量
.

因此想测定三磷酸腺普对枯草杆菌
a 一
淀粉酶形成是否有刺激作用

.

表 2 表明浓度为 10一 3

克分子的三磷酸腺普能促进
a 一
淀粉酶形成

.

在 ” 一 120 分 钟 保 温

期间
,

刺激
。 一淀粉酶形成比对照增加 27 一 2 , %

.

在低浓度 ( 1 0一
5

克分子 ) 条件下
, 〔̀ 一淀粉酶

合成比对照没有显著的增加
.

这说明在合成
。 一淀粉酶时可能需要有充足的能量供应

.

aP
s t a 。

和 eP lr m a

砂
0] 曾报道

,

大肠杆菌含有腺普环化酶
,

它转化三磷酸腺普成环式磷酸腺普
.

此外
,

W oo d 等人 ` , `」
发现

,

在腺普环化酶作用下
,

外源三磷酸腺普被转化成环式磷酸腺普
.

囚此可以

推测
,

在枯草杆菌细胞内腺普环化酶作用下
,

三磷酸腺普转化成环式磷酸腺普
,

然后山环式磷

酸腺普促进
a 一淀粉酶的合成

.

表 2 三磷酸腺昔对枯草杆菌
a 一

淀粉酶合成的作用
*
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* 细菌在合成培养基和 谷氨酸生长 5 小时
,

然后在零时与各种浓度的三磷酸腺若保温
.

在处理汁始后 叨 和 l阳 分钟

侧定 。 一

淀粉酶活力 (单位 /毫升 )
.

4
.

赤霉酸对枯草杆菌 a 一淀粉酶合成的葡萄糖效应的影响

当葡萄糖加入培养基中
,

细胞中户半乳糖普酶及其他各种分解代谢酶类的合成就受到阻

抑
}” ’ , 这个现象称为葡萄糖效应 l23[ 或代谢的阻抑作用

〔241
.

用枯草杆菌试验也观察到葡萄糖对

。 一淀粉酶形成的抑制
.

表 3 说明
,

当细菌生长在含有谷氨酸的培养基中加人葡萄糖
,

导致
。 一淀



表 3 葡萄糖对枯草杆菌
a一
淀粉酶合成的作用
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*

细菌 在合成培养基和谷氨酸 中生长 3 小时
,

然后保温
,

不加人葡萄糖的作对照
.

a
一

淀粉 酶合成 的抑制作用百分数根

据处理开始后 6()
,

, (〕和 12 。 分钟的测定计算
,

粉酶合成的阴
.

抑
.

。 一淀粉酶形成的抑制作用
,

随着葡萄糖浓度增加而加强
,

并随着保温时间的

增长而减弱
.

有趣的是
,

葡萄糖的抑制效应能够被赤霉酸有效地消除
.

图 2 表示用枯草杆菌

} 试验的结果
.

在这个试验中
,

培

赤霉酸 ( 6。微克 /毫升 )和葡萄塘 (初

赤霉酸 ( 60 微克 /毫升 )

葡萄糖 ( 4 0 微克 /毫升 )

对照

之。
卜一

~

一六一 -一节一一
一

竺污一— 谕

一
一下兮一—

, 叫

亩了
一

保 温 时 间 ( 分 )

图 2 赤霖 酸对枯草杆菌中
。 一

淀 粉酶合成的葡萄糖抑制作 用的影响

(细菌在合成培养基和谷氨酸中生 长 5 小 时
,

然后在零时与图中所列物

质保温
.

在处理开始后 1 5
、

3 0 ,

45
,

6 () 和 90 分钟测定 。 一

淀粉酶活力 )

养基零时分别加人葡萄糖
、

赤霉

酸
、

葡萄糖和赤霉酸以及不加入

任何物质作对照保温
.

发现在有

赤霉酸条件下枯草杆菌
a 一淀粉酶

形成比对照高
.

另一方面葡萄糖

抑制酶的合成
.

赤霉酸能完全地

克服葡萄糖抑制作用
.

图 2 中表

明保温 90 分钟后 a 一淀粉酶合成

仍受到葡萄糖的抑制
.

但是赤霉

酸不仅克服葡萄糖抑制作用
,

而

且对 a 一
淀粉酶合成的速 率 产生

12 多 的刺激作用
.

5
.

放线菌素 D 对 由赤 霉酸

所促进的 a 一淀 粉 酶 合 成

的作用

枯草杆菌 a 一淀粉 酶 形 成 过

程中
,

赤霉酸是否在核酸和蛋白

质合成的一定阶段巾起作用
,

探

ē六柳\妇沂心只随窿窦型

讨这个问题将是有意义的
.

在这方面研究方便的条件是有一些化合物可利用
,

最常用的化合

物之一是放线菌索 D
, `

已以和脱氧核糖核酸相结合的方式
,

抑制依赖脱氧核糖核酸的核糖核酸

的聚合作用
.

试验结果在表 斗中表明
,

在保温 60 和 90 分钟后
,

放线菌素 D ( 0 1 微克 /毫升 )

能够抑制赤毒酸对
`: 一淀粉酶合成促进作用的 2 1一 s2 %

.

j
一

曾加放线菌素 D 的浓度
, 。 一淀粉酶形

成的抑制作用增强
,

但是也阻碍枯草杆菌的生长
.

c hr is eP
e
l
、
和 va

r

en
r l ` , , 曾报道

,

当这个抗菌

素 与赤霉酸同时加入
,

需要高浓度的放线菌素 D 阻止大麦糊粉层
a 一淀粉酶的形成

.

甚至每毫

升 1 00 微克的放线菌素 D 仅抑制
。 一淀粉酶合成的 60 %

.

K es s le r

和 K a
p la n `101 得到类似的结

果
.

相比之下
,

很明显
,

用来抑制大麦糊粉层
。 一淀粉酶合成的放线菌素 D 的浓度

,

比用来抑豁

枯草杆菌中由赤霉酸所刺激形成的
a 一淀粉酶的浓度高 5 00 一 、 0 00 倍

.

显然
,

放线菌素 D 抑挑



核糖核酸的合成
,

然后抑制枯草杆菌中
a 一淀粉酶的合成

.

表 斗 放线菌素 D 对枯草杆菌中赤霉酸刺激的
a 一
淀粉酶合成的影响
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赤 霉 酸 + 放 线菌 素 D … 抑 制
_

作 用

一一竺一一卜
一一竺竺堡竺生

-

}—
~

-竺竺煲竺
.

一
-
{一 -二塑 一

1
6日

`

。

{
“ 7

·

”

…
艺 ’ ·

。

! 了3
·

` ,
1 5 2

·

6
一

*

细菌在合成培养基和谷氨酸中生长 , 小 时
.

然后在零时
,

在有或没有放线菌素 D (0
.

1 微克 /毫 升 ) 下与赤霉酸 ( 6 U 微

克 /毫升 )保温
.

在处理开始后 的 和 9 。 分钟测定 a 一淀粉酶活力 (单位 /毫升 .)

三
、

结 论

根据本文研究结果
,

可以认为赤霉酸和环式磷酸腺普刺激枯草杆菌
a 一淀粉酶的合成

.

三

磷酸腺普有相类似的作用
.

三磷酸腺普的作用可能是由于赤霉酸增强腺普环化酶山
,转化成环

式磷酸腺普的类似物
.

此外
,

eP lr m a n
和 aP

s t a

户
`」
证明环式磷酸腺普在基因水平上参与 价半

乳糖普酶的信使核糖核酸合成的调节作用
.

因此
,

赤霉酸对枯草杆菌
a 一淀粉酶的合成的作用

受到环式磷酸腺普的调节
.

为了肯定地确立赤霉酸促进枯草杆菌
a 一淀粉酶产生的作用方式

,

述需要进一步的实验工作
.
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