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中文摘要 

水稻種子發芽及幼苗生長時，發育中的莖葉及根組織主要之能量來源為胚乳

澱粉分解生成之醣類：葡萄糖及麥芽糖。種子發芽時，葡萄糖及麥芽糖由胚乳運

入胚中並可進一步被轉變為蔗糖以運至胚中其他部位，或由維管束組織運至生長

中的莖葉或根組織，此為其生長發育之主要能量來源；運至胚中之醣類亦會重新

合成澱粉並暫時儲存於胚中，於種子發芽初期短暫累積於胚盤組織，之後胚中澱

粉主要累積部位則轉移至胚軸維管束組織周圍。由去除莖葉組織造成胚中澱粉過

量累積或將植株移至全黑暗處理抑制光合作用造成胚中澱粉減少之現象，推測莖

葉等積儲組織對碳素的需求會影響胚中澱粉之代謝。並且，由黑暗處理後胚中澱

粉代謝酵素 α-amylase 之活性並未受到影響，而澱粉合成酵素 granule-bound starch 

synthase (GBSS)Ⅰ, Ⅱ及 starch branching enzyme(SBE) Ⅰ, Ⅱ, Ⅳ基因表現受到抑

制，推測澱粉合成酵素扮演黑暗處理下胚中澱粉代謝之調控關鍵角色，並由黑暗

處理後胚中水溶性醣類含量下降及黑暗處理同時外加葡萄糖後 SBEIII 表現相較黑

暗處理有升高之現象，推測黑暗處理下水溶性醣類含量亦為胚中澱粉之代謝調控

之間接調控因子。 
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Abstract 

    Endosperm starch would be hydrolyzed to glucose and maltose and further being 

sent to the newly synthesized shoot and root through embryo during rice (Oryza sativa 

L.) seed germination and seedling establishment. In embryos, the soluble sugar from 

endosperm could be converted to starch and transiently accumulated in scutellums for 

few days. Following, the starch resynthesis was began to be presented in the cells 

surrounding the vascular bundles of embryos. Since the hyperaccumulation of starch in 

embryo tissues was observed in shoot-removing seedlings and low levels of starch 

content were found in low-photosynthetic efficiency seedling embryos in dark 

conditions, it was suggested that the amount of starch biosynthesis in embryo tissues 

were depended on the sink tissue demand. Accroding to the expressions of 

granule-bound starch synthase (GBSS)Ⅰ, Ⅱ, and starch branching enzyme (SBE) Ⅰ, 

Ⅱ, Ⅳ responsive to dark treatment, it indicated that the starch level in embryo tissues 

of growing seedlings in dark was mainly controlled by starch synthetic efficiency. 

Moreover, SBEIII expression in dark was recovered when glucose was supplied into 

medium. It was suggested that sugar may function as one of the factors to regulate  

SBEⅢ gene expression in embryos of young seedlings. 
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前言 

1. 禾穀類作物種子發芽及幼苗生長時期種子內部碳水化合物之運輸 

水稻種子由外而內主要可分為以下幾類組織：外殼(hull or husk)，其為整個種

子之最外層，功用為保護種子，外殼內為果皮層(pericarp)，而胚(embryo)及胚乳

(endosperm)佔種子大部分體積，胚乳為儲存澱粉之組織，其外為糊粉層(aleurone 

layer)包圍；胚又可依其構造分為胚軸(embryonic axis)、胚芽(plumule)、胚根

(radicle)、外胚層(epiblast)及胚盤(scutellum)等部分。胚軸為胚內之維管束組織，分

成上、下胚軸，上胚軸(epicotyl)位於胚芽中，下胚軸(hypocotyl)則位於胚根內；胚

中靠近胚乳之部分為胚盤組織，其包含了上皮層(epithelium)、基本組織及維管束

組織；上皮層與胚乳接觸，負責分泌及養分吸收，是控制種子萌發的重要部位(Yung 

et al., 1938; Edelman et al., 1959; Shinke, 1988; Matsuo and Hoshikawa, 1993; Kaneko 

et al., 2002)。 

禾穀類作物種子發芽時新生組織主要養分來源為胚乳中儲存之澱粉(starch)，

已知水稻種子浸潤後，萌芽中的胚會釋出吉貝素(gibberellins)，其會促使胚盤以及

糊粉層細胞產生澱粉水解酵素 α-amylase，並運至胚乳中以分解胚乳之澱粉(Murata, 

1968; Bewley and Black, 1994)。水稻及小麥於種子浸潤一天後(days after imbibitions, 

dai)胚乳中主要水溶性糖類為蔗糖(sucrose)，而胚乳中葡萄糖(glucose)及麥芽糖

(maltose)含量在浸潤三至四天後快速增加，並於浸潤十二天後達到最大量，推測胚

乳澱粉分解後的主要產物為葡萄糖及麥芽糖(Murata, 1968; Bewley and Black, 1994; 

Aoki et al., 2006; Scofield et al., 2007)。澱粉分解產生之葡萄糖及麥芽糖會進一步被

運送至胚盤以供生長中的組織利用。於水稻或玉米的分離胚之培養基中外加葡萄

糖或蔗糖，分離胚皆可利用此兩種水溶性醣類並繼續生長(Matsukura et al., 2000)，

且於小麥胚盤表層細胞發現有醣類轉運蛋白(hexose transporter)基因之表現，其可

能於此負責將醣類由胚乳運載至胚中(Edelman et al., 1959; Bewley and Black, 

1994)，推測胚盤表層細胞具有運入葡萄糖與蔗糖之能力。  
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而水稻及小麥胚於萌芽時其內主要醣類為葡萄糖和蔗糖，並且隨著胚之發育

而蔗糖含量逐漸增高，直至浸潤十一天後才有下降的趨勢(Nomura et al., 1969; 

Matsukura et al., 2000; Aoki et al., 2006; Scofield et al., 2007)。由浸潤四天後胚盤內

蔗糖磷酸合成酶(sucrose phosphate synthase)活性會快速上升，並於浸潤六天後其活

性達到最高後逐漸下降，推測由胚乳運入胚中的醣類可能在胚盤中會進一步轉變

成蔗糖，並藉由維管束組織運至莖、葉及根組織利用(Nomura et al., 1969; Scofield et 

al., 2007)。 

 

2. 禾穀類作物種子萌芽及幼苗生長時期胚中暫存性澱粉之碳源及其累積情形 

澱粉為植物組織內碳水化合物主要儲存形式，依其出現之部位或累積時間長

短，可區分為儲存性澱粉(storage starch)或暫存性澱粉(transitory starch)。儲存性澱

粉主要出現於種子中或儲存組織如馬鈴薯塊莖、甘藷塊根或是水稻胚乳等，而暫

存性澱粉一般存在於植物之光合作用組織中(Peavey et al., 1977; Lu and Sharkey, 

2004; Lu and Sharkey, 2006; Lu et al., 2006)，其於白天植物行光合作用時累積，而

於夜晚時分解，以作為植物夜晚時之碳素來源，或轉變為蔗糖之形式運至積儲組

織；而水稻成株葉鞘中所累積之暫存性澱粉則為穀粒充實時，劍葉光合作用產物

外最主要之碳素來源(Watanade et al., 1997; Ishimaru et al., 2004; Chen et al., 2008)。 

於 Brown 及 Morris(1890)所發表的研究指出大麥之分離胚於水中培養數小時

後，可在胚中發現暫存性澱粉之累積。而水稻種子於萌芽初期之胚中亦可觀察到

暫存性澱粉累積的現象(Toyofuku et al., 1998; Matsukura et al., 2000; Chen, 2006; 

Scofield et al., 2007)。並且水稻胚中暫存性澱粉隨植株生長而會累積在特定組織

中，於第一葉完全展開時，胚中澱粉主要累積在胚盤上皮層及胚軸維管束組織旁

的薄壁細胞(Toyofuku et al., 1998; Matsukura et al., 2000; Chen, 2006; Scofield et al., 

2007)；而本實驗室之研究進一步發現其於第二葉展開時，胚盤上皮層之暫存性澱

粉消失，而在同一時間澱粉累積部位主要出現於胚軸維管束組織旁的薄壁細胞，
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並至第四葉展開時才消失(Chen, 2006)。 

雖然成熟種子胚中亦存有脂質及碳水化合物，然而胚中暫存性澱粉之碳源為

由胚乳運入胚之碳水化合物。在本實驗室過去之研究發現水稻種子於浸潤三天

後，將胚分離並在含有 100 mM 葡萄糖之培養基中培養，發現胚中有澱粉之累積，

但於不含醣之培養則無澱粉之累積；於 Brown 及 Morris(1890)之研究中，將大麥分

離胚於水中培養五天至六天後，將其移至含蔗糖、葡萄糖或麥芽糖之培養基中，

則可於胚盤內觀察到澱粉之累積；推測水稻及大麥種子萌芽時胚中所累積澱粉之

碳源為由胚乳運入胚之碳水化合物。 

 

3. 暫存性澱粉之代謝機制 

澱粉之代謝可分為澱粉合成及分解兩大部分，目前已知，ADP-glucose 

pyrophosphorylase (AGPase)、Starch synthase (SS)及 Starch branch enzyme (SBE, 

Q-enzyme)等酵素參與在澱粉合成途徑(Smith et al., 1997)。AGPase 主要功能為合成

ADP-glucose，其為澱粉形成之前趨物(Möhlmann et al., 1997; James et al., 2003)；

AGPase 蛋白分別由大及小次單元組成，如水稻中已找到 OsAPS1, OsAPS2 等小次

單元及 OsAPL1, OsAPL2, OsAPL3 及 OsAPL4 等大次單元之相關基因(Akihiro et al., 

1977)。 

澱粉依其組成結構，可分為葡萄糖由α-1,4鍵結所形成之直鏈澱粉(amylose)或

由α-1,6鍵結所形成之支鏈澱粉(amylopectin)，而SS為一群參與在直鏈澱粉及支鏈澱

粉合成之酵素，其功能為將ADP-glucose之葡萄糖基(glucosyl)接至澱粉之葡萄糖

鏈，依其蛋白是否和澱粉粒(starch)黏附，分為Granule-bound starch synyhase (GBSS)

或是Soluble starch synthase (SSS)。GBSS負責直鏈澱粉之合成，且其有GBSSI及

GBSSII兩種形式(Tsai, 1974)，GBSSI一般出現於儲存器官(Smith et al., 1997)，然而

於甘藷中發現其亦會於莖及葉中出現(Wang et al., 1999)，而GBSSII則主要存在於其

他器官中(Denyer et al., 1997; Nakamura et al., 1998; Vrinten and Nakamura., 2000)。
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SSS則位胞器之基質(stroma)內，負責支鏈澱粉之延長，目前已知SSS蛋白有SSSI, 

SSSII, SSSIII及SSSIV等不同種形式，且每個不同形式之SSS皆由一小群基因家族控

制(Marshall et al., 1996; Hirose and Terao, 2004; Dian et al., 2005)。SBE則負責支鏈澱

粉之形成，目前已知SBE主要依照其基因序列可分為A和B二群(Burton et al., 

1995)，一般來說，A群SBE偏好於支鏈澱粉上新增支鏈，而B群則偏好於直鏈澱粉

添加支鏈，已知水稻SBE共有SBEⅠ, Ⅲ, Ⅳ等不同種形式，SBEⅠ屬於B群，而

SBEⅢ屬於A群(Beck and Ziegler, 1989; Nakamura and Yamanouchi, 1992; Burton et 

al., 1995; Smith et al., 1997; Chen et al., 2004)。 

暫存性澱粉之分解主要由 α-amylase 或 β-amylase 進行水解途徑或是由磷解酶

(phosphorylase)以進入磷酸化途徑；近年來已有多篇研究發現植物葉中暫存性澱粉

於夜晚進行水解，並將碳水化合物轉變為蔗糖形式運至積儲組織(Weise et al., 2004; 

Smith et al., 2005; Lu and Sharkey, 2006; Lu and Sharkey et al., 2006; Weise et al., 

2006)。α-amylase 為澱粉內切酶，其可將澱粉之長碳鏈切為葡聚糖(glucan)，而

β-amylase 則為外切酶，其可於澱粉碳鏈末端作用並生成麥芽糖。已知阿拉伯芥葉

中暫存性澱粉主要由 β-amylase 產生麥芽糖，麥芽糖再轉變成蔗糖後，藉由維管束

組織運至需求組織(Yu et al., 2005)，而於水稻中發現 α-amylase 會參與葉中暫存性

澱粉之分解(Asatsuma et al., 2005)，而菠菜葉中暫存性澱粉則主要由 α-amylase 進

行分解(Steup et al., 1983)，可知不同物種中暫存性澱粉之分解亦會藉由不同酵素進

行。 

 

4. 本論文研究主題 

雖然之前已有多篇研究發現禾穀類作物種子發芽時胚中會有澱粉之累積，但

至目前為止，仍無更進一步的研究探討水稻幼苗期胚中暫存性澱粉累積之生理意

義及其代謝調控機制；然而，於水稻幼苗生長時期，胚乳之澱粉(供源)與莖葉或是

根組織(積儲)間的碳水化合物及能量之調控與植物之生理發育息息相關，為了瞭解
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水稻胚中暫存性澱粉之生理意義及其代謝之調控機制，本研究首先藉由碘液染色

及利用酵素反應定量的方式觀察水稻幼苗發育時期胚中澱粉含量變化，接著藉由

改變此一時期之積儲組織活性，分別由移除積儲組織莖和葉部或以黑暗處理使積

儲組織對於碳的需求提高，並觀察其是否對供源(胚中澱粉)造成影響；並進一步由

胚中水溶性醣類之含量、澱粉代謝酵素之活性或基因表現變化，期能更瞭解水稻

幼苗發育時期胚中暫存性澱粉之生理意義及其調控機制。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

9 
 

材料與方法 

1. 植物材料 

水稻植物材料為高雄農改場提供的 94 年第二期台農 67 號水稻種子    

(Oryza sativa L. cv. Tainung 67)。 

 

2. 水稻胚延伸組織中暫存性澱粉功能分析 

 

2.1. 種子消毒和發芽處理 

(1) 將水稻種子以 1% 次氯酸鈉(NaOCl)消毒 20 分鐘，以自來水沖洗數次後，

置於舖有濕潤拭手紙培養皿中。 

(2) 黑暗 37℃培養箱培養三天。 

(3) 將萌芽之水稻種子移至 30℃（日溫）/ 25℃（夜溫）的人工氣候室以自來水

及自然光照培養，並每隔三天換水。 

 

2.2. 去除芽處理 

(1) 參考步驟 2.1 進行水稻種子消毒及發芽處理。 

(2) 自然光照培養三天後(6 days after imbibitions (dai))，將水稻莖葉(shoot)組織

以刀片去除。 

(3) 之後每隔二天收取胚樣品進行澱粉含量測定，若有莖葉組織再生長出來則

同樣利用刀片給予去除。 

 

2.3. 黑暗處理 

(1) 參考步驟 2.1 進行水稻種子消毒及發芽處理。 

(2) 自然光照培養十四天天後(17 dai)，將水稻幼苗移入紙箱內並以黑布遮蔽。 

(3) 之後每隔一天收取胚樣品進行澱粉含量測定。 
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3. 碳水化合物分佈偵測及含量測定 

 

3.1. 水稻種子內澱粉分佈情形觀測 

(1) 將所收取之水稻種子以解剖刀去除芽、胚延伸組織及根後，再以解剖刀對

半縱切。 

(2) 利用 I2/KI (0.05% KI, 0.005% I2, 0.01N HCl)進行染色 1 分鐘。 

(3) 以蒸餾水清洗 1 分鐘。 

(4) 自然風乾 5 分鐘後以解剖顯微鏡觀察。 

 

3.2. 水稻胚碳水化合物含量測定 

本方法參考自 Mitchell (1998)，Campbell 等人(1999)，Spackman and Cobb 

(2001)及 Smith and Zeeman (2006)之文章並首先將樣品利用連續濃度梯度稀

釋，以確定此流程可正確反應樣品內碳水化合物含量，並得到測定之方法。 

 

3.2.1. 碳水化合物之萃取及分離 

(1) 以每 10 個水稻胚為一重複樣品。 

(2) 以液氮並將樣品研磨至粉末狀，加入 1 ml 80%(v/v)乙醇(Ethanol)後於 80℃

萃取 5 分鐘。 

(3) 4℃ 3000×g 離心 10 分鐘。 

(4) 將上清液部分及沈澱物部分分開。 

(5) 上清液部分(水溶性醣類含量測定)： 

(a) 取出上清液後並重複步驟 3~4 兩次，每次均將上清液吸至新的微量離

心管中。 

(b) 將樣品體積以 80%(v/v) 乙醇補齊至 1 ml，為水溶性糖類溶液。 
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(6) 沈澱物部分(澱粉含量測定)： 

(a) 加入 1 ml 80%(v/v)乙醇後並重複步驟 2~4 兩次，每次均將上清液去

除。 

(b) 真空抽乾上清液後用 1.5 ml dH2O 懸浮沈澱物。 

(c) 於沸水中糊化 10~15 分鐘，並確定糊化物接近均質，為糊化澱粉液。 

 

3.2.2. 澱粉含量測定 

(1) 取 40 μl 糊化澱粉液補 dH2O 至 100μl，並同時配置 100 μl 分別含有 0~50 μg

澱粉之澱粉液一同進行下面步驟。 

(2) 加入 100 μl 反應液 1(0.8 U amyloglucosidase (Sigma, USA)、0.1 U 

pullulanase (Sigma, Israel))。 

(3) 55℃水浴槽作用 1 小時。 

(4) 100℃作用 1 分鐘去除酵素活性。 

(5) 4℃ 3000×g 離心 10 分鐘。 

(6) 分別吸取 50 μl 上清液至微量盤中，並加入 150 μl 反應液 2 (1.1 mM 

Adenisine-5-triphosphate (ATP), 1.2 mM Nicotinamide-adenine dinucleotide 

phosphate (NADP+), 0.55U Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase (G6PDHase, 

ROCHE, Germany), TRA buffer, pH7.5)或反應液 3 (1.1 mM ATP, 1.2 mM 

NADP+, 0.55U G6PDH, 3.5U Hexokinase (Sigma, USA), TRA buffer, pH7.5) 

(TRA buffer: 0.3M triethanolamine hydrochloride/4.05mM MgSO4 pH7.5)。 

(7) 混勻並反應 30 分鐘後，於 365nm 波長下讀取吸光值分別為 E1 或 E2。 

(8) 將 E2-E1 之數值帶入已知澱粉濃度溶液曲線，推算出樣品澱粉含量。 

 

3.3.3. 水稻胚水溶性醣類含量測定 

(1) 本方法可同時測量葡萄糖、果糖及蔗糖含量。 
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(2) 每個樣品取二管 100 μl 水溶性醣類溶液以真空抽至乾燥。 

(3) 蔗糖樣品測量部分外加步驟： 

(a) 測量蔗糖樣品以 250 μl acetate buffer (0.1 M, pH4.6)(含 700U invertase 

(Sigma, Japan))溶解沈澱物，並於 55℃反應 30 分鐘。 

(b) 100℃作用 1 分鐘去除酵素活性。 

(c) 將樣品再以真空抽至乾燥。 

(4) 以 250 μl TRA buffer 溶解沈澱物。 

(5) 配置已知葡萄糖濃度溶液(0~40 μg glucose/250 μl TRA buffer)，並一同進行

以下步驟。 

(6) 100℃作用 1 分鐘去除酵素活性。 

(7) 4℃ 3000×g 離心 10 分鐘。 

(8) 吸取100 μl上清液至微量盤中，並加入100 μl反應液1(1.1 mM ATP, 1.2 mM 

NADP+, 0.55U G6PDHase, TRA buffer, pH7.5)，測量果糖樣品另加入 0.2U 

Phosphoglucose isomerase (PGI, Fluka, USA)。 

(9) 混勻後，於 340nm 波長下讀取吸光值為 E1。 

(10) 再加入 Hexokinase (0.4U/well)。 

(11) 混勻並反應 30 分鐘後，於 365nm 波長下讀取吸光值為 E2。 

(12) 利用所得到的 E2 及 E1 之吸光值相減後，和已知葡萄糖含量溶液比對可得

樣品葡萄糖含量；果糖含量則由其數值與測葡萄糖樣品相減後，得到果糖

含量；蔗糖含量則是利用所得到的數值與葡萄糖含量相減後，得到蔗糖莫

耳數含量並換算。 

(13) 化學反應步驟如下表所示：
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NADPHconatePhosphoglu-6NADPphosphate-6-Glucose
phosphate-6-Glucosephosphate-6-Fructose

ADPphosphate-6-FructoseATPFructose
ADPphosphate-6-GlucoseATPGlucose

FructoseGlucoseSucrose

G6PDHase

PGI

Hexokinase

Hexokinase

Invertase

+⎯⎯⎯ →⎯+

⎯⎯→⎯

+⎯⎯⎯ →⎯+

+⎯⎯⎯ →⎯+

+⎯⎯⎯ →⎯

 

 

4. 酵素活性及含量測定 

 

4.1. α-amylase 活性測定 

本實驗參考 Megazyme ALPHA-AMYLASE ASSAY PROCEDURE，使用之

Extraction buffer, Stopping Reagent 及 Amylase HR Reagent 皆購自 Megazyme 公

司(Ireland)。 

(1) 以每 10 個水稻胚為一重複樣品。 

(2) 以液氮將樣品研磨至粉末狀，加入1 ml extraction buffer(50mM sodium malate, 

50mM sodium chloride, 2 mM calcium chloride, 0.005% sodium azide)。 

(3) 40℃水浴中萃取 20 分鐘並不時搖晃。 

(4) 4℃ 1,000×g 離心 10 分鐘，上清液即為蛋白質樣品。 

(5) 進行蛋白質樣品稀釋，吸取上清液 8 μl 加入 192 μl extraction buffer。 

(6) 將 100 μl 稀釋液加入玻璃試管樣品中並於 40℃預熱 5 分鐘。 

(7) 將 Amylase HR Reagent 於 40℃預熱 5 分鐘。 

(8) 每個樣品加入 100 μl Amylase HR Reagent。 

(9) 40℃，反應 20 分鐘。 

(10) 加入 stopping reagent(1% Tris-HCl pH8.5) 3 ml 後搖晃均勻。 

(11) 取 200 μl 測定 O.D.400 數值。 

(12) 經過公式換算後得到樣品中酵素活性，活性計算公式如下： 
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Dilution
htSampleWeig

Vol. Extraction
E

1
AssayedAliquot 

Cellin Volumn  Total
 timeIncubation

E400 
Units/g

mM
××××

Δ
=

 

(13) 化學反應步驟如下表所示： 

color) (yellowaridemaltosacch lnitropheny-p
aridemaltosacch lnitropheny-paridemaltosacch Blocked

(BPNPG7) osidemaltohepta lnitropheny-p Blocked

11)~(pH eglucosidas-alpha

amylase-alpha

⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ →⎯

+⎯⎯⎯⎯ →⎯  

 

4.2. 蛋白質定量 

本方法參考自 Bradford (1976)之方法，並利用 Bio-Rad 公司所生產之

Bradford dye 進行測定 

(1) 取 20 μl 蛋白質樣品加入 180 μl 0.1N 氫氧化鈉(NaOH)。同時利用 Bovine 

Serum Albumin, BSA, Biolabs)製作不同濃度蛋白溶液。 

(2) 4℃ 10,000×g 離心 10 分鐘後去除上清液。 

(3) 加入 600 μl dH2O 及 200μl Bradford dye(Bio-Rad, USA)。 

(4) 混和均勻後，測定 O.D.595 數值，並依照內插法算出樣品蛋白質濃度。 

 

5. RNA 萃取及基因表現分析 

 

5.1. RNA 萃取 

(1) 以每 10 個水稻胚為一重複樣品。 

(2) 以液氮並將研磨樣品至粉末狀，加入 1 ml Trizol® Reagent (Invitrogen, USA)

混和均勻。 

(3) 輕輕搖晃五分鐘待 Trizol 完全融化成液態。 

(4) 以 7,830×g、4℃離心 5 分鐘。 

(5) 吸取上清液至新的離心管中並加入 0.2 ml Chloroform (Riedel-de Haen)。 
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(6) 均勻混勻 3 分鐘。 

(7) 以 11,270×g、4℃離心 15 分鐘。 

(8) 小心取出上層液至新的離心管中並加入 500 μl 100 % Isopropanol (Fluka)混

勻。 

(9) 室溫靜置 10 分鐘。 

(10) 以 13,230×g、4℃離心 15 分鐘。 

(11) 去除上清液，並加入 1 ml 75 %乙醇清洗沈澱物。 

(12) 以 13,230×g、4℃離心 15 分鐘。 

(13) 去除乙醇，以真空乾燥機乾燥。 

(14) 以 40 μl 已滅菌含 0.1% diethyl pyrocarbonate (DEPC, Sigma, USA)的 dH2O 水

加入萃取好的 RNA，於 37℃乾浴槽進行溶解 30 分鐘。 

(15) 以 9,750×g、4℃離心 3 分鐘，取上清液 35 μl。 

(16) 以分光光度計測量 RNA 濃度。 

 

5.2. RNA 電泳 

(1) 取 1 μg RNA 並加入 10 μl denature buffer (15 mL formamide, 0.6 ml 

formaldehydrate, 3 ml 10X 3-N-morpholino propanesulfonic acid (MOPS, 

Amresco), 適量 ethidium bromide(Sigma))。 

(2) 於 65℃加熱 15 分鐘。 

(3) 將樣品置於冰上 10 分鐘。 

(4) 準備 RNA 膠體(1% agarose, 75% formaldehyde, 10% MOPS buffer(20 mM 

MOPS, 5 mM sodium acetate(Merck), 1 mM ethylene diamietetraacetic acid 

(EDTA, Merck), 0.01% DEPC, pH7))及電泳溶液(1% MOPS)。 

(5) 以 50 伏特電壓進行 1 小時電泳。  
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5.3. TURBO DNase 處理 

利用 TURBO DNA-freeTM kit (Ambion, USA) 去除 RNA 樣品中摻雜的

genomic DNA。 

(1) 取 6 μg RNA 樣品, 1X TURBO DNase buffer 及 2U TURBO DNase，總反應體

積至少為 20 μl。 

(2) 37℃反應 30 分鐘。 

(3) 加入 4 μl inactivation reagent 於室溫作用 2 分鐘。 

(4) 以 10,000×g、4℃離心 2 分鐘，取上清液並保存於-20℃。 

 

5.4. 即時反轉錄聚合酶連鎖反應(real-time RT-PCR) 

使用 Stratagen SYBR® Green RT-PCR kit (Stratagene, USA)，並以 Stratagene 

MX3000P TM機器進行 real-time RT-PCR ，之後以 Stratagene MxPro QPCR 

Software 3.00 版軟體進行分析獲得結果。 

Real-time RT-PCR 反應總體積為 25 μl (1X master mix, 0.5 μM forward primer, 

0.5 μM reverse primer, 18.75 μM reference dye, 200 ng RNA, 1 μl RT/RNase block 

enzyme mix)，反應程序為 50 ℃反轉錄 30 分鐘，95 ℃變性 10 分鐘，擴增反應

為 95 ℃/ 1 分鐘、黏合溫度/ 1 分鐘、72 ℃/ 1 分鐘，循環數為 40(黏合溫度見下

表)。 

進行 real-time RT-PCR 偵測基因表現時，以 Ubiquitin 基因做為 internal 

control，而 RNA 表現以此公式進行換算及比較(Normalization)： 

Relative RNA expression level=2ct
Ubiquitin /2ct

Target gene 
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Real-time RT-PCR 引子列表 

Gene 
Accession 

number 

Forward primer (5’→3’) Amplicon size 

(bp) 

Annealing 

temperature(℃) Reverse primer (5’→3’) 

GBSSI J04960 

GCGAAGAACTGGGAGAATG 

200 52 

CACTACAACAAACAAACCACTG 

GBSSII AY069940 

AACTGCATGGCTCAAGACCT 

350 52 

ACAGGCAAATGCATGCCATC 

SBEI D11082 
GCCCTAACTCATTCAAAGTCC 

153 52 

TCTCCCCACTTGTTGCTTC 

SBEIII D16201 
TGAGAACACCAAGAGGCAG 

150 52 

CGCAAAGCACAAAAGCAAG 

SBEIV E14723 
TTGAGGAGGAGGAAGAGATT 

599 52 

TGGAGCCTGCACAGCAAAC 

Ubiquitin D12629 
CGCAAGTACAACCAGGACAA 

101 52 

TGGTTGCTGTGACCACACTT 

引子設計參考自 Chen et al., 2008 
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結果 

1. 水稻種子發芽時種子中澱粉累積部位及含量變化 

為了瞭解水稻種子發芽時胚中暫存性澱粉之累積情形，首先藉由碘液染色及

酵素分析法鑑定浸潤後 0 至 24 天(dai)之種子內澱粉的分佈位置及累積情況。由碘

液染色結果顯示，乾燥之種子胚乳儲存大量澱粉，而於浸潤 6 天後靠近胚之胚乳

澱粉已開始分解，並於浸潤 18 天後胚乳澱粉已完全分解(圖一 A)。乾燥種子胚中

並未有澱粉之累積，但於浸潤 6 天後可於胚盤組織觀測到明顯澱粉之累積現象，

而胚軸維管束組織周圍細胞亦有少量澱粉之累積，然而至浸潤後 12 天，胚盤澱粉

累積現象則已消失，繼而，胚軸維管束組織周圍澱粉之累積量增加，而後由碘液

之染色，判斷澱粉含量略有降低，但至浸潤後 24 天仍可偵測到澱粉累積於此一部

位(圖一 A)，碘液染色僅能初步觀測種子內之澱粉分佈，因此利用酵素分析方式定

量水稻種子於浸潤後 0 至 24 天之胚中澱粉含量，結果顯示澱粉在胚中於浸潤後開

始累積，並在浸潤 12 天後達到高峰，而後澱粉含量些微降低(圖一 B)，且此結果

亦和碘液染色之觀測相符，顯示碘液染色分析法於此可反應出胚中澱粉之累積量

變化，且具有可觀測胚中澱粉分佈位置變化之優點，故後續研究將以碘染分析法

進行胚中暫存系澱粉之生理意義及調控機制的探討。 

 

2. 移除莖及葉組織及黑暗處理對胚軸澱粉累積之影響 

為了進一步探討胚中澱粉之代謝是否受生長中器官對碳素之需求強度所調

控，於是分別將幼苗生長時期主要之積儲組織莖及葉移除或藉由黑暗處理以降低

葉部之光合作用效率，以進一步觀察其對胚中澱粉累積之影響。正常生長之水稻，

其於浸潤 14 天後胚乳中幾乎已無澱粉存在，而胚中澱粉於浸潤 6 天後開始出現，

並於浸潤 18 天後累積量達最多，而後含量略減(圖二 A)，如於胚軸澱粉累積初期

(6 dai)即去除莖和葉組織，則胚乳澱粉降解速率明顯降低，其至浸潤 22 天後胚乳

中澱粉仍未有明顯分解之現象；此外，雖在去除莖葉之水稻胚中，至浸潤 10 天後
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胚中才有明顯澱粉累積之現象，但其後續之澱粉累積量卻明顯較正常生長植株

高，且至浸潤22天後亦未有減少之趨勢(圖二B)。得知失去生長的積儲組織(growing 

sink tissue)後，雖然造成胚乳澱粉分解延緩，但胚中澱粉累積量則增加。 

另一方面，經碘染觀測胚乳澱粉完全分解，且胚中澱粉仍然存在時(17 dai)，

將水稻幼苗移至全黑暗環境中生長(之後簡稱為黑暗處理)，以使葉部光合作用效率

降低，而後進一步分析在光合作用下降，葉部自營產生碳源能力下降的同時，是

否會促進胚中所累積之碳素供給生長中的莖葉，並進而降低胚中澱粉之含量。結

果顯示，正常生長之水稻植株於浸潤 23 天後胚中仍有澱粉之累積(圖三 A)；但黑

暗處理之植株，其胚中澱粉含量於黑暗處理後四天(21 dai)即明顯下降，而於處理

後六天(23 dai)胚中即無觀測到澱粉之累積(圖三 B)。綜合以上移除莖葉以降低其對

碳源之需求或以黑暗處理增加莖葉組織對碳源之需求，可知胚中澱粉的累積及代

謝由生長中莖及葉對碳素的需求所調控。 

 

3. 黑暗處理對胚中水溶性糖類含量之影響 

為了進一步確認上述黑暗處理下，是否可能葉部自營產生碳源能力下降並因

此對碳源需求提高，而促進胚中之水溶性醣類加速運至葉部，進而造成胚中澱粉

含量減少。於黑暗處理四天後(21 dai)，利用酵素分析法測定胚中水溶性醣類葡萄

糖、果糖、蔗糖之含量變化。結果顯示，胚中水溶性醣類葡萄糖、果糖、蔗糖含

量分別為正常生長植株之 36%、40%、63% (圖四)，推測黑暗處理下胚中水溶性醣

類因被運至莖葉組織而含量減少。另一方面，為了進一步確定黑暗處理下，是否

胚中水溶性醣類含量為影響澱粉生合成相關酵素基因之表現的間接因子，因此進

一步於黑暗處理同時在培養液中加入 100 mM 葡萄糖，而胚中葡萄糖、果糖、蔗糖

含量於處理四天後分別為正常生長植株之 75%、23%、59%(圖四)，顯示在加了葡

萄糖後，僅葡萄糖含量相較於黑暗處理植株有被提升之現象，而果糖和蔗糖含量

則與黑暗處理植株無明顯差異。 
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4. 黑暗處理對胚中澱粉合成酵素之基因表現之影響 

為了釐清上述實驗中，經過黑暗處理後，胚中澱粉累積減少是因為莖葉組織

對碳素的需求提高，而使胚內部澱粉分解速度增快，或是胚中澱粉合成速度減緩。

於是分別分析黑暗處理對胚中澱粉合成酵素 granule-bound starch synthase (GBSS)

及 starch branching enzyme (SBE)之基因表現之影響及澱粉分解酵素 α-amylase之活

性變化。於黑暗處理四天後(21 dai)，利用 real-time RT-PCR 的方式偵測胚中直鏈澱

粉合成酶 GBSS 及支鏈澱粉合成酶 SBE 之基因表現，黑暗處理下胚中 GBSSI, II 為

正常生長植株之 0.21; 0.15 倍，而 SBEI Ⅲ, IV 則分別為 0.12; 0.40; 0.12 倍(圖五)，

推測因澱粉合成相關酵素於黑暗處理下受到影響，而導致胚中澱粉含量下降。由

澱粉分解酵素 α-amylase 在胚中的活性變化，顯示其於正常和黑暗處理 4 天後的植

株間並無明顯差異(圖六)，推測 α-amylase 活性非調控胚中澱粉於黑暗處理下含量

減少之關鍵因子。 

由上述結果顯示黑暗處理後四天，胚中水溶性醣類葡萄糖、果糖及蔗糖含量

皆較對照組低(圖四)，且 GBSS 及 SBE 之基因表現亦受到抑制(圖五)；為了進一步

確定黑暗處理下，是否胚中水溶性醣類含量為影響澱粉生合成相關酵素基因之表

現的間接因子，因此進一步於黑暗處理同時在培養液中加入 100 mM 葡萄糖，並觀

測其對 GBSS 及 SBE 基因之表現影響。於黑暗處理同時給予植株 100 mM 葡萄糖 4

天後，胚中 SBEIII 表現被抑制的情況消失(圖五)，為正常生長植株之 0.77 倍，為

黑暗處理植株之 2 倍；但 GBSSI, II, SBEI, IV 在黑暗處理及其同時加入 100 mM 葡

萄糖之胚中的基因表現類似，其分別為正常生長植株之 0.4; 0.1; 0.1; 0.1 倍。 
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討論 

1. 水稻種子發芽時胚乳澱粉水解及胚中澱粉之累積 

Takahashi 等人(1962)之研究指出種子的吸水有一定途徑，其由胚乳及胚之交

界進入，水分由胚盤上皮層進入胚，於種子浸潤後，胚盤上皮層細胞之 α-amylase

最先開始表現，並且此層具有吸收養分之功能(Murata, 1968; Thomas and Rodriguez, 

1994)；推測種子發芽時胚乳中澱粉分解方向由靠近胚部分開始並擴展至糊粉層方

向(圖一 B)為水解酵素之活化順序所造成。由胚乳運入胚之水溶性醣類部分被轉變

為蔗糖以運至此時期之新生組織，或於胚延伸組織轉變為澱粉暫存於維管束組織

周圍；於 Matsukura 等人(2000)及 Scofield 等人(2007)之研究皆指出水稻種子在浸

潤後五天可於胚盤、胚軸維管束組織周圍有澱粉之累積，於本研究則進一步發現

胚中澱粉累積部位隨植株生長而有轉移之現象，且胚盤中澱粉僅於種子發芽後累

積短暫時間，並且同時可於胚軸發現少量澱粉之累積，而於胚軸澱粉累積時期則

較長(圖一)。 

 

2. 胚中澱粉累積之調控機制 

於胚中所累積之澱粉累積初期即移除莖葉組織，雖然胚中澱粉累積有延緩上

升之現象，但其後續之澱粉累積量卻明顯較正常生長植株高，且至浸潤 22 天後亦

未有減少之趨勢(圖二 B)。推測胚乳運入之碳水化合物，因失去莖葉組織後，暫時

累積於胚中，並且因其含量過多而轉變為澱粉而累積於此；並且，於 Matsukura 等

人(2000)之研究指出，水稻分離胚於外加 100 mM 葡萄糖培養 30 小時後，胚中澱粉

持續累積，且其含量較未加葡萄糖培養之對照組高，但胚中之水溶性醣類葡萄糖、

果糖、蔗糖含量則於培養 30 小時前後無明顯差異，推測胚中澱粉可能具滲透壓調

節之功能，而於外加醣類或是去除莖葉組織後，運至胚中之醣類因滲透壓之關係

而轉變為澱粉累積於胚中。 

於黑暗處理後胚中水溶性醣類葡萄糖、果糖及蔗糖含量皆較對照組植株低(圖
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四)，並且澱粉合成酵素 GBSS 及 SBE 基因表現受到抑制，於 Dian 等人(2003) 及

Zhou 等人(2006)所發表之研究分別指出水稻 OsGBSSI, II 之表現會受到外加葡萄

糖、蔗糖調控；因此進一步於黑暗處理植株同時外加 100 mM 葡萄糖培養；但胚中

僅葡萄糖含量改變而果糖及蔗糖則未受到影響(圖四)，由 Pathre 等人(2004)所發表

研究指出 Swartz(一種菊科之植物)葉中之蔗糖磷酸合成酶(sucrose phosphate 

synthase)於夜晚時活性較低，且此一時期水稻胚中蔗糖磷酸合成酶活性較低

(Nomura et al., 1969)，推測黑暗處理之水稻胚中蔗糖合成亦受到影響。於黑暗處理

同時外加 100 mM 葡萄糖於培養液中，僅有 SBEIII 於原本黑暗處理抑制其基因表

現之現象消失，顯示葡萄糖可能為黑暗處理時調控 SBEIII 基因表現之間接因子，

於黑暗處理並外加葡萄糖後 GBSSI, II 及 SBEI, IV 之表現無明顯之差異，顯示葡萄

糖含量非直接調控其基因表現之直接因子。於 Han 等人(2007)之研究指出利用

OsSBEIII之cDNA序列比對水稻expressed sequence tag (EST)資料庫，推測OsSBEIII

可能於葉部、花或莖及種子中皆有表現，亦即其於供源或積儲組織中皆可能存在，

因此仍須進一步實驗方可確定其是否可能為胚中暫存性澱粉生合成之關鍵調控基

因之一。 

於 Dian 等人(2003)及 Li 等人(2006)所發表研究指出將水稻植株移到弱光下栽

植，會造成穀粒或葉中GBSS酵素活性下降，推測此處觀察到黑暗處理下胚中GBSS

或 SBE 之基因表現受到抑制，可能同時其酵素活性亦會受到影響；而於 Wang 等

人(2001)所發表研究則指出甘藷 GBSSI 表現會受到光照誘導，然而，其亦指出光照

主要透由光合作用產物-蔗糖，而進一步影響 GBSSI 之表現；並且，目前已知 GBSSI, 

II 之基因表現亦會受 ABA 等植物荷爾蒙之影響(Wang et al., 2006)。因此，推測黑

暗處理後，胚中 GBSSI, II 之基因表現受到抑制可能包含了其他水溶性醣類如蔗糖

含量及植物荷爾蒙如 ABA 之交互作用所共同調控。於 Li 等人(2006)所發表之研究

指出，水稻開花後給予遮蔽光照，穀粒中之 SBE 活性反而會較高，然而在連續黑

暗處理 4 天後會抑制 SBE 之基因表現，顯示 SBE 之表現於短時間或長時間黑暗或
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弱光處理間可能會有不同反應。關於黑暗處理下對 GBSSI, II 或 SBEI, IV 之調控機

制則需進一步之實驗證明。 

 

3. 胚延伸組織暫存性澱粉之生理意義探討 

水稻種子發芽時，胚乳澱粉分解並生成水溶性醣類而運入胚中，大部分水溶

性醣類可進一步合成蔗糖以透由維管束組織運至此時期之新生組織，而部分醣類

則會再次合成澱粉暫存於胚中；種子發芽後，胚中澱粉短暫於胚盤部位累積，此

一澱粉累積部位隨植株生長而主要累積部位由胚盤轉移至胚軸。胚中暫存性澱粉

之生合成代謝主要由此一時期生長中的莖葉組織對於碳素的需求強度調控，其可

能於胚中碳水化合物滲透壓調節扮演重要角色。並且，由黑暗處理後胚中澱粉代

謝酵素 α-amylase 之活性並未受到影響，而澱粉合成酵素 granule-bound starch 

synthase (GBSS)Ⅰ, Ⅱ及 starch branching enzyme(SBE) Ⅰ, Ⅱ, Ⅳ基因表現受到抑

制，推測澱粉合成酵素扮演黑暗處理時胚中澱粉代謝之關鍵調控角色，並由黑暗

處理及其同時加入葡萄糖後，偵測胚中葡萄糖、果糖、蔗糖含量變化，推測水溶

性醣類含量變化或其他因子如植物荷爾蒙為影響胚中澱粉之代謝之間接因子(圖

七)。 
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圖一、水稻幼苗生長初期胚及種子內之澱粉累積及胚中澱粉含量變化。A.利用碘染觀測

水稻種子在乾燥(0 dai)、浸潤後 6, 12, 18, 24 天的澱粉之分佈情形，每個樣品皆由 10-20
個水稻種子組成，進行樣品內澱粉累積情況比較後，取其中佔多數比例之一樣品為代表。

B.利用酵素反應之方式測定水稻幼苗胚部位在乾燥(0 dai)、浸潤後 6, 12, 18, 24 天的澱粉

含量變化。dai, days after imbibitions (浸潤後); En, endosperm (胚乳); Em, embryo (胚); Sc, 
scutellum (胚盤); Sv, shoot vascular bundle; Rv, root vascular bundle，scale bar=1mm。 
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圖二、去除莖及葉組織對胚中暫存性澱粉累積之影響。A.水稻種子分別在浸潤後 6, 8, 10, 
14, 18, 22 天的澱粉累積情形。B.於浸潤後 6 天去除胚延伸組織，再經過 2, 4, 8, 12, 16 天

的澱粉累積情形。每個樣品皆由 10-20 個水稻種子組成，進行樣品內澱粉累積情況比較

後，取其中佔多數比例之一樣品為代表。dai, days after imbibitions(浸潤後)，scale 
bar=1mm。 
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圖三、黑暗處理對胚中暫存性澱粉累積之影響。A.水稻種子分別於浸潤後 17, 19, 21, 23
天的澱粉累積情形。B.於浸潤後 17 天將水稻移入全黑暗中，再經過 2, 4, 6 天後的澱粉累

積情形。每個樣品皆由 10-20 個水稻種子樣品組成，進行樣品內澱粉累積情況比較後，

取其中佔多數比例之一樣品為代表。dai, days after imbibitions(浸潤後)，scale bar=1mm。
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圖四、黑暗處理對胚中水溶性醣類含量之影響。水稻種子在浸潤後 17 天移入全黑暗環境

或是黑暗處理同時外加 100 mM 葡萄糖，再經過 4 天後觀察胚中 A.葡萄糖(glucose)，B. 
果糖(fructose)及 C.蔗糖(sucrose)含量變化。每個重複由 10 個水稻胚組成，結果為三重複

的平均值，誤差值以 standard error(S.E.)表示。 
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圖五、黑暗處理對胚中澱粉生合成酵素 GBSS, SBE 之基因表現的影響。水稻種子在浸潤

後 17 天移入全黑暗環境或是黑暗處理同時外加 100 mM 葡萄糖，再經過 4 天後觀察水稻

胚中 OsGBSSI、OsGBSSII、OsSBEI、OsSBEIII、OsSBEIV 基因之表現。C, Control; D, Dark; 
D/+G, 黑暗處理同時外加 100 mM 葡萄糖。每個重複由 10 個水稻胚組成，結果為三重複

的平均值，誤差值以 standard error(S.E.)表示。GBSS, granule-bound starch synthase; SBE, 
starch branch enzyme。 
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圖六、黑暗處理對於水稻胚中澱粉水解酵素 α-amylase 活性的影響。水稻種子於浸潤後

17 天移入全黑暗環境，再經過 4 天後進行胚中 alpha-amylase 活性之測定。每個重複由

10 個水稻胚部位組成，所有樣品進行四重複處理，誤差值以 standard error(S.E.)表示。 
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圖七、水稻幼苗生長時期碳水化合物由胚乳運至胚及新生組織之過程示意圖。水稻幼苗

生長時期主要碳水化合物來源為胚乳中澱粉水解為葡萄糖及麥芽糖並透由胚盤運至胚

中；在胚中，部分葡萄糖及麥芽糖會直接轉變為以蔗糖形式透由維管束組織運至新生組

織，另外一部份則會轉變為以澱粉形式暫時儲存在胚中，於種子發芽初期胚中澱粉主要

於胚盤部位出現，之後其主要累積部位則轉移至胚軸維管束組織周圍。GBSS, 
granule-bound starch synthase; SBE, starch branch enzyme; SPS, Sucrose phosphate 
synthase。 
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中文摘要 
蔗糖轉運蛋白(sucrose transporter; SUT)為負責運輸蔗糖進行跨膜運輸之轉運

蛋白，經由水稻基因組序列分析，目前已知水稻具有五個SUT基因，分別命名為

OsSUT1, 2, 3, 4, 5。本研究之目的為探討葡萄糖分子對水稻胚發芽時，胚中OsSUT1

及OsSUT2基因表現之影響及其調控機制，首先藉由水稻分離胚培養之實驗，發現

於培養液中加入葡萄糖，其於短時間(一天)培養後，OsSUT1之基因表現會被抑制，

但在長時間(五天)於含葡萄之培養液中培養的胚組織中，OsSUT1之表現則會明顯

的升高，由乾燥或是浸潤後四天之水稻胚處理葡萄糖一天後OsSUT1表現皆會受到

抑制，得知此葡萄糖短時間與長時間效應對於OsSUT1之不同影響主要為葡萄糖處

理時間長短所造成；另一方面，外加葡萄糖於培養液中，不論於短時間或長時間

培養皆會促進OsSUT2表現，且其促進之效果隨培養時間增長而更為明顯。藉由葡

萄糖衍生物 3-O-Methylglucose 以及六碳糖激酶 (hexokinase) 抑制物 N-acetyl 

glucosamine對胚中SUT1, 2之影響得知葡萄糖對於OsSUT1基因之表現調控，不論於

短時間或長時間之影響皆為Hexokinase-dependent pathway，而對OsSUT2基因之表

現調控則為Hexokinase-independent pathway。 
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Abstract 

Sucrose transporters are transmembrane proteins in charge of transporting sucrose 

across cell membrane. There are five sucrose transporter isogenes in rice (Oryza sativa 

L.) and named OsSUT1, 2, 3, 4, 5. During embryo germination, effect of glucose on 

OsSUT1 expression in embryos presented a bi-phase process. OsSUT1 expression was 

repressed in embryos when germinated in glucose-containing medium after 1-d 

treatment; however, it was enhanced after 5-d treatment. It was proposed that the 

differential effects of glucose on OsSUT1 expression were mainly affected by glucose 

treatment period. Besides, OsSUT2 expression was enhanced in embryos when 

germinated in glucose-containing medium after 1 and 5-d treatment. According to the 

effects of sugar analog, 3-O-Methylglucose, and hexokinase inhibitor, N-acetyl 

glucosamine, on OsSUT1 expressions, it was suggested that the signal transduction for 

regulating glucose-responsive OsSUT1 expressions in embryos were mediated by  

hexokinase-dependent pathway. On the other hand, glucose affected OsSUT2 expression 

was through a hexokinase-independent. 
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前言 

1. 蔗糖轉運蛋白之生理功能及其分類 

蔗糖(sucrose)為高等植物碳水化合物運輸之主要形式，植物於供源組織

(source tissue)將碳素轉變為蔗糖之形式，之後藉由共質體傳輸路徑(symplastic 

pathway)或經由蔗糖轉運蛋白(sucrose transporter, SUT)將蔗糖運載入維管束組織，

並以蔗糖形式進行長距離運輸至積儲組織(sink tissue)，以供給其所需要之碳素。藉

由胺基酸序列分析結果，顯示 SUT 之蛋白由 12 個跨膜區(transmembrane domains)

組成一通道以供蔗糖通過膜，並且其胺基酸序列 N 端及 C 端皆位於細胞質內；目

前已知 SUT 皆為耗能之蔗糖/氫離子(1:1)同向轉運蛋白(sucrose-H+ symporter)，而

其運輸能量來源為膜上 H+-ATPase 造成之質子濃度梯度差(Bush, 1993; Dewitt and 

Sussman, 1995)，於 Carpaneto 等人(2005)之研究利用 patch clamp 方式，發現 SUT

的運輸方向依蔗糖梯度、pH 值或細胞膜電位勢而不同；並且於波菜或小麥之研究

知道 SUT 亦可輸送葡萄糖(glucose)、麥芽糖(maltose)等醣類，但運輸效率較低

(Riesmeier et al., 1992; Aoki et al., 2006; Sivitz et al., 2007)。 

由序列以及功能性分析，植物 SUT 最早被分為三個 Type，Type I 僅發現於雙

子葉植物中，其為 high-affinity(139 μM-1.5 mM) / low capacity 之轉運蛋白，Type III

於單及雙子葉植物中都有發現，此一類 SUT 為 low-affinity(5 mM-6 mM)/ high 

capacity 之轉運蛋白。而 Type II 雖然均存在於單、雙子葉植物中，但僅知其內有

一小群具較長之 N 端氨基酸序列，並具有位於細胞質之中心環圈(central loop)序列

(Aoki et al., 2003; Lalonde et al., 2004; Sauer, 2007; Braun et al., 2009)；隨著關於蔗糖

轉運蛋白之研究增加，於 Braun 等人(2009)之研究重新將 SUT 分為五個 Group，並

重新編號，原本之 Type I 為 Group II，僅於單子葉植物發現(如 HvSUT1, OsSUT1, 3, 

ShSUT1, TaSUT1, ZmSUT1, 3)；Type III 為 Group IV，而 Type II 之 SUT 則進一步

分為 Group I, III, V 三個群組。 

Group I 之水稻 OsSUT1 為最早被發現的單子葉植物 SUT，目前為止對其於植
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物生理上之意義亦較清楚，由 RT-PCR 之方法得知其於發芽種子、供源葉鞘(source 

leaf sheath)、穗(panicle)表現量較高，而在根則較低(Aoki et al., 2003)。OsSUT1 分

別於種子發芽及穀粒充實皆具有重要功能，利用 antisense suppression 的方法降低

OsSUT1 之含量導致水稻種子發芽率降低及幼苗生長延緩(Scofield et al., 2002)。而

由含 OsSUT1 啟動子(promoter)驅動 βglucuronidase (GUS)的轉殖株及利用原位雜

交(in situ hybridization)和免疫反應(immunolocalization)的方式得知水稻幼苗

OsSUT1 基因主要表現於胚及幼葉之維管束組織，且其蛋白於篩管中被發現

(Matsukura et al., 2000; Scofield et al., 2007a)。推測其在種子發芽時，負責將胚中蔗

糖運載入維管束組織，以利蔗糖能順利運輸至積儲組織(Matsukura et al., 2000; 

Scofield et al., 2007a)。於成株水稻中，利用 RT-PCR 之方法知道 OsSUT1 於穎果內

之表現約在開花後 5-10 天上升而後逐漸下降(Furbank et al., 2001; Aoki et al., 

2003)，藉由含 OsSUT1 啟動子驅動 GUS 的轉殖株及利用免疫反應的方式，發現

抽穗前 OsSUT1 之基因和蛋白主要表現於篩管及伴細胞中，而於種子發育時則存

在於劍葉葉鞘至種子之篩管、珠心內，推測 OsSUT1 可能於水稻種子充實時，於

葉部進行蔗糖裝載至維管束中及於穗中進行蔗糖之卸載 (Furbank et al., 2001; 

Scofield et al., 2007b)。但由 antisense supression 的方法降低 OsSUT1 之 RNA 或是

蛋白含量卻不對轉殖株之葉部光合作用效率或是葉部碳水化合物含量造成影響，

而僅對種子充實造成影響；推測於種子發育時，OsSUT1 可能主要在種子內蔗糖卸

載上扮演較重要角色(Ishimaru et al., 2001; Scofield et al., 2002)，但在葉中之蔗糖的

運載則可能有其他蔗糖轉運蛋白或酵素可取代。而水稻 OsSUT3 在積儲葉中表現較

高，發芽種子中表現量則最低(Aoki et al., 2003)。小麥(Triticum aestivum)TaSUT1

於種子發芽時，基因及蛋白表現於胚盤表層、基本組織、胚維管束組織，推測其

於種子發芽時，負責將胚乳澱粉分解生成之醣類運入胚中並於胚中將醣類運載至

維管束組織(Aoki et al., 2006)。而甘蔗(Saccharum officinarum) ShSUT1 可能於維管

束及莖節組織間碳分配扮演重要角色(Rae et al., 2005)。 
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Group II 之 SUT 僅於雙子葉植物中發現(如 AtSUC1,2,5,9, LeSUT1, NtSUT1, 

StSUT1)。T-DNA 插入之阿拉伯芥(Arabidopsis thaliana) AtSUC2 突變株產生植株生

長遲緩、植株黃化提早死亡及開花延遲等現象，且突變株葉綠體中積存大量澱粉，

而 AtSUC2 基因和蛋白主要表現於韌皮部組織伴細胞中，推測其於葉部組織之碳素

運輸扮演重要角色(Truernit and Sauer, 1995; Stadler and Sauer, 1996; Gottwald et al., 

2000; Wright et al., 2003; Schneidereit et al., 2008)。而於馬鈴薯(Solanum 

tuberosum)(Riesmeier et al., 1994)、菸草(Nicotiana tabacum)(Bürkle et al., 1998)、及

蕃茄(Solanum lycopersicum)(Hackel et al., 2006)中皆有利用 antisense suppression 的

方法降低其蔗糖轉運蛋白基因表現的研究，並發現轉殖株的葉片碳水化合物運輸

皆受阻，並進而對植株生長造成影響，推測此一群組之蔗糖轉運蛋白於葉部碳水

化合物運輸具重要功能。 

Group III之SUT則同時於單及雙子葉植物中存在(AtSUC3, LeSUT2, OsSUT4, 

ZmSUT4)，已知 OsSUT4 在供源葉部表現量較高(Aoki et al., 2003)，其和 Group II

之 SUT 結構較為類似，皆具較長的 N 端胺基酸序列和可能位於細胞質的中間序

列，屬於阿拉伯芥 AtSUC3、蕃茄 LeSUT2 的 orthologue (Lim et al., 2006)。阿拉伯

芥 AtSUC3 於全株皆有表現，雖有研究認為其可能為蔗糖訊息接收者(signal 

receptor)，但 AtSUC3 突變株卻無明顯外表和野生型不同處，故仍不知其詳細功能

為何(Barker et al., 2000; Barth et al., 2003; Meyer et al. 2000, 2004)。 

Group IV 之 SUT 亦同時於單及雙子葉植物中皆存在(AtSUT4, HvSUT2, 

LjSUT4, OsSUT2, StSUT4, ZmSUT2)，Aoki 等人(2003)藉由 RT-PCR 之方法，知道

OsSUT2 於所有組織中表現量一致(發芽種子、根、供源和積儲葉身及葉鞘以及穗)，

並且在開花初期發育中的穎果表現較高，並且目前已知阿拉伯芥 AtSUT4、大麥

(Hordeum vulgare)之 HvSUT2 及百脈根(Lotus japonicus)之 LjSUT4 皆表現於液胞膜

上，推測其可能於細胞質及液胞間醣類運輸扮演較重要角色(Endler et al. 2006; 

Reinders et al., 2008)，而由馬鈴薯 StSUT4 於細胞膜及內膜系統中存在，卻不於液
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胞膜上(Chincinska et al., 2008)，表示並非所有 Group IV 之 SUT 皆於液胞膜上負責

醣類之運輸。而 Group V 之 SUT 僅於單子葉植物中發現(OsSUT5, ZmSUT5,6)，但

目前為止僅知 OsSUT5 於積儲葉中表現量較高 (Aoki et al., 2003)。 

 

2.植物體之醣類感應機制及訊息傳導途徑 

醣類於植物生長發育中扮演多重之角色，其為細胞中能量分子，亦可作為影

響基因表現之訊息因子。目前已知大多數植物皆存在多重的醣類感應機制，醣類

可分別藉由細胞膜上的六碳糖轉運蛋白(hexose transporter)或是其他細胞內訊息受

體受刺激後，傳導訊息給下游基因，或由植物體中之醣類訊息受體如六碳糖激酶

(hexokinase; HXK)、SNF1-like protein等進行訊息之傳導，HXK參與在糖解作用起

使步驟，將葡萄糖磷酸化生成葡萄糖六磷酸鹽(glucose-6-phosphate)，並活化成為

訊息因子，或其本身受活化後進而影響基因的轉錄或對下游基因表現造成影響，

此二途徑被稱為HXK-dependent pathway，(Jang et al., 1997; Rolland et al., 2002; 

Harrington et al., 2003)。而SNF1-like protein則於植物體中接收到葡萄糖訊息後，已

知其可進一步調控nitrate reductase, sucrose synthase及sucrose phosphate synthase 

(SPS)等酵素之活性(Bhalerao et al., 1999)。 

藉由葡萄糖衍生物或是 HXK 活性抑制劑是區分醣類效應為 HXK-dependent 

或 HXK-independent pathway 之方法之一。2-Deoxyglucose (2-DG)及 Mannose 為葡

萄糖衍生物，其可被 HXK 磷酸化為 2-Deoxyglucose-6P 或 Mannose-6-phosphate 但

不被進一步利用(Lalonde et al., 1999)；而 6-Deoxyglucose (6-DG)同樣為葡萄糖衍生

物，但其不被 HXK 辨識；3-O-Methylglucose 類似於 6-DG，則不易為 HXK 辨識

(Loreti et al., 2001)；Mannoheptulose 及 N-acetylglucosamine 皆為 HXK 之抑制劑，

但以 N-acetylglucosamine 之效果較好(Maley et al., 1954; Umemura et al., 1998; 

Claeyssen and Rivoal, 2006)。 

此外，植物荷爾蒙亦參與在植物之醣類訊息傳導途徑，雖然葡萄糖可做為種
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子發芽時之養分來源，但是高濃度之葡萄糖卻會抑制阿拉伯芥種子之發芽及幼苗

之生長，且已知植物荷爾蒙 ABA、Auxin、Ethylene 及 Cytokinin 皆可能參與在此

一葡萄糖之相關訊息調控途徑(León and Sheen, 2003; Dekkers et al., 2004; Gibson, 

2004; Rolland et al., 2006; Rognoni et al., 2007)；且於水稻或大麥亦有研究指出於水

稻分離胚培養中外加葡萄糖會改變植物體本身荷爾蒙如 GA 和 ABA 之含量(Yu et 

al., 1996; Toyofuku et al., 2000; Gibson et al., 2004; Zhu et al., 2009)。  

 

3. 醣類對植物蔗糖轉運蛋白之影響 

Matsukura 等人(2000)及 Chen (2006)之研究中指出於水稻分離胚培養外加 100 

mM 葡萄糖或蔗糖，培養 72 小時後可使胚中 OsSUT1 基因表現被提高。不過在其

他植物中卻有不一樣的結果，柑橘(Citrus reticulate)葉部 CiSUT1 在處理 100 mM 葡

萄糖或蔗糖後反而會抑制其表現(Li et al., 2003)，蠶豆(Vicia faba)的 VfSUT1 在胚中

之表現亦會受到 150 mM 蔗糖或是葡萄糖的抑制(Weber et al., 1997)，顯示醣類對不

同植物之蔗糖轉運蛋白之影響亦可能不同。 

在 Conde 等人(2006)的研究指出，雖然葡萄醣可促進葡萄(Vitis vinifera)細胞之

VvHT1(hexose transporter)基因表現，但高濃度葡萄糖主要經由擴散方式進入葡萄

(Vitis vinifera)細胞並藉由 HXK 抑制 VvHT1 之基因表現及蛋白質轉譯，而在低濃

度葡萄糖(<10mM)環境下，葡萄糖則透過 VvHT1 進入細胞，此時 VvHT1 之蛋白

活性較高。此外，於 Chen (2006)所發表之研究則指出於水稻分離胚培養時，外加

100 mM 葡萄糖培養一天，相較於對照組其 OsSUT1 之表現會受到抑制，但於培養

五天後其表現反而會被提高，可知醣類對於蔗糖轉運蛋白之影響亦會隨著其濃

度、植物種類或是處理時間而有不同之效應。 

 

3. 本論文研究主題 

已知水稻 OsSUT1 於種子發芽時，於胚中醣類運載至維管束組織中扮演重要
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角色，於本實驗室先前之研究，將水稻胚分離並分別於已知水稻分離胚以葡萄糖

處理短時間(一天)及長時間(五天)分別會抑制及促進 OsSUT1 之表現，然而不論短

或長時間處理，外加葡萄糖皆會促進 OsSUT2 之表現(Chen, 2006)。而本論文則是

更進一步探討葡萄糖調控水稻胚中 OsSUT1 及 OsSUT2 表現訊息之途徑，期望在瞭

解葡萄糖如何對蔗糖轉運蛋白產生影響後，使未來的水稻種子發芽相關知識更為

齊全。 
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材料與方法 

1. 植物材料 

水稻植物材料為高雄農改場提供的94年第二期台農67號水稻種子 (Oryza Sativa L. 

cv. Tainung 67) 

 

2. 葡萄糖對水稻蔗糖轉運蛋白基因表現之影響 

 

2.1. 水稻種子胚分離、消毒、培養及各種醣類及藥品之處理 

(1) 利用脫殼器與刀片分離水稻胚 

(2) 將水稻種子分離胚以 0.25% NaOCl 消毒 5 分鐘二次，之後以蒸餾水沖洗數

次。 

(3) 將消毒完畢之胚以胚盤接觸 MS 培養液方式，以 26℃進行黑暗培養。 

(4) 各種醣類處理，直接分別將各種醣類加入 MS 培養液中，但

N-acetylglucosamine (NAG)處理則先將樣品置於與處理相同濃度 NAG 中 1

小時，而後移至含 NAG 之 MS 培養液中培養。 

(5) 培養後之取材，若有幼芽及根部則利用刀片切除，留下原本之胚部位以萃

取 RNA 並進行蔗糖轉運蛋白基因表現分析。 

(6) 各種處理所使用之培養液配方如下 

(a) 葡萄糖連續濃度對於蔗糖轉運蛋白之影響 

1X Murashige and Skoog (MS, pH 5.7-5.8, Control)、1X MS/ 100 mM 葡萄糖

(Glucose, Glc)、1X MS/ 200 mM Glc、1X MS/ 300 mM Glc 

(b) 六碳糖激酶(Hexokinase)抑制劑 NAG 對於蔗糖轉運蛋白之影響 

1X MS (Control)、1X MS/ 20 mM Glc、1X MS/ 20 mM Glc/ 20 mM NAG、1X 

MS/ 20 mM Glc/ 80 mM NAG、1X MS/ 100 mM Glc、1X MS/ 100 mM Glc/ 

100 mM NAG 
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(c) 葡萄糖類似物對於蔗糖轉運蛋白之影響 

1X MS (Control)、1X MS/ 100 mM Glc、1X MS/ 100 mM 3-O-Methyl-Glucose  

 

3. RNA 萃取及基因表現分析 

RNA 萃取、RNA 電泳、TURBO DNase 處理及 real-time RT-PCR 步驟見本論文 14-16

頁，所使用之引子則如下表所示： 

 

Real-time RT-PCR 引子列表 

Gene 
Accession 

number 

Forward primer (5’→3’) Amplicon size 

(bp) 

Annealing 

temperature(℃) Reverse primer (5’→3’) 

OsSUT1 D87819 

CTGTGATTTTCCTGTCCCTG 

136 58 

AACACTGCTAGTGGACCAGT 

OsSUT2 AB091672 

AGGAGGAGAGGTCACCGATAA 

240 58 

CCAACATCCAATGTACAACAGCA 

OsSUT4 AB091673 

TTTGGCTGAGCAGAACACCA 

249 58 

ATGTCATTCGGGCAGAGCTT 

Rab16a 99A0378526

CGACACACCACCACAACCATG 

294 58 

TGTGTACATATGCACGATGA 

Ubiquitin D12629 
CGCAAGTACAACCAGGACAA 

101 58 

TGGTTGCTGTGACCACACTT 

引子設計參考自 Chen et al., 2008 
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4. 水稻胚 ABA 含量偵測 

 

4.1. ABA 之萃取 

本方法參考自 Hurng 等人(1994)之研究進行 ABA 之萃取 

(1) 水稻樣品依照本論文第 10 頁之方法進行發芽及生長。 

(2) 以每 15 個水稻幼苗胚為一樣品，以液氮並將樣品研磨至粉末狀。 

(3) 待樣品回溫後，加入 2 ml 萃取液 (80% (v/v) 甲醇, 2% glacial acetic acid)。 

(4) 於 4℃全黑暗下萃取 48 小時。 

(5) 4℃ 2000×g 離心 10 分鐘。 

(6) 取 250 μl 上清液真空乾燥。 

(7) 加入 0.5 ml 甲醇(100%)潤洗。 

(8) 加入 0.5 ml 0.2M NH4H2PO4(pH6.8)，震盪使完全溶解。 

(9) 4℃靜置 10 min。 

(10) 將樣品以 polyvinylpyrrolidone 管柱進行過濾，再以 6 ml dH2O 分三次沖洗並

收集濾液。 

(11) 樣品中加入 100 μl glacial acetic acid。 

(12) 以 C18 管柱(Agdia, USA)進行過濾。 

(13) 以 4 ml 清洗液(20% (v/v)甲醇，2% (v/v) glacial acetic acid)清洗。 

(14) 以 4 ml 萃取液(55% (v/v)甲醇，2% (v/v) glacial acetic acid)並收集濾液。 

(15) 真空乾燥。 

(16) 加入 200 μl TBS buffer(3.03g Trizma base, 5.84g NaCl, 0.2g MgCl2‧6H2O, 

0.2g NaN3, 1000 ml, pH7.5)將樣品溶解。 

 

4.2. ABA 含量測定 

本方法利用 Agdia 公司之 Phytodetek ABA kit，使用之 anti-ABA coated plate, 
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tracer, wash solution, reaction buffer 皆購自 Agdia 公司(USA)。 

(1) 取100 μl 含0~1000 pmole ABA標準液(Sigma, A1049, Canada)或樣品加入至

anti-ABA coated plate 之樣品槽。 

(2) 加入 100 μl tracer 後於 4℃黑暗下放置 3 小時。 

(3) 將樣品槽的液體倒出並以 200 μl wash solution 清洗樣品，每次 10 min。 

(4) 每個 well 加入 200 μl reaction buffer 後於 405nm 波長下讀取吸光值。 

(5) 計算樣品 ABA 含量。 
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結果 

1. 不同葡萄糖濃度對水稻分離胚培養中 OsSUT1, 2 基因表現之影響 

於 Chen(2006)之研究指出，外加 100 mM 葡萄糖於水稻分離胚培養一天後，

相較於對照組，OsSUT1 基因表現會受到抑制，但於培養五天後其表現卻反而會受

到提升，而 OsSUT2 之表現則於外加葡萄糖培養五天後表現被提升，並且由同樣濃

度 mannitol 處理得知葡萄糖對 OsSUT1, 2 基因之表現的影響並非滲透勢造成。為

了進一步瞭解葡萄糖對水稻分離胚發芽及 OsSUT1, 2 基因之表現影響是否會因葡

萄糖濃度改變而不同，於是分別將水稻分離胚處理 100, 200, 300 mM 葡萄糖，並於

處理一天及五天後觀察其對OsSUT1, 2基因表現之影響。如圖一所示，外加 100, 200, 

300mM 葡萄糖在培養基中，於培養一天後胚之生長無明顯差異，但於培養五天後

胚之生長速度皆較無醣培養之對照組快。於含葡萄糖培養基中培養一天後，OsSUT1

基因之表現相較於對照組皆會下降，分別僅有 0.2, 0.2, 0.1 倍，顯示葡萄糖濃度越

高，OsSUT1 基因之表現受抑制之情形越顯著(圖二 A)。而在培養五天後，OsSUT1

基因表現相較於對照組被提升，於外加 100, 200, 300 mM 葡萄糖在培養基中分別為

對照組之 1.9, 2.3 倍，但葡萄糖濃度提高至 300 mM 則反而會抑制 OsSUT1 之表現，

為對照組之 0.5 倍(圖二 B)。由外加葡萄糖在培養一天及五天後對 OsSUT1 之基因

表現影響有相反結果，為探討其是否因不同胚生長時期對葡萄糖之反應不同，或

因葡萄糖處理時間長短造成此一葡萄糖對 OsSUT1 表現之不同影響，將另一組植株

於不含葡萄糖培養基中培養四天，再移至含 100 mM 葡萄糖培養基中培養一天，結

果顯示，其 OsSUT1 基因表現亦會被抑制，僅為未經葡萄糖處理之對照組的 0.5 倍

(圖三)。  

於 OsSUT2 部分，外加 100, 200, 300 mM 葡萄糖於培養基中，培養一天後雖

有些微促進其基因表現，但分別僅為對照組之 1.3, 1.4, 1.5 倍(圖四 A)，顯示在短時

間處理葡萄糖對 OsSUT2 之基因表現影響較小；而在外加葡萄糖培養五天後即會明

顯促進 OsSUT2 之基因之表現，其分別為未經醣處理之對照組的 4.0, 6.2, 3.7 倍(圖
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四 B)，隨著葡萄糖濃度之提高，促進 OsSUT2 基因之表現亦更顯著，但當葡萄糖

濃度達 300 mM 反而促進之倍數減少。 

 

2. 六碳糖激酶抑制劑 NAG 及葡萄糖類似物 3-OMG 對水稻分離胚培養 

OsSUT1, 2 基因表現之影響 

糖類在植物訊息傳導途徑可分為HXK-dependent pathway或HXK-independent 

pathway 之路徑，為了進一步瞭解葡萄糖對 OsSUT1, 2 之基因表現影響為何途徑，

分別利用六碳糖激酶抑制物 N-acetyl glucosamine(NAG)及葡萄糖衍生物

3-O-Methulglucose(3-OMG)進行研究，NAG 為 HXK 活性抑制物，並且已知其較

同為 HXK 抑制劑之 Mannoheptulose 效果更好(Maley et al., 1954; Umemura et al., 

1998)，且於 Umemura 等人(1998)之研究亦指出，外加 50 或 100 mM NAG 於水稻

分離胚培養中，可抑制大部分 HXK 之活性(其抑制幅度分別約為 75%及 90%)。

於 Marshall 等人(1991) 及 Koch 等人(1996)之研究提到葡萄糖與 NAG 彼此在進

入細胞時為競爭之關係，而葡萄糖被細胞吸收速率為 NAG 之四倍，為了避免其

運輸競爭之關係造成研究之干擾，因此將水稻分離胚分別於含有 20 mM 葡萄糖或

是另含有同樣濃度 NAG 或四倍濃度 NAG，以及 100 mM 葡萄糖或 100 mM 葡萄

糖另加 100 mM NAG 中培養；並且樣品皆先用其培養同樣濃度 NAG 處理 1 小時

後才移到同時含有葡萄糖之培養液，在處理一天及五天後，觀察其對 OsSUT1, 2

基因表現之影響。 

在水稻分離胚培養時，於培養基中外加 20 mM Glc、100 mM Glc 培養一天後

皆會抑制 OsSUT1 基因之表現，與前述結果相同，隨外加葡萄糖濃度提高，OsSUT1

表現受抑制之情形越明顯，其 OsSUT1 基因表現分別為未處理醣類對照組之 0.54, 

0.31 倍(圖五 B)；於處理葡萄糖同時加入同樣濃度或四倍濃度 NAG 以抑制 HXK 活

性，由圖五 A 結果顯示胚外觀於不同處理間無明顯差異，而於 20 mM Glc、20 mM 

Glc/ 20 mM NAG、100 mM Glc 及 100 mM Glc/ 100 mM NAG 培養一天後皆會抑制
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OsSUT1 基因之表現，其 OsSUT1 基因表現分別為對照組之 0.54, 0.50, 0.31, 0.42 倍，

但於 20 mM Glc/ 80 mM NAG 之培養基中培養，則葡萄糖抑制 OsSUT1 之基因表現

的現象則會消失(圖五 B)，顯示當 NAG 濃度比葡萄糖高三倍則原本葡萄糖抑制

OsSUT1 基因之現象就消失了。 

另一方面，於水稻分離胚培養時加 20 mM Glc、100 mM Glc 培養五天後皆會

促進 OsSUT1 基因之表現(圖六 B)；於處理葡萄糖同時加入同樣濃度或四倍濃度

NAG 以抑制 HXK 活性，由圖六 A 結果顯示外加葡萄糖之胚生長速度明顯較未加

醣培養之對照組快，但隨著外 NAG 之濃度提高，則胚之生長速度反而較慢。而於

20 mM Glc/ 20 mM NAG、20 mM Glc/ 80 mM NAG 及 100 mM Glc/ 100 mM NAG

培養五天後，不論加入與葡萄糖同樣濃度或四倍濃度 NAG，原本外加葡萄糖會促

進 OsSUT1 基因表現之現象則消失。3-OMG 為葡萄糖衍生物，雖可進入細胞但其

不易為六碳糖激酶辨識，為了進一步做雙重確認，將水稻分離胚於 100 mM 3-OMG

中分別培養一天及五天，其結果顯示不同於葡萄糖抑制或促進 OsSUT1 基因之表現

(圖七、圖八 B)，可以知道葡萄糖不論於處理一天或五天後對 OsSUT1 基因之調控

均需藉由 HXK 進行下游訊息之傳導。 

而在 OsSUT2 部分，於水稻分離胚培養時加 20 mM Glc、100 mM Glc 培養五

天後皆會促進 OsSUT2 基因之表現(圖六 C)；於處理葡萄糖同時加入同樣濃度或四

倍濃度 NAG 以抑制 HXK 活性，在處理五天後，20 mM Glc、20 mM Glc/ 20 mM 

NAG、20 mM Glc/ 80 mM NAG、100 mM Glc 及 100 mM Glc/ 100 mM NAG 之處

理分別為對照組之 2.3, 2.1, 1.7, 2.0, 2.0 倍，顯示外加 NAG 並不影響原本葡萄糖對

OsSUT2 基因表現之影響；並且由 100 mM 3-OMG 培養五天後之胚 OsSUT2 基因之

表現亦會受到提升；可知葡萄糖在處理五天後對 OsSUT2 基因之調控為

HXK-independent pathway。 

 

3. 水稻種子發芽時胚中 ABA 含量及外加葡萄糖對 ABA 敏感基因 Rab16a 之影響 
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於 Chen(2006)之研究指出，水稻種子發芽時，胚中 OsSUT1 之表現會受光照、

醣類或是植物荷爾蒙 GA 及 ABA 之調控，並且其指出外加 GA 會促進 OsSUT1 之

表現，而 ABA 則會抑制其基因表現，於 Yu 等人(1996)、Toyofuku 等人(2000)、

Gibson 等人(2004)及 Zhu 等人(2009)之研究分別指出水稻種子發芽時外加葡萄糖會

改變胚中荷爾蒙 GA 及 ABA 之含量。為了探討葡萄糖對水稻分離胚培養時，於浸

潤一天及五天後分別對 OsSUT1 造成不同影響，是否可能為葡萄糖及植物荷爾蒙間

交互作用所產生之結果，首先偵測水稻種子發芽時，胚中 ABA 之含量變化，結果

顯示其含量於種子發芽後持續下降(圖九 A)；於 Toyofuku 等人(2000)之研究發現水

稻中對 ABA 表現敏感之基因 Rab16a，因此以 Rab16a 為指標基因代表胚中 ABA

之含量變化，種子浸潤五天後之 Rab16a 基因表現較浸潤一天後低，此與 ABA 含

量變化相符；並且於外加葡萄糖後，不論於浸潤一或五天後其 Rab16a 表現皆較對

照組低，推測外加葡萄糖會使胚中 ABA 含量下降(圖九 B)，並且葡萄糖對 OsSUT1

基因表現之影響應為葡萄糖及荷爾蒙效應共同調控。 
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討論 

1. 葡萄糖對水稻分離胚培養之影響 

在Chen(2006)的研究中指出，於水稻分離胚培養時外加100 mM葡萄糖會促進

種子發芽及生長，過去卻有多篇阿拉伯芥之相關研究指出，雖然葡萄糖可作為植

物生長之養分來源，但高濃度之葡萄糖卻會抑制阿拉伯芥種子之發芽及幼苗之生

長(León and Sheen, 2003; Dekkers et al., 2004; Gibson, 2004; Rolland et al., 2006; 

Rognoni et al., 2007)，並且於Zhu等人(2009)之研究指出，外加葡萄糖亦會抑制水稻

種子發芽及幼苗生長。而由圖一可知，外加100~300 mM葡萄糖在培養基培養五天

後，胚之發芽速和生長速度皆較未加醣培養之對照組快；此與上述阿拉伯芥或水

稻種子之研究有不同之結果，推測於完整種子及水稻分離胚培養間，因種子胚乳

或子葉中儲存之澱粉於種子發芽後亦會轉變為水溶性醣類並運至胚中，因此造成

外加葡萄糖對水稻分離胚或完整種子間對外加葡萄糖有不同之反應。 

 

2. 葡萄糖對水稻OsSUT1影響可能之調控機制 

於Chen(2006)所發表之研究結果指出，水稻分離胚分別於含有100 mM葡萄糖

或麥芽糖、蔗糖之培養基中培養，培養1天(短時間)後會抑制胚中OsSUT1表現，但

培養5天(長時間)後則會促進其表現，並且由同樣濃度mannitol並不對OsSUT1表現

有相同影響，其指出葡萄糖對OsSUT1表現影響並非滲透逆境(osmotic stress)所造

成，並且其發現此三種醣類以葡萄糖對OsSUT1表現之影響最為明顯。在本研究中

進一步發現，隨著外加葡萄糖濃度(100-300 mM)增加，於處理1天後抑制OsSUT1

之表現亦越明顯(圖二A)；在處理5天後，隨著葡萄糖濃度提高則會促進OsSUT1之

表現(圖二B)，且由無論由胚浸潤後即以含葡萄糖培養液培養一天或是浸潤後四天

才將分離胚移到含100 mM葡萄糖培養液中培養一天皆會抑制OsSUT1基因之表現

(圖二A、圖三B)，推測葡萄糖對OsSUT1基因表現之影響主要是因處理時間之長短

所致；然而，由乾燥之水稻胚或於MS培養基中培養四天後才處理葡萄糖一天，對
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OsSUT1之表現影響程度不同，推測水稻胚之不同生育時期對葡萄糖反應亦可能不

同；並且，由外加300 mM葡萄糖於培養基中培養五天後反而會抑制OsSUT1之表

現，推測在更高濃度葡萄糖處理下，滲透逆境或其他逆境反應機制(如植物荷爾蒙

ABA)亦可能參與在OsSUT1表現之調控。 

已知HXK為糖類調控植物基因訊息傳導途徑中關鍵角色，並可因此分為

HXK-dependent pathway或HXK-independent pathway，於本研究中利用HXK抑制劑

NAG及葡萄糖衍生物3-OMG確定葡萄糖對OsSUT1之影響為HXK-dependent 

pathway。雖然於實驗時另外也有利用葡萄糖衍生物2-Deoxyglucose(2-DG)進行處

理，其可被HXK磷酸化為2-Deoxyglucose-6P但不被進一步利用，然而100 mM 2-DG

處理後之樣品無生長跡象(結果未秀出)，可能為某些無法被代謝之葡萄糖類似物會

導致細胞Pi不平衡而造成傷害，因此未來在利用葡萄糖衍生物探討醣類是否需透由

HXK進行訊息傳導時，其不同衍生物是否對植物會造成其他傷害亦是需要注意之

處(Herold and Lewis, 1977; Bessellet and Thomas, 1973a; Bessellet and Thomas, 

1973b; Gragham et al., 1994; Jang and Sheen, 1994)。於Umemura等人(1998)之研究亦

指出，外加50或100 mM NAG於水稻分離胚培養中，雖可抑制大部分HXK之活性(其

抑制幅度分別約為75%及90%)，但由HXK活性並無完全被抑制，可能為HXK之不

同調控基因對NAG之敏感度亦不同，而水稻胚中已知HXK有六種不同之蛋白形式

(isoform)存在，共有十個調控之基因(Guglielminetti et al., 2000; Cho et al., 2006)，故

此處研究仍無法分辨在短時間(一天)及長時間(五天)葡萄糖對OsSUT1之影響是否

為藉由相同HXK調控。 

雖然已知於水稻分離胚培養時外加葡萄糖不僅會改變胚中葡萄糖濃度，亦會

造成其他醣類含量改變(Matsukura et al., 2000)，然而由本實驗室未發表之研究及

Matsukura等人(2000)之研究分別指出，水稻分離胚在100 mM葡萄糖培養基中培養

一天跟五天後，胚中蔗糖、葡萄糖和果糖含量並無太大差異，推測葡萄糖於短時

間和長時間處理可能不是其濃度改變所造成。此外，於本研究中亦發現外加100 mM
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葡萄糖於水稻胚培養一天或五天後相較於未加醣培養之對照組，其ABA含量指標

基因Rab16a皆受抑制(圖九B)，並且已知水稻種子發芽時，外加葡萄糖亦會抑制胚

中GA和ABA之含量(Gibson et al., 2004; Toyofuku et al., 2000; Yu et al., 1996; Zhu et 

al., 2009)，於Chen (2006)之研究指出，水稻胚中OsSUT1之表現亦會受到外加GA3

之促進而被ABA抑制，推測葡萄糖對OsSUT1之影響可能為葡萄糖及荷爾蒙間交互

作用所產生之結果。 

 

3. 葡萄糖對水稻OsSUT2影響可能之調控機制 

在Chen (2006)所發表之研究指出，水稻分離胚於外加100 mM葡萄糖中培養五

天後，OsSUT2之基因表現會被提升。在本研究中進一步發現，隨著外加葡萄糖濃

度(100-300 mM)增加，此一表現被提升之現象更為明顯。並且，葡萄糖對OsSUT2

之表現調控為HXK-independent pathway，然而目前已知細胞膜上之受體如其他之

醣類轉運蛋白、Regulator of G protein Signaling (RGS1)等基因或酵素皆可進行訊息

之傳導( Godt et al., 1995; Roitsch et al., 1995; Ehness et al., 1997; Xiao et al., 2000; 

Rolland et al., 2006; Claeyssen et al., 2007)，葡萄糖對水稻種子發芽時OsSUT2之基因

表現調控仍須進一步之研究進行探討。 

 

4. 結論及未來研究 

綜合本研究之結果，可知水稻種子發芽過程中，外加葡萄糖於水稻分離胚培

養分別對OsSUT1, 2 之基因表現造成不同之影響，由葡萄糖於短時間及長時間處理

對OsSUT1之表現有不同影響，以及ABA及GA等植物荷爾蒙亦可能參與在此一葡

萄糖對OsSUT1影響之調控途徑，顯示種子發芽時，胚中OsSUT1之表現調控機制是

由多種因子共同進行。為了進一步去探討葡萄糖及荷爾蒙間交互作用對OsSUT1之

影響，於未來之研究可藉由啟動子(Promoter)序列分析，並可利用暫時性表現

(transient expression)或轉殖技術(stable transformation)進一步尋找可能相關之調控
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cis-element或是transcription factor，以更進一步瞭解葡萄糖及荷爾蒙間交互作用對

種子發芽時胚中OsSUT1之表現影響。 而在OsSUT2部分，外加葡萄糖於水稻分離

胚培養之培養液中，隨著處理之時間增長，其基因表現被促進之幅度亦越大，然

而，葡萄糖對OsSUT2表現之影響為HXK-independent pathway，此一葡萄糖對

OsSUT2基因表現之詳細調控途徑仍須進一步實驗探討。 
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圖一、不同葡萄糖濃度對水稻分離胚培養一天及五天後，植株之生長情形。 A.培養一天

及 B.培養五天後植株之生長情形。不同濃度分別為 1X MS/ 0 mM Glc、1X MS/ 100 mM 
Glc、1X MS/ 200 mM Glc、1X MS/ 300 mM Glc。 
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圖二、不同葡萄糖濃度對水稻分離胚培養一天及五天後，對 OsSUT1 基因表現之影響。 A.
培養一天及 B.培養五天後，利用 real-time RT-PCR 進行 OsSUT1 基因表現之分析。水稻

分離胚經過消毒後，分別置於 1X MS、1X MS/ 100 mM Glc、1X MS/ 200 mM Glc、1X MS/ 
300 mM Glc 培養，結果為三重複的平均值，誤差值以 standard error(S.E.)表示。 
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圖三、不同生育時間處理葡萄糖對水稻分離胚生長及 OsSUT1 表現之影響。水稻分離胚

分別置於 1X MS(處理 1)、1X MS/ 100mM Glc 培養五天(處理 2)或在 1X MS 培養四天再

移到 1X MS/ 100 mM Glc 培養一天後(處理 3)分別觀看 A.植株生長情形和 B.利用

real-time RT-PCR 進行 OsSUT1 基因表現之分析。結果為三重複的平均值，誤差值以

standard error(S.E.)表示。 
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圖四、不同葡萄糖濃度對水稻分離胚培養一天及五天後，對 OsSUT2 基因表現之影響。 A.
培養一天及 B.培養五天後，利用 real-time RT-PCR 進行 OsSUT2 基因表現之分析。水稻

分離胚經過消毒後，分別置於 1X MS、1X MS/ 100 mM Glc、1X MS/ 200 mM Glc、1X MS/ 
300 mM Glc 培養，結果為三重複的平均值，誤差值以 standard error(S.E.)表示。 
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圖五、葡萄糖和六碳糖激酶(Hexokinase)抑制劑 N-acetylglucosamine 對水稻分離胚培養一

天後植株的生長情形和對 OsSUT1 基因表現之影響。 A.植株的生長情形。 B.利用

real-time RT-PCR 進行胚中 OsSUT1 基因表現之分析。水稻分離胚經過消毒後，處理 NAG
之樣品先置於與其處理同樣濃度 NAG 中處理 1 小時，之後分別置於 1X MS (Control)、
1X MS/ 20 mM Glc、1X MS/ 20 mM Glc/ 20 mM NAG、1X MS/ 20 mM Glc/ 80 mM NAG、
1X MS/ 100 mM Glc、1X MS/ 100 mM Glc/ 100 mM NAG 培養，並於培養後一天收取樣

本。結果為三至四重複的平均值，誤差值以 standard error(S.E.)表示。NAG, 
N-acetylglucosamine。 
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圖六、葡萄糖和六碳糖激酶(Hexokinase)抑制劑 N-acetylglucosamine 對水稻分離胚培養五

天後植株的生長情形和對 OsSUT1, 2 基因表現之影響。 A.植株的生長情形。 B.利用

real-time RT-PCR 進行 OsSUT1 基因表現之分析。C.利用 real-time RT-PCR 進行 OsSUT2
基因表現之分析。水稻分離胚經過消毒後，處理 NAG 之樣品先置於與處理時同樣濃度

NAG 中處理 1 小時，之後分別置於 1X MS (Control)、1X MS/ 20 mM Glc、1X MS/ 20 mM 
Glc/ 20 mM NAG、1X MS/ 20 mM Glc/ 80 mM NAG、1X MS/ 100 mM Glc、1X MS/ 100 
mM Glc/ 100 mM NAG 培養，並於培養後五天收取樣本。結果為三至四重複的平均值，

誤差值以 standard error(S.E.)表示。NAG, N-acetylglucosamine。 



 

69 
 

 

圖七、葡萄糖及葡萄糖類似物 3-OMG 對水稻分離胚培養一天後植株的生長情形和對

OsSUT1 基因表現之影響。 A.植株的生長情形。 B.利用 real-time RT-PCR 進行 OsSUT1
基因表現之分析。水稻分離胚經過消毒後，分別置於 1X MS (Control)、1X MS/ 100 mM 
Glc、1X MS/ 100 mM 3-OMG 培養，並於培養後一天收取樣本。結果為三至四重複的平

均值，誤差值以 standard error(S.E.)表示。3-OMG , 3-O-Methyl glucose。 
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圖八、葡萄糖及葡萄糖類似物 3-OMG 對水稻分離胚培養五天後植株的生長情形和對

OsSUT1, 2 基因表現之影響。 A.植株的生長情形。 B.利用 real-time RT-PCR 進行 OsSUT1
基因表現之分析。C.利用 real-time RT-PCR 進行 OsSUT2 基因表現之分析。水稻分離胚

經過消毒後，分別置於 1X MS (Control)、1X MS/ 100 mM Glc、1X MS/ 100 mM 3-OMG
培養，並於培養後 5 天收取樣本。結果為三至四重複的平均值，誤差值以 standard 
error(S.E.)表示。3-OMG , 3-O-Methyl glucose。 
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圖九、水稻種子發芽時胚中 ABA 含量變化及外加葡萄糖對胚中 ABA 敏感基因

Rab16a 表現之影響。A.水稻種子發芽時，胚中 ABA 含量之變化情形。B.水稻分離

胚經過消毒後，分別置於 1X MS (control)、1X MS/ 100 mM Glc 培養，並於培養後

一及五天收取樣本，進行 Rab16a 之基因表現分析。dai, days after imbibitions; DAT, 
days after treatment。 


