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中文摘要 

水稻在抽穗期前於葉鞘中累積的暫存性碳水化合物，於抽穗後會成為提供給

穀粒充實的碳源之一。此外，葉鞘中的暫存性碳水化合物亦是於輕微的缺水逆境

下使穀粒充實速度提高的碳供應源。水稻穀粒充實速度隨著溫度的提高而增加，

為瞭解此時穀粒充實速度是否與葉鞘作為碳源供應有關，因此我們分析溫度對抽

穗時期水稻葉鞘中澱粉代謝之影響。本論文將水稻分別於抽穗前與抽穗後兩個時

期，並置於高溫(35/30℃)、低溫(15/13℃)與對照組(25/20℃)之溫室中，分別探討溫

度對抽穗前葉鞘中澱粉累積之影響與抽穗後溫度對葉鞘提供碳水化合物能力的影

響。在對照組(25/20℃)下，大多數的非結構性碳水化合物以澱粉的形式累積於葉

鞘中。而低溫處理(15/13℃)下，葉鞘中的澱粉含量只有對照組的81.1%，但可溶性

醣類含量則為對照組的171.8%。此外，高溫處理下(35/30℃)，葉鞘中的澱粉與可

溶性醣類含量相較於對照組減少了許多，推測高溫下大量的同化物質被消耗。澱

粉生合成酵素活性分析中SSS與GBSS在各溫度處理間的差異並不顯著，因此推測

葉鞘中澱粉累積在高溫下較低，可能並非是因澱粉合成酶活性下降所造成。抽穗

後高溫下葉鞘中的澱粉降解速度比25/20℃慢，而分析葉鞘中澱粉水解酵素α

-amylase與β-amylase之活性，發現其酵素活性於高溫下沒有比對照組來得高，顯

示葉鞘中澱粉降解速率並不會隨著溫度的提高，增加提供碳源至穀粒的速度。 

 

關鍵字：水稻 積儲-供源轉換 高溫 葉鞘 澱粉 
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英文摘要 

The temporal carbohydrate accumulated in leaf sheaths is an important carbon 

source during grain filling. Besides that, the temporal carbohydrate in leaf sheath also 

acculturate the grain filling rate when the rice subject moderate water stress. High 

temperature also acculturate the grain filling rate. In order to understanding the 

correlation between the grain filling rate and the carbohydrate supplying rate from leaf 

sheath . We analysis the temperature effects on starch metabolism in leaf sheath during 

heading period. My research was focused on the temperature effect on starch 

accumulation in leaf sheaths before heading and starch degradation in leaf sheaths at 

post-heading stage. The temperature that we treated on rice plants were 35/30℃, 25/20

℃ , and 15/13℃ , respectively. Under the control condition, starch was rapidly 

accumulated in leaf sheaths during pre-heading period. Under lower temperature (15/13

℃),the starch content in leaf sheaths was only 81.1% that in 25/20℃-treated rice plants 

(control plants), however the soluble sugar content was 171.8% that in control plants. 

On the other hand, high temperature treatment reduced both starch and soluble sugars 

content in leaf sheaths compared with control plants. We suggest that the plant lost a lot 

of assimilates under high temperature during treatment period. Since the GBSS and SSS 

activities were similar in leaf sheaths under different temperature treatment, the reduce 

of starch contents in high temperature-treated plants was not caused by starch synthase 

activities repressing. During post-heading period, the starch degradation rate is slower 

than that in 25/20℃, and the result showed that the amylase activities also didn’t higher 

than in 25/20℃. Therefore, the starch degradation rate in leaf sheath will not be 

accelerated by high temperature, and accelerate the carbon source supply to grain 

filling. 



 

VII 

 

 

Key words: rice, sink-source transition, high temperature, leaf sheath, starch 

  



 

1 

 

前言 

1. 暫存於水稻營養組織中碳水化合物之移轉 

水稻(Oryza sativa L.)在生長的過程中，會在其莖稈與葉鞘中累積以澱粉為主的

非結構性碳水化合物。並隨著植株的成長，其中所累積的澱粉含量會漸漸的增加，

並於抽穗前後達到最大累積量(Perez et al., 1971)。當水稻抽穗授粉後，隨著穀粒的

發育與充實，先前在莖稈與葉鞘中累積的澱粉即會漸漸分解，並運送至穀粒中成

為穀粒充實時部份碳水化合物來源(Perez et al., 1971; Cock and Yoshida, 1972)。莖稈

與葉鞘由原本貯存累積澱粉的角色轉換為提供碳水化合物給穀粒的功能，我們稱

為積存-供源的轉換(sink-source transition)。在此，我們稱呼抽穗前在莖稈與葉鞘中

所累積的碳水化合物為暫存性碳水化合物(temporal sink carbohydrate)，而存放這些

暫存性碳水化合物的植物組織，則稱之為暫存性組織(temporal sink tissue)。1972

年，Cock與Yoshida將標記有14C的CO2提供給IR8水稻品種進行同化作用，藉由追蹤

穀粒充實過程中碳水化合物的轉運，推算出自莖稈與葉鞘所提供至穀粒之碳水化

合物，約佔水稻穀粒充實所需碳源之30%。且分析水稻幼穗形成期非構造性碳水化

合物(nonstructural carbohydrate，NSC)累積量與最終收穫產量發現兩者間有極顯著

的正相關性(Ishikawa et al., 1993)，顯示抽穗前莖稈與葉鞘中暫存性碳水化合物越

多，則所收穫的產量就越高。 

 

2. 澱粉生合成與代謝酵素之簡介 

澱粉主要是由無數的glucose互相以α-1,4 (將glucose串聯成直鏈構造)與α-1,6 

(形成分子中的分支)兩種鍵結形式組合而成的巨大分子。根據這兩種鍵結形式的比

例，可以區分出以直鏈分子為主的直鏈澱粉(amylose)與分支較多的支鏈澱粉

(amylopectin)。在澱粉生合成的過程中，首先透過了ADP-glucose pyrophosphorylase 

(AGPase)將glucose-1-phosphate與ATP合成ADP-glucose以做為合成澱粉的單元前驅
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物。AGPase的活性會受到3-phosphoglyceric acid (3PGA)的影響提高，而磷酸根離

子(Pi)則會抑制其活性(Ghosh and Preiss, 1966; Sikka et al., 2001)。在植物體中則藉

著反應3PGA/Pi的平衡，進行澱粉生合成的調控(Sikka et al., 2001)。接著，starch 

synthase再進一步的將ADP-glucose接上(glucose)n來延長glucose的聚合分子。其中

starch synthase又可依其特性，區分為主要合成直鏈澱粉的granule-bound starch 

synthase (GBSS)與支鏈澱粉的soluble starch synthase (SSS)。另外starch branching 

enzyme則是將α-1,4鍵結切斷並轉換為α-1,6鍵結，將原本的直鏈澱粉轉換為支鏈

澱粉，屬於分子構造上的轉換。 

在澱粉分解方面，與穀粒、塊根或塊莖等貯存器官不同，葉片中的澱粉代謝

並非單純且長時間的累積或分解細胞中的澱粉，而是處於一個快速、動態的累積

與分解過程中(Smith et al., 2003)。當葉片處於黑暗中準備開始降解澱粉時，澱粉粒

首先會依序被glucan-water dikinase (GWD，或是被稱為R1)、phosphoglucon-water 

dikinase (PWD)等酵素給磷酸化(Ritte et al., 2002; Mikkelsen et al., 2004; Baunsgaard 

et al., 2005; Kötting et al., 2005; Lloyd et al., 2005)。Lloyd等人(2005)推測藉由澱粉磷

酸化後澱粉粒表面親水性的提高，有利於澱粉水解酵素對澱粉粒的作用。而在澱

粉水解酵素方面，主要有α-amylase、β-amylase、isoamylase、pullulanase等各種

水解酵素，其中α-amylase為澱粉內切酵素，以水解α-1,4的鍵結為反應目標，一

般認為是澱粉貯藏組織中澱粉水解的主要酵素，但其在葉片澱粉水解過程的相關

證據仍較缺乏(Lloyd et al., 2005)。而β-amylase為澱粉外切水解酵素，將glucan中

的α-1,4鍵結水解成為maltose。目前有較多可靠的證據證明β-amylase在葉片中澱

粉降解有直接的影響(Lao et al., 1999; Critchley et al., 2001; Niittylä et al., 2004; 

Weise et al., 2004)。而isoamylase與pullulanase等酵素則是負責glucan中α-1,6鍵結的

水解，因此亦被稱之為debranching enzymes。 

 

3. 水稻暫存性澱粉之代謝於抽穗期間的調控機制 
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近年來，越來越多的研究著重於抽穗前在水稻營養組織中所預先累積的碳水

化合物在水稻抽穗時期的代謝與轉移。水稻各節位葉片的葉鞘，越靠近上部節位

葉片的葉鞘所累積的澱粉含量越多，且於抽穗後澱粉含量降解越是明顯(Watanabe 

et al., 1997)。此一現象，本實驗室亦於先前對水稻台農67號(TNG67)各上位葉鞘的

澱粉含量分析，證實位在劍葉下第二片葉片之葉鞘(-2 leaf sheath)於水稻抽穗期間

之sink-source transition現象最為明顯(Chen and Wang, 2008)。Watanabe等人(1997)

進一步的測定於水稻抽穗時期，上位葉鞘中參與澱粉生合成的各種酵素之活性與

澱粉含量變化的相關性，發現SBE、GBSS之活性變化與澱粉含量的變化具有極顯

著的正相關性，而SSS與質體中的fructose-1,6-bisphosphatease (FBPase)也有顯著的

正相關性，顯示水稻在抽穗前透過葉鞘中這些酵素的調控，並累積大量的澱粉。

除了酵素活性的分析以外，水稻抽穗前-2葉鞘中AGPase、SSS、SBE等基因表現量

達到最高的時期，也是-2葉鞘中澱粉累積速度最快的時期(Hirose et al., 1999)。本實

驗室先前發表利用real-time RT-PCR檢測台農67號水稻-2葉鞘中，澱粉生合成相關

之基因族群(gene family)的表現與澱粉含量變化於抽穗期間的相關性，更詳細的發

現AGPase large subunit 2、GBSSII、SSSI、SBEI、SBEIII、SBEIV等基因表現與澱粉

含量的變化都有顯著性的相關(Chen and Wang, 2008)。 

而在水稻莖稈與葉鞘中暫存性澱粉的降解研究方面，Hirose等人(1999)針對抽

穗期間 -2葉鞘中蔗糖生合成與運送酵素的基因表現進行分析，認為 sucrose 

phosphate synthase (SPS)與cytosolic fructose-1,6-bisphosphatase (cyt. FBPase)在抽穗

時期，負責將澱粉分解後的碳源合成蔗糖以進行運送至穀粒中。而在蔗糖運輸的

方面，sucrose transporter中OsSUT1與OsSUT4在抽穗後表現量提高，推斷有利於葉

鞘中蔗糖的轉運，使得莖稈與葉鞘中的非結構性碳水化合物得以運送至穀粒以提

供充實(Chen and Wang, 2008)。 

 

4. 環境因子對於暫存性碳水化合物代謝之影響 
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4.1. 缺水環境對暫存性碳水化合物代謝之影響 

長久以來，農民在水稻授粉充實後，便開始慢慢的降低農地裡的土壤含水量，

直到水稻成熟。這樣的農業操作，透過現今的生化與分子生物上的分析，人們得

以進一步的瞭解其背後的生理調控機制。水稻與小麥等禾本科作物充實時，若給

予輕微的缺水環境，對最終穀粒重量並無顯著的影響，但卻會明顯地縮短穀粒充

實的時間。而利用14C標記莖稈與穀粒中碳水化合物分佈變化的實驗顯示，缺水不

僅加速了穀粒的充實速度，亦加速莖稈部位NSC之降解，並加強莖稈中NSC重新分

佈至穀粒的速度(Virgona and Barlow, 1991; Yang et al., 2000; Yang et al., 2001; Yang 

et al., 2004; Yang and Zhang, 2006)。另經酵素分析結果顯示，在輕微缺水的環境處

理下，水稻莖稈與葉鞘中α-amylase、β-amylase等酵素的活性將被提高。而有關

蔗糖代謝相關酵素，雖然莖稈與葉鞘中sucrose synthase並不受到缺水逆境的影響，

但SPS則會受到缺水逆境的影響而活性增加(Yang et al., 2001; Yang et al., 2004)。因

此，輕微缺水的逆境環境將促進莖稈與葉鞘中暫存性澱粉降解，且合成蔗糖的速

度亦加快，故穀粒充實速度提高、穀粒成熟期縮短，以減緩水稻植株在生殖期間

受缺水逆境之影響 (Yang and Zhang, 2006)。 

 

4.2. 溫度變化對於穀類作物生產之影響 

最近數十年全球平均氣溫不斷升高，除了隨之而來的極端氣候所帶來的災害

以外，人們也漸漸開始擔憂溫度提高對糧食生產安全的影響。由分析過去數十年

間作物產量變化與全球氣溫變化關聯性的研究指出，隨著作物生產季節的暖化，

各種主要穀類作物的產量漸漸降低(Peng et al., 2004; Lobell and Field, 2007)。為了

克服溫度上升所帶來的糧食生產災難，許多學者更進一步的探討氣溫變化影響作

物產量改變的各種生理機制，如穀粒發育與充實、葉片光合作用效率、同化物質

代謝與轉運等方面。 
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4.2.1. 高溫下對穀粒發育之影響 

1991年Tashiro與Wardlaw測定在不同溫度下水稻成熟穀粒的重量，發現當抽穗

後溫度處理超過27/22℃(日/夜溫)時，水稻單位穀粒的重量將下降(Tashiro and 

Wardlaw, 1991)。2005年Morita等人將授粉後的水稻分別處理於高日溫(34/22℃)、

高夜溫(22/34℃)與對照組(22/22℃)等三種溫度處理下，並分析各處理下穀粒發育之

狀況。發現在高日溫的處理下、其穀粒的最終乾重與對照組相差無幾，但高夜溫

處理下的穀粒乾重則與其他兩組相較，減少了9%～10%的穀粒乾重。而在穀粒充

實的速度方面，高夜溫下穀粒充實速度較高日溫情況下慢，但無論高日溫或是高

夜溫處理，穀粒充實速度都明顯的較對照組來得快，且均比較早達到充實速度的

高峰期。因此高溫處理下，穀粒的充實期雖短，但是穀粒增重的速度較快(Morita et 

al., 2005)。 

 

4.2.2. 高溫下穀類作物葉片光合作用之影響 

全球主要穀類作物中，小麥與水稻皆為C3型作物，光合作用速率皆會隨著溫

度的提高而提昇，但當溫度超過各自光合作用溫度之臨界值後(水稻之光合作用速

率最大值為30~35℃，小麥為25~30℃)，溫度的提高將使光合作用速率降低(Nagai 

and Makino, 2009)。此外高溫環境也會加速葉片老化，使得葉片中葉綠素大量流失

(Blum et al., 1994)。 

 

4.2.3. 高溫下穀類作物營養組織中暫存性碳水化合物對產量影響 

Blum等人(1994)分析兩種不同品種的小麥(V2183與V5)在高溫環境下充實的

表現時發現，雖然高溫使得兩種品系的小麥穀粒重量皆下降，但是較耐熱的V5品

系其穀粒重卻只有下降8%，而V2183品系卻下降了36.4%。進一步的分析其莖稈與

葉鞘中的重量與NSC含量，發現V5品系受到高溫的影響，莖稈重量與其中所含NSC

之下降速度與幅度皆明顯的較V2183品系高。作者歸納了V5品系較V2183品系耐熱
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的因素有下列三項。一、在穀粒充實開始前，V5品系的莖稈乾重比V2183品系的

莖稈重。二、在穀粒充實期間，莖稈的乾物重與NSC含量減少的幅度大。三、其

穀粒充時期較長。由以上結論，我們可以知道高溫下，莖稈與葉鞘這些營養組織

在抽穗前所貯存的暫存性碳水化合物，對於穀粒充實來說是一個非常重要的碳

源，特別是處在缺水逆境時，受影響的光合作用無法如正常般提供大量的碳源，

使得暫存性碳水化合物提供給穀粒的比例因此提高。 

 

4.2.4. 探討植物在不同溫度下各澱粉主要代謝酵素反應之研究 

目前大多數針對高溫下澱粉合成酵素活性之研究主要著眼於禾本科穀粒充實

期。在稍早的研究指出，SSS易受到高溫環境的影響而降低活性，但當環境恢復到

最適溫度時，其活性會有恢復的趨勢(Hawker and Jenner, 1993; Keeling et al., 1993; 

Keeling et al., 1994)，但近年亦有報告指出，於高溫處理下小麥穀粒中SSS與GBSS

的活性在充實期早期的活性顯著較對照組來得高，直到穀粒充實中後期，高溫下

的 SSS、GBSS的活性才較對照組來得低 (Zhao et al., 2008)。而AGPase與

UDP-Glucose pyrophosphorylase (UGPase)等酵素活性則是在高溫下並無顯著的受

到影響(Hawker and Jenner, 1993; Keeling et al., 1993)。 

而在澱粉降解方面，2004年Kaplan與Guy對阿拉伯芥進行各溫度下的高、低溫

刺激處理，以RT-PCR分析α-amylase與β-amylase各isogene之表現，發現α-amylase

在25℃時表現量最高，之後隨著溫度提高至40℃時稍稍減弱其表現，當溫度提高

到45℃時其表現則十分微弱。而在低溫處理方面，α-amylase的表現量則在10℃與

5℃時僅略為增強兩倍。在β-amylase方面，作者分析了BMY1、BMY7、BMY8、

BMY9等四種β-amylase isogene，發現各種isogene分別表現在不同的溫度處理中，

並且與maltose的累積有顯著的相關性。此外透過分析在溫度逆境下，各種不同濃

度的醣類對蛋白質與電子傳遞鏈產生的保護作用，作者認為各種不同的溫度下，

透過β-amylase調節maltose的含量，使其能保護植物度過溫度逆境(Kaplan and Guy, 
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2004)。 

 

5. 本論文之研究主題 

穀類作物在抽穗前在莖稈與葉鞘中所累積的暫存性碳水化合物，除了提供作

為在一般環境下穀粒充時期重要的碳源之一，當植物遭遇到缺水逆境時，葉片光

合作用因受到逆境影響，直接經由光合作用提供碳源至穀粒的能力降低，此時由

暫存性碳水化合物供應至穀粒的碳源比例相對提高，並在遭遇逆境前期便加速供

應穀粒充實。此一機制也形成一種保護的緩衝作用：提高營養組織內碳水化合物

降解之速度以提高穀粒充實速度，並將暴露於逆境下的充實時期縮短，增加子代

存活機率。又近年來，隨著全球氣後變遷，作物的生產因此面臨了許多挑戰。其

中環境氣溫的增加對作物產量與品質亦漸漸為人們所重視與探討。為進一步瞭解

溫度環境對於水稻營養組織中暫存性澱粉代謝之影響，本論文主要以台農67號水

稻(Oryza sativa L. cv. Tainung 67)位於劍葉下第二片葉片之葉鞘(-2葉鞘)為研究對

象，分析水稻抽穗期間於高溫(日/夜溫35/30℃)、低溫(15/13℃)、一般溫度(25/20

℃)等環境下，葉鞘中澱粉之含量與其相關代謝酵素活性之改變。 
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材料與方法 

1. 植物材料 

高雄農改場提供之94年二期台農67號水稻種子(Oryza sativa L. cv. Tainung 67; 

TNG67) 

 

2. 水稻種子發芽與栽培 

(1) 將TNG67水稻種子，於2.5%次氯酸納水溶液浸泡消毒15分鐘後，以大量清水

清洗乾淨。 

(2) 將種子襯以吸水紙巾保溼後，平鋪於玻璃培養皿中，並置於37℃黑暗的培養

箱中培養兩天。 

(3) 將發芽的種子平鋪於鐵絲網架上，以500 mL燒杯內盛木村氏水耕液附錄一置於日

/夜溫分別為25/20℃之生長箱中生長。 

(4) 當幼苗成長至4至5葉齡時進行移植。 

(4.1) 以單本植於直徑16公分之圓形土盆中。每盆兩株，各植株間距10公分，

並放置於戶外網室中，自基肥開始，每盆每月施加2g的台肥有機複合肥2

號。 

(4.2) 以單本植於直徑25公分之圓形土盆中，每盆5株，各植株間距10公分，並

放置於戶外網室中，自基肥開始，每盆每月施加3g的台肥有機複合肥2號。 

(4.3) 單本植於60×35公分之長方形盆中，每盆15株，各植株間距10公分，並放

置於戶外網室中，自基肥開始，每盆每月施加12g的台肥有機複合肥2號。 

 

3. 溫度處理 

本實驗之溫度處理皆處理於台灣大學生物資源暨農學院附設人工氣候室。 

3.1. 溫度處理對抽穗前葉鞘澱粉代謝之影響 
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(1) 依據當時氣溫及生長速度計算：測量劍葉葉頸距離下一葉之葉頸11公分時，

約為抽穗前六天。 

(2) 選擇生長狀況相似的水稻並標示後，在抽穗前六天之下午兩點至三點間，分

別移入日/夜溫為15/13℃、25/20℃、35/30℃之溫室。 

3.2. 溫度處理對穀粒充實之影響 

(1) 依據當時氣溫及生長速度計算：測量未抽穗之稻穗頂端距離劍葉葉頸下3公分

時，約為抽穗前三天。 

(2) 選擇生長狀況相似的水稻並標記後，在抽穗前三天移入日/夜溫為25/20℃之溫

室。 

(3) 當水稻抽穗後，分別移入日/夜溫為35/30、25/20、15/13℃之溫室中。 

3.3. 溫度處理對抽穗後葉鞘澱粉代謝之影響 

(1) 選擇生長狀況相似的水稻並標記後，在抽穗前一週移入日/夜溫為25/20℃之溫

室。 

(2) 當水稻抽穗後第9天，分別移入日/夜溫為35/30、25/20之溫室中。 

 

4. 取樣 

4.1. 溫度處理對抽穗前葉鞘澱粉代謝之影響 

(1) 取樣時間點以開始處理當天為基準，於處理後之0、3、6天之2:00 pm - 3:00 pm

取樣。 

(2) 取樣部位為水稻劍葉下第二葉片之葉鞘(-2 leaf sheath)。 

(3) 取樣並記錄鮮重後以液態氮急速冷凍並保存於-80℃冰箱中。 

4.2. 溫度處理對穀粒充實的影響 

(1) 取樣時間點以抽穗當天為基準，於抽穗後0、3、6、9、12天之2:00 pm - 3:00 pm

取樣。 

(2) 稻穗取下後以80℃烘箱烘乾三天。 
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(3) 將烘乾後的稻穗脫粒，並記錄其平均穀粒重量。 

4.3. 溫度處理對抽穗後葉鞘澱粉代謝之影響 

(1) 取樣時間點為溫度處理後第1、3、6天之2:00 pm - 3:00 pm取樣。 

(2) 取樣部位為水稻劍葉下第二葉片之葉鞘(-2 leaf sheath)。 

(3) 為分析-2葉鞘中α-amylase與β-amylase之活性，將所取下之-2葉鞘縱剖分成兩

半，並記錄其鮮重，液態氮急速冷凍後保存於-80℃冰箱中。 

 

5. 蛋白質萃取與定量 

水稻葉鞘蛋白質之萃取參考Nakamura等人(1989)之方法。 

(1) 取葉鞘材料在液態氮下以研缽磨勻後，加入其重量五倍體積之萃取液(100 mM 

Tricine-NaOH pH 8.0、8 mM MgCl2、2 mM EDTA、12.5%(v/v) Glycerol、5％

(w/v) PVP-40)。 

(2) 萃取液在低溫下以miracloth (Calbiochem, Germany)過濾，收集濾液於10 mL離

心管中。 

(3) 4℃下以10,000 × g離心5分鐘，吸取上清液到新的10 mL離心管。 

(4) 上清液 

(4.1) 同樣再次於4℃下以10,000 × g離心5分鐘。 

(4.2) 吸取更乾淨的上清液至新離心管。 

(4.3) 加入4倍體積冰100%丙酮沉澱，並靜置於-20℃下隔夜。 

(4.4) 於4℃下以1,300 × g離心15分鐘，去除上清液。 

(4.5) 加入1 mL冰80%丙酮清洗，並吸到1.5 mL離心管中。 

(4.6) 於4℃下10,000 × g，離心15分鐘，去除上清液。 

(4.7) 以1 mL萃取液回溶。 

(5) 沈澱物 

(5.1) 以5 mL萃取液清洗兩次(10,000 × g，4℃離心5分鐘)以去除可溶性的酵素。 
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(5.2) 以1 mL的萃取液懸浮沈澱物，以進行GBSS分析。 

(6) 蛋白質定量法參考Bradford(1976)之方法。 

(6.1) 配製已知濃度的bovine serum albumin (BSA, BioLabs, New England)做為

標準曲線。 

(6.2) 分別在10 μL 蛋白質萃取液及已知濃度的BSA中加入200 μL 10% 

Trichloroacetic acid (TCA) 以沈澱蛋白質。 

(6.3) 於4℃下以11,337 × g離心5分鐘，去除上清液(TCA溶液需回收)。 

(6.4) 加入200 μL 0.1 N NaOH溶解沉澱物後，加入600 μL dH2O及200 μL 

Bradford dye (Bio-RAD, USA)。 

(6.5) 混合均勻後，測定595 nm下之吸光讀值，並以標準曲線及內插法算出樣

品中蛋白質濃度。 

 

6. Soluble starch synthase 活性分析 

參考Nishi等人(2001)之方法，實驗原理參考附錄二。 

(1) 取 200 μL 粗抽蛋白萃取液(至少含粗蛋白 100 μg)加入 200 μL 反應液一(50 

mM Hepes-NaOH pH 7.4、1.6 mM ADP-glucose、0.23% (w/v) Glycogen、16.7 mM 

DTT)，於 30℃下作用 30 分鐘。 

(2) 以 100℃水浴加熱 30 秒終止反應。 

(3) 取 0、100、200、300、400 μM ADP 各 400 μL 做為標準曲線之用。 

(4) 分別將標準濃度之 ADP 與樣本加入 100 μL 反應液二(50 mM Hepes-NaOH pH 

7.4、10 mM phosphocreatine、200 mM KCl、2 U creatinephosphokinase (Sigma，

USA))，於 30℃下反應 30 分鐘。 

(5) 100℃水浴加熱 30 秒終止反應。 

(6) 以 6,708 × g 離心 5 分鐘。 

(7) 取 400 μL 上清液加入 700 μL 反應液三(50 mM Hepes-NaOH pH 7.4、20 mM 

MgCl2 10 mM Glucose、2 mM NADP、2 U glucose-6-phosphate dehydrogenase)，

混合均勻後，吸取 150 μL 至 96 孔盤中。(每樣品 loading 兩個樣品槽，一個作
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為 E1，另一個作為 E2) 

(8) 在 E2 中加入 0.5 U Hexokinase (Sigma，USA)，E1 則加入同體積之 Hepes-NaOH 

(pH 7.4)。 

(9) 反應 5 分鐘後，分別於 340 nm 波長下讀取 E1 及 E2 之吸光值，並計算各樣品

之ΔOD340 = E2 - E1。 

(10) 利用標準濃度 ADP 之ΔOD340 計算標準曲線，並依此標準曲線計算各樣本之

SSS 活性。 

 

7. Granule-bound starch synthase 活性分析 

參考Nishi等人(2001)之方法，實驗原理參考附錄二。 

(1) 取 200 μL澱粉粒懸浮液加入 200 μL 反應液一(50 mM Hepes-NaOH pH 7.4、1.6 

mM ADP-glucose、16.7 mM DTT)，於 30℃下作用 30 分鐘。 

(2) 以 100℃水浴加熱 30 秒終止反應。 

(3) 分別準備 0、12.5、25、37.5、50 μM 之 ADP 400 μL 作為標準曲線。 

(4) 分別將標準濃度之 ADP 與樣本加入 100 μL 反應液二(50 mM Hepes-NaOH pH 

7.4、10 mM phosphocreatine、200 mM KCl、2 U creatinephosphokinase)，於 30

℃下反應 30 分鐘。 

(5) 100℃水浴加熱 30 秒終止反應。 

(6) 6,708 × g 離心 5 分鐘。 

(7) 取 400 μL 上清液加入 700 μL 反應液三(50 mM Hepes-NaOH pH 7.4、20 mM 

MgCl2 10 mM Glucose、2 mM NADP、2 U glucose-6-phosphate dehydrogenase)，

混合均勻後，吸取 150 μL 至 96 孔盤中。(每樣品 loading 兩個樣品槽，一個作

為 E1，另一個作為 E2) 

(8) 在 E2 中加入 0.5 U Hexokinase，E1 則加入同體積之 Hepes-NaOH (pH 7.4)。 

(9) 反應 5 分鐘後，分別於 340 nm 波長下讀取 E1 及 E2 之吸光值，並計算各樣品

之ΔOD340 = E2 - E1。 

(10) 利用標準濃度 ADP 之ΔOD340 計算標準曲線，並依此標準曲線計算各樣本之

GBSS 活性。 
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8. 澱粉含量分析 

參考Keppler與Decker(1974)之方法。 

(1) 將樣本以液態氮磨粉後置於 80℃烘箱中烘乾三天。 

(2) 取少量樣本稱重記錄後，置於 2 mL 的高速離心管中。 

(3) 加入 1 mL 80% (v/v) 酒精於 80℃水浴作用 5 分鐘，以溶出可溶性醣類。 

(4) 6,708 × g 離心 5 分鐘，回收上清液以測定樣本中之可溶性醣類(重複步驟 3 一

次)。 

(5) 沈澱物以離心乾燥機乾燥 15 分鐘，去除酒精。 

(6) 同時配製濃度 5 mg/mL 與 1 mg/mL 澱粉溶液準備一起糊化，以作標準曲線之

用。 

(7) 加入 1.5 mL dH2O 將沈澱物懸浮起來，並在沸水中糊化 2 小時(不時搖晃)。 

(8) 另取 1.5 mL 高速離心管，取 50 μL 糊化後混和均勻的樣品。(同時取標準曲線

濃度：0、0.2、0.4、0.6、0.8、1、2、3、4、5 mg/mL 一起進行反應)。 

(9) 加入 50 μL 0.1M citrate acid (pH 4.6)。 

(10) 加入 100 μL 反應液 (8 U/mL amyloglucosidase (Sigma，USA)、1 U/mL 

Pullulanase (Sigma，Israel) in 0.05 M cirtrate acid pH 4.6)，並於 55℃水浴槽中

作用 2 小時。 

(11) 100℃下作用 30 秒停止反應。 

(12) 6,708 × g 離心 10 分鐘。 

(13) 在96孔盤中，加入離心後的樣本上清液15 mL (每一樣本 loading 2個樣本槽，

一個為作為 E1，一個為作為 E2)。 

(14) 加入 150 μL 反應液二(0.00065 g/mL ATP、0.000934 g/mL NADP、1.65 U/mL 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase in TRA buffer, TRA buffer：4.05 mM MgSO4、

0.3 M Triethanolamine hydrochloride pH 7.5)。 
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(15) 於 E1 well 中加入 50 μL TRA buffer。 

(16) 於 E2 well 中加入 2 U 的 Hexokinase(2 U in 50 μL TRA buffer)。 

(17) 反應 30 分鐘後，測定 340 nm 之吸光讀值。 

(18) 將 E2 - E1 做△OD340，並利用已知濃度澱粉所反應的△OD340 值製作成標準曲

線。 

(19) 未知樣本的△OD340 帶入標準曲線求樣本之澱粉濃度。 

 

9. 可溶性醣類含量分析 

可溶性醣類含量分析參考McCready等人(1950)之方法。 

(1) 將澱粉含量測定步驟四中所保留的酒精作為測定樣本中可溶性醣類含量分析

之用。 

(2) 將各樣本體積以 80%酒精調整至 2 mL。 

(3) 取出酒精樣本 100 μL 於 1.5 mL 離心管中，並以離心抽氣乾燥機將樣本完全乾

燥。 

(4) 將乾燥的樣本以 150 μL 蒸餾水回溶，並以 6708 × g 離心 10 分鐘。 

(5) 另新鮮配製 50、100、200、300、400、600、800、1000 μg/μL 之葡萄糖溶液

作為標準曲線之用。 

(6) 將 100 μg 標準濃度之葡萄糖溶液與樣本分別加入玻璃試管中。 

(7) 各樣本加入 1 mL 0.2%之 Anthrone-Sulfuric acid 溶液(新鮮配置)並混合均勻。 

(8) 將樣本以沸水煮 5 分鐘。 

(9) 於 96 孔盤中加入 200 μL 之樣本並於 620 nm 波長下讀取吸光值，帶入標準曲

線後求樣本濃度。 

 

10. α-Amylase之活性分析 

實驗採用Megazyme出品之α-amylase activity assay kit (Ireland)，其實驗原理簡錄於
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附錄三，並根據其操作手冊進行操作。 

(1) 葉鞘以液態氮研磨至粉末狀。 

(2) 各樣本加入其重量6倍體積(w/v)之萃取液(0.05 M sodium malate、0.05 M 

sodium chloride、2 mM calcium chloride、0.005 % sodium azide)。 

(3) 室溫靜置5分鐘。 

(4) 以漏斗與10 mL離心管中收集萃取液。 

(5) 以40℃水浴槽萃取20分鐘，期間每5分鐘震盪一次。 

(6) 均勻的自10 mL離心管中倒出1 mL於1.5 mL的離心管中。 

(7) 用桌上型高速離心機以1,000 × g、4℃下離心10分鐘。 

(8) 取100 μL上清液於乾淨的玻璃試管中。 

(9) 同時準備空白組：先於乾淨的玻璃試管中加入1.5 mL的停止液(1% (w/v) 

tri-sodium phosphate solution, pH 11)，再依序加入100 μL的反應液(5.45 mg/mL 

blocked p-nitrophenyl maltoheptaoside (BPNPG7)、12.5 U/mL α-glucosidase)與

100 μL所萃取的酵素上清液。 

(10) 將整架的玻璃試管與分裝的反應液一起於置於40℃水浴槽中預熱5分鐘。 

(11) 每隔10秒鐘在各個玻璃試管中加入100 μL的反應液。 

(12) 反應20分鐘後，再依順序每隔10秒加入1.5 mL的停止液。 

(13) 混合均勻後各取200 μL於96孔盤中。 

(14) 以96孔盤分光光度計讀取400 nm波長之吸光值。 

(15) 計算下列各值： 

dilution
 weightsample
 volumnextraction

E
1

assayedaliquot 
cellin  volumn total

 timeincubation
DO△

mM

400 ××××  

ΔOD400 = Absorbance (sample) – Absorbance (blank) 

Incubation time = 20 min 

Total volume in cell = 1.7 mL 
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Aliquot assayed = 0.1 mL 

EmM p-nitrophenol in 1% Trizma base = 18.1 (at 400 nm) 

Extraction volume  = 6 mL / g fresh weight 

Dilution = Dilution of the original extract 

Unit = U /g FW 

 

11. β-Amylase之活性分析 

實驗採用Megazyme出品之β-amylase activity assay kit (Ireland)，其實驗原理簡錄於

附錄四，並根據其操作手冊進行操作。 

(1) 各樣本以液態氮研磨至粉末狀。 

(2) 各樣本加入其重量10倍體積(w/v)之萃取液(0.05 M trizma base、1 mM EDTA、

1.75 g /100 mL cysteine、pH 8.0)。 

(3) 室溫靜置5分鐘。 

(4) 以漏斗收集萃取液於10 mL離心管中。 

(5) 室溫下搖晃1小時。 

(6) 自10 mL離心管均勻的倒出1 mL萃取液於1.5 mL的高速離心管中。 

(7) 以桌上型高速離心機以1,000 × g，4℃下離心10分鐘。 

(8) 取50 μL上清液於新的1.5 mL高速離心管中，並加入150 μL之稀釋液(100 mM 

maleic acid、1 mM di-Sodium EDTA、0.02% sodium azide、1 mg/mL BSA、pH 

6.2)。 

(9) 在乾淨的玻璃試管中加入100 μL上述之酵素萃取液。 

(10) 同時準備空白組：先於乾淨的玻璃試管中加入1.5 mL的停止液(1% (w/v) trizma 

base)再依序加入100 μL的反應液(4.75 mg/mL p-nitrophenyl maltopentaoside 

(PNPG5)、100 U/mL α-glucosidase )與100 μL的酵素萃取液(釋比例同步驟8)。 

(11) 將整架的玻璃試管與預備的反應液於40℃水浴槽中預熱5分鐘。 
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(12) 每隔10秒鐘再各個玻璃試管中依序加入100 μL的反應液。 

(13) 反應10分鐘後，再依順序每隔10秒加入1.5 mL的停止液。 

(14) 混合均勻後各取200 μL於96孔盤中。 

(15) 以96孔盤分光光度計讀取410 nm波長之吸光值。 

(16) 計算下列各值： 

dilution
 weightsample
 volumnextraction

E
1

assayedaliquot 
cellin  volumn total

 timeincubation
DO△

mM

410 ××××  

ΔOD410 = Absorbance (sample) – Absorbance (blank) 

Incubation time = 10 min 

Total volume in cell = 1.7 mL 

Aliquot assayed = 0.1 mL 

EmM p-nitrophenol in 1% Trizma base = 17.8 (at 410 nm) 

Extraction volume  = 10 mL / g fresh weight 

Dilution = Dilution of the original extract 

Unit = U /g FW 
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結果 

1. 抽穗前葉鞘中非結構性碳水化合物之代謝 

1.1. 溫度影響葉鞘中澱粉之累積 

為了瞭解溫度對於葉鞘分別處於sink與source時期澱粉代謝的影響，我們將水

稻抽穗期區分為抽穗前的sink時期與抽穗後的source時期，分別進行溫度處理的實

驗。首先，針對抽穗前葉鞘處於sink時期之時，各溫度處理對葉鞘中非結構性碳水

化合物累積的影響。我們於水稻抽穗前6天將水稻移入日/夜溫為15/13℃、25/20℃、

35/30℃三種溫室中。並自實驗處理當天開始，每隔三天各取樣一次，直到25/20℃

處理組抽穗。因受溫度改變之影響，各組處理抽穗日期有所不同，35/30℃組較25/20

℃組提早一天抽穗，而15/13℃組則是與25/20℃組同天抽穗但於抽穗後並無開花跡

象。分析水稻-2葉鞘中澱粉含量，由圖一顯示在進行溫度處理後的前三天，各處理

對葉鞘中的澱粉含量並無造成顯著性的差異。但到了溫度處理後第6天，對照組

(25/20℃)之澱粉含量大增，此時低溫處理(15/13℃)與對照組(25/20℃)相比澱粉含量

差異不大，但高溫處理(35/30℃)下的澱粉含量卻明顯下降至對照組(25/20℃)的

37.14%，顯示葉鞘中澱粉的累積確實受到高溫環境(35/30℃)的影響而降低。 

 

1.2. 溫度影響葉鞘中可溶性醣類之含量 

由圖一的結果顯示，高溫處理下(35/30℃)葉鞘中澱粉的含量明顯降低。為瞭

解在葉鞘在澱粉生合成過程中是否受限於基質的供應，而使得澱粉的累積受到影

響，我們進一步的分析葉鞘中可溶性醣類含量的變化。由圖二顯示，可溶性醣類

在15/13℃處理三天內快速累積，達到溫度處理開始時的1.54倍，之後則一直維持

著相當高濃度的可溶性醣含量。而在對照組(25/20℃)與高溫處理(35/30℃)兩組之趨

勢分析顯示，處理三天之後可溶性醣含量略為增加，但到了第6天時兩處理之葉鞘

中可溶性醣類含量皆下降為第3天時的61~62%。在溫度處理的過程中，高溫處理組
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(35/30℃)與對照組(25/20℃)所表現出的醣類含量與變化趨勢皆相去不遠，但在高溫

處理(35/30℃)下，澱粉含量卻不如對照組(25/20℃)般大量累積。 

 

1.3. 溫度處理下之蛋白質含量與各澱粉生合成酵素之活性 

除了供應作為澱粉生合成的受質含量受溫度影響變化以外，澱粉累積量亦可

能受到其生合成相關酵素活性之影響。為測試此一假設，我們亦測定GBSS與SSS

在各溫度處理下的活性變化，觀察是否因此造成澱粉累積量之不同。 

水稻-2葉片葉鞘之GBSS活性在高溫處理下(35/30℃)與對照組(25/20℃)表現幾

無差別，但在低溫處理下(15/13℃)其活性在第0天至第3天期間略為降低至約為對

照組(25/20℃)處理的80%(圖三-A)。到了第6天之後，因為隨著高溫處理與對照組

所表現的活性亦開始下降，於是三個處理間GBSS的活性又無差異存在了。而SSS

活性在對照組(25/20℃)下於溫度處理期間顯示活性略為提高的趨勢，而15/13℃處

理下的SSS活性，則在實驗過程中無任何變化，一直維持固定的活性。高溫處理下

的SSS活性則在第0天至第3天時下降，之後則維持與對照組相同但活性略低的趨勢

(圖三-B)。 

而溫度處理對於葉鞘中蛋白質含量的影響，由圖四顯示，在開始試驗的前三

天，對照組的蛋白質含量仍在上升。而在低溫處理下，葉鞘中可溶性蛋白質則含

量幾乎沒有變化。而在高溫處理下，則顯示葉鞘中蛋白質含量的顯著下降。 

 

2. 抽穗後溫度對穀粒充實與葉鞘中澱粉代謝之影響 

2.1. 各種溫度處理下水稻穀粒充實之差異 

為瞭解溫度處理對穀粒充實的影響，在水稻抽穗後即分別將水稻移往35/30

℃、25/20℃、15/13℃三種不同溫度之溫室。並於抽穗後第0、3、6、9、12天時，

將稻穗取下以80℃烘箱烘乾、脫粒後秤取穀粒重，並將其結果與充實速率整理如

圖五。在高溫下35/30℃下穀粒充實速率明顯提高，當抽穗後第9至12天時，充實速
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度達到25/20℃處理下的2.87倍(圖五-B)，顯示高溫下確實提高了穀粒充實速度。 

 

2.2. 各溫度處理下抽穗後葉鞘澱粉降解過程的改變 

為了瞭解抽穗後葉鞘中暫存性澱粉轉移到穀粒充實的過程是否受到溫度的影

響，我們對抽穗後的水稻進行不同溫度的處理並分析其葉鞘中澱粉含量。但若於

抽穗後立即將水稻分組進行溫度處理，將會使抽穗開花受到阻礙，使得水稻sink 

size的不同並影響實驗目標。到了抽穗後第9天(約為開始開花後一週)，大多數的穎

花皆已開花授粉，並進入穀粒充實期，因此我們將開始處理的時間點設於此時。

如此我們可以將實驗變因控制在溫度對葉鞘供應穀粒充實能力的影響上。 

因此於抽穗後第9天開始，將水稻分別移至高溫(35/30℃)、低溫(15/13℃)與對

照組(25/20℃)之溫室下處理，並於處理後第1、3、6天收取水稻-2葉葉鞘進行澱粉

含量分析(圖六)。結果顯示，在進行溫度處理後第1至第3天間，25/20℃處理下葉

鞘中澱粉以平均42.6 mg/day的速度驟降，之後則澱粉含量幾乎不再進一步變化。

而高溫處理下，則顯示澱粉以穩定且緩慢的速度(9 mg/day)緩緩減少。而在溫度處

理期間，低溫處理下的葉鞘中澱粉含量則幾乎沒有任何降解的現象，一直維持在

相當高的澱粉含量。 

 

2.3. 溫度處理下葉鞘中澱粉水解酵素活性之變化 

為了探討各溫度處理間，葉鞘中澱粉含量下降速率不同之原因，我們進一步

分析澱粉水解過程中一般被認為最主要的兩種澱粉水解酵素之活性，分別為α

-amylase與β-amylase。在對照組(25/20℃)的處理下，α-amylase的活性在處理後第

1天所表現的活性最高，之後隨著時間慢慢降低，而高溫處理組(35/30℃)則亦顯示

類似的活性變化趨勢(圖七-A)。相較於其他兩組α-amylase活性下降的趨勢，α

-amylase在低溫處理下(15/13℃)則維持較高的活性直到處理後第三天才開始下降

(圖七-A)。而分析β-amylase在各溫度處理下的活性，則顯示在溫度處理期間各處
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理皆並無明顯的變化趨勢存在，且各溫度處理間的差異亦不顯著(圖七-B)。 
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討論 

1. 水稻抽穗期的劃分與實驗設計 

水稻葉鞘中的澱粉於抽穗期前後發生sink-source transition現象時，並沒有明確

的時間點指出-2葉葉鞘於何時開始累積澱粉，又將於何時開始降解澱粉。但當以人

為方式於抽穗前去除稻穗，使之沒有「抽穗」這個明確時間點的劃分時，與正常

抽穗的對照組比較，去穗組的-2葉葉鞘會持續累積澱粉一段時間才開始降解，且其

降解之幅度也遠不如對照組正常抽穗的植株，顯示抽穗對於葉鞘中暫存性澱粉的

累積與降解，為具有指標性的分界(Chen and Wang, 2008)。因此為了瞭解溫度處理

對於葉鞘處於sink stage與source stage時的影響，我們利用抽穗當作這兩個時期的劃

分，並分別針對各時期進行不同的溫度處理，以觀察其對葉鞘中澱粉代謝的影響。 

Marcelis認為，植物體內sink strength對同化物質分佈的影響非常大(Marcelis, 

1996)。因此我們在設計溫度影響葉鞘作為source組織提供碳源的實驗時，特別注

意溫度對sink strength的影響。為了避免溫度處理對穀粒造成不稔，進而影響葉鞘

的source strength，我們將抽穗後溫度處理設定於抽穗後第9天進行，此時大多數的

穎花已完成受粉，以減少sink size不同對實驗結果的影響。 

 

2. 各溫度處理下葉鞘中非結構性碳水化合物累積之差異 

根據我們的實驗結果顯示(圖一)，25/20℃下水稻-2葉鞘自抽穗前3天與抽穗當

天相比，澱粉累積量明顯多了1.85倍，同時葉鞘中可溶性醣類含量略為下降，顯示

在一般環境下，大多數的碳水化合物主要以澱粉的形式貯藏於水稻葉鞘中。但在

高溫環境下，可溶性醣類含量變化雖然與對照組相似(圖二)，但澱粉含量部份卻不

增反降(圖一)。1987年Weng等人發表植物呼吸作用因溫度上升而提高的速率大於

光合作用速率提高的幅度(Weng and Chen, 1987)，因此推論高溫下葉鞘中澱粉累積

量無法上升，可能是因同化物質大多因呼吸作用的提高而流失，進而影響葉鞘中
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澱粉的累積。 

而相對於對照組與高溫處理，在低溫下我們觀察到大量的非結構性碳水化合

物以可溶性醣類的形式存在。除了我們的實驗結果之外，亦有其他研究報告描述

植物於低溫環境下進行可溶性醣類的累積(Guy et al., 1992; Kaplan and Guy, 

2004)。一般認為，在細胞中存在高濃度的可溶性醣類在低溫環境下可以維持細胞

內外的滲透壓與光合作用的電子傳遞鏈(Kaplan and Guy, 2004)，保護植物度過低溫

逆境。 

 

3. 溫度對於葉鞘澱粉生合成酶之酵素活性的影響 

圖三中GBSS與SSS的活性分析顯示，此二種澱粉生合成酶之活性在各溫度處

理間的差意並無達到顯著水準。因此推澱粉生合成酶之酵素活性並非造成高溫環

境下，葉鞘中澱粉累積量減少之主因。然而，以SSS酵素活性而言，溫度處理透過

影響葉鞘中可溶性蛋白的含量亦是另一個影響其總活性變化的主要因子。 

高溫影響植物蛋白含量的報導甚多，如2001年Chaitanya等人分析桑葚在高溫

環境下葉片的代謝，指出葉片中蛋白質含量與碳水化合物含量皆因高溫而下降

(Chaitanya et al., 2001)。He等人於2005年報告，禾本科的雜草Agrostis stolonifera於

高溫處理下細胞內蛋白酶的活性提高，並加速蛋白質的分解(He et al., 2005)。蛋白

質的降解除了使得各澱粉代謝酵素活性降低外，在葉片中佔絕大部分的葉綠素含

量亦隨高溫的處理而明顯下降(Blum et al., 1994)，進而降低光合作用的能力，使葉

片進入老化時期，同時也影響了葉片中碳水化合物的累積。 

由實驗結果顯示，低溫處理下蛋白質的含量在處理期間幾乎無任何變化(圖

四)。根據Maruyama等人對生長於低溫(15℃)下水稻幼苗的第四葉片進行分析，低

溫下蛋白質含量的累積量遠低於對照組，其中RuBP carboxylase與數種負責在葉綠

體中進行光合作用電子傳遞與光磷酸化(photophosphorylation)的蛋白質生合成被

明顯抑制(Maruyama et al., 1990)。雖然本實驗之研究對象為水稻-2葉片之葉鞘，但
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在層層的葉鞘包圍下，仍有約一半暴露於外界可供進行光合作用的反應。因此推

測在對照組下，所萃取之可溶性蛋白中仍有很大一部份的光合作用相關蛋白，在

處理開始之後繼續生合成。而這一部份的光合作用蛋白，其生合成卻在低溫環境

下受到抑制，使得可溶性蛋白含量無法如對照組般增加。 

 

4. 抽穗後葉鞘中澱粉的降解過程受溫度之影響 

在實驗未開始時我們假設，高溫提高穀粒充實前期的速度(Morita et al., 

2005)，而葉鞘作為提供穀粒充實來源之一，亦應提高其供應的能力來支持穀粒的

充實。然而在我們的實驗結果卻顯示，在對照組(25/20℃)處理開始後第1~3天間所

出現的澱粉快速降解的現象，在高溫處理(35/30℃)下並不復見，相反地其降解速

度甚至可以平緩來形容整個澱粉含量減少的過程(圖六)。此外，分析水稻葉鞘中兩

種主要的水解酵素α-amylase與β-amylase。發現與對照組相比，高溫下之活性並

沒有比較高(圖七)，因此推測，水解酵素再之活性並不因溫度提高而提高其活性，

因此葉鞘中澱粉降解速度較為緩慢。 

 

5. 結論與未來展望 

葉片中的澱粉並非如貯存器官中的累積性澱粉般處於一個長時間穩定的累積

或分解的過程，而是處在一個對環境敏感且同時進行累積與分解的動態平衡中

(Smith et al., 2003)。即使澱粉合成速率不斷地提高，但若同時澱粉分解速率亦增加

的更快，則其結果仍是顯示澱粉含量的下降，反之亦然。 

本論文嘗試利用抽穗前與抽穗後兩個時期，分別釐清各種溫度對於葉鞘貯存

與供源兩種角色的影響。但溫度環境不利於產量的原因非常的複雜，從授粉率影

響的sink size開始到葉片的老化、呼吸作用、碳水化合物代謝與蛋白質含量、酵素

在各溫度環境下的實際活性等因素都是影響葉鞘中澱粉提供至穀粒的主要原因。

又本論文在澱粉生合成酵素活性分析的部份僅提供了SSS、GBSS兩酵素活性的分
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析結果，作為複雜的澱粉生合成過程來說畢竟未能全部涵蓋並由此斷定溫度對澱

粉生合成過程影響僅及於此。或是以萃取蛋白再加以分析活性的方式，是否真能

區分各酵素活性在該溫度處理下所受之影響等等。此外，在葉鞘澱粉生合成過程

中，未必僅只有澱粉合成相關酵素的作用，應亦同時存在澱粉分解酵素的分解。

未能同時分析分解與合成酵素的活性與各溫度下各酵素的活性，是本實驗設計時

所欠慮之處。因此我們仍在進行實驗，希望能將此一部份資料取得，使得本課題

能更加完備。 
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圖一、溫度對於抽穗前-2葉葉鞘澱粉含量變化之影響 

於抽穗前6天分別將水稻移至高溫(35/30℃)、低溫(15/13℃)與對照組(25/20℃)進行溫

度處理，並分別分析處理後0、3、6天之-2葉葉鞘之澱粉含量變化。      ：25/20

℃、      ：15/13℃、      ：35/30℃，垂直線段代表n = 4之Standard Error (S.E.)，

DW 代表dry weight。 



 

33 

 

 

 

 

 

 

  

圖二、溫度對於抽穗前-2葉葉鞘中可溶性醣類含量之影響 

於抽穗前6天分別將水稻移至高溫(35/30℃)、低溫(15/13℃)與對照組(25/20℃)進行

溫度處理，並分別分析處理後0、3、6天之-2葉葉鞘之可溶性醣類含量變化。      ：

25/20℃、      ：15/13℃、      ：35/30℃，垂直線段為S.E.( n = 5)，DW代表

dry weight。 
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圖三、溫度對於抽穗前-2葉葉鞘中澱粉合成酶酵素活性之影響 

於抽穗前6天分別將水稻移至高溫(35/30℃)、低溫(15/13℃)與對照組(25/20℃)進行

溫度處理，並分別分析處理後0、3、6天之-2葉葉鞘中澱粉合成酶之酵素活性變化。

(A)GBSS acivivty。垂直線段為S.E. (n = 4)。(B)SSS activity。垂直線段為S.E. (n =

5)。      ：25/20℃、      ：15/13℃、      ：35/30℃，FW代表fresh weight。
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圖四、溫度對於抽穗前-2葉葉鞘中蛋白質含量變化之影響 

於抽穗前6天分別將水稻移至高溫(35/30℃)、低溫(15/13℃)與對照組(25/20℃)進行

溫度處理，並分別分析處理後0、3、6天之-2葉葉鞘之蛋白質含量變化。      ：

25/20℃、      ：15/13℃、      ：35/30℃，垂直線段代表n = 5之S.E.。FW代

表fresh weight。 
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圖五、溫度對於抽穗後穀粒充實與充實速率之影響 

於抽穗當天分別將水稻移至高溫(35/30℃)、低溫(15/13℃)與對照組(25/20℃)進行

溫度處理，並分別分析處理後0、3、6、9、12天之穀粒重量充實速率。(A)穀粒

重量變化。(B)穀粒充實速率。      ：25/20℃、      ：15/13℃、      ：35/30

℃，垂直線段代表n = 5之S.E.。 
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圖六、溫度對抽穗後-2葉葉鞘中澱粉含量變化之影響 

於抽穗後第9天分別將水稻移至高溫(35/30℃)、低溫(15/13℃)與對照組(25/20℃)進

行溫度處理，並分別分析處理後1、3、6天之-2葉葉鞘中澱粉含量變化。      ：

25/20℃、      ：15/13℃、      ：35/30℃，垂直線段代表n = 3之S.E.，DW代

表dry weight。 
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圖七、溫度對於抽穗後-2葉葉鞘澱粉水解酵素活性之影響 

於抽穗後第9天分別將水稻移至高溫(35/30℃)、低溫(15/13℃)與對照組(25/20℃)進

行溫度處理，並分別分析處理後1、3、6天之-2葉葉鞘中澱粉水解酵素活性。(A)α

-amylase之活性變化。垂直線段為S.E. (n = 4)。(B)β-amylase之活性變化。垂直線

段為S.E. (n = 4)。      ：25/20℃、      ：15/13℃、      ：35/30℃，FW代表

fresh weight。 
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附錄一 

 木村氏水耕液 

A液： 

(NH4)2SO4 24.1 g/L 

KNO3  9.25 g/L 

MgSO4.7H2O  67.5 g/L 

KH2PO4  12.4 g/L 

B液： 

Fe-citrate 7.5 g/L 

Ca(NO3)2.4H2O  43.1 g/L 

12N HCl 41.67 mL 

C液： 

H3BO3  0.155 g/L 

MnSO4.H2O 0.034 g/L 

ZnSO4.7H2O 0.058 g/L 

CuSO4.5H2O  0.013 g/L 

MoO3 0.007 g/L 

使用前分別取1 mL之 A、B、C液調配為1 L 之水耕液，pH調整至4.7~4.8間。 
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附錄二 

 Starch synthase 活性分析原理 

SSS與GBSS反應過程皆相同 

 

  

STEP 2 
Phosphocreatine 
(Creatinephosphate) 

Creatine phosphokinase (CK) 

Creatine 

ATP

STEP 3 
Hexokinase (HK)

Glucose-6-phosphate 

Glucose

ADP

Gluconate-6-phosphate + H+ 

NADP+ 

NADPH 

G6PDH 

STEP 1
Amylopectin (n) 

Amylopectin (n+1) 

ADP-glucose 

ADP 

starch synthase*
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附錄三 

 α-amylase 活性分析原理 

下圖節錄自Kit內所附之操作說明 

 

如上圖， BPNPG7是對α-amylase有專一性的substrate。當α-amylase將BPNPG7

以內切酶破壞後，露出ρ-nitrophenyl maltosaccharide的還原端，此時Kit內含的α

-glucosides變會進一步地將其分解，並釋放出ρ-nitrophenol。最後再利用pH~11.0

的tri-Sodium Phosphate使其變色，我們利用分析黃色的ρ-nitrophenol於400 nm下之

吸光值，確定其含量，並加以推算α-amylase之活性。 
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附錄四 

 β-amylase 活性分析原理 

下圖節錄自Kit內所附之操作說明 

 
如上圖，β-amylase將PNPG5以外切酶破壞後，形成PNPG3，此時Kit內含的α

-glucosides變會進一步地將其分解，並釋放出ρ-nitrophenol。最後再利用pH~11.0

的tri-Sodium Phosphate使其變色，我們利用分析黃色的ρ-nitrophenol於410 nm下之

吸光值，確定其含量，並加以推算β-amylase之活性。 

 

本實驗利用α-amylase酵素存在對PNPG5反應的延遲時期，嚴格控制反應時間以降

低α-amylase的干擾。 
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