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摘要: 研究了脱水速率对木奶果种子脱水敏感性和抗氧化酶活性的影响。木奶果种子初始含水量高达 1� 72

g H2O� g�1 DW, 萌发率为 86� 67%。含水量降至 0� 90 g H 2O� g�1 DW 左右时, 慢速脱水种子的萌发率为

97� 78% , 而快速脱水的种子萌发率仅为 64� 44%。快速脱水至含水量为 0� 76 g H2O � g�1 DW 时萌发率为

21� 67% , 而慢速脱水至 0� 68 g H2O � g�1 DW 时, 萌发率仍高达 55� 56%。确定了木奶果种子是对慢速脱

水耐受性更高的顽拗性种子。在种子脱水过程中, 相对电解质渗透速率和脂质过氧化产物 ( TBARs) 都

呈升高趋势, 但慢速脱水后的种子, 其 T BARs 升高的速率较快速脱水的慢。快速脱水的种子中超氧化岐

化酶 ( SOD)、脱氢抗坏血酸还原酶 ( DH AR) 和抗坏血酸过氧化物酶 ( APX ) 的活性较慢速脱水的高,

而过氧化氢酶 ( CAT ) 活性较慢速脱水的低, 未检测出谷胱甘肽还原酶 ( GR) 的活性。这些结果表明, 在

木奶果种子脱水耐性获得过程中过氧化氢酶比其他抗氧化酶作用更大。
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Abstract: T he effects o f different dr ying rate on desiccation to ler ance and ntio xidant enzyme activ ities of Bac�

caur ea r amilfor a seeds were studied in this paper. T he initial water content ( WC) of B� ramilfor a seeds was

high 1� 72 g H2 O � g�1 DW, and germination w as 86� 67% , respectiv ely . When the seeds dehydrated to the

same water content ( 0. 90g H 2O� g�1DW) , the germination of seeds incr eased with slw o�dehydrated method

( 97� 78% ) , while decreased with r apid�dehydrated method ( 64� 44% ) . T he germination of rapid�dehydrated

seeds w ith 0� 76 g H 2O� g�1DW WC w as 21� 67% , w hile that of slow�dehydrated seeds w ith 0� 68 g H 2O� g�1

DW WC was 55� 56% . The B� ramilfor a seeds w ere recalcitrant seeds which show ed higher to ler ance to slow

dehydration. Both of relative electro ly te leakage and lipid pero x idat ion incr eased fo llow ing hedehydrat ion, and
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the increase rate of slow�dehydrated seeds were slower than rapid�dehydrated seeds. Among these antio x idant

enzymes, the activ ities of SOD, DH AR and APX were higher in r apid�dehydrated seeds t han slow�dehydrated

seeds, w hile CAT w as low er, and GR was not found. These results indicat ed that CAT played more impor�

tant role in desiccation to ler ance of B� r amilfora seeds than the other antiox idant enzymes.

Key words: Baccaurea ramilfora ; Drying rate; Antioxidant enzyme; L ipid peroxidation; Desiccation sensitiv ity

� Roberts ( 1973) 根据种子的贮藏特性将种子

分为正常性种子 ( orthodox seed) 和顽拗性种子

( recalcit rant seed) 两种类型。顽拗性种子成熟时

具有较高的含水量和代谢活性, 且对脱水和低温敏

感。顽拗性种子的脱水敏感性除了取决于物种的遗

传特性外, 还与种子的发育状态、脱水条件及脱水速

率密切相关 ( Pammenter and Berjak, 1999)。Wesley�
Smith ( 2001) 等发现, 相对于慢速脱水的种子, 快速

脱水的菠萝蜜 ( Artocarpus heterophyllus ) 种子能获

得较高的脱水耐性。快速脱水使顽拗性种子没有足够

的时间完成慢速脱水时引起的与脱水有关的恶化反应

(Bilia等, 1999)。脱水到相同含水量时, 慢速脱水需

要较长的时间, 这样造成脱水伤害的积累; 快速脱水

在较短时间内完成, 伤害的积累较少 ( Waters等,

2001)。因此, 一般认为顽拗性种子的脱水速率越

快, 伤害积累就越少, 种子能耐受的水分含量就越

低。

Pammenter and Ber jak ( 1999) 认为顽拗性种

子脱水伤害的一个重要原因是代谢失衡导致如活性

氧 ( reactive oxygen species, ROS) 等有害物质的

大量积累, 进而产生过氧化伤害。正常性种子有一

套完备的抗氧化系统, 包括抗氧化酶和抗氧化剂,

抗氧化酶主要有超氧化岐化酶 ( superoxide dismutase,

SOD) , 过氧化氢酶 ( catalase, CAT ) , 抗坏血酸过氧

化物酶 ( ascorbate peroxidase, APX) , 脱氢抗坏血酸

酶 ( dehydroascorbic acid reductase, DHAR), 谷胱甘

肽还原酶 ( glutathione reductase, GR) 等。顽拗性种

子中也存在抗氧化系统, 并且在一些顽拗性种子中已

得到证实, 过氧化作用的加强和抗氧化酶活性的下降

是该类种子脱水过程中活力丧失的主要原因之一

(Smith and Berjak, 1995)。但是一些研究者发现活性

氧和脂质过氧化的积累发生在细胞死亡后, 因而提出

它们的积累可能是活力丧失的结果而非原因 ( Hen�

dry, 1993; Gr eggain等, 2001; Roach等, 2008)。

木奶果 ( Baccaurea r am iflor a Lour. ) 属于大

戟科木奶果属, 是常绿乔木, 在印度、马来西亚至

中国西南部都有分布, 其果肉多汁、酸甜可口, 是

著名的热带野生水果。关于木奶果种子特性的研究

未见报道, 本文以木奶果种子为材料, 研究了以快

速和慢速两种脱水方式处理后种子活力的变化, 测

定了不同脱水过程中抗氧化酶活性的变化, 并且对

脱水后指示细胞膜损伤程度的电导率和脂质过氧化

产物 TBARs的含量进行了测定。目的在于确定木

奶果种子的贮藏特性, 找出提高其脱水耐性的脱水

处理方式, 进而探讨不同方式的脱水对木奶果种子

的损伤和抗氧化酶系统的保护运行机制的差异, 最

终为延长木奶果种子的保存寿命提供理论指导。

1 � 材料和方法
1� 1 � 实验材料

木奶果根据果皮颜色可分为白皮木奶果和紫皮木奶果,

本实验用紫皮木奶果为材料。于 2009年 7月 4 日在中国科

学院西双版纳热带植物园内的同一棵树上采花后 102 d 的

种子。剥去果皮后, 搓洗掉种子表面果肉, 清水漂洗后晾

干备用。

1� 2 � 脱水处理

处理 1: 将种子放入置于室温下、装有活化硅胶的干

燥器中进行快速脱水, 脱水时间分别为 0、2、4、8 和 12 h

(硅胶和种子的体积比例为 10! 1)。处理 2: 将种子放入室

温下、85% 相对湿度的培养箱中进行慢速脱水 0、1、2、3

和 4 d。

1� 3 � 含水量的测定

分别随机取 3 粒新鲜和脱水后的种子置于称量瓶中,

在 103∀ 的烘箱中烘 17 # 1 h, 以干重为基础计算含水量

( g H 2O � g�1 DW) , 重复 4 次, 取平均值。

1� 4 � 萌发率测定

将不同含水量的种子播种在盛有 1% 琼脂的培养皿中, 每

个培养皿 15 个种子, 3次重复。在 30∀ 恒温的暗培养箱中萌

发, 以胚根伸出2 mm作为萌发标准, 40 d后统计萌发率。

1� 5 � 相对电解质渗漏率的测定

用 DDS�307 电导率仪 (上海雷磁仪器厂) 测定相对电

导率。从种子中剥出胚轴, 放入装有 10 ml超纯水的长玻
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璃试管中, 迅速摇匀后用电导仪测定初始值, 记做 e1 ; 在

室温下放 2 h (期间摇动数次) 后再次测定, 记做 e2 ; 将

试管用玻璃珠封口后垂直放在沸水中煮 30 min, 冷却至室

温, 补充蒸发的水分, 摇匀后测定终值, 记做 et。每个试

管中 3 个胚轴, 重复 4 次。相对电解质渗漏率的计算公式

为: ( e2- e1 ) / et ∃ 100%。

1� 6 � 脂质过氧化产物的测定

取木奶果胚轴在液氮中磨成干粉, 冰浴条件下用 5 ml

5%三氯乙酸抽提 30 min, 在 4 ∀ 、10 000∃ g 离心 15 min,

测定上清液中脂质过氧化产物的含量。按照 H endry

( 1993) 的方法, 脂质过氧化产物通过测定与硫代巴比妥酸

反 应 后 产 物 ( t hiobarbituric acid�reactiv e substances,

TBARs) 的浓度来计算。

1� 7 � 抗氧化酶的提取和测定

抗氧化酶的提取参照 Jiang and Zhang ( 2001) 的方法。取

约0� 2 g 木奶果的胚轴, 在液氮中磨成干粉。加 6 ml提取液,

50 mmol �L�1磷酸缓冲液, pH 7� 0, 1 mmol � L�1EDTA (乙二

胺四乙酸) , 1% ( W/ V ) 不溶性的 PVP (聚乙烯吡咯烷

酮) , 1 mmo l� L�1抗坏血酸 ( asco rbic acid, A sA , APX用)

中研磨成匀浆, 匀浆在 4∀ , 15 000∃ g 离心 20 min。取上

清液进行酶活性测定。

超氧化物歧化酶 ( EC1� 15� 1� 1) 的测定参照 Donahue

( 1997) 的方法。抗坏血酸过氧化物酶 ( EC1� 11� 7) 的测

定参 照 Kn�r zer 等 ( 1996 ) 的 方 法。过 氧 化 氢 酶

( EC1� 11� 1� 6) 的测定参照 Aebi ( 1983) 的方法。谷胱甘

肽还原酶 ( EC1� 6� 4� 2) 的测定参照 Halliw ell and Foyer

( 1978) 的方法。脱氢抗坏血酸还原酶 ( EC1� 8� 5� 1) 的测

定参照 Arr ig oni等 ( 1992) 的方法。

1� 8 � 蛋白质含量的测定

蛋白质含量的测定参照 Bradfo rd ( 1976) 的方法, 用

牛血清白蛋白作标准曲线。

2 � 结果和分析
2� 1 � 不同脱水速率对种子脱水耐性的影响

2� 1� 1 � 脱水方式对脱水速率的影响 � 在快速脱水

和慢速脱水的条件下, 木奶果种子水分丧失的速率有

显著差异。含水量减少约50%时所花的时间, 快速脱

水为12 h, 慢速脱水需要72 h (图 1)。

2� 1� 2 � 脱水速率对种子萌发率和电解质渗漏率的
影响 � 两种脱水方式下, 轻度脱水种子萌发率都较

高, 未经脱水种子萌发率为 86� 67% , 经快速脱水

4h 后, 萌发率提高到 88� 89%, 而慢速脱水 72 h

后, 萌发率提高到 97� 78%。当含水量降至 0� 90 g
H 2O � g�1 DW 左右时, 慢速脱水的种子萌发率为

97� 78% , 快速脱水的则降低至 64� 44% , 慢速脱

水含水量降至 0� 68 g H 2O � g�1 DW 时, 萌发率才

降低至 55� 56% (图 2: a)。

图 1 � 不同脱水速率下木奶果种子含水量的变化

Fig�1 � Chang es in water content of B� ramif lora

seeds at dif feren t drying rates

图 2 � 不同脱水条件下, 木奶果种子的萌发率 ( a) 和相对电解质渗漏率 ( b ) 的变化

Fig� 2 � Changes in germination ( a) and relat ive elet rolyte leakage ( b ) of B� ramif lora s eeds at diff er ent drying rates
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随着脱水进行, 种子胚轴的电解质渗漏率逐渐增加

(图 2: b) ; 在脱水初期, 电解质渗漏率增加较慢,

随着脱水程度加深, 电解质渗透率迅速增加, 且快

速脱水的种子, 其电解质渗漏率比慢速脱水的增加

的快。

2� 2 � 脱水速率对 SOD、CAT、APX和 DHAR 活

性与脂质过氧化的影响

2�2�1 � 脱水速率对 SOD、CAT 、APX和 DHAR活

性的影响 � 在脱水过程中 SOD活性呈下降趋势,

其中慢速脱水至 0� 68 g H 2O �g�1 DW 时 SOD活性

反而大幅度升高 (图 3: a) ; CAT (图 3: b) 和

DHAR (图 3: c) 的活性呈升高趋势; APX的活

性是先升高后降低 (图 3: d) ; 未检测出 GR 的活

性。在快速脱水条件下, 木奶果种子的 SOD、

DHAR 和 APX 活性较慢速脱水高, 而 CAT 活性

较慢速脱水低。

2� 2� 2 � 脱水速率对 T BARs含量的影响 � 两种

脱水方式下, 随着脱水进行木奶果种子中 TBARs

含量都逐渐上升, 快速脱水至 1� 25 g H2O �g�1 DW

含水量时 TBARs 略有下降后再上升, 而快速脱水

至 0� 90 g H 2O � g�1 DW 含水量时 TBARs 迅速下

降后再急剧上升 (图 4)。总体来说, 快速脱水后

种子的 T BARs含量高于慢速脱水。

3 � 讨论
木奶果种子初始含水量为 1�72 g H2O �g�1 DW。

快速脱水至含水量为0� 88 g H 2O �g�1 DW时萌发率开

始显著降低, 含水量降至 0� 76 g H 2O � g�1 DW 时

萌发率只有 21� 67%。木奶果种子保存在 4 ∀ 条件

下 2个月后全部失活 (未发表结果)。因此, 木奶

果种子属于典型的热带顽拗性种子。

轻度脱水有利于提高顽拗性种子的萌发率

( Finch�Savage and Blake, 1994; Konstantinidou 等,

2008) , 木奶果种子在快速和慢速轻度脱水后萌发

图 3 � 不同脱水速率下, 木奶果胚的 SOD, CAT, DHAR 和 APX活性的变化

Fig� 3 � Chan ges in act ivi ties of SOD, CAT , DHAR and APX of B� ram iflora embryos at dif ferent drying rates

( a, SOD; b, CAT; c, DHAR; d, APX)
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图 4 � 不同脱水速率下, 木奶果种子的 TBARs含量的变化

Fig� 4 � Changes in TBARs of B� ramif lora

seeds at diff erent drying rates

率都有所提高, 其中慢速脱水提高显著, 从

86� 67%提高到 97� 78%。随着脱水程度进一步加

深萌发率迅速下降, 脱水至相近含水量时慢速脱水

的种子萌发率高于快速脱水的 (图 2: a)。本研究

表明木奶果种子慢速脱水比快速脱水更有利于提高

脱水耐性。这与正常性种子玉米胚慢速脱水时脱水

耐性较快速脱水高的结果相类似 (罗银玲等,

2005)。

然而, 许多研究认为快速脱水能提高顽拗性种

子的脱水耐性 ( Pammenter 等, 1998; Wesley�
Sm ith 等, 2001; Song 等, 2003 )。伍 贤进 等

( 2001) 研究了脱水速率对黄皮胚轴脱水敏感性的

影响, 发现快速脱水的胚轴能在较低含水量下存

活, 降低了黄皮胚轴半致死含水量, 提高了其脱水

耐性。Wesley�Smith等 ( 2001) 发现快速脱水明显

提高了木菠萝胚轴的脱水耐性, 快速脱水至 0� 37 g
H2O �g�1 DW 时存活率仍然保持在 100%, 但慢速

脱水至相同含水量时存活率已降为零。很多研究也

表明, 与慢速脱水相比, 顽拗性种子在快速脱水后

具有更高的萌发率, 从而得出慢速脱水对种子的伤

害比快速脱水大的结论 (邵玉涛等, 2006; 李永红

和马颖敏, 2008; 闫兴富等, 2009)。

木奶果胚轴的电解质渗透速率随着脱水进程逐

渐增加, 在萌发率很高时快速脱水和慢速脱水的电

解质渗透速率缓慢增加比较近似, 当电解质渗漏率

明显增加时, 慢速脱水萌发率明显高于快速脱水

(图 2: b)。这些结果表明木奶果胚轴的电解质渗

漏率变化能一定程度上反映种子的脱水伤害程度。

Smith and Berjak ( 1995) 认为脱水使顽拗性

种子活力降低的主要原因之一是自由基伤害和膜质

过氧化作用。Pammenter 等 ( 2000) 提出, 在脱

水的顽拗性种子中至少发生两种类型的伤害: 严格

的脱水伤害和建立在水分基础上的氧化伤害。前者

在丧失大量水分时发生, 引起大分子结构的伤害;

后者在中间含水量时发生, 是一种不受调控的代谢

作用, 即自由基的产生及脂质过氧化作用的结果。

木奶果种子脂质过氧化产物 T BARs含量随脱水逐

渐增加, 快速脱水 TBA Rs含量增加速率高于慢速

脱水, 两种脱水方式含水量降至 0� 90 g H 2O � g�1

DW 左右时, 慢速脱水种子的萌发率达到最大为

97� 78% , 而快速脱水的萌发率为 64� 44% , 此时

慢速脱水过程中 T BARs的含量降低, 且远低于此

时的快速脱水 (图 4)。因此综合萌发、相对电解

质渗漏率以及 T BARs含量的结果, 可以看出木奶

果种子在快速脱水以后受到的伤害要大于慢速脱

水, 这与顽拗性种子更耐快速脱水的很多研究相反

(邵玉涛等, 2006; 李永红和马颖敏, 2008; 闫兴富

等, 2009)。另外在快速脱水导致伤害大的同时,

与慢速脱水相比, 木奶果种子具有较高的 SOD,

APX和 DHAR活性, 仅 SOD 活性低于慢速脱水。

为什么较高的抗氧化酶 ( SOD, APX 和 DHAR)

活性状态下, 种子的脂质过氧化水平反而更高? 一

个可能的原因是 CAT 在脱水耐性的获得中起着决

定性的作用; 另外, 抗氧化酶 SOD, APX 和

DHAR可能是在受到较大的脱水伤害时才被诱导,

所以当快速脱水伤害大时, 导致种子具有较高的酶

活性。

本实验确定了木奶果种子的贮藏特性属于顽拗

性, 慢速脱水更有利于提高其萌发率, 所以慢速适

度脱水后可能会有利于提高木奶果种子的贮藏寿

命。与大多数认为顽拗性种子的脱水速率越快, 伤

害积累就越少, 种子能耐受的水分含量就越低的观

点相反, 木奶果种子对快速脱水更敏感, 受伤害更

大。这样的耐慢速脱水的顽拗性种子未见报道, 因

此进一步研究的价值极大。
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