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摘要: 以发育中的玉米胚为材料, 研究了玉米胚脱水耐性的发育变化及其与抗氧化系统之间的关系。结果

表明, 授粉后18 d 的胚获得萌发能力, 但不耐脱水; 授粉后 36 d的胚开始获得耐脱水能力, 并随着发育逐

渐增加。随着发育, 胚的超氧化物歧化酶 ( SOD)、抗坏血酸过氧化物酶 ( APX)、谷胱甘肽还原酶 ( GR) 和

脱氢抗坏血酸还原酶 ( DHAR) 的活性逐渐降低, 过氧化氢酶 ( CAT) 活性逐渐增加。授粉后 16~ 22 d 的玉

米胚中检测不到抗坏血酸, 24 d 后胚中抗坏血酸的含量显著增加; 还原性谷胱甘肽含量在整个发育过程中

逐渐增加。脱水胚的 SOD、APX和 DHAR的活性比对照 (未脱水) 胚低, 而 GR和 CAT活性在发育早期比

对照胚低, 在发育中、后期高于对照胚。脱水胚的抗坏血酸和还原性谷胱甘肽含量明显低于对照胚。胚中

丙二醛的含量随着发育逐渐下降, 脱水胚的丙二醛含量显著高于对照。这些结果说明 CAT 活性和谷胱甘

肽含量的增加以及脂质过氧化产物丙二醛含量的下降与玉米胚脱水耐性的获得密切相关。
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Abstract: Developing maize embryos were used to investigate the relationship between developmental changes in desicca-

tion tolerance and antioxidant system. The results indicated that maize embryos acquired germinability at 18 days after poll-i

nation ( DAP) , but were desiccation- sensitive. Maize embryos started to acquire desiccation tolerance at 36 DAP, and the

tolerance to dehydration gradually increased with development. With embryo development, the activities of superoxide dis-

mutase ( SOD) , ascorbate peroxidase ( APX) , glutathione reductase ( GR) and dehydroascorbate reductase ( DHAR) grad-

ually decreased, while catalase ( CAT) activity significantly increased. The ascorbic acid ( AsA) contents could not be de-

tected in 16- 22 DAP embryos, and notably increased in 24- 50 DAP embryos. Reduced glutathione ( GSH) contents grad-

ually increased during development of embryos. The activities of SOD, APX and DHAR in dehydrated embryos were lower

than those in control ( non-dehydrated embryos) , however, the CAT and GR activities were higher in control embryos than

in dehydrated samples during the early stage of development, and were lower during the middle and late stages. Contents of
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AsA and GSH of dehydrated embryos obviously decreased compared with non-dehydrated embryos. Malondialdehyde

( MDA) contents of embryos gradually decreased with development, and those of dehydrated embryos were higher than con-

trol. These results showed that the increase in catalase activity and AsA and GSH contents, and decrease in MDA content

were closely related to acquisition of desiccation tolerance of maize embryos.
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 种子脱水耐性的相对水平随发育过程而变

化, 当种子成熟时胚的脱水耐性增加, 当种子萌

发时胚又变为不耐脱水 ( Kermode, 1997; Pam-

menter and Berjak, 1999)。脱水耐性的获得通常比

自然干燥事件本身要早得多, 种子在发育过程中

不断获得脱水耐性, 这可能是当发育进行时逐渐

发生的生理和形态变化的结果, 其中包括后期阶

段专一性保护物质的合成 ( Kermode, 1997)。傅

家瑞和宋松泉 ( 2001) 也指出种子的耐脱水性是

在发育过程中逐步形成的。

关于种子脱水耐性的机制, 已有一些综述性

的文章 ( Pammenter and Berjak, 1999; 傅家瑞和宋

松泉, 2001; Kranner and Birtic, 2005; Berjak,

2006)。到目前为止, 与种子脱水耐性相关的机制

主要包括: 细胞内去分化, 代谢降低, 抗氧化系

统的存在和有效作用, 寡糖和胚胎发生后期高丰

度表达 ( late embryogenic abundant, LEA) 蛋白等保

护性分子的积累。在这些机制中, 抗氧化系统被

认为在种子脱水耐性的获得中起重要的作用。种

子中产生活性氧 ( reactive oxygen species, ROS) 的

主要部位是线粒体, 而过氧化物酶体、细胞质膜

和脂质非酶促自动氧化也是 ROS 的来源 ( Bailly

等, 2004; 罗银玲和宋松泉, 2004)。ROS能与脂质

起反应, 导致膜脂过氧化作用增强, 使膜的结构

和功能受到伤害。McDonald ( 1999) 提出脂质过氧

化对膜的结构具有严重的伤害作用, 可能是种子

劣变的主要原因之一。在迅速老化的大豆种子中,

生活力的丧失和活力的下降与脂质过氧化作用的

增强有关 (Khan等, 1996)。最近, Berjak and Pam-

menter ( 2008) 提出活性氧与抗氧化剂在脱水耐性

中起重要作用。在顽拗性种子 ( recalcitrant seed)

和吸胀后不耐脱水的正常性种子 ( orthodox seed)

中抗氧化系统的研究较多 (Leprince等, 1999; Bai-l

ly等, 2004) , 但在正常性种子发育过程中脱水耐

性的获得与抗氧化系统的关系还不清楚。

在种子中 ROS 清除体系主要包括酶促和非

酶促抗氧化系统。酶促抗氧化系统主要由超氧物

歧化酶 ( SOD)、过氧化氢酶 ( CAT )、抗坏血酸过

氧化物酶 (APX)、谷胱甘肽还原酶 (GR) 和脱氢

抗坏血酸还原酶 ( DHAR) 组成, 非酶促抗氧化系

统主要由抗坏血酸 ( AsA) 和还原性谷胱甘肽

(GSH) 组成。罗银玲等 ( 2005) 曾报道了玉米胚发

育早期 (授粉后 16~ 24 d) SOD、CAT 和 APX的活

性变化, 但因为选择的发育时期较短, 且只有 4

个时间点, 不能充分说明玉米胚整个发育过程中

这三种酶的变化模式。本文在原有工作的基础上

测定了玉米胚整个发育过程中 (授粉后 15~ 50 d)

上述5种抗氧化酶活性以及AsA和 GSH 含量的变

化, 试图回答酶促和非酶促抗氧化系统的发育变

化, 以及这些变化与胚脱水耐性获得的关系。

1  材料和方法
111  实验材料

供试玉米品种为农大 108 号, 购于中国农业大学农

学院。种子于 2005年 7 月播种在中国科学院西双版纳热

带植物园内, 常规水肥管理; 待抽穗后, 人工授粉; 取

授粉后天数 ( days after pollination, DAP) 不同的玉米种子

为实验材料。种子采收后, 将胚剥出、进行脱水和各项

参数的测定。

112  脱水处理

将不同发育时期的玉米胚放在盛有饱和 LiBr 溶液

[ 7%相对湿度 ( RH) ] 的干燥器中 ( 25 e ) , 分别脱水约

24 h, 使胚的含水量降到 0105? 0101gPg。

113  含水量的测定

脱水后的玉米胚在 103 e 下烘 17 h, 每个处理 15 个

胚, 3 次重复。含水量以干重为基础来表示 ( g H2O g- 1

DW, g g- 1)。

114  存活率测定

将胚播种在盛有 1% 琼脂的培养皿中, 每个培养皿

中播种 25 个胚, 3 次重复。在 25e 恒温箱中萌发一周,

胚根伸长 2 mm 作为存活的标准。

115  相对电解质渗漏率的测定

相对电解质渗漏率用电导率仪 ( DDS-307, 上海雷磁

仪器厂) 测定。在装有 20 ml去离子水的试管中, 放入 5
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个胚, 立即测定初始电导率 e0; 放置 2 h ( 25e , 期间摇

动3 次) 后, 第二次测定电导率 e1 ; 然后在 100e 水浴

中煮2 h, 冷却后测总电导率 e2。相对电解质渗漏率( % )

= ( e1- e0 )Pe2 @ 100。5次重复。

116  脂质过氧化产物的测定

取 012 g玉米胚在液氮中磨成粉, 冰浴条件下用 5 ml

5%三氯乙酸抽提 30 min, 在 4 e 下, 10 000 @ g 离心 15

min, 测定上清液丙二醛 ( malondialdehyde, MDA) 的含

量。按照 Hendry ( 1993) 的方法, 测定 MDA 与硫代巴比

妥酸反应后产物的浓度来计算MDA 的量。取上清液 1 ml

加入 3 ml含有 015%硫代巴比妥酸的 15%三氯乙酸溶液,

在沸水浴中 15 min 后迅速冷却。经 3 000 @ g 离心 10 min

后, 取上清液测定 450 nm 和532 nm 处的光吸收值。然后

根据标准曲线计算MDA 含量, MDA 含量用 g- 1 DW所含

MDA的 nmol数来表示 [ nmol ( g DW) - 1]。

117  抗氧化酶的提取和测定

根据 Jiang and Zhang ( 2001) 的方法, 取约 012 g 玉米

胚置液氮中研磨成粉, 然后在 6 ml提取液 [ 50 mmolPL 磷

酸缓冲液 ( pH 710) , 1 mmolPL 乙二胺四乙酸 ( EDTA ) ,

1%不溶性的聚乙烯吡咯烷酮 ( wPv) , 1 mmolPL抗坏血酸

( AsA) ] 中研磨成匀浆。匀浆在 4e 下, 15 000 @ g 离心

20 min, 取上清液进行酶活性的测定。

超氧化物歧化酶 ( EC1115111 1) 的测定参照 Donahue

等 ( 1997) 的方法, 利用 SOD 抑制氮蓝四唑 ( NBT) 在

光下的还原作用。反应液含 13 mmolPL 甲硫氨酸, 75

LmolPL NBT , 161 7LmolPL 核黄素, 011 mmolPL EDTA 的磷

酸缓冲液 ( pH 71 8)。在 560 nm 处, 检测吸光值。SOD活

性以每毫克蛋白抑制 NBT光化还原的50%作为一个酶活

性单位 ( UnitPmg protein)。

抗坏血酸过氧化物酶 ( EC11 111117) 的测定参照

KnÊ rzer等 ( 1996) 的方法, 利用 AsA 的减少来确定 APX

的活性。反应液含有 50 mmolPL磷酸缓冲液 ( pH 710) , 1

mmolPL AsA, 011 mmolPL H2O2。检测 1 min内反应液在 290

nm 处光吸收值 ( 218 mM- 1 cm- 1 ) 的变化, 以每分钟每毫

克蛋白 AsA 的减少来表示酶活性 (Lmol AsAPmin#mg pro-

tein)。

过氧化氢酶 ( EC11111116) 的测定参照 Aebi ( 1983)

的方法, 反应体系含有 30 mmolPL H2O2 的 50 mmolPL磷酸

缓冲液 ( pH 71 0)。利用 CAT 促进 H2O2 分解, 测定反应

体系在 240 nm ( 0104 mM- 1 cm- 1 ) 处光吸收值的变化。酶

活性以每分钟每毫克蛋白分解 H2O2 的微摩尔数来表示

(Lmol H2O2Pmin#mg protein)。

谷胱甘肽还原酶 ( EC1161412) 的测定参照 Halliwell

and Foyer ( 1978) 的方法。利用 GR在还原氧化型谷胱甘肽

( GSSG) 时要消耗 NADPH, 检测 NADPH 在 340 nm ( 6122

mM- 1cm- 1) 处的减少量来表示 GR 的活性。反应液含有

50 mmolPL 磷酸缓冲液 ( pH 718) , 5 mmolPL MgCl2 , 015

mmolPL GSSG。以每分钟每毫克蛋白转化的NADPH 的 nmol

数来表示酶活性 ( nmol NADPHPmin#mg protein)。

脱氢抗坏血酸还原酶 ( EC1181511) 的测定参照 Arr-i

goni等 ( 1992) 的方法, 测定 265 nm ( 1410 mM- 1 cm- 1 ) 处

抗坏血酸的增加速率。反应液含有 50 mmolPL磷酸缓冲液

(pH 710) , 015 mmolPL 脱氢抗坏血酸, 215 mmolPL 还原型

谷胱甘肽 ( GSH)。以每分钟每毫克蛋白生成 AsA的 nmol

数来表示酶活性 ( nmol AsAPmin#mg protein)。

118  AsA和 GSH的含量测定

抗坏血酸的测定参照 Liso等 ( 1984) 的方法。取015 g

玉米胚用 10 ml 5%的偏磷酸在 4e 下匀浆。匀浆用 10 000

@ g 离心 10 min, 取上清液测定 AsA 的含量。在提取液

中加入纯的抗坏血酸氧化酶, 在 265 nm 处测定抗坏血酸

的减少。

还原型谷胱甘肽的测定参照 Griffith ( 1980) 的方法。

取 015 g玉米胚在10 ml 5%的磺基水杨酸中浸提, 在 4 e

下, 14 000 @ g 离心 10 min, 取上清液测定谷胱甘肽含

量。利用 5, 5c-二硫代- ( 2-硝基苯甲酸) [ 5, 5c-dithiobis-

( 2-nithobenzoic acid) ] 和 GR 的反应循环 (类似谷胱甘

肽) , 以在 412 nm 处的吸光值来表示谷胱甘肽总量。用

2-乙烯吡啶 ( 2- vinylpyridine) 排除 GSH 后, 测得氧化型谷

胱甘肽 ( GSSG) 的量。总量减去 GSSG 量即得GSH 量。

119  蛋白质含量的测定

蛋白质含量的测定参照 Brandford ( 1976) 的方法,

用牛血清白蛋白作标准。

2  结果
211 玉米胚发育过程中脱水耐性的获得及其变化

授粉后14 d的玉米胚不能萌发; 16 DAP 的萌

发率为5318 ? 418%; 18 DAP 的萌发率达到100%,

但此时的胚不耐脱水, 当含水量从 2176 gPg 脱水
至0108 gPg时, 胚的存活率完全丧失 (图1: A)。

授粉后28 d的胚开始获得脱水耐性, 脱水

后的存活率为 215%; 32 DAP 的胚存活率为

43175 ? 0125%; 36 DAP 的存活率为100%。胚发

育过程中, 其相对电解质渗漏率逐渐下降 (图

1: B)。例如, 14 DAP 和 50 DAP 的胚的相对电

解质渗漏率分别为 38175 ? 3127% 和 7194 ?

0192% , 后者比前者下降了 80%。脱水胚的相对

电解质渗漏率比未脱水胚高, 如 14 DAP 时增加

了47% , 36 DAP时增加了22%, 到 50 DAP 时只

增加了117% ; 但随着发育进程, 脱水胚的相对

电解质渗漏率逐渐降低 (图 1: B)。
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图 1  玉米胚发育过程中萌发能力和脱水耐性的变化

玉米胚在 25e 、7% RH 下被脱水到 0105 ? 0101 gPg。A: 萌发率和存活率; B: 相对电解质渗漏率

Fig. 1 Changes in germinaability and desiccat ion tolerance of maize embryos during development

Maize embryos were dehydrated to a water content of 0105? 0101 gPg at 25e and 7% RH. A, germination and survival; B, relative electrolyte leakage

212  玉米胚发育过程中 SOD、CAT、APX、GR

和 DHAR活性的变化

随着发育, 未脱水胚的 SOD、APX、GR和

DHAR的活性逐渐降低, 而 CAT 的活性则逐渐增

加 (图 2) ; 脱水胚的SOD和 APX活性下降; GR

活性在发育早期增加, 直到 22 DAP, 然后下降;

CAT 活性显著增加; DHAR活性则显示出无规律

的变化 (图2)。

在胚的发育过程中, 脱水胚的 SOD和 DHAR

活性明显低于未脱水胚, 脱水胚的 APX活性稍

微低于未脱水胚。在发育早期, 脱水胚的 CAT

和GR活性低于未脱水胚; 在发育后期, 脱水胚

的CAT 和 GR活性高于未脱水胚 (图 2)。

213  玉米胚发育过程中 AsA和 GSH含量的变化

授粉后 16~ 22 d的玉米胚中检测不到 AsA,

24~ 50 DAP的胚中AsA的含量显著增加, 且含量

大致相同, 约为0117mgPg DW (图3: A)。GSH含

量在发育过程中逐渐增加, 从 16 DAP 到 50 DAP

增加了约 124% (图 3: B)。与未脱水胚相比, 脱

水胚的AsA和GSH明显降低 (图 3: B)。

214  玉米胚发育过程中MDA含量的变化

在玉米胚发育过程中 MDA的含量逐渐下降,

而且脱水胚的 MDA 含量显著地高于未脱水胚

(图 4)。例如, 16 DAP和 50 DAP的胚的 MDA含

量分别为 56193和 29149 nmolPg DW, 脱水后, 它
们的MDA含量分别增加了 100%和 70%。

3  讨论
授粉后14~ 45 d, 玉米胚的鲜重和干重不断

增加; 45 DAP 时, 种子的干重达到最大 (未列出

数据) , 为玉米种子的生理成熟期。16 DAP的离

体胚开始具有萌发能力, 18 DAP 的离体胚获得

100%的萌发能力, 但脱水后存活率为零 (图

1)。20 DAP 的胚能经受轻微的脱水, 但严重脱

水时存活率仍然为零 (未列出数据) ; 结果说明

当胚获得 100%的萌发能力时它们可以耐受一定

程度的脱水。玉米胚发育过程中脱水后的存活率

逐渐增加, 相对电解质渗漏逐渐降低; 未脱水胚

和脱水胚的相对电解质渗漏率的差值随着发育逐

渐减少, 表明它们的耐脱水能力逐渐加强。这些

结果说明胚的脱水耐性是逐渐获得的, 脱水耐性

是一个数量性状, 而不是一个质量性状; 与 Sun

and Leopold ( 1993) 研究大豆的结果一致。

随着发育, 玉米胚的 SOD、APX、GR 和

DHAR活性降低, 而 CAT 活性却增加 (图 2)。

Bailly 等 ( 2001) 也发现, 抗氧化酶活性变化是与

大豆种子发育相联系, 成熟大豆种子中 CAT 活性

高, SOD和APX活性低, 而不耐脱水的未成熟种

子则相反。APX活性在种子脱水过程中降低似乎

是一个常见的现象 ( De Gara 等, 2003; Garnczarska

等, 2008)。向日葵种子在发育过程中 SOD活性变

化不大, CAT 活性逐渐增加, CAT 活性增加与脱

水耐性的获得相关; CAT 使过氧化氢含量降低,

电解质渗漏下降, 因此高的 CAT 活性对阻止过氧

化反应带来的伤害是必需的 ( Bailly 等, 2004)。

GR的活性变化在不同的种子中不同, 在法国豆

(French bean) 和黄羽扇豆 ( Lupinus luteus) 种子中,

GR在脱水耐性开始获得时增加 ( Bailly等, 2001;
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Garnczarska等, 2008) , 但在向日葵种子中没有明

显的变化 ( Bailly 等, 2003) , 而在硬粒小麦

( Triticum durum ) 种子中 GR 活性是逐渐下降的

(De Gara 等, 2003)。发育过程中玉米胚 SOD、

APX、GR和 DHAR 活性的降低可能使 ROS的伤

害加大, 但这种伤害可能被 CAT 活性增加所补

偿; Smirnoff ( 1993) 认为这些酶在防止氧化伤害

过程中的作用可能是协同的。正常性种子成熟脱

水过程 中, ROS 的量会减 少 ( Leprince 等,

2000) ; 可能是由于种子在发育过程中含水量的

降低导致了呼吸作用变弱 ( Taiz and Zeiger,

2002)。在发育早期, 脱水胚的 SOD、CAT、GR

和DHAR活性低于未脱水胚, 但在发育的中、后

期它们的活性高于或者类似于未脱水胚 (图 2) ;

这些结果表明, 幼嫩胚的抗氧化酶活性较成熟胚

易受脱水的伤害, 与发育前期胚的存活率低和电

解质渗漏率高一致 (图 1)。Bailly 等 ( 2004) 发

现脱水能诱导 CAT 的表达, 而且种子含水量愈

高对 CAT 增量表达的调节就愈明显。Illing 等

(2005) 也发现耐脱水的组织在脱水后抗氧化酶

的活性会增加。

AsA和 GSH 是活性氧清除系统中的非酶促

组分, 它们能为 APX提供电子, 能清除脂质自

由基, 降低脂质过氧化作用 ( McDonald, 1999)。

Arrigoni等 ( 1992) 研究蚕豆 ( Vicia faba ) 时发

现, AsA含量在种子发育的早期逐渐增加, 到脱

水阶段逐渐降低, 最后完全消失。在正常性种子

意大利松 ( Pinus pinea) , 蚕豆和燕麦 ( Avena sa-

tiva) 中也检测不到 AsA, 但在顽拗性种子银杏

( Ginkgo biloba) , 土耳其栎 ( Quercus cerris ) 和欧
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图 3  玉米胚发育过程中AsA和 GSH 含量的变化

玉米胚在 25 e 、7% RH 下被脱水到 0105 ? 0101 gPg。A, AsA; B, GSH

Fig. 3  Changes in AsA and GSH contents during development of maize embryos

Maize embryos were dehydrated to a water content of 0105? 0101 gPg at 25 e and 7% RH. A, AsA; B, GSH

图 4  玉米胚发育过程中 MDA 含量的变化

玉米胚在 25 e 、7% RH 下被脱水到 0105? 0101 gPg

Fig. 4  Change in MDA content during development of maize embryo

Maize embryos were dehydrated to a water content of

0105 ? 0101 gPg at 25e and 7% RH

洲七叶树 ( Aesculus hippocastanum ) 的胚 (轴) 中

都有较高的AsA含量 (Tommasi等, 1999)。随着

发育, 玉米胚中的 AsA 含量显著增加; 脱水明

显降低玉米胚中 AsA含量 (图 3: A) , APX活性

随着发育过程降低 (图 2)。这些结果暗示, AsA

对脱水伤害的保护作用是较小的。De Tullio and

Arrigoni ( 2003) 认为AsA在种子脱水中不起太大

的作用, 而且有可能对脱水的种子有害。未脱水

和脱水的玉米胚中 GSH 的含量随发育进程增加

(图 3) , 与脱水耐性的发育一致 (图 1)。Davey

等 ( 2004) 发现成熟的苹果种子中有较大的 GSH

库, 这种高 GSH 库可能弥补低 AsA 含量带来的

不足。在黄羽扇豆中, 胚中 GSH 含量在脱水耐

性获得过程中一直在增加 ( Garnczarska 等,

2008)。可以认为, 在玉米胚脱水耐性的获得过

程中, GSH 的贡献比AsA大。

丙二醛是脂质过氧化的最终产物, 其本身对

细胞也有毒害作用 (McDonald, 1999)。未脱水和

脱水的玉米胚中 MDA 含量随着发育下降, 脱水

胚的MDA含量明显高于未脱水胚 (图 4) ; 表明

随着胚的发育脂质过氧化作用降低, 脱水引起脂

质过氧化作用增强。已经报道, 在顽拗性黄皮

( Clausena lansium, Huang等, 2008) 和箭毒木植物

中 ( Antiaris toxicaria, Cheng and Song, 2008) 随着

胚轴存活率的丧失, 脂质过氧化作用显著加强。
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