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摘要 : 对离体玉米胚脱水耐性的变化以及不同脱水速率对其脱水耐性的影响进行了研究。授

粉后 16 d 的玉米胚能耐轻微脱水 , 含水量从 1145 降低到 0128 g H2O g - 1 DW 时胚的萌发率为

100 % , 但含水量低于 011 g H2O g - 1 DW时胚死亡。胚的脱水耐性随着发育逐渐加强 , 表现为

电解质渗漏速率逐渐降低 , 萌发率和幼苗干重逐渐增加。授粉后 20 d 胚内超氧化物歧化酶

(SOD) 和抗坏血酸过氧化物酶 (APX) 活性较高 , 过氧化氢酶 (CAT) 活性较低 ; 授粉后 24

d , 这些酶的活性与授粉后 20 d 的正好相反。脂质过氧化产物丙二醛 (MDA) 在种子发育过

程中呈下降趋势。不同脱水速率明显地影响胚的脱水耐性 : 在慢速脱水到含水量 011～0118 g

H2O g - 1 DW时 , 胚的萌发率和幼苗干重比快速脱水高 , 电解质渗漏速率比快速脱水低 ; 在

快速脱水条件下胚中的 SOD、APX活性和 MDA 含量也比慢速脱水高 ; CAT活性的变化不明

显。
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Abstract : Changes in desiccation tolerance of isolated maize embryos and effect of drying rate on embryo

desiccation tolerance were discussed in this paper. The maize embryos could tolerate a slight dehydration

after they were pollinated for 16 days. When water content descended from 1145 to 0128 g H2O g - 1 DW ,

embryo germination was 100 % , whereas embryos died when their water content were less than 011 g H2O

g - 1 DW. The embryo desiccation tolerance increased gradually in accordance with its development , which

presented as the electrolyte leakage decreasing and the germination and dry weight of seedlings increasing.

At 20 days after pollination (DAP) , the superoxide dismutase (SOD) and the ascorbate peroxidase (APX)

were relatively more active than that of 24 DAP , which was opposite to catalase (CAT) . The malonylalde2
hyde (MDA) content showed a tendency of declining in the course of seed development. Different drying
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rate had an obvious influence on desiccation tolerance. When water content decreased to 011 - 0118 g H2O

g - 1 DW at a slow speed of dehydration , embryo germination and dry weight of seedlings were higher than

that of rapid dehydration , but electrolyte leakage was lower. The SOD , APX activities and MDA content

in the condition of rapid dehydration were higher than that of slow dehydration. The changes of CAT activi2
ties are not evident.
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正常性种子在发育过程中会经历一个成熟脱水阶段 , 随后进入干燥静止期 , 这样有利

于它们渡过某些逆境并便于贮藏 (Leprince 等 , 1993) 。但在发育初期如组织分化期 (his2
todifferentiation) 种子并没有耐脱水能力 , 在发育过程中它们会经历一个从不耐脱水到耐脱

水的转变 ( Kermode , 1995) 。有许多因素可能导致这种转变 , 例如糖的种类和含量的变化

(Oliver 等 , 2001) , 抗氧化系统的作用增强 ( Pammenter and Berjak , 1999) , 种子预吸胀时

间等 (钱春梅等 , 2004) 。种子中产生活性氧 (active oxygen species , AOS) 的主要部位是线

粒体 , 而过氧化物酶体 , 细胞质膜 , 脂质非酶促自动氧化也是 AOS 的来源 (Bailly ,

2004) 。脱水过程中有 AOS 产生 , AOS 对生物大分子、细胞膜等会造成伤害 , 抗氧化系统

被认为在脱水耐性获得过程中起很重要作用 ( Hendry 等 , 1992 ; Song 等 , 2003) 。在顽拗

性种子和萌发后不耐脱水的种子中抗氧化系统的研究较多 (Leprince 等 , 1999 ; Bailly ,

2004) 。但在正常性种子发育过程中这方面的研究很少 , 目前关于正常性种子在脱水过程中

的抗氧化酶活性变化趋势尚不清楚。

自从 Farrant 等 (1985) 首次报道脱水速率影响顽拗性种子的脱水耐性以后 , 关于这方面

的研究就日益增多。快速脱水比慢速脱水能使顽拗性种子获得较高的脱水耐性 (Pammenter

and Berjak , 1999 ; Wesley2Smith 等 , 2001) 。脱水速率对体细胞胚脱水耐性的影响与顽拗性

种子正好相反 (Obendorf 等 , 1998 ; Wolkers 等 , 1999 ; Bomal 等 , 2002) 。本文以玉米胚为

材料 , 研究了不同发育阶段其脱水耐性的变化 , 以及不同脱水速率对脱水耐性的影响。

1 　材料和方法
111 　材料

供试玉米品种为粤单 1 号 , 购于广东省农科院 , 于 2003 年 3 月在中国科学院西双版纳热带植物园苗

圃中种植 , 常规管理 , 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 , 然后将胚剥出进行不同条件的脱水。

112 　脱水处理

快速脱水 : 将不同发育时期的玉米胚放在装有大量活化硅胶的干燥器中 (硅胶与胚的重量比远大于

10 , 25 ±2 ℃) 分别脱水 015、1、2、4、6、9 和 12 h ; 慢速脱水 : 将胚放在滤纸上 (温度 25 ±2 ℃、72 %～

78 % RH) 分别脱水 1、2、3、6、12、24、48 和 72 h。

113 　含水量的测定

脱水后的玉米胚在 103 ℃下烘 17 h , 每个处理 15 个胚 , 3 个重复。含水量用 g H2O g - 1干重 (g H2O

g - 1 DW) 来表示。

114 　萌发试验

将胚放在垫有两层滤纸的培养皿中 , 每个培养皿中放置 15 个胚 , 3 个重复 , 在 25 ℃恒温箱中萌发一

周 , 定期加无菌水保持滤纸湿润 , 胚根从胚中长出 1 cm为萌发。
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115 　电解质渗漏速率的测定

电解质渗漏速率用电导率仪 (DDS2307 , 上海雷磁仪器厂) 测定。在装有 25 ml 去离子水的锥形瓶中 ,

放入 5 个胚 , 分别测定初始电导率和放置 1 h 后的电导率 , 5 次重复。电解质渗漏速率用μS cm - 1 g - 1 DW

h - 1表示。

116 　酶的提取和测定

11611 　SOD 　经不同脱水处理后的胚加入 50 mmol/ L 磷酸缓冲液 (pH 710) , 内含 0105 % (v/ v) Triton X2
100 , 2 % (w/ v) 不溶性的聚乙烯吡咯烷酮 (polyvinylpolypyrrolidone , PVP) , 1 mmol/ L 抗坏血酸冰浴研磨 ,

匀浆后在 16 000 ×g , 4 ℃离心 20 min , 上清液转移到 eppendorf 管中 , 在 - 20 ℃下保存备用。

超氧化物歧化酶 (SOD , EC 11151111) 活性测定参照 Donahu 等 (1997) 的方法。抑制氮蓝四唑 (ni2
trobule teraolium , NBT) 光化还原 50 %作为一个酶活性单位 (U) , 酶活性以 U mg - 1蛋白表示。

11612 　CAT　经不同脱水处理后的胚加入 50 mmol/ L Tris2HCl (pH 710) , 内含 20 % (v/ v) 甘油 , 1 mmol/ L

抗坏血酸 , 1 mmol/ L EDTA 和 1 %不溶性 PVP , 冰浴研磨。匀浆后 2 000 ×g 4 ℃离心 15 min , 上清液转移到

eppendorf 管中 , 在 - 20 ℃的冰箱中保存 , 用来测 CAT和 APX的活性。

过氧化氢酶 (CAT , EC 11111116) 活性测定参照 Aebi (1983) 的方法 , 在 240 nm (0104 mmol/ L cm - 1)

处测定 H2O2 光密度值的减少。

11613 　APX　提取方法同 CAT。抗坏血酸过氧化物酶 (APX , EC 111111111) 的测定参照 Nakano 和 Asada

(1981) 的方法 , 直接测定抗坏血酸 (ascorbatic acid , AsA) 在 290 nm (218 mmol/ L cm - 1) 处光密度值的减

少。

11614 　蛋白质含量测定 　参照 Brandford (1976) 的方法 , 用牛血清白蛋白作标准曲线。

117 　脂质过氧化产物的测定

采用 Hendry 等 (1993) 改进的方法。通过测定丙二醛 (malonylaldehyde , MDA) 与硫代巴比妥酸反应

后产物的浓度来计算 MDA 的量。

2 　结果
211 　种子发育

玉米胚干重随着种子发育逐渐增加 (图 1) , 16DAP 的胚的干重是 9123 ±0134 mg , 40

DAP的胚干重为 65173 ±3178 mg。胚的含水量在发育过程中逐渐下降 , 在 16 DAP 到 22

DAP 期间下降较快 , 之后下降较慢 (图 1) 。

212 　玉米胚在发育过程中脱水耐性的变化

图 1 　玉米胚发育过程中干重和含水量的变化

Fig. 1 　Changes in dry weight and water content of

maize embryos during development

图 2 　玉米胚发育过程中电解质渗漏速率和幼苗干重的变化

Fig. 2 　Changes in electrolyte leakage and dry weight of

seedling during development of maize embryos
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　　11 DAP 的胚尚没有萌发能力 , 13 DAP 的胚萌发率已经达到 40 %。11 DAP 和 13 DAP

的胚脱水以后都不能萌发 , 不具有耐脱水能力。16 DAP 以后 , 胚萌发率达到 100 % , 胚的

电解质渗漏速率逐渐减少 (图 2) , 萌发后的幼苗可以正常生长。

16 DAP 的胚初始含水量是 2148 g H2O g - 1 DW , 脱水初期其电解质渗漏速率增加较小 ,

胚能够萌发并形成幼苗 ; 随着进一步脱水 , 含水量下降到 0139 g H2O g - 1 DW 时胚开始死

亡 , 含水量降低至 0113 g H2O g - 1 DW 时胚完全失去萌发能力。种子发育时期越晚 , 胚的

脱水耐性就越高。26 DAP 的胚已有较高的脱水耐性 , 含水量为 0109 g H2O g - 1 DW 时其萌

发率仍为 90 % ; 含水量为 0107 g H2O g - 1 DW 时萌发率为 7313 % ; 30 DAP 的胚在脱水至

0109 g H2O g - 1 DW 时其萌发率仍然是 100 % (图 3) 。这种趋势在胚含水量降低到 011 g H2O

g - 1 DW 时更加明显 (表 1) 。

　
图 3 　玉米胚发育过程中脱水耐性的变化

不同发育阶段的玉米胚 , 在 25 ±2 ℃, 相对湿度为 72 %～

78 %的条件下脱水。

a , 萌发率 ; b , 幼苗干重 ; c , 电解质渗漏速率

Fig. 3 　Changes in desiccation tolerance of maize embryos

during development

Maize embryos of different development stage , dehydrated at 25 ±

2 ℃, 72 % - 78 % relative humidity. a , germination ; b , dry

weight of seedling ; c , electrolyte leakage

表 1 　玉米胚在发育过程中脱水耐性的变化

Table 1 　Changes in desiccation tolerance during development of maize embryos

DAP (d) Electrolyte leakage (μS cm - 1 g - 1 DW h - 1) Germination ( % ±SD) Seedling dry weight (mg/ seedling)

16 3093 ±224 0 0

18 2476 ±66 2015 ±312 0107 ±0102

20 1567 ±66 2813 ±510 0143 ±0102

22 1231 ±83 3615 ±516 0158 ±0107

24 844 ±97 8212 ±717 1172 ±0121

26 560 ±98 9313 2166 ±0110

30 ——— 100 318 ±0155

玉米胚在硅胶中脱水至含水量为 0110 g H2O g - 1 DW; ———未测定。

Maize embryos dried in silica gel to 0110 g H2O g - 1 DW water content , ———not determined.
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213 　发育过程中 SOD , CAT和 APX活性和 MDA含量的变化

SOD 和 APX 活性在从 20 DAP 发育到 24 DAP 时逐渐下降 , 而 CAT 活性则逐渐增加 ;

MDA 含量随着胚发育呈降低趋势 (图 4d) 。

脱水后 SOD 活性变化呈先下降后增加、到最后又下降的趋势 (图 4a) 。随着脱水 ,

APX活性逐渐下降 , 而 CAT活性逐渐增强 , 脱水对 CAT活性的影响与对 APX的影响相反

(图 4c) 。脱水后 MDA 曲线变化趋势与 SOD 的相似 (图 4d) 。

图 4 　玉米胚发育过程中经 25 ±2 ℃, 72 %～78 %相对湿度脱水后 SOD , CAT , APX活性和 MDA 含量的变化

a , SOD 活性 ; b , CAT活性 ; c , APX活性 ; d , MDA 含量

Fig. 4 　Changes in SOD , CAT and APX activities and MDA content of maize embryos dehydrated at 25 ±2 ℃, 72 % - 78 %

RH during development . a , SOD ; b , CAT; c , APX; d , MDA

214 　不同脱水速率对胚脱水耐性的影响

发育 22 d 的玉米胚在不同脱水速率下的含水量变化不同 (图 5a) 。导致不同脱水速率

脱水后胚的电解质渗漏速率、萌发率 (图 5) , 抗氧化酶活性和 MDA 含量 (图 6) 都表现

出差异。

玉米胚在快速和慢速脱水条件下脱水耐性的差异见图 5。快速脱水后 , 胚的电解质渗

漏速率比慢速脱水的高 ; 幼苗干重比慢速脱水低。在含水量从 115 g H2O g - 1 DW 到 013 g

H2O g - 1 DW 时 , 无论是快速脱水还是慢速脱水 , 胚的萌发率都是 100 % , 但是当含水量低

于 013 g H2O g - 1 DW 时 , 慢速脱水的胚萌发率比快速脱水的要高一些。

215 　不同脱水速率对 SOD、APX和 CAT活性与脂质过氧化的影响
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图 5 　快速和慢速脱水对脱水耐性的影响 (授粉后

发育 22 d 的玉米胚)

a , 含水量 ; b , 电解质渗漏速率 ; c , 萌发率和幼苗干重

Fig. 5 　Effect of rapid and slow dehydration on desiccation toler2

ance. (Maize embryos developed 22 days after pollination , rapid2

ly dehydrated in desiccator with activated silica gel , slowly dehy2

drated at 25 ±2 ℃, 72 % - 78 % relative humidity) .

a , water content ; b , electrolyte leakage ; c , germination and

dry weight of seedling

不同脱水速率对 SOD、APX 活性和 MDA 含量都有影响 (图 6) , SOD、APX 活性与

MDA 含量均是快速脱水 (RD) 比慢速脱水 (SD) 时高 ; 而且差别比较明显。但不同脱水

速率对 CAT活性的影响不显著 (图 6b) 。

图 6 　快速和慢速脱水对玉米胚 (授粉发育后 22 d) SOD、CAT、APX活性和 MDA 含量的影响

a , SOD 活性和 MDA 含量 ; b , CAT活性和 APX活性

Fig. 6 　Effect of rapid and slow desiccation on SOD、CAT、APX activities and MDA content of maize embryos (developed 22

days after pollination) . a , SOD activity and MDA content ; b , CAT activity and APX activity

3 　讨论
16 DAP 的离体玉米胚经历轻微脱水后胚可以萌发并且产生正常的幼苗 , 说明当胚获

得萌发能力时它们可以耐受一定程度的脱水 ; 而如果遭受严重脱水它们就不能萌发 , 并且
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具有较高的电解质渗漏速率。随着发育它们耐受脱水的能力得到加强 , 这说明胚的脱水耐

性是逐渐获得的 , 它是一个数量性状 , 而不是质量性状。这与 Sun 和Leopold (1993) 研究

大豆的结果一致。

随着发育玉米胚 SOD (图 4a) 和 APX (图 4b) 活性降低 , 而 CAT (图 4c) 活性却升

高。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的 , 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情况正好相反。玉米

胚 MDA 含量随着种子发育降低 (图 4d) , 表明膜质过氧化随着种子发育降低 , 抗氧化系

统能力随着种子发育而增强。向日葵种子在发育过程中 CAT 活性增强是与脱水耐性获得

相关联的 , 使得过氧化氢含量降低 , 电解质渗漏下降 (Bailly 等 , 2003 , 2004) 。这些酶在

避免氧化伤害过程中可能是协同的 (Smirnoff , 1993) 。发育过程中玉米胚 SOD 和 APX活性

的降低会使 AOS 的伤害更大 , 但这种伤害可能被 CAT活性增加所补偿 , CAT在脱水耐性

获得过程中可能起更大的作用。另外 , SOD 和 APX 活性降低也可能反映了 AOS 生成量减

少。正常性种子成熟脱水过程中 , AOS 量会减少 (Leprince 等 , 2000) 。可能是由于种子在

发育过程中含水量降低呼吸作用变得较弱 (Hoekstra 等 , 2002) 。

脱水过程中 , MDA 含量呈现先增加后降低的趋势 (图 4d) 。这与 Niedzwiedz2Siegien 等

(2004) 在研究小麦芽的结果一致。MDA 含量增加可能是因为脱水早期 AOS 的产生与清除

失去平衡 , 造成 SOD 和 APX活性降低 , 从而膜质过氧化程度加深 ; 但进一步脱水会激发

细胞内防御体系 , CAT、SOD 活性增加 , AOS 得到有效清除 , 从而减轻 AOS 的伤害 , 膜质

过氧化产物相应减少。本实验中 SOD 活性先下降后增加 , 这与 Niedzwiedz2Siegien 等

(2004) 小麦芽脱水过程中 SOD 和 CAT的活性一直增加的结果不一致。具体原因还需要进

一步研究探讨。

本研究表明 , 玉米胚的脱水耐性在慢速脱水时较高 (图 5) 。这与不同脱水速率对大

豆、胡萝卜、黑云杉 ( black spruce) 体细胞胚的影响相似 (Obendorf 等 , 1998 ; Wolkers

等 , 1999 ; Bomal 等 , 2002) , 与顽拗性种子的情况相反 (Berjak and Pammenter , 2001) 。慢

速脱水条件下胚萌发率高 , 可能是因为慢速脱水使细胞发生了保护性的变化 , 从而增强了

脱水耐性 ; 而快速脱水时细胞还未发生保护性变化 , 引起对细胞膜的伤害 ( Kermode and

Finch2Savage , 2002) 。Liang 和 Sun (2000) 研究可可 ( Theobroma cacao) 胚轴时发现 , 快速

和慢速脱水都对可可胚轴有害 , 在含水量较高时电解质渗漏就开始增加 , 存活率降低 ; 最

大的脱水耐性是在相对湿度 88 %和 91 %之间的脱水速率得到的。他们还发现 , 对胚性组

织有害的累积脱水胁迫在慢速脱水条件下迅速增加 (Liang and Sun , 2002) 。玉米胚经过快

速和慢速脱水后 , 它们在 SOD 和 APX活性方面的差别很明显 : SOD 和 APX活性比慢速脱

水高 (图 6) , 但 CAT活性几乎没有变化。Niedzwiedz2Siegien 等 (2004) 也发现 , 小麦芽快

速脱水伤害比慢速脱水时大 , 两种脱水处理中 CAT 的活性无明显差异。可能是因为这些

酶位于不同细胞器 , 而酶活性变化与细胞器活性变化相关或者与脱水过程中它们的分化相

关 (Vertucci and Farrant , 1995) 。
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