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摘要 : 种子超干贮藏是近年来种子生物学研究和植物种质资源保存领域的研究热点。本文综

述了种子超干贮藏研究的进展, 包括: ( 1) 超干种子的细胞和亚细胞结构变化; ( 2) 超干处

理对种子水分状态的影响以及与劣变反应速率的关系; ( 3) 超干种子中的自由基伤害和有毒

物质的积累; ( 4) 超干种子中的内源抗氧剂; ( 5) 糖类物质以及两性物质对极度脱水种子细

胞的保护。此外, 还对此领域的研究进行了展望。
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Abstract: Seed ultradry storag e is recently a hot resear ch spot in t he fields of seed biology and plant

g ermplasm resour ces pr eserv ation. Advances in seed ultradry sto rag e r esearch w ere review ed in this

paper, implicated in ( 1) changes in cellular and subcellular structure of ultradr y seeds; ( 2) effects

of ultr adry treatment on water state of seeds, and the relationship between the changes in w ater

state and react ion rate of seed deter ioration; ( 3) free radical damage and accumulation of tox ic

products in ultradry seeds; ( 4) endogenous ant ioxidants in ultradry seeds, and ( 5) protectiv e roles

of sugar and amphiphilic molecules against ex treme desiccation in seed cells. In addition, perspec-

tive of resaerch on seed ultradr y storage has been made in this paper.
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种子库是植物种质遗传多样性迁地保护的主要形式, 如何有效地延长种子的贮藏寿命

和最大程度地减少种子在贮藏过程中细胞的衰老损伤, 对于植物种质资源的保存至关重

要。种子作为植物生活史中独立存在的幼小生命个体, 在贮藏过程中会发生许多物理和化

学的变化, 包括细胞完整性的破坏、酶活性的丧失、脂质氧化和其他劣变反应。目前建议

- 18 e 的种子库中贮藏种子的含水量为 5%。一般认为种子库中保存种子的含水量不得低

于 5%这一极限, 否则种子会受到损伤并且种子的耐贮藏性 ( storability ) 将下降。但近年

来的研究已突破这一传统概念, 种子的含水量不仅可以安全地降低到 5%以下, 而且种子

的耐贮藏性将提高, 并提出了超干种子贮藏 ( ult rdry seed storage) 的概念 ( Zheng 等,

1998)。超干种子贮藏的研究不仅在种子生理学领域, 而且在种质资源保存领域掀起了不

小的热潮, 部分研究结果已在 Nature上发表。本文对近年来超干种子耐贮藏性的细胞学

和生理生化基础的研究进展做一综述。

1  超干种子的细胞结构变化
细胞结构的完整性是种子活力的基础, 种子在贮藏过程中细胞膜的损伤、细胞器的畸

变与解体以及各种大分子的变性将导致种子活力的下降。

111  超干处理对种子细胞膜的影响

细胞代谢活性伴随着种子活力的下降而降低, 在调控细胞代谢的各因子中, 代谢组分

的空间分隔以及代谢复合物的正确组合是非常重要的, 而膜系统对于细胞内的区域化具有

极其重要的作用, 一旦膜系统遭到破坏则立即引起代谢异常, 加速种子活力的丧失。生物

膜的完整性基于极性和非极性部分的整齐排列, 磷脂双分子层的结构保证了膜结构和功能

的完整性。一般认为引起脱水敏感细胞的损伤和死亡的原初位点是细胞膜系统, 保护细胞

膜组分不受脱水影响的程度可能是脱水耐性的体现。当种子含水量下降时, 磷脂的排列发

生变化, 电镜观察结果表明, 膜结构的变化包括膜磷脂分子由双层排列状态变为六角形构

相, 细胞膜从流动相变为凝胶相, 从而破坏了细胞膜的渗透调节功能。待种子吸胀时, 膜

结构又恢复原状, 膜上的磷脂分子重新组合成双分子层结构。膜相变发生时一部分细胞内

容物不可避免地渗漏到细胞外。因而细胞膜相变, 即膜构相修复过程所需时间的长短以及

最终整合的完善程度, 决定着种子的活力水平 ( Sm ith and Berjak, 1995; Bew ley, 1997)。

膜结构的稳定首先表现在膜的选择透性上, 种子活力下降过程中细胞内大量的电解质外

渗是细胞膜受损害的一个主要标志。油菜 ( Brassica campestris)、白菜 ( Brassica pekinensis)

(程红焱等, 1991)、花生 ( A rachis hyp ogaea)、榆树 ( Ulmus pumila) (程红焱, 1994)、高

粱 ( Sorghum vulgare) (林坚等, 1993)、洋葱 ( A llium cep a) ( Heyes等, 1997) 等超干种子

若直接浸种会引起细胞内物质的大量外渗, 而经严格回水处理后胞内电解质的外渗量会显著

降低, 表明回水处理对超干种子细胞膜的物理修复具有良好的效果。经过一定时间贮藏后,

超干种子在吸胀时细胞内电解质的外渗量比未经超干处理的种子明显降低, 这表明在贮藏过

程中超干种子细胞膜的选择透性比未超干种子保持得完善 (程红焱, 1994)。

膜的流动性能较好地反映细胞膜的物理状态, 细胞膜处于流动相是细胞进行生命活动

的必要条件。汪晓峰等 ( 1999, 2003) 应用荧光探针 1, 6- 二苯基- 1, 3, 5- 已三烯研

究白菜和榆树种子超干处理对膜流动性的影响, 结果表明种子经超干处理后, 在人工老化
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和自然老化条件下, 与- 20 e 条件下贮藏的种子比较, 超干贮藏种子的细胞膜的微粘度无

显著变化, 过干贮藏种子的细胞膜的微粘度虽然有所偏高, 但也低于高含水量室温贮藏的

种子。这些结果与超干种子具有较高活力水平完全一致, 可能是超干贮藏较好地维持了膜

蛋白的完整性及磷脂双分子层中碳氢链分子的流动性。

膜的功能主要靠嵌合在膜磷脂双分子层内的膜蛋白实现, 膜脂的物理状态对膜蛋白具

有调控作用, 膜脂状态的变化会引起膜蛋白结构和功能的改变 ( Heyes 等, 1997)。H+-

ATP 酶位于质膜上, 在种子萌发时的能量转换中起着十分重要的作用, 其活性的高低与

种子活力密切相关, 高活力种子具有较高的 H+-ATP 酶活力。实验表明, 超干种子贮藏

过程中的H
+
-ATP 酶含量和活性能够较好地保持, 而未超干处理的种子中 H

+
-ATP 酶的

含量和活性均降低 (汪晓峰等, 2003)。

112  超干处理对种子细胞器超微结构的影响

种子发生劣变时细胞代谢活性下降, 细胞学上的劣变也随之发生, 首先表现在胚根尖

分生细胞超微结构的变化 (程红焱等, 1991; Cheng 等, 1990, 1997)。一般轻度老化但

仍具有萌发力的种胚细胞常呈现细胞核的局部泡状隆起; 线粒体和质体变形; 高尔基体变

形且数量减少; 多核糖体的形成减缓等现象。在劣变严重的情况下细胞内膜结构肿胀且无

序、圆球体破裂, 在细胞内融合成团并沿壁排列、质体内淀粉粒裂解甚至消失 ( P riest ley,

1986)。

张明方等 ( 1999) 用透射电镜观察经老化而未超干处理的洋葱 ( A l lium cep a) 种子

胚根尖的细胞超微结构, 发现细胞核膜界限不清晰, 有的细胞核有胞饮现象, 有的呈解体

状; 线粒体变形; 脂质体融合成团且排列不规则, 出现电子致密物质 (脂肪消耗后的残留

物)。而经同样老化处理的超干种子, 细胞核正常, 核膜界限清晰, 内质网正常且丰富,

脂质球沿细胞壁呈环状排列, 无中空的电子致密物质。程红焱 ( 1994) 在油菜、花生、大

豆 ( Glycine m ax ) 和小麦 ( T r iti cum aesti vum ) 等超干种子中也观察到类似的结果。扫

描电镜观察种皮细胞外部结构时发现, 超干处理后种皮细胞的排列发生改变, 但回水后能

恢复正常 (张明方等, 1999)。尽管大豆种子在超干过程中有裂种现象, 但超干前经吸湿

回干或以聚乙二醇 ( PEG) 等处理后, 可以避免此现象, 从而保证了细胞外部形态结构的

完整性。

2  超干处理对种子内水分状态的影响
211  自由水和束缚水

种子水分按其存在状态可分为自由水 ( free w ater) 和束缚水 ( bound w ater)。细胞中

水分的物理状态与其作用是相互联系的, 由于亲水和疏水的相互作用, 水分可以影响大分

子如膜脂、核酸及蛋白质的结构, 因此水分的物理状态对干种子内能否发生生化反应有着

决定性的作用。种子内水分存在的状态, 以及各种状态水分之间的比例与种子本身固有的

特性有着直接的关系。水分胁迫时种子中的束缚水对其耐干性起着关键作用, 即种子在超

干处理后能否存活以及贮藏效果如何取决于种子尤其是种胚细胞对束缚水的保持能力 (程

红焱, 1994)。

红花种子经超干处理后, 自由水/束缚水的比率随含水量下降而降低, 在超干状态下
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种子中大部分束缚水仍然保持着, 这为超干种子保持高活力提供了有利的内部环境条件

(程红焱, 1994)。程红焱等 ( 1996) 对不同类型的种子 (淀粉类、油料类、蛋白质类、耐

干品种以及对水分敏感的品种) 进行水分热力学的分析表明, 对干燥较敏感的榆树和大豆

种子保持束缚水的能力低于耐干性较强的油菜、芝麻 ( M eehania ur tioif olia ) 和花生种

子, 较易失去等温线第一吸附区域的强吸附水, 即在相同干燥条件下比较容易丢失关键性

的束缚水, 从而引起大分子构象的变化。在水稻 ( Oryz a sativa) 种子中也发现, 吸湿回

干处理可以提高种子的热力学 Kc和 K值, 增加种子对等温线上第一吸附区域水分的束缚

能力; 种子对束缚水的保持能力越大, 其超干贮藏的效果越好 (程红焱, 1994)。

212  水分含量与劣变反应速率
低的含水量和贮藏温度是延长种子贮藏寿命的两个关键因素, 低含水量和低温提高了

细胞质的粘滞度, 促进玻璃化的形成。玻璃化物质的高度粘滞性导致了细胞内分子流动性

的降低, 阻止了细胞质中分子的扩散, 从而降低了劣变反应的速率, 减少了老化过程中细

胞结构和化学组分的变化 ( Buit ink 等, 1998a, b ; Leopold 等, 1994; Sun, 1997)。玻璃

化不仅降低了劣变反应的速率, 而且可以提高酶的稳定性 ( Chang 等, 1996)。Buitink 等

( 1998a, b ) 用极性硝基氧探针 CP 标记豌豆 ( Pisum sat iv um ) 胚轴细胞, 利用电子顺磁

共振 ( electron paramagnet ic resonance, EPR) 和饱和转移电子顺磁共振 ( saturation t rans-

fer elect ron paramagnet ic resonance, ST-EPR) 技术研究了不同贮藏条件下种子细胞内分子

的运动特征与种质老化速率的关系, 表明分子流动性随着温度和含水量变化的趋势与老化

速率的变化是一致的, 并存在线性对数关系。通过研究豌豆胚轴细胞中的分子流动性与细

胞含水量和温度的相关性, 以及分子流动性与同样依赖于温度和含水量的耐贮藏性之间的

关系, 发现随着分子流动性的降低, 种子的耐贮藏性提高; 在不同温度条件下, 当种子处

于最佳贮藏含水量时的分子流动性都是处于最低水平。基于最低分子流动性和最佳贮藏含

水量之间的关系, 发现豌豆胚轴在- 20 e 条件下含水量为 0110 g H2O/ gDW时分子流动性

最低。这一结果与 Vertucci和 Roos ( 1993) 采用热力学方法对低温下种子最佳贮藏含水

量的预测结果一致。Buit ink等 ( 2000a) 利用 ST-EPR技术测定了不同温度和含水量的凤

仙花 ( Imp at iens balsamina) 种子细胞质中分子的流动性, 发现种子老化速率和半生活力

时间 ( hal-f viability t imes) 直接相关。Vertucci等 ( 1994) 的研究也表明豌豆胚轴细胞中

分子流动性与温度和含水量有关, 也同样与豌豆老化速率、活力和萌发力丧失相关, 分子

流动性的最低值和种子的最大耐贮藏性发生在相近的含水量水平。有研究表明种子含水量

并不是愈低愈好, 更低的含水量不能提高种子贮藏寿命, 反而会损害种子的生活力

( Buit ink等, 1998b; Vertucci等, 1994)。存留的水分子对保持生物大分子的结构是必需

的, 水分子可以淬灭自由基, 极度失水会增强自由基的活动 ( Buitink等, 1998a)。

3  超干种子中的自由基毒害和有毒物质的积累
种子的贮藏过程也就是生命的衰老过程。解释衰老的学说有衰老的免疫学说、衰老的

有害物质积累学说、大分子交联学说、衰老的基因学说以及衰老的自由基学说 ( P riest ley,

1996) , 而衰老的自由基学说是当前倍受重视的热点。自由基是游离存在并具有奇数电子

的分子、原子或离子, 其化学性质活跃, 在生物体内不断地产生, 也不断地被清除。在正
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常的生理状态下, 处于平衡状态的自由基的浓度是极低的, 它们不仅不会损伤机体, 而且

还具有其独特的生理作用。当环境物理因素、外源性化学物质间接诱导产生的自由基得不

到及时清除时, 或者内源性自由基的产生和清除失去平衡时, 细胞内的过多的自由基有较

强的氧化作用, 能引发膜上不饱和脂肪酸产生过氧化反应, 引起蛋白质、DNA和 RNA等

生物大分子的损伤 ( M«ller, 2001; Apel and H irt , 2004)。

极度脱水导致细胞膜外围的水膜连续界面被破坏, 使膜上敏感位点的大分子暴露而易

受活性氧的伤害, 加速了过氧化的连锁反应, 最终导致细胞衰老和种子活力的下降。到目

前为止, 引用最多的种子劣变的原因是脂质过氧化, 脂质过氧化始于自由基的产生 ( M c-

Donald, 1999)。

丙二醛 ( malondialdehyde, MDA) 是脂质过氧化的最终产物, 种子在贮藏过程中随着

劣变的发生而逐渐积累 MDA ( Priestley , 1986; McDonald, 1999)。超干种子在贮藏过程

中的 MDA含量和挥发性醛类物质的释放量都低于未超干处理的种子, 表明超干种子在贮

藏过程中脂质过氧化作用降低, 可以认为脂质过氧化作用降低是超干种子耐贮藏性提高的

生理原因之一 (程红焱等, 1991; 胡家恕等, 1999; 朱诚等, 1994; Walters, 1998)。

朱诚等 ( 2000) 的研究表明, 超干花生种子 [含水量 ( moisture content, M C) 为

2111%] 在常温条件下能显著地延长种子的耐贮藏性, 超干贮藏过程中 MDA和挥发性醛

的产生量较低。不同含水量 ( MC为 711% ~ 112%) 的洋葱种子分别贮藏在 35 e 、室温、

15 e 和 5 e 条件下 1~ 3年, 适度超干处理能延长种子的贮藏寿命; 种子贮藏的最适含水

量随温度的改变而发生相应的变化, 35 e 时最适 MC为 314% , 室温时为 314% ~ 315%,

15 e 时为 415%~ 511%, MC [ 212%不利于延长种子寿命 (朱诚, 2001)。在室温自然条

件下贮藏 1~ 3年, 适度超干的 ( MC 为 314%) 种子中 MDA 和H 2O2 的含量、以及
1O2

-

的产生速率显著低于未超干处理的 ( M C为 711% ) 种子和高度超干的 ( MC为 112%) 种

子, 而抗坏血酸过氧化物酶 ( ascorbate peroxidase, APX)、过氧化氢酶 ( catalase, CAT )

和超氧化物歧化酶 ( superox ide dismutase, SOD) 的活性显著地高于未超干处理的 ( M C

为 711% ) 种子和高度超干的 ( MC为 112% ) 种子 (朱诚, 2001)。

4  超干种子的内源抗氧剂
抗氧化系统分为酶促抗氧化系统和非酶促抗氧化系统。酶促抗氧化系统有 SOD、

CAT、APX、谷胱甘肽还原酶 ( glutathione reductase, GR)、脱氢抗坏血酸还原酶 ( dehy-

droascorbate reductase, DHR) 和半脱氢抗坏血酸还原酶 ( monodehydroascorbate reductase,

MDHR)。酶促抗氧化系统中起主要作用的是 SOD、CAT 和 APX, 三者协同作用共同清

除活性氧的伤害 ( M«ller, 2001; Apel and Hirt , 2004)。

Priestley 等 ( 1985) 认为种子中的自由基在低水分下运动受阻、攻击力减弱。超干种

子内 SOD、APX和 CAT 是种子自身抵抗活性氧、清除自由基的酶促系统 ( Leprince 等,

2000)。经过一定时间贮藏的白菜 (程红焱等, 1991)、油菜、黄瓜 ( Cucum is sat iv us )

( Zeng 等, 1998) 等超干种子吸胀萌发后仍能保持较高的抗氧化酶活性, 与低温贮藏种子

并无明显的差异, 而未超干种子的抗氧化酶活性则大部分丧失; 说明种子在超干贮藏过程

中, 抗氧化酶活性的保持比较高含水量的种子要好, 为种子在随后的萌发过程中清除细胞
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内因脂质过氧化产生的毒素奠定了有利的基础。虽然超干种子在贮藏过程中, 种子内

SOD、APX和 CAT 仍保持较高的活性, 但种子在超干状态下这些酶促反应是否发生还不

清楚, 可能只有在吸胀几小时后才开始起作用。

种子内存在一些非酶促抗氧化系统, 包括 B- 胡萝素、抗坏血酸 ( ascorbic acid,

AsA)、A- 生育酚 (A-tocopherol)、还原型谷胱甘肽 ( reduced glutathione, GSH ) 等。程

红焱 ( 1994) 测定了不同含水量的油菜种子中的 AsA、A- 生育酚和 GSH 的含量, 发现这

些抗氧化剂的含量与种子脱水程度无关。经过老化后 AsA 和 GSH 的含量在不同含水量的

种子中以相同的幅度下降, 可以认为在超干贮藏过程中 AsA和 GSH 对清除活性氧的能力

与种子在较高含水量时一样。但A- 生育酚的变化则不同, 经过同等老化处理后超干种子

的A- 生育酚含量比对照种子高, 一方面表明种子劣变程度低, 消耗的 A- 生育酚要少,

另一方面也表明超干种子具有相对高的 A- 生育酚含量, 清除活性氧的潜在能力比较高含

水量种子强。

张明方等 ( 1999) 对超干洋葱种子进行了抗氧化剂的研究, 经同样时间人工老化后的

超干种子中还原态 AsA和A- 生育酚的含量明显高于未超干种子, 而且在随后的吸胀过程

中仍然保持较高的水平。

5  糖类物质以及两性物质对极度脱水细胞的保护
种子脱水至一定的含水量, 细胞膜由流动相转变为凝胶相。细胞膜在失去水分时, 在

低水分下某些物质可以替代水分子通过氢键与极性大分子结合, 从而避免细胞膜由于水分

的丧失导致不可逆的伤害, 在含水量极低的状态下起到稳定膜系统的作用。Crow e 等

( 1992) 的研究表明, 脱水过程中能产生大量的双糖, 双糖能与膜磷脂的极性头部之间形

成氢键, 氢键使每个磷脂分子之间保持一定的空间距离, 从而使得膜的液晶态得以保持。

但是, 即使干组织中所有的糖分子与磷脂形成氢键也不足以保护膜系统; 因而认为还有其

他物质参与了与膜相变相关的物理和化学过程 ( Hoekst ra等, 1997)。

干种子、花粉和复苏植物中大量存在两性物质, 如苯酚、类黄酮和生物碱, 这些物质

被认为能够阻止脱水引起的膜相变, 同时它们又是有效的抗氧化剂 ( Hoekst ra 等, 1997;

Oliver等, 1998; Shirley , 1998)。Crow e等 ( 1996) 也表明两性物质在脱水过程中从水相

进入脂相的行为有利于种子细胞忍耐水分丧失, 是种子耐脱水性的主要因子之一。Buit ink

等 ( 2000a, b ) 以吸胀的豌豆和黄瓜种子分别作为淀粉类和油类种子的代表类型, 用已经

开始萌动的种子作为脱水敏感体系, 用 PEG渗调处理过的种子作为耐脱水体系, 研究了

脱水敏感性不同的组织中两性物质在脱水过程中在两相中的再分配。研究发现, 脱水过程

中对脱水敏感的胚轴细胞在含水量还没有大幅度下降时, 两性物质就已经开始进入脂相,

细胞粘滞度的提高也发生在较高的含水量水平, 在脱水过程中细胞粘滞度控制两性物质在

两相中的再分配 (程红焱等, 2004)。

6  展望
尽管种子超干贮藏的研究取得了很大的进展, 但迄今为止, 超干贮藏提高种子耐贮藏

性的机理还不清楚。( 1) 对于不同类型的种子, 种子脱水的极限含水量和最适合的贮藏温
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度不同, 如何建立数学模型确定种子的最佳贮藏条件以及准确预测种子的贮藏寿命以便及

时更新保存样本; ( 2) 在超干贮藏过程中如何有效地控制自由基活性氧的毒害反应; ( 3)

促进种子细胞玻璃化的因子是什么; 以及 ( 4) 超干种子在随后重新吸胀过程中的修复机

制; 这些问题有可能成为今后超干种子贮藏研究的新方向。
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