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脱水导致种子和花粉细胞膜变化的生物热力学研究进展
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摘要
:

膜系统是引起脱水敏感细胞的损伤和死亡的原

初位点之一
,

该文综述了近年来对 以 下各问题以及它

们之间的关系的研究进展 : (l) 膜相变 ; (2) 膜系统和生

物大分子受到的压力 ; (3) 玻璃态的形成及其部位 ; (4)

造成玻璃态形成的溶质分子的大小对膜相变的影响 ;

(5 )两性物质在细胞质水相和膜脂脂相间的再分配
。

旨

在为如何有效地监控种子和花粉寿命和最大程度地减

少种子和花粉细胞的衰老损伤
,

预测种质保存的最佳

贮藏条件和种质寿命
,

以便及时更换保存样本等方 面

的研究提供新的思路
。

和化学变化
,

包括细胞完整性的破坏
、

酶活性的

丧失
、

脂质氧化和其他老化劣变反应
。

许多证据

表明这些变化受细胞的水分与环境温度两者的交互

作用的影响以及细胞膜是否由流动相转变为凝胶相

有直接关系
,

本文对近年来在种质保存 中脱水引

起的细胞膜变化 的研究进展作一综述
。

关键词 : 种子 ; 花粉 ; 膜相变 ; 玻璃态; 两性物质 ;

脱水

中图分类号 : Q9 45

保存植物遗传多样性的主要方式之一是保存种

子和花粉
,

长期保持种子和花粉的生活力对于种

质的保存至关重要
,

在给定条件下如何有效地监

控种子寿命和最大程度地减少种子和花粉细胞的衰

老损伤
,

预测保存寿命以便及时更换保存样本的

研究是必不可少的
。

E llis和 R o be rt s (19 8 0)提出的

预测种子寿命的经验公式己被广泛接受
,

但是并

不适合于预测在低温和低含水量情况下的种子的寿

命(V e
rtu

e c i等 19 9 4 )
。

近年来 V e rt u c c i等基于热力

学的考虑提出了解释种子贮藏性质的新学说
,

认

为劣变化学反应所必需的水的可用性是防止干种子

老化劣变的因素
,

因而水势可能是能够更好地指

示最佳贮藏条件的指标
。

在较低温度下贮藏的种

子的含水量并不是越低越好
,

随着贮藏温度的降

低
,

最佳含水量值提高(v e rtu c ei等 1 9 9 4
,

B u itin k

等 19 9 8
,

Lia n g 和 su n 2 0 0 0)
。

目前种子库在 1 8 oC

贮藏时建议种子的含水量为 5%
,

B ul ti n k 等(20 o0a
,

b
,

d) 观察到种子含水量保持在 7 % 时种子的贮藏寿

命会更长
,

在 0 ℃ 以下贮藏时种子不宜干燥到太

低的含水量
。

尽管如此
,

种质保存寿命的预测 以

及最佳贮藏条件的确定上仍然存在争议 (El lis 等

199 0)
。

种子和花粉在贮藏过程中会发生许多物理

1 膜相变温度的改变与膜结构的变化

膜相变对种子和花粉这样的低水分生物组织细

胞 的正常结构和功能的保持是至关重要的
。

例如

在低温下花粉细胞膜处于凝胶相状态时
,

此时吸

水会造成细胞膜的可见损伤甚至细胞死亡
,

而在较

高温度下细胞膜处于流动相状态
,

吸水不会 引起

细胞膜的损伤(H o e k str a
等 1 9 9 7 )

。

在种子脱水过

程中
,

细胞膜由流动相转变为凝胶相
,

在吸胀回

水过程中
,

细胞膜由凝胶相转变为流动相
,

如果

由凝胶相转变为流动相的膜相变过程过长
,

种子

的活力会降低
。

一般认为膜系统是脱水引起脱水敏感细胞的损

伤和死亡 的原初位点
,

种子和花粉细胞膜组分受

脱水影响的程度
,

体现了种子和花粉对脱水 的敏

感度
。

电镜观察结果表明
,

脱水造成细胞膜结构

的变化
,

包括细胞膜结构蛋 白被排出膜脂丰富区

域以及膜磷脂的双层排列状态变为六角形排列状

态
,

从而破坏了细胞膜的半透性
。

脱水造成膜结

构的另一种变化是磷脂从流动相变为凝胶相
,

同

样不利于细胞膜 的渗透调节功能的执行
。

细胞膜的主要成分为磷脂
,

有凝胶状态(凝胶

相 )和液晶状态(流动相)两种存在方式
,

在一定温

度下两种状态会发生相互转变
,

转变时的临界温
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度称之 为相变温度(T m)
。

除含水量外有许多因素

影响磷脂 的相变温度(T m)
,

如双层磷脂中混杂 的

其他组分等(M c M、i lle n
等 1 9 9 4

,

W
o lfe 和 B ry a n t

1 9 9 9
,

B in d e r 和 G a w r ise h 2 0 0 1
,

M e ] a n ie 等

20 02 )
。

以纯磷脂在充足水分下的相变温度 To 作为

脱水引起的脂相变温度(Tm )改变的初始值(Ko
ste r
等

2 0 0 0 )
。

随着水分 的丢失
,

T m
会从 T

。

逐渐升高

(W
e bb 等 19 9 3 )

,

当 Tm 比初始值 To 高出 6 0 oC 时
,

磷脂处于无水状态
。

H o e k str a
等(19 9 2)发现花粉细

胞在脱水过程中细胞膜的 Tm 有类似的变化
,

即细

胞膜在失水过程中 Tm 会逐渐升高
。

在脱水过程中

磷脂 几 的升高 可以量化低水分时膜上受到的水合

的物理力量对膜以及膜上大分 子的作用 的变化
。

膜的组成
、

温度
、

水合状态以及周围溶液的成分

和状态
,

决定着膜脂是处于凝胶相或流动相
,

即

膜的相变依赖于温度的变化
、

膜的组分及其分布

和平衡状态
、

膜组
.

份间的相互作用以及物理束缚

力等 因素
。

2 膜系统受到的压力变化

极度脱水 (使水分含量低于 0. 2 9 H Z
o/ g D w 时)

造成膜的损伤程度与膜的组成有关
。

含水量较高

的细胞在刚开始脱水时失去 的是细胞液里的水
,

它仅引起形态 的改变
。

当极度脱水时
,

双层膜之

间以及膜与蛋白质分子之 间极度紧密靠近
,

水分

含量为 20 % 时双层膜之间的距离约为 1 n m
。

极度

脱水导致整个细胞膜的亲水表面与大分子以及其他

超微组份之 间的距离小于 1 n m
。

相距甚近的两个

亲水表面之间 (微距离约为 1 n m )存在着强大的排斥

力
,

排斥力的大小随着水分子与亲水物质表面之

间距离的减小呈负指数函数增加 (R a n d 和 Par seg ian

1 9 8 9)
。

如果此时继续失去水分
,

由于水分子 的

丢失
,

双层膜之间本应更加靠近
,

但因存在着巨

大的排斥力而很难再进一步靠近(R an d 和 Par s
eg ian

1 9 8 9 )
。

在很低的水势下
,

要克服这样大的排斥力需

要足够大的吸力
,

这样大的吸力对膜系统会造成

影响
。

当溶液是液态时
,

吸力(即负压)在所有方

向土都是等值的
。

负压作用在垂直于膜的方 向上

会导致膜间距离的减小
,

作用在平行于膜的方 向

上会导致膜组分在沿膜的方向上的密集
。

无论是

垂直和平行于膜的方向
_

L的负压都会减小细胞膜双

层结构之间所夹着的水分体积
,

这种密集作用会

引起水合 界面面积 的减小
,

并在沿膜的方向上压

缩了膜组分的空间距离
。

这种压缩作用有利于凝

胶相的形成
。

与流动相相比
,

处于凝胶相的膜脂

分 了的表面积要小一些
。

水分越少
,

水合程度越

低
,

流动相 越容易 向凝胶相转变
。

换言之
,

充

分水合的膜系统在
一定温度下是处 于流动相状态

,

脱水产生的负压引起膜系统的从缩
,

从而导致在

相 同温度下膜系统转变为凝胶相状态
。

W ol fe 等从力学和热力学角度分析了脱水对膜

系统和 生物大分 子产生 的压力 的变化(W ol fe 和

B ry a nt 1 9 99)
,

认为纯磷脂的相变温度 T 。 随着脱

水进程逐渐升高
,

充分水合状态下膜间水分含量

较高
,

此时水势较高
,

脂类的相变温度为 To
。

当

水 分离开膜内空 间时水 势降低
,

膜压缩
,

此时如

果是纯脂
,

相变温度由 T
。

升高至 T m 。

如果是膜

间含有小分子溶质
,

同样的失水程度引起膜的被

压缩程度比纯脂被压缩的程度小
,

因而膜相变温

度 Tm (从 To 升高的幅度)较小
。

如果膜间小分子的

溶液玻璃化而此时膜脂处于流动相 (如小分子溶液

的玻璃化温度 几 高于膜相变温度 Tm 时), 玻璃态

对膜产生的机械抗性能够阻止膜向凝胶相转变
,

因而此时的脂类(lipid n e ar v itr ifi e d so lu te )的相变温

度(T矽会降低至 To 以下
。

此观点被其他学者的研

究所证实(w
e b b 等 29 9 3

,

K o s te :
等 2 0 0 0 )

。

平行

于双层膜结构方向 L的压力对磷脂相变温度的影响

可 以用 e 一a u s iu s 一

e la p e yr o n 公式表示
:

To 么 a

△ Tm =

—
fI

2 L

A Tm 为相变温度的变化值
;

To 为膜磷脂在充

分水合状态下的相变温度
; △ a

为相变前后磷脂

分子表面积的变化
; L 为相变的焙值

; 刀为受到

的平行 于双层磷脂层方向的压力 (w ol fe 和 B r
ya nt

1 9 9 9
,

K o s te r
等 2 0 0 0 )

。

图 1 中的 B I和 B Z显示了小分子溶质对膜相变

的热力学效应
。

A I和 A Z 表示膜 / 水(不含小分子

溶质 )系统
; B l 和 B Z 表示膜 / 水 / 小分子溶质 (含

小分子溶质 )系统
;
膜间小 的颗粒表示 几糖

;
膜

间和小分子溶质之间的空 白处代表水分
。

在恒定
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温度下
,

当脱水发生时
,

膜片层处于流动相状态

(A l)
,

随着水分的丢失
,

膜片层在膜平面方向上

收缩
,

形成凝胶相(A 2)
,

此时磷脂分子的面积减

小
,

膜变得更为致密
。

而同样处于流动相的膜片

层(B I) 由于小分子溶质的渗透压效应和体积效应

(体积效应指双层膜结构之间的溶质分子 自身的体

积使得在脱水过程中双层膜结构之间可以保持一定

的距离
,

只有在很低的含水量下膜双层结构之间

紧密靠近时
,

溶质分子才会有体积效应)
,

从而

减小了膜之间即相距甚微的两个亲水表面之间存在

着的强大排斥力(B rya n t和 w
o zre 29 9 2

,

w
o lfe 和

B ry an t 1 9 9 9)
。

渗透压效应指膜片层之间高浓度溶

质的存在能够在低水分状态下减小膜片层之间的溶

液对膜片层的压力
,

有助于防止膜系统从流动相

向凝胶相转变
。

膜片层随着水分的丢失
,

在膜平

面方向上收缩的程度减小
,

磷脂分子之间的距离

较大
,

双层膜之间也由于小分子溶质占据一定的

体积而相距较远
,

因此失水后 (B 2) 仍然保持流动

相(B ry a n t 等 2 0 0 2 )
。
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图 1 低含水量条件下细胞膜相玻璃态溶质分子大小的热力学效应的模式图
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3 玻璃态的形成及其形成位置对膜相变的

影响

水溶液能固化为冰晶和玻璃态两种固态形式
。

如果溶液粘稠度很高而且降温速度又非常快
,

则

冰晶难 以生长或没有充分的时间生长
,

水溶液就

进入玻璃态
。

当水溶液失水时
,

溶液浓度增加的

同时粘度也增加
,

当粘度增至大约 10
’4 Pa/ s

时溶

液开始玻璃化
,

所形成的固体状态称 为玻璃态
。

在玻璃态的体系中分子的扩散速率降低
,

但水分

子由于其分子量低和体积小
,

而具有较大的可移

动性
,

因此水分还 可 以继续丢 失
。

生物组织脱水形成玻璃态的现象己被肯定
,

脱水时玻璃态的形成是降低贮藏过程中衰老劣变反

应速率的主要因素(L eo p ol d 等 1 9 94)
。

玻璃态是一

种粘滞的热力学不稳定 固态
,

低温和低含水量下

生物组织容易发生玻璃化(B ui tin k 等 1 9 9 8)
。

玻璃

态是一种非平衡体系
,

在同一个多相异质样品中

可能同时含有玻璃态和非玻璃态两个区域(Sl ad e和

L e v in e 1 9 9 5)
。

在玻璃态 区域
,

所有需要物质转

化和扩散的过程 (如蛋 白质的糖化过程)
,

其反应

速率被显著地减缓
。

玻璃态的细胞质的高粘滞性

阻止 了细胞质中溶质分子 的扩散
,

从而减缓了化

学组分和结构上的老化劣变反应(:S u n 1 9 9 7)
,

因而

玻璃态可以稳定失水状态下蛋白质等生物大分子

(s u n 和 D a v id so n 2 9 9 5)
,

提高种子和花粉的耐贮

藏性(s u n 19 9 7
,

B u itin k 等 19 9 5 )
。

玻璃态是亚稳定的固态
,

可以支撑一定的机

械压力
。

玻璃态具有对膜的稳定作用
,

作用的大

小取决于玻璃态形成的位置
。

只有当玻璃化发生
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在双层膜之间或膜与其他亲水的超微结构物质之间

时
,

才会对膜相变有显著影响
。

K os ter 等 (1 9 9 4)

发现在脱水过程中
,

当磷脂双层结构之间的糖溶

液发生玻璃化时
,

磷脂的相变温度 Tm 降低到初始

值 To 以下
,

如 1
一

棕搁酞
一

2
一

油酞基
一

磷脂酞胆碱

(p 0 PC )的相变温度(T m )从
一 3 aC (T

。

)降至
一 2 5 oC

。

Z ha n g 和 S tep o n k !J s (1 9 9 6 )证实了 K o ste r 的结果
,

并提出处于玻璃态的溶液的机械抗性的大小决定相

变温度 Tm 降至 To 以下的降幅
,

即 Tm 低于 To 的程

度大到会造成刚性很高的情况
一

F
,

发生下面 的事

情
。

小分子离开膜时造成膜面积的紧缩
,

处于玻

璃态的溶液的刚性使得膜面积较难紧缩
,

这将不

利于凝胶相的形成
。

当温度降低到 To 以下时
,

如

果没有玻璃态的形成
,

细胞膜将 由流动相向凝胶

相转变
。

但是当玻璃态形成后
,

玻璃态的刚性可

以抵抗来 自于平行于膜表面方向上 的压力
,

即使

温度低于 T
。 ,

脂类物质仍然保持流动相状态

(Z ha n g 和 s te p o n‘:u s 1 9 9 6
,

K o ste r
等 2 0 0 0 )

。

如

果温度继续降低到波璃态的刚性不足为膜脂层面积

紧缩的障碍时
,

细胞膜由流动相转变为凝胶相
。

膜双层结构之间形成玻璃态
,

构成 了在平行于膜

表面 方 向上 的紧张状态
,

致使 T m
降至 T

。

以下

(Z ha n g 和 S tep o n k、, 5 1 9 9 6
,

W
o lfe 和 B叮a n t 19 9 9

,

勘
ste :
等 2 0 0 0 )

。

e
’

lau siu s 一C I叩
eyro n 公式可 以用来

量化由于膜双层结构之间的玻璃化造成对膜结构的

横向压力(仍(K o s、:e r
等 2 0 0 0 )

。

有一种观点认为在脱水过程中糖类物质对膜磷

脂相变的作用
,

是糖溶液的玻璃化能阻止 Tm 的升

高
,

推断糖的玻璃化温度 几与其阻止 Tm 升高的能

力有必然的联系(o liv er
等 1 9 9 8 )

。

e r o w e
等却认

为在脱水过程中
,

限制 Tm 升高的是糖类物质的渗

透压效应和体积效应
,

与玻璃化无关
。

糖类物质

几的高低与其能够保持 Tm 在 To 水平的能力之间没

有直接的关联
,

只有 当 T m 下 降至 T
。

以下 时
,

Tm

的下降才与溶液的玻璃化有关
。

关于糖溶液的玻

璃化对磷脂 Tm 的影响
,

由于不同的学者在研究中

采用 了不同的相变温度的参考点而有不同的甚至相

互矛盾的观点和看法(C r o w e
等 1 9 9 8

,

O liv e :
等

199 8)
。

w ol fe 等建议统一 Tm 和 To 的定义
:

Tm 为

脂类物质在天然的非纯合状态 的相变温度
,

To 表

示纯的脂类物质在完全水 合状态下 的相变温度

(W o lfe 和 B rya n t 19 99
,

K o s te r
等 2 00 0 )

。

Z ha n g 和 S te p o n k u s (1 9 9 6 )提出
,

当膜双层结

构之间的溶液发生玻璃化时
,

玻璃态的刚性会导

致膜很难在面积上延展
,

当膜的磷脂层处于凝胶

态时
,

膜的延展 比处于流动态时难
。

温度的升高

有
‘

利于膜面积 的延展
,

这种情况下膜相变需要较

高的温度
,

Tm 会高于 To
,

更有利于膜保持在凝胶

相 ; 当膜磷脂层处于流动相时
,

如果膜片层间溶

液发生玻璃化
,

膜相变温度 T 。
会低于 T

O ,

会有

利于膜磷脂层维持在流动相 (W ol fe 和 B ry an t 1999
,

K o s te r
等 2 0 0 0 )

。

因此
,

可以说膜片层间溶液的

玻璃化有利于膜磷脂层保持在当时所处的状态
。

以上讨论的都是玻璃化发生在靠近膜表面的区

域 (可以称之 为微溶液体积区域 )时的情况
,

如果

溶液的玻璃化发生在主体溶液(b u lk S o lu tio n )里
,

即溶液体积的长宽高均大于 1以
n m (亲水性物质表

面之间距离 )
,

则对膜的直接影响很小
,

但会影

响脱水组织中的某些其他反应过程
,

如减缓某些

化学反应的速率(K a rm a s
等 19 9 2

,

sla d e 和 L e v in e

1 9 9 5 )
。

4 膜片层之间溶质分子的大小对膜相变的

影响

在脱水过程中膜片层间的溶液发生玻璃化将有

助于稳定膜系统
,

这种对膜的稳定作用 的强弱取

决 于溶质分子 的大小
。

溶质为 聚合物等大分 子

时
,

脱水导致大分子从膜之 间和其他超微结构之

间排出(R a n d 和 Par se g ia n 19 5 9)
,

所以多聚大分子

玻璃化不会发生在膜间区域
,

而是发生在主体溶

液(b u lk so lu tio n )区域
,

因而对膜相变的影响很

小
,

既不会阻止磷脂的 T m
升高到 T

。

以上
,

也不

会使得 Tm 降低到 To 以下(w
o l允 和 B rya n t 1 9 9 9

,

K o ste r
等 2 0 0 0)

。

有些学者(C ro w e
等 19 9 6

,

19 9 8 ;

O h ver 等 19 9 8) 认为
,

在脱水时像葡萄糖普和轻 乙

基淀粉这样的多聚大分子溶液的玻璃化不能将磷脂

的 Tm 降低到 To 以下
,

在脱水过程中 Tm 降至 To 是

由于小分子糖类物质的存在造成的
。

在脱水研究的模式系统中
,

可溶性糖能阻止

膜脂由流动相转变为凝胶相 (K o s te r
等 1 9 9 4

,

2 0 0 0 ; e r o w e
等 1 9 9 6 )

。

已有许多实验证实
,

小

分子溶质如葡萄糖
、

蔗糖
、

海藻糖和 山梨醇糖的

存在
,

能够减缓因细胞脱水引起的膜相变温度 的
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升高(K o ste r
等 19 9 4

,

2 0 0 0 : Z ha n g 和 s te p o n
ku

s 19 9 5 :

C ro w e 等 199 6)
。

溶质浓度的增加引起渗透压的增

加
,

渗透压越高
,

水势(平 )负值越大
,

产生的吸

力也越强
,

即产生 的负压越强
,

膜之间水分丢失

也越难
。

细胞质中小分子溶质对膜相变的影响取

决于小分子溶质的溶液是否形成玻璃态
。

膜间含

水量随水势和膜间小分子溶质与膜脂分子的数量比

而变化
。

小分子溶质的增加提高了溶液的渗透压

(仍
,

使得水势( u )负值更大
。

当 17 + 攀 = 0
,

膜

间受力为零
,

与膜相距大于亲水性物质之间距离

(1一2 n m )的主体溶液将与膜共 同组成一个平衡体

系
。

随着 平 越趋向于负值
,

膜间水分 丢失得越

多
,

膜间空间就越小
,

此时分子体积较小的溶质

分子可 以保留在膜内空间
,

使得膜间溶液保持一

定的渗透压
,

从而 能够保持一定的水分
,

与没有

小分子溶质存在时的膜内空间相比
,

膜间空间也

较大(W
o lfe 1 9 5 7 )

。

图 1 中的 B I
、

B Z 以及 C I
、

C Z 表示低水分

含量下分子大小不同的溶质玻璃化对膜系统的影

响
,

B l和 B Z 显示了小分子溶质(二糖分子)的情况
;

C l和 C Z显示了大分子溶质(分子量约为 4 0 0 0 0 的

多聚分子)的情况
。

膜间和小分子溶质之间的空 白

处是水分
。

假定温度恒定
,

水势接近零 时(高水

合情况下)
,

小分子(B 1 )和大分子(C l) 都可以进入

双层膜之 间
。

细胞脱水时水势越来越趋于负值
,

膜间空间减小
,

多聚大分子逐渐从膜双层结构中

排 出(C Z )
,

小 分子 仍然保留在 原来的位置上

(B 2)
。

当水分含量和温度都足够低时
,

玻璃化发

生
,

如果小分子溶液发生玻璃化(B 2)
,

玻璃态将

阻止膜由液晶态向凝胶态转变
。

如果是排出两层

膜夹层之外的大分子溶液发生玻璃化 (C 2)
,

玻璃

化对膜相变几乎没 有直接 的影响(B r y a n t 等

2 0 0 1 )
。

存在于双层膜间的小分子溶液的玻璃化有降低

磷脂相变温度的重要作用
,

溶质的这种作用是不

同于单纯的渗透压效应和体积效应
,

与溶液发生

玻璃化的温度(几)也有关系(W
o lfe 和 B斗a n t 19 9 9

,

K o ster
等 2 0 0 0 )

。

e r o w e
等(19 9 5)认为在脱水过程

中二糖酞胺(如海藻糖酞胺和蔗糖酞胺 )能够使二棕

搁酞磷脂酞胆碱(d ip a lm it o yl
一

p ho sph atidyleh o lin e
,

D PP C) 的 Tm 降至 To 以下
,

这并不是糖溶液玻璃化

的结果
,

而是这些糖分子插入到毗邻的脂分子之

间的结果
。

根据这一看法
,

插入 到膜双层磷脂分

子之间的二糖酞胺的分子体积须在一定的大小以

上
,

才能阻止脂类由液晶相 (流动相 )向凝胶相的

转变
。

C r o w e
等 (1 9 9 8) 提出

,

像葡萄糖这样的

单糖酞胺
,

由于其分子体积 比二糖酚胺小
,

即使

插入到脂类分子之间也达不到像二糖酞胺那样插入

脂类双层结构而使膜面积延展的程度
,

也就不能

够 降低脱水状态下 D PPc 的 Tm
。

不同于 c ro w e
的

观点
,

K o ste ;
等(19 9 4 )认为单糖(如葡萄糖)与二糖

(如海藻糖)都可 以通过在脂双层之间形成玻璃态而

使得脂类的相变温度降低至 To 以下
,

只不过是要

看组成脂双层的 To 是否低于葡萄糖溶液的几
。

正

如二糖酞胺能够使得脱水的 D PPC 的 Tm 降到 To 以

下是由于糖在流动相的磷脂双分子层之间形成玻璃

态一样
,

如果葡萄糖在流动相的双层结构之间能

够形成玻璃态(如葡糖糖的几高于脂类的 To 时), 也

可以将磷脂的 Tm 降低到 To 以下
。

近来的研究结果

证明以上的事实确实存在
:

对于 1
一

油酞
一

2
一

棕相

酞
一

磷脂酞胆碱( l
一 o le o y l

一

2
一

p a l m i t o y l
-

p h o sp h a tidyle h o lin e
,

O p p C )
,

含水量低于 0
.

5 9

H Z

o/ g D w 时
,

葡萄糖溶液发生玻璃化的温度(几)

高于 O PP c 的相变温度(To 为
一 5℃ )

,

此时葡萄糖

分子插入到 由 O PPC 组成的磷脂双层结构中
。

葡

萄糖溶液发生玻璃化时
,

由 OPPC 组成的磷脂 Tm

下降为
一 3 0 ℃

,

这意味着由 O PPC 组成 的磷脂在

一 3 0 ℃ 以上均会保持流动相
。

然而
,

对于二棕搁

酞磷脂酞胆碱(d ip a lm it o yl
一

ph o sp h a tidylch o lin e ,

D PPC)
,

由于其 To 为 4 2 ℃
,

而葡萄糖溶液的几

低于 4 2 ℃
,

则即使插入到 由 D PPC 组成的磷脂双

分子 层中的葡萄糖发 生玻璃化
,

也不会 降低由

D PPC 组成的磷脂的相变温度
,

其 T m
会保持在

4 2 oC 以上(K o ste r
等 Z 0 0 0 e )

。

这就是膜系统的相变

与膜的磷脂组分和膜间溶液的 T :
之间的关系

。

除了溶质分子的大小以外
,

溶质的溶解度也

很重要
。

在脱水过程中
,

只有当溶质保持溶解状

态时才能形成玻璃态
。

有些溶质在高浓度下形成

结晶
,

使得溶液浓度降低
,

玻璃态将很难形成
,

溶质通过渗透压效应降低脂类物质相变温度的影响

也会减小(K o ste r
等 19 9 6 )

。

在膜间区域
,

尽管溶

液浓度很高
,

只要没有结晶存在
,

就不会影响玻
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璃态 的 形成
。

5 两性物质在细胞质水相和膜磷脂脂相 中

的重新分配

种子和花粉在脱水过程中
,

细胞 内两性物质

从细胞质水相进入膜磷脂的脂相
; 反之

,

回水过

程 中两性物质又从脂相回到水相
。

种子或花粉在

吸胀期间细胞内的物质会不可避免地发生短暂的渗

漏
,

可能是由于在
‘

回水过程中两性物质在细胞质

水相和膜磷脂脂相中的重新分配
,

降低了细胞膜

的选择透性
。

对脂质体 的研究表明
,

脱水时两性

自旋探针进入双层磷脂层
,

回水时会引起短暂渗

漏
。

从花粉中提取 出的两性物质也会产生相同的

特征
。

G ol o vi n a
等 (19 9 8) 利用 电子顺磁共振波谱

技术(ele e tr o n p ar a n la g n e tie r e so n an e e sp e etro se o p y
,

E PR S) 分析了香蒲(乃岁ha zat ifo lia) 的花粉在脱水和

回水过程中
,

两性物质硝基氧 自旋探针在细胞 中

的转相效应
。

花粉细胞处于水合状态时
,

探针主

要 出现在水相
;
花粉细胞脱水时

,

探针脱离水相

而进入脂相
; 当花粉细胞脱水至含水量低于 0

.

4

9 H 2 0 /9 D w 时
,

探针从水相中彻底消失
,

而回

水至含水量为 0
.

4 9 H ZO /9 D W 以上时探针又重新

在水相 中出现
。

在香蒲花粉脱水和 回水过程中探

针分子在水相和脂相中的重新分配
,

可以解释细

胞膜 的暂时性渗漏
,

膜渗漏在花粉的吸水过程中

由高到低的变化规律与两性物质逐渐在水相中出现

的规律是 一致的
。

B u itin k 等以吸胀的豌豆沪is u m , a riv u m )和黄瓜

(e u e u m i, : a tiv a ) 种子分别作为淀粉类和油类种子

的代表类型为研究材料
,

用 已经开始萌动的种子

作为脱水敏感体系
,

用 PE G 渗调处理过的种子作

为耐脱水体系
,

研究脱水敏感性不同的组织中两

性物质在脱水过程中的两相 中的再分配
。

他们通

过研究发现
,

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含水

量较高时
,

细胞粘滞度控制脱水过程中两性物质

在两相间的再分配(B u itin k 等 Z 0 0 0 e ,

L ep rin c e
等

2 0 0 0 )
。

两性分子从细胞质这样的异质胶体中分离进入

膜脂相的分子机制是复杂的
。

R o w e
等(19 9 8) 利用

极性不同的两性自旋探针进行了电子顺磁波谱分

析
,

结果表 明这些 自旋探针的波谱特征随周围环

境中的改变而不同
,

而且发现不同极性的分子在

含水量降到不同的水平 时进入脂相
。

种子和花粉在吸胀开始时发生物质渗漏
,

但

随着吸水 的进程物质渗漏量逐渐减少
,

而其他植

物组织的细胞则会继续渗漏
,

即对脱水更敏感
。

但在低温下或水分含量极低的情况下
,

种子和花

粉 的吸胀渗漏持续的时间要 长一些
。

花粉和种子

在脱水至一定程度时
,

细胞膜 由流动相转入凝胶

相
,

如果花粉细胞在花粉吸胀之前保持
一

定的含

水 量
,

细胞膜 已经处于流动相
,

在花粉吸胀期间

就不会发 生由凝胶相转变为流动相的相变过程
,

膜渗漏就较少
。

但是即使细胞膜始终保持在流动

相状态
,

在吸水过程中也会发生一 定程度 的膜渗

漏
,

但这种渗漏是短暂的
,

通常不会影响花粉 的

萌发
,

仅仅会造成
一

些活力的降低(H o e k s tr a
等

19 9 2
,

T e tte r o o
等 1 9 9 6 )

,

活力的降低 与膜的相

变无关
。

膜渗透性的提高可能缘 少与膜表面和膜

内某些糖类物质的出现
。

C ro w e
等(19 9 2)报告脱水

过程中能产生大量的双糖
,

双糖与膜磷脂的极性

头 部之间形成的氢键对于细胞的耐脱水性至关重

要
,

氢键使磷脂分子之 间保持 一定的空间距离
,

此距离可以阻止脱水引起的 Tm 的升高
,

从而使得

膜的液 晶态得 以保持
。

糖类和脂类物质相互之 间可能有特别的关系
。

C ro w e
等 (19 9 6) 报告在无水或接近无水的状态下

,

糖类物质与膜极性集团以及其他膜生物大分子之间

形成氢键
。

纯的磷脂在脱水至 0
.

0 2 9 H Zo / 9 D w

以 卜
,

Tm 将比 To 升高 3 0 ℃
,

而糖类物质的存在

将限制 Tm 的升高(K os ter 等 200 0)
。

在接近无水状

态
一

凡水分含量接近 0 9 H ZO /9 D w )糖类物质与膜

之间的氢键具有维持 几在 To 水平的功能
。

在水分

含量为 0
.

05 一 0
.

2 9 H 2 0 / 9 D w 时
,

如果没有糖类

物质存在
,

Tm 将升
一

高
。

双层膜之间缺少溶质时在

脱水过程中 Tm 逐渐升高的事实
,

可以解释双层膜

之间溶质的存在 限制 T m
升高的事实(B r y a

nt 和

W
o lfe 19 9 2

,

W
o lfe 和 B ry a n t 1 9 9 9 )

。

根据这一

模式
,

膜保持接近于充足水 分含量时的物理状态

的基础 是糖类物质与极性分子之 间的相 互作用
,

而且这种作用随着糖浓度 的增加而加 强
。

但是
,

即使干组织中所有的糖分子都与磷脂形成氢键也不
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足以保护膜系统
,

因而认为还有其他物质参与和

膜相变相关的物理和化学过程(H oe ks tr a
等 1 9 9 7)

。

除了糖类物质 以外
,

黄酮醇被认为是另一种

能够阻止脱水引起的膜相变温度 T m
升高的物质

。

黄酮醇的两性特征使它能在脱水过程中从处于水相

的细胞质进入处于脂相的细胞膜脂区域
,

从而阻

止细胞膜凝胶相的形成
。

杨皮黄酮 (que
rce tin) 是一

种黄酮醇
,

具 有很强 的抗氧化 作用 (T e r a o
等

19 94 )
,

在花粉干物质中含量高达 0. 2 %一 1% (Y ls tr a

等 19 9 2
,

V Ogt 和 T即lor 199 5)
,

可以在脱水时以 30℃

的降幅降低棕搁酞油脂脂质体(p a lm ito yl
一 o le o yl Pe

lip o so m e )的膜相变温度(H o ek s tra 等 1 9 9 7 )
。

此现

象发生在杨皮黄酮 : 磷脂的摩尔比为 厂 1 0 的情

况 下
。

杨皮黄酮插入到脂质体膜的非极性区域
,

打乱了此 区域内酞基链原有的有序排列
。

这种紊

乱 在 重 新 吸 水 时会 造 成 暂 时性 的 膜 渗 漏
。

G ol o vi n a
等(19 98 )认为尽管两性物质在脱水过程中

从水相进入脂相的行为会 引起吸胀渗漏
,

但却有

利于种子和花粉的细胞忍耐水分的丢失
,

是种子

和花粉耐脱水的关键性物质
。

细胞内的许多两性

物质具有抗氧化性
,

有助于维持膜的流动性
。

与

硝基氧自旋探针具有类似作用的内源两性物质有苯

酚
、

类黄酮和生物碱(H o e k str a 等 19 9 7
,

G o lo v in a

等 1 9 9 8 )
。

这类物质在干种子
、

花粉和复苏植物

中大量存在 (o o lo v in a
等 1 9 9 8

,

O liv e r
等 1 9 9 8

,

shir一e y 19 9 8 )
,

而且都是有效的抗氧化剂(S a
ij

a
等

19 9 5
,

R ie e 一

E v a n S 和 M ille r 1 9 9 6
,

R ie e
一

E v a n s
等

19 9 7)
,

脱水过程中此类具有抗氧化活性的两性物

质从细胞质中进入膜系统
,

可 以防止脱水引起的

氧化损伤
。

这也可 以从保护膜系统抵御氧化劣变

的角度解释为什么种子
、

花粉和复苏植物与其他

组织和细胞相 比具有较高的耐脱水性
。

离子通过与电荷的作用与膜结合
,

除此以外

其他与膜系统紧密结合的可溶性物质通过范德华力

或氢键与膜相互作用
。

水分与膜系统之间的作用

包括了以上所有类型
。

按照水分替代学说
,

细胞

膜在失去水分 时
,

在含水量低时某些物质可 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的不可逆伤害
,

在无

水或接近无水状态下起到稳定膜系统的作用
。

两

性物质在脱水过程中由细胞质水相进入膜脂相
,

提高了细胞对脱水的耐性
,

这些事实佐证了水分

替代学说(e r o w e
等 19 9 6 : o liv er

等 19 9 5
,

2 0 0 0 )
。

6 结束语

在种子和花粉的种质保存中温度和含水量是两

个最 为关键的因素
。

近几年国外 已经开始利用老

化速 率 动力学的研 究手 段
,

采用 E P R
、

S T
-

E PR S
、

极性分子探针标记等技术从力学和热力学

角度研究温度和含水量与种质老化速率的关系
,

试图提出更为合理的预测水分和温度对种质寿命影

响的动力学模型
,

以上研究 已经成为细胞生物学

和热力学交叉领域的研究热点
,

对于种质保存的

研究具有重要 的理论和应用意义
,

。

国内这方面的

工作几 乎还未开展 (程红众等 1 9 9 6
,

汪晓峰等

1 9 9 9)
,

希望 国内热力学和生物学研究者们尽快开

展此领域的联合研究
。
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