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摘要:大豆种子是正常性种子。本文通过电解质渗漏速率、幼苗鲜重、胚轴存活率以及抗氧化酶活性等相关指标的测定 ,

阐明了大豆胚轴在脱水过程中脱水耐性的变化情况及其与抗氧化酶活性的关系。为正常性种子和顽拗性种子脱水耐性

研究提供参考。
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Abstract: Soybean seeds belong to O rthodox seeds. Changes of desiccation to lerance, the re lation be tw een

desiccation to lerance and activ ities of an tiox idation enzymes in imbibed soybean axes w ere investiga ted by

measuring their rates of electro lyte leakage, fresh we ight of seed lings, surv iva l rate and activities of antiox ida-

tion enzym es. Th is can be taken as a reference for the research on desiccation to lerance of orthodox seeds and

recalc itrant seeds.
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根据贮藏特性,可以将种子分为正常性种子 (O rthodox seed)和顽拗性种子 ( Reca lcitran t seed)
[ 1]

,大豆属正常

性种子。正常性种子在发育过程中形成萌发能力和脱水耐性,成熟脱落前要经历一个自然的脱水时期,其含水量

已大为降低,且可进一步干燥至很低的含水量,以利于贮藏, 而顽拗性种子, 如荔枝、龙眼种子等不耐脱水。因此,

脱水耐性是正常性种子最基本的特征之一。在萌发的早期阶段,即胚根突破种皮之前,大多数类型的种子能够干

燥到它原有含水量而不引起伤害。但是, 到萌发的后期,脱水将显著降低种子的生活力,甚至引起种子死亡。例

如,萌发 6 h的大豆 ( G lycinemax L. merr cv. M aple A rrow )种子能忍受严重脱水, 36 h的则难耐脱水
[ 2]

;正常性种

子在吸胀过程中脱水耐性是逐步丧失的, 是一种数量特征
[ 3]
。

线粒体在呼吸代谢过程中,不可避免产生氧自由基 ( R ichter, 1984) ,它们对生物大分子具有破坏作用, 即膜

脂过氧化反应,最终形成包括丙二醛 (MDA)在内的过氧化产物,破坏细胞膜稳定性, 致使电解质渗漏速度增加,

进而引起细胞的衰老和死亡。植物细胞内具有清除氧自由基的抗氧化系统,如自由基清除酶系统 (如 SOD、POD、

CAT等 ) , Vertucci和 Farrant认为自由基清除系统是脱水耐性的一个重要组分, 较耐干旱和脱水的组织具有更有

效的抗氧化酶系统
[ 7]
。

正常性种子吸胀萌发过程中脱水耐性丧失进程及脱水伤害机理与顽拗性种子脱水敏感性特点和脱水伤害的

机理是相似的
[ 4~ 6]
。因此, Sun就提出用吸胀萌发的正常性种子作为材料来研究顽拗性种子脱水敏感性的机理,

这样可以不受地理分布和成熟季节的限制来研究顽拗性种子脱水敏感性机理
[ 15 ]
。大豆胚轴的脱水耐性研究尚

未见报道。本文以大豆胚轴为材料, 研究了种子萌发过程中脱水耐性的变化及其与活性氧清除酶活性的关系。
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1 材料与方法

参试材料为 /矮脚早0大豆, ( G ly cine max L. A ijiaozao )种子购自中国农科院油料作物研究所大豆室 (武

昌 ) ,于 15e 条件下保存备用。

1. 1 检测大豆种子和胚轴含水量
各选取 20粒种子,消毒后放入培养皿,加 15 m l去离子水, 置 20e 培养箱暗中分别培养 0、12、24、28、30、32、

34、36、40、44、48、60、72 h后称重, 105e 下烘 30 m in, 80e 烘至恒重。以每克干物质含有的水分克数表示含水量

( gH 2O /g# DW ), 3次重复。同理测其胚轴含水量, 3次重复。

1. 2 检测电解质渗漏速率
将 32粒预吸胀 32 h的种子取其胚轴,装入自制的纱布网栏中在活化硅胶中脱水至原含水量。加 30 m l去离

子水,立即用 DDS-11 A型电导率仪检测。其后每隔 30 m in测 1次 (测定温度为 20e , 定期摇动 ) ,至 3. 5 h止, 取

出后干燥,计算每克干物质相对电解质渗漏速率 (LS cm
- 1

g
- 1

DW h
- 1

)。 3次重复。

1. 3 检测大豆胚轴脱水耐性

种子预吸胀 24、32、48 h后,取胚轴装入自制的纱布网栏中,在活化硅胶上分别脱水 0、2、4、6、8、12 h, 然后进

行脱水耐性分析 (含水量、存活率、电解质渗漏速率、幼苗生长量的测定 )。

1. 4 测定抗氧化酶活性和丙二醛含量
将脱水后的胚轴在液氮中磨成干粉, 用相应的方法制备酶液以检测抗氧化酶的活性及丙二醛 (MDA )的含

量。

酶液制备及过氧化物歧化酶 ( SOD )活性检测参照 Donahue等
[ 8]
、Sch ick ler和 Caspi

[ 9 ]
的方法; 过氧化氢酶

( CAT)活性检测参照 Abei
[ 10]
的方法;过氧化物酶 ( POD)活性检测根据 Kochba等

[ 11]
的方法;参照 Hendry等

[ 12]
的

方法提取和测定丙二醛 (MDA )的含量。

蛋白质含量的测定按 B radford
[ 13]
方法,以牛血清白蛋白为标准。以上测定均重复 3次。

2 结果与分析

2. 1 大豆种子和胚轴的吸水进程和电解质渗漏速率的变化

大豆干种子及其胚轴的含水量分别为 0. 112、0. 111 g H2O /g# DW, 吸水曲线均为 /快 -慢 -快 0 3阶段模

式,为典型的 / S0形。种子包括胚轴与子叶, 图 1显示快速生长的胚轴含水量比整个种子的含水量上升速度快,

表明被动吸水与主动吸水之间存在明显差异。

  图 1 大豆种子和胚轴的吸水模式            图 2 大豆胚轴吸胀过程中电解质渗漏速率的变化

预吸胀后的大豆胚轴经脱水至其原含水量时细胞膜受到较严重伤害,因此, 在 20e 恒温下,浸泡 0~ 3 h大豆

胚轴的电解质渗漏速率增加迅速, 3 h后渐趋缓慢 (图 2)。这是因为吸胀初期细胞膜系统处于不完整状态,外界

水分迅速进入细胞,导致细胞结构,尤其是细胞膜结构的变化, 如细胞膜磷酯由发育成熟时的胶状向水合液晶状

态转变,由此而引起细胞内溶质的迅速外渗,电导率迅速上升。经过短时间的重新水合后, 细胞膜又转成稳定的

结构状态,恢复了半透性膜的特性。此时,电解质渗漏速率又明显下降。所以,本研究中电解质渗漏速率的测定
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均为 20e 、吸胀 3 h时的值。

2. 2 预吸胀对大豆胚轴脱水耐性的影响
预吸胀时间越长,胚轴的脱水耐性丧失越严重,脱水后其电解质渗漏速率逐渐增大, 增幅与预吸胀时间呈正

相关,也与脱水时间成正比;胚轴的存活率以及存活胚轴生长量逐渐下降, 均与预吸胀时间、脱水时间成正比 (表

1) ,表明预吸胀时间越长, 胚轴越不耐脱水。例如,预吸胀 24 h的胚轴脱水 6 h后存活率为 68. 89% ,而预吸胀

32 h和 48 h的胚轴经同样时间的快速脱水后, 它们的存活率分别为 55. 56%和 14. 44%, 电解质渗漏速率和存活

幼苗的生长量也有类似的变化趋势。预吸胀 24 h的胚轴被认为尚未丧失脱水耐性,而预吸胀 32、48 h的胚轴被

认为已部分或全部丧失脱水耐性。它们脱水的变化是一种数量性状,这与用绿豆种子研究的结果是一致的
[ 3]

,

也与顽拗性种子脱水耐性的特性相似
[ 4~ 6]
。

表 1 预吸胀 24、32、48 h的大豆胚轴脱水耐性变化

电解质渗漏速率

(LS cm - 1g- 1DW h- 1)

幼苗长度

( cm )

幼苗鲜重

( g)

胚轴存活率

(% )

预吸胀时间

( h)
24 h 32 h 48 h 24 h 32 h 48 h 24 h 32 h 48 h 24 h 32 h 48 h

脱

水

时

间

( h )

0 46. 5 ? 2 60. 2 ? 2. 9 66. 6 ? 3. 4 177. 4 ? 26. 2 155. 1 ? 22. 3 145. 6 ? 8. 8 3. 69 ? 0. 64 3. 22 ? 0. 38 3. 22 ? 0. 211 93. 3 ? 8. 8 97. 8 ? 1. 9 92. 2 ? 1. 9

2 66. 7 ? 5. 1 89. 9 ? 9. 2 122. 5 ? 9. 9 110. 7 ? 17. 2 125. 1 ? 3. 5 131. 9 ? 4. 5 2. 76 ? 0. 29 3. 01 ? 0. 03 2. 89 ? 0. 36 82. 2 ? 1. 9 86. 7 ? 0 86. 7 ? 8. 8

4 114. 8 ? 0. 1 145. 7 ? 9. 5 262. 8 ? 17. 7 91. 8 ? 19. 4 82. 7 ? 13 56. 9 ? 3. 7 2. 29 ? 0. 37 2. 03 ? 0. 25 1. 67 ? 0. 3 82. 2 ? 2 77. 8 ? 2. 6 66. 7 ? 5. 8

6 115. 5 ? 0. 1 147. 5 ? 13. 7 319. 5 ? 19. 9 83. 6 ? 6. 7 33. 7 ? 2. 2 7. 5 ? 1. 1 2. 08 ? 0. 26 1. 01 ? 0. 06 0. 15 ? 0. 04 68. 9 ? 1. 9 55. 6 ? 3. 1 14. 4 ? 1. 9

8 132. 9 ? 6. 7 190. 7 ? 12. 3 337. 6 ? 5. 6 41. 8 ? 5. 6 5. 6 ? 1. 1 1. 5 ? 0. 4 1. 25 ? 0. 3 0. 83 ? 0. 04 0. 03 ? 0. 01 35. 6 ? 2. 2 8. 9 ? 1. 1 3. 3 ? 0

12 156. 2 ? 10. 7 242. 2 ? 21. 2 378. 8 ? 19. 1 4. 2 ? 2. 3 0. 6 ? 0. 1 0 0. 76 ? 0. 04 0. 12 ? 0. 02 0 6. 8 ? 5. 7 1. 1 ? 0. 2 0

表 2 预吸胀大豆胚轴在脱水过程中过氧化物歧化酶 ( SOD )、过氧化物酶 ( POD )、过氧化氢酶 ( CAT )活性变化

SOD活性 POD活性 CAT活性

预吸胀时间 24 h 32 h 48 h 24 h 32 h 48 h 24 h 32 h 48 h

脱

水

时

间

( h)

0 19. 77 ? 0. 03 21. 05 ? 0. 74 26. 97 ? 0. 06 0. 59 ? 0. 03 1. 55 ? 0. 03 3. 05 ? 0. 13 6. 65 ? 0. 27 7. 73 ? 0. 59 8. 85 ? 0. 19

2 18. 72 ? 0. 41 37. 43 ? 0. 19 36. 40 ? 0. 03 0. 50 ? 0. 02 0. 83 ? 0. 06 5. 65 ? 0. 23 5. 63 ? 0. 21 7. 39 ? 0. 72 8. 70 ? 0. 78

4 22. 06 ? 0. 33 23. 82 ? 0. 38 26. 26 ? 1. 01 0. 42 ? 0. 03 0. 34 ? 0. 01 7. 14 ? 0. 02 3. 49 ? 0. 12 5. 62 ? 0. 73 5. 77 ? 0. 41

6 21. 02 ? 0. 56 21. 02 ? 0. 04 17. 28 ? 0. 78 0. 40 ? 0. 02 2. 17 ? 0. 21 2. 54 ? 0. 05 5. 38 ? 0. 21 5. 79 ? 0. 51 3. 19 ? 0. 22

8 20. 34 ? 0. 35 16. 78 ? 0. 60 18. 29 ? 0. 16 0. 43 ? 0. 06 7. 37 ? 0. 02 6. 90 ? 0. 09 3. 33 ? 0. 12 8. 69 ? 0. 30 7. 01 ? 0. 39

12 18. 22 ? 0. 43 14. 70 ? 0. 56 16. 10 ? 1. 02 0. 46 ? 0. 04 0. 36 ? 0. 03 7. 01 ? 0. 12 2. 66 ? 0. 15 4. 37 ? 0. 48 5. 98 ? 0. 29

2. 3 预吸胀大豆胚轴脱水过程中抗氧化酶活性和丙二醛含量的变化
表 3 预吸胀大豆胚轴在脱水过程中丙二醛 (MDA )含量的变化

脱水时间

( h )

预吸胀 24 h、

MDA含量

预吸胀 32 h、

MDA含量

预吸胀 48 h、

MDA含量

0 0. 98 ? 0. 07 1. 52 ? 0. 01 0. 91 ? 0. 05

2 0. 66 ? 0. 09 1. 64 ? 0. 06 1. 65 ? 0. 03

4 0. 86 ? 0. 06 1. 50 ? 0. 11 0. 96 ? 0. 07

6 0. 95 ? 0. 03 1. 47 ? 0. 09 0. 91 ? 0. 04

8 0. 96 ? 0. 08 0. 91 ? 0. 01 1. 22 ? 0. 13

12 1. 04 ? 0. 05 1. 09 ? 0. 05 1. 30 ? 0. 02

  表 2表明,预吸胀 24 h的胚轴在硅胶中分别脱水

0、2、4、6、8、12 h, 其 SOD活性先略有降低, 再有所升

高,然后降低;预吸胀 32 h胚轴的情形是先升高,然后

下降; 预吸胀 48 h的胚轴情况是先略有升高, 严重脱

水又下降。

预吸胀 24 h的胚轴在脱水过程中 POD活性变化

幅度不大, 且一直保持在较低水平; 预吸胀 32 h的胚

轴 POD活性先有所下降, 然后剧烈上升, 至脱水后期

又剧烈下降;预吸胀 48 h的胚轴 POD活性先快速上升, 在脱水中期明显下降,到脱水后期又上升。从总体上看,

随着吸胀时间的延长,胚轴的 POD活性在上升; 而在脱水过程中它们的 POD活性是先降低后升高。

预吸胀 24 h的胚轴 CAT活性先降低,后上升,严重脱水时又下降;预吸胀 32 h的胚轴 CAT活性先上升后降

低,在脱水中期又上升,至脱水后期下降;预吸胀 48 h的胚轴 CAT活性先一直下降, 然后上升, 到脱水后期又下

降。也就是说,在脱水初期它们的 CAT活性在下降;随着脱水程度加剧, CAT活性有所上升; 而严重脱水时, CAT

活性又降低。

预吸胀 24 h的胚轴在脱水初始时 M DA含量下降,其后就一直缓慢上升;预吸胀 32 h胚轴的 MDA含量先略

有上升,在脱水中期下降, 脱水后期又上升;预吸胀 48 h的胚轴 MDA含量先快速上升, 然后下降, 严重脱水时又

上升。表明 MDA含量与脱水程度成正比。
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3 讨  论
研究表明,随着预吸胀时间的增加, SOD活性呈上升趋势,这是因为吸胀可以使胚轴的许多酶活性增加

[ 6]
。

具脱水耐性的胚轴 ( 24 h)在脱水过程中, SOD活性变化不大; 丧失 ( 48 h)或部分丧失脱水耐性的胚轴 ( 32 h ),

SOD活性在轻度脱水时有所上升,脱水严重时又呈下降趋势。这是因为在脱水初期, 氧的积累会诱导 SOD活性

增加, 随着种子脱水程度的加剧,细胞结构和功能受到损伤, SOD活性下降; POD活性先降低后升高,表明大豆胚

轴活力下降, POD活性反而有所上升。随着脱水程度的加剧,胚轴的活力必然下降,低活力胚轴不但 SOD活性下

降, CAT活性也相应地下降, 而 POD活性却有所增加。这与花生种子的相关试验结果类似
[ 16]
。

脱水初期, SOD活性因氧的积累而有所增加, 此时 MDA含量不高; 至脱水后期,种子活力下降, SOD和 CAT

活性也下降, MDA含量就上升 (表 3)。这是因为 SOD能催化超氧阴离子自由基发生歧化反应, 生成分子氧和过

氧化氢 (H 2O2 ) , CAT能催化 H 2O2分解, 使细胞内 H2O2控制在较低水平,两者都属细胞内防御系统的酶。它们活

性的降低,会导致细胞内 O2

―
和 H 2O2的积累,引发自由基的连锁反应, 进而导致膜脂过氧化,使膜结构的完整性

受到破坏, MDA含量升高; POD在细胞内可利用 H2O 2进行与衰老有关的氧化反应
[ 14 ]
。这是随着脱水程度的加

剧,种子活力下降, SOD和 CAT活性下降, 而 POD活性上升, MDA含量增加的原因。

随着吸胀时间增加,大豆胚轴丧失脱水耐性的程度就越严重,脱水耐性的丧失是一个数量特征, 一般不出现

严格的临界时间点。部分丧失 ( 32 h)和完全丧失脱水耐性 ( 48 h)大豆胚轴的脱水耐性变化模式与顽拗性种子

(如黄皮、荔枝等 )相类似
[ 4~ 6]

; 在脱水过程中, 它们的活性氧清除酶 ( SOD、POD、CAT)活性变化趋势与顽拗性种

子相似,但其 MDA含量变化与顽拗性种子存在一定的差异。因此, 预吸胀的正常性种子的胚轴脱水耐性变化机

理与顽拗性种子不是完全相同,但可以为顽拗性种子脱水耐性的研究提供有意义的参考。
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