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低温预处理对大豆萌芽活力及其
活性氧代谢的影响

 

宰学明　吴国荣　陆长梅　顾龚平　王　娜

(南京师范大学生命科学学院 南京 210097)

摘要　采用低温(3-5℃)处理大豆种子(黑脐 91-1)能显著提高种子萌发率和萌芽活力 ,其中以
处理 15天的效果更为明显。在大豆萌发过程中 ,低温处理组的外渗电导率明显较对照组低 ,呼吸
速率升高的速度较对照组更快 ,超氧物岐化酶(SOD)和过氧化物酶(POD)的活性均显著高于对照 ,
超氧阴离子(O2

-)含量和脂质过氧化产物丙二醛(MDA)的积累量均明显低于对照。表明种子萌
发前经低温预处理能有效提高大豆种子萌发时活性氧代谢水平 ,有利于好苗 、壮苗的形成 。
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　　大豆种子储藏期间 ,活力容易下降 ,萌发率降

低 ,幼苗生长缓慢 。为了提高播种质量 ,获得齐苗 、

壮苗 ,探索提高大豆萌芽活力的方法具有理论和实

践上的意义。

许多种子需经过一段时间的低温处理有助于打

破休眠 。有报道 ,经低温处理的种子 DNA 的模板

活性 、合成能力及 RNA 转录活性均获提高 ,RNA 聚

合酶和一些水解酶活性也会增加
[ 1]
。还有研究提

出:种子萌发过程中 ,物质和能量代谢旺盛 ,呼吸作

用强烈 ,极易产生大量的活性氧 ,对细胞膜的稳定性

影响极大
[ 2]
;在种子萌发过程中 ,自由基的产生及

其引起的脂质过氧化反应等是种子活力降低的主要

原因之一[ 3] 。因此诱导提高种子的活性氧代谢能

力有利于种子的萌发[ 4] 。

本试验在大豆种子吸水萌发前进行低温处理 ,

测定种子萌发过程中超氧阴离子(O2
-)的形成和脂

质过氧化产物丙二醛(MDA)的积累 ,观察幼苗活力

和膜透性的变化 ,动态追踪有关活性氧清除酶的活

性 ,探讨低温预处理对大豆种子萌发过程中活性氧

代谢与幼苗活力的内在联系。

1　材料和方法

1.1　材料

大豆(Glycine max )黑脐 91-1 , 江苏省农科

院蔬菜研究所提供(室内自然条件下储藏一年)。

1.2　低温预处理

将种子盛入密闭容器内 ,置于 3 ～ 5℃低温下分

别处理 5天 、10天 、15天后 ,进行萌发试验 。以未进

行低温处理的种子作对照。

1.3　萌发实验

对照和每种处理条件均设 3个平行组 ,随机取

样 ,每组 30粒 ,排列在铺有滤纸的同一规格培养皿

内 ,每个培养皿中加30ml水 ,恒温箱(23℃±1℃)中

避光萌发。萌发 5天后 ,记录萌发率 ,测量胚根-下

胚轴总长 ,以两者乘积计算活力指数 。实验结果显

示 ,低温处理 15 天的试验组与对照组相比 ,差异最

为明显 ,故以低温处理 15天的试验组为主 ,分别取

吸水萌发 1 、2 、3 、4 、5 、6天的试验组及对照组的幼苗

为材料 ,去种皮测定有关生理参数。

1.4　测定项目及方法

外渗电导率的测定参照陈光仪方法[ 5] ,将萌发

的种子用蒸馏水洗 3次凉干 ,称取 10g 置小烧杯中 ,

用 30ml蒸馏水浸泡 ,以 DDS -11A 型电导仪测定

其浸泡液电导率。

呼吸速率的测定参照碱吸收法
[ 6]
,在 21℃测定
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萌发种子呼吸释放的 CO2 含量 。

可溶性蛋白含量的测定参照Bradford的考马斯

亮蓝 G -250 染色法[ 7] , 以标准牛血清白蛋 白

(BSA)作标准曲线 。

超氧阴离子(O2
-)含量的测定参照王爱国等的

方法[ 8] 。

丙二醛(MDA)含量的测定参照 Heath 等的硫

代巴比妥酸(TBA)比色法
[ 9]
。

超氧物歧化酶(SOD)活性的测定参照 Stewert

和 Bew ley 的抑制 NBT 光化还原法[ 10] 。

过氧化物酶(POD)活性的测定参照李瑞智等的

愈创木酚法
[ 11]
。

所有项目的测定均重复三次 ,最终结果取三次

试验的平均值。

2　结果与分析

2.1　低温预处理对大豆萌芽活力的影响

大豆种子经低温预处理后 ,萌发率与胚根-胚

轴的生长量不同程度地大于对照 ,活力 指数也较对

照高。低温处理 15天较 10天和 5天处理组效果更

为明显(表 1)。
表 1　低温预处理对大豆幼苗活力指数的影响

Table 1　Effects of prechillimg trea tment(3-5℃)on

the vigour index of soybean seeds

项目 Item CK 5天 10天 15天

萌发率(%) 75.6 79.7 84.5 86.1

胚根+胚轴(cm) 1.542 1.589 1.766 2.043

活力指数 1.166 1.266 1.492 1.759

2.2　低温预处理对大豆萌芽外渗电导率的影响

低温预处理 15天的大豆种子 ,置于蒸馏水中萌

发 ,图 1是间隔 1天外渗电导率测定的结果 ,萌发的

初期试验组和对照组外渗电导率均呈升高趋势 ,但

同期试验组的外渗电导率明显较对照低 ,萌发 5天

的外渗电导率仅为对照的 65.6%,且试验组 4 天后

外渗电导率已开始下降 ,而对照组的上升持续了 5

天 。表明低温预处理能有效减少萌发种子细胞内容

物渗出 ,延缓膜的破损和有利于膜破损后的修复 。

图 1　大豆萌发过程中外渗电导率变化　　　　　　　　　　　图 2　大豆萌发过程中呼吸强度的变化

Fig.1　Changes of conductivity during seeds　　　　　　　　　Fig.2　Changes of respiratory intensities during

germinating　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　seeds germinating

2.3　低温预处理对大豆萌芽呼吸作用的影响

大豆种子萌发过程中 ,呼吸速率逐渐增强 。以

每毫克可溶性蛋白 CO2 释放量计的呼吸速率 ,试验

组起始值就高于对照组 ,且升幅明显 ,第 4天达到峰

值 ,此时的测定值是对照的 145.5%;对照组呼吸速

率上升较试验组缓慢 ,峰值也滞后一天(图 2)表明

低温处理能促进大豆萌发过程中的呼吸作用 。在测

定的时间范围内 ,试验组一直维持相对较高的呼吸

强度 。(图 2)

2.4　低温预处理对萌芽活性氧清除酶活性的影响

超氧物歧化酶(SOD)能歧化 O2
-.为 O2 和

H2O2 ,是活性氧清除酶体系中的关键酶。在大豆萌

发过程中 ,以毫克蛋白计的 SOD活性逐渐升高 ,与

呼吸速率的增强协调 。试验组 SOD活性在萌发初

期就较对照组高 ,且越来越明显 ,其峰值是对照组峰

值的 137%(图 3)。过氧化物酶(POD)是植物体内

H2O2 的清除酶之一 ,与 SOD协同清除机体在代谢

过程中产生的活性氧 。大豆种子萌发过程中 POD

的活性急剧升高 ,试验组和对照组初始值相当 ,但前

者升幅明显较后者大 ,试验组第 3天的测定值已经

是对照的 170%(图 4)。
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图 3　大豆萌发过程中 SOD 活性的变化　　　　　　　　　　　图 4　大豆萌发过程中 POD活性的变化

Fig.3　Changes of SOD activity during soybean　　　　　　　　Fig.4　Changes of POD activity during soybean

seeds germinating　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　seeds germinating

　　萌发过程中试验组 SOD 、POD活性较对照组保

持明显较高的水平 ,表明低温预处理有促进和提高

大豆萌芽活性氧代谢水平的效应。

2.5　低温预处理对大豆萌芽 O2
-.
形成和 MDA 积

累的影响

随着大豆种子的萌发 ,细胞内以毫克蛋白计的

O2
-.
含量随呼吸强度的加大而呈逐渐升高的趋势。

萌发初始时 ,试验组的 O2
-.
含量较对照组略高 ,但

在继后的萌发过程中 ,O2
-.
含量上升的幅度明显低

于对照 ,试验组峰值仅为对照组峰值的 60%(图 5)。

萌发第 5 、6天两者 O2
-.测定值开始下降 ,表明此时

O2
-.的形成和清除逐渐趋于平衡。

图 5　大豆萌发过程中 O2
-.含量的变化　　　　　　　　　　图 6　大豆萌发过程中 MDA 含量的变化

Fig.5　Changes of O2
-.contents during soybean　　　　　　　Fig.6　Changes of MDA contents during soybean

seeds germina ting　　　　　　　　　　　　　　　　seeds germinating

　　MDA 是脂质过氧化产物 , 一般认为细胞内

MDA含量的高低反映其膜系统活性氧损伤的程

度
[ 2 ,3 ,4]

。大豆萌芽细胞内 MDA 含量变化大体上与

O2
-.
含量变化相对应 ,试验组的 MDA 积累幅度明

显低于对照组 ,第 6天试验组 MDA 的含量较对照

低30.7%(图 6),与大豆萌芽外渗电导率测定的结

果是吻合的。

2　讨论

试验结果显示:大豆种子经低温处理后 ,发芽

率 、胚根-下胚轴伸长量和萌芽活力指数均得到显

著提高;萌芽呼吸速率的升高较对照更快;SOD 、

POD等抗氧化酶活性始终处于较高的水平;O2
-.的

形成和 MDA 的积累得到有效抑制 ,膜系统的损伤

明显减轻且修复也更及时 。表明大豆种子萌发前经

低温预处理 ,有利于种子萌发和幼苗的生长 ,是生产

实践上可以参鉴使用的技术措施。

随自由基生物学的发展 ,植物体内抗氧化酶的

活性及其表达的调控对植物生长发育及抗逆生理的

生物学意义已成为目前的研究热点之一。本实验的

目的就在于观察低温处理对大豆种子萌发过程中以

SOD为主的抗氧化酶的表达及其活性的影响 ,探讨

活性氧代谢水平与种子萌发 、幼苗生长的内在联系。
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实验结果与实验的预期目的是一致的 ,低温处理能

明显提高机体活性氧代谢的水平 ,有效地减轻种子

在吸水萌发呼吸速率急剧增加时在呼吸电子传递链

上NADH-黄素蛋白和辅酶 Q-Cytb等位点因形

成电子漏而促进 O2
-.的大量生成导致的膜系统活

性氧损伤[ 12] 。SOD 、POD活性的升高包括基因的表

达和酶原的激活两个方面 。前人的研究工作报告种

子经低温预处理可以诱导内源激素水平的变化 ,从

而提高 mRNA 转录和蛋白质合成的能力[ 13] 。也有

报道赤霉素 、激动素等植物激素对 SOD等抗氧化酶

的活性有促进诱导作用[ 14] 。包括氧胁迫在内的各

种理化因子诱导机体内 O2
-.
的形成 ,从而促进 SOD

等抗氧化酶基因的表达和酶原的激活 ,O2
-.是逆境

胁迫的产物 ,又是胁迫信息传递体[ 15] 。在本实验

中 ,低温预处理萌芽的初始期 O2
-.的含量也高于对

照 ,随后SOD等活性升高 , O2
-.的形成和清除才趋

于平衡 ,其中低温处理的时间与种子萌发时 O2
-.
形

成 、抗氧化酶基因表达及萌芽激素水平调控等的内

在联系 ,我们正在做进一步的探讨 。
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THE EFFECTSOF PRECHILLINGON VIGOUR INDES

AND ACTIVE OXYGEN METABOLISMOF SOYBEAN SEEDS

Zai Xueming 　Wu Guorong　Lu Changmei　Gu Gongping　Wang Na

(The College of L i fe Science , Nanjing Normal Universi ty , Nanjing 210097)

Abstract　Soybean seeds w ere t reated w ith prechilling(3-5℃).Results showed that the germination rate and

vigour index of soybean seeds treated increased notably , the t reatment w ith prechilling for 15 day s w as the most

effective.During germinating period , the conductivity rate w as lower and the respiratory intensity increased

more rapidly than that of the control , the activi ty of superoxide dismutase(SOD), and peroxidase(POD)all in-

creased , the rate of product of O2
-.
, and the accumulation of MDA were lower than those of the control.These

indicated that prechilling could improve bo th the act ive oxygen metabolism and the seedling grow th of soybean

seeds during germinat ing period.

Key words　Soybean seed ;Prechilling treatment;Vigour index;Active oxygen metabolism
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