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大豆种子老化过程中生理特性变化的研究

乔燕祥,周建萍,田齐建,穆志新
(山西省农业科学院农作物品种资源研究所,太原 030031 )

� � 摘要: 以两个大豆种子为试材, 采用 58� � 1� 热水老化法, 进行了大豆种子不同老化水平生活力及生理特性的变化研

究。结果表明: 大豆种子衰老过程中,种子浸出液电导率值、丙二醛 (M DA )、可溶性糖含量逐渐上升, 种子活力与其呈负相关

关系, 与过氧化物酶 ( POD )活性呈正相关关系; 随着种子老化程度加重, POD同工酶酶带颜色变浅并发生丢失,酶促防御系统

解体。说明大豆种质资源更新标准不宜过低,中期库大豆资源更新发芽率应确定为 70% ~ 74%之间, 70%的发芽率应作为大

豆种质资源更新的下限值。
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Changing of Physiological Characteristics of

Soybean Seeds in Aging Course
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� � Abstract: Soybean seeds of two varietiesw ere used to investigate the physio log ica l characteristics and germ ina�
t ion activ ity changes by 58� � 1� ho tw ater m ethod. The results show ed thatw ith the increase of ag ing in soybean

seeds, electrical conduct iv ity, MDA content and the so lub le sugar content decreased. The corre lations betw een seed

physio log ica l indexes and seed v igor w ere negative, but for POD, they were positive. As the ag ing of seeds, bands o f

POD isozym e d isappeared, and the defend system of enzym es disin tegrated. The resu lts show ed that the regeneration

standard o f soybean seeds in the Genebank should be confirm ed at 70% .
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� � 我国大豆种质资源极其丰富, 居世界各国之

首。大豆作为高油分、高蛋白种子耐贮性差, 与其

他作物相比, 较易发生劣变, 是大豆生产和大豆种

质资源贮存过程中的突出问题。山西省农业科学

院作物种质资源中期库已贮存大豆资源近 5000

份, 对于大豆种质资源贮存更新标准,国内外尚无

明确规定, 对于大豆种子老化劣变的生理变化机

理也尚不明确。特别是大豆贮存过程中体内生理

生化指标、遗传稳定性等方面的变化研究报道甚

少, 对于种质资源的安全妥善保存、适时更新, 是

亟待进行深入研究的问题。否则有可能造成大豆

资源的遗传漂移, 或导致更新后代遗传稳定性改

变, 严重者导致珍稀大豆遗传资源的丧失
[ 1�2]
。

因此, 开展对大豆资源贮存过程中生理特性的

变化研究,了解大豆种子贮存过程中的衰老规律,探

讨油料、高蛋白种子易劣变、寿命短, 不耐贮存的机

理, 可为大豆种质资源的安全保存和制定适宜的更

新标准提供理论依据。

1� 材料与方法

1. 1� 材料

试验材料由山西省农业科学院作物遗传研究所

提供。试材为两个大豆品种:晋豆 3号 (黑色种皮 )

和晋豆 20号 (黄色种皮 )。晋豆 3号水分含量为

8�2% ,种子原始发芽率为 98�0%; 晋豆 20号水分

含量为 7�8% ,种子原始发芽率为 98�5%。
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1. 2� 方法

1. 2. 1� 高温老化处理 � 在恒温水浴 58� � 1� 的
条件下进行大豆种子老化处理。每个品种设 8个处

理, 1个对照。处理时间间隔为 3m in, 老化处理至

24m in。获得不同梯度的老化材料。处理后的种子

自然晾干 (约 3~ 4d) , 待种子含水量恢复原状态后

再进行发芽试验。

1. 2. 2� 电导率的测定 � 取老化大豆种子 1g, 用重

蒸水洗 3次, 用滤纸吸干表面水分后放入洁净的

15m l具塞试管中加入 10m l蒸馏水, 加塞后静置于

25� 恒温培养箱中。在室温条件下用上海产 DDS�
11A型电导仪,测定各管 2、4、6、8、10、12、20、22、24h

时外渗液的电导率,测完后于水浴中煮沸 10m in,待

冷却至室温后,测定浸液的绝对电导率,并计算相对

电导率。

相对电导率 (% ) = 煮沸前浸出液电导率 /绝对

电导率 � 100%

1. 2. 3� 可溶性糖含量测定 � 本试验采用蒽酮比色

法测定种子浸液中可溶性糖的含量
[ 3]
。准确称取

2. 0g种子装入试管, 每管各加 10m l蒸馏水, 于保温

箱中保持恒温状态, 24h后取出。将浸液稀释 5倍

( 0. 2m l浸液: 0. 8m l蒸馏水 ) ,吸取 1m ,l加入 5m l蒽

酮试剂混合, 沸水浴煮 10m in, 取出冷却后, 在

625nm处测 OD值。

1. 2. 4 � 丙二醛 (MDA)含量测定 � 参照赵世杰

等
[ 4]
的方法进行测定。据 Lam bert�Beer定律可得

如下公式,计算样品提取液中 MDA的含量 ( C)。

C= 6. 45 OD532 - 0. 56 OD450

1. 2. 5� 过氧化物酶 ( POD)活性测定 � 参照波钦诺

克
[ 5]
和朱广廉等

[ 6]
介绍的愈创木酚法进行过氧化物

酶活性的测定。用 7550紫外 � 可见分光光度计测

量 470nm波长下的 OD值。在有过氧化氢条件下,

过氧化物酶能使愈创木酚发生氧化反应,生成茶褐

色物质,测定生成物的含量。上清酶液在分光光度

计 470nm波长下测量 OD值的变化,酶活性以每 g

鲜重每 m in光密度值表示。

1. 2. 6� 过氧化物酶 ( POD)同工酶电泳分析 � 本试

验采用垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳法进行过氧化物

同工酶分析。分离胶浓度为 7. 0% , 浓缩胶浓度为

2. 5% ,用醋酸联苯胺显色法染色。

2� 结果与分析

2. 1� 大豆种子老化过程中电导率分析
由图 1可以看出,两个大豆品种经高温老化处

理后,种子浸液的电导率均大于相同浸泡时间内 CK

的电导率,随着老化时间延长,生活力衰退, 浸出液

中内含物质外渗量明显增加, 测得电导率值增大。

这是由于种子发生老化劣变, 致使细胞膜完整性受

到破坏,透性增大, 并且在吸胀时的修复能力和速度

降低所致。而且随着老化处理时间的延长, 种子劣

变程度加剧,所有样品的电导率都呈递增规律上升,

但不同活力种子之间差异较大。晋豆 20号吸胀过

程中电导率增长缓慢, CK 浸泡 24h电导率为

17�8% ,老化 24m in的材料浸泡 24h电导率上升为

60�2% , 是对照的 3�393倍。而晋豆 3号 CK浸泡

24h电导率为 11�1%, 老化 24m in的材料浸泡 24h电

导率上升为 37. 4%,是对照的 3. 387倍。由此可见,

两个大豆品种在老化过程中电导率的递增规律基本

相同,但不同活力的种子其老化损伤程度不同, 浸出

液电导率值增加幅度差异较大。浸出液电导率和种

子活力成典型的负相关关系。相关分析结果见表 1。

图 1� 老化种子吸胀过程中不同老化时间的电导率

F ig. 1� The electrical conductivity of aging soybean seeds dur ing inh ib ition
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表 1� 大豆种子老化过程中电导率与种子生活力、活力的相关关系

Table1� Corre lation s betw een electrical conductivity and germ ination percen tage, v igor of age ing soybean seeds

发芽指标

G erm ination

品种名称

Cu ltivar nam e

老化处理时间 (m in) Treatm en t tim e

4 8 12 20 24

发芽势

G erm ination poten tial

晋豆 20号 - 0. 9565** - 0. 9603** - 0. 9773** - 0. 9714** - 0. 9705**

晋豆 3号 - 0. 5336 - 0. 9333** - 0. 9859** - 0. 9829** - 0. 9894**

发芽率

G erm ination percen tage

晋豆 20号 - 0. 9639** - 0. 9720** - 0. 9708** - 0. 9631** - 0. 9541**

晋豆 3号 - 0. 5725 - 0. 9354** - 0. 9854** - 0. 9675** - 0. 9786**

发芽指数

G erm ination index

晋豆 20号 - 0. 9582** - 0. 9643** - 0. 9731** - 0. 9714** - 0. 9674 **

晋豆 3号 - 0. 5730 - 0. 9324** - 0. 9816** - 0. 9593** - 0. 9736**

活力指数

A ct ivity index

晋豆 20号 - 0. 9635** - 0. 9685** - 0. 9784** - 0. 9762** - 0. 9729**

晋豆 3号 - 0. 6155* - 0. 9519** - 0. 9893** - 0. 9629** - 0. 9756**

* : p < 0. 05, � ** : p < 0. 01

� � 随着种子劣变,种子的膜结构受损甚至解体,细

胞内含物质大量外渗,电解质含量增加,导致电导率

上升。随着种子老化时间的延长,种子劣变越严重,

膜受损越严重,电导率和外渗量也就越大。

由此可见,种子老化致使种子活力降低的结果,

是由种子细胞本身膜受损, 透性发生改变而产生一

系列的生理生化变化,使其生理活性降低所致。

2. 2� 浸出液中可溶性糖含量的变化分析

浸出液可溶性糖的变化也是反映种子外渗电解

质含量的一个指标,实际上也反映了膜的受损程度。

而且种子为了适应逆境条件,也会主动积累一些可

溶性糖。原则上, 应在标准曲线上读出与 OD值相

应的糖浓度值, 但由于从 CK到 24m in的 OD值跨度

较大, 而标准曲线 OD值最大为 1. 0, 因此只能间接

分析出糖含量的变化。由标准曲线可知, 糖含量与

OD值成正比。由图 2可见, 随老化处理时间的延

长,测出的 OD值逐渐增大, 因此, 可溶性糖含量也

相应增大。另外,晋豆 20号的 18~ 24m in 3个老化

时间段的 OD值已很接近, 可以推断这一时间段老

化种子细胞外渗电解质糖含量已达到一定的峰值,

也反映出晋豆 20号不耐贮存的特点。而晋豆 3号

在这个时间段还未出现峰值。

图 2� 老化大豆种子浸出液可溶性糖含量

F ig. 2� The solub le sugar con tent in the soak ing

solu tion of the aging soybean seeds

2. 3� 丙二醛含量的变化研究

大豆是高蛋白、高油分种子, 细胞膜中脂肪酸含

量高,而脂肪酸很容易发生过氧化作用造成膜的损

害, 过氧化作用产生活跃的自由基,可以导致一系列

的细胞损伤和毒害作用发生, 使细胞正常生理活动

受到抑制
[ 7�8]
。MDA可与蛋白质结合使酶钝化, 与

核酸结合可引起染色体变异。种子劣变越严重, 其

细胞膜脂过氧化程度越强。当 MDA含量增大时说

明种子细胞膜受到的损害也在增大, 种子的老化程

度越严重。因此可将其作为细胞膜过氧化程度的指

标, 亦可作为测定老化种子活力间接指标。

由图 3可以看出, 随着老化程度的加深, MDA

值逐渐增大, 从处理 3m in开始, 晋豆 20号的 MDA

含量均高于晋豆 3号。随着老化时间的延长, 晋豆

20号 MDA的增长比晋豆 3号更为显著, 且晋豆 20

号的 MDA含量在老化处理 15~ 24m in时一路攀升。

晋豆 3号 MDA含量增速偏缓,说明了其种子的活力

强。晋豆 20号处理 24m in时 M DA的含量达到最高

值 4�738�m o l/g,耐贮性差, 与前面的实验结果相

吻合。

图 3� 老化大豆种子丙二醛含量

F ig. 3� TheMDA con tent of the aging soybean seeds
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2. 4� 过氧化物酶同工酶活性分析

过氧化物酶能催化 H 2O2与多种氢供体发生氧

化还原反应,其作用一方面与植物正常的形态发生

和形态构建有关,另一方面与植物的抗逆性有关,是

植物细胞中保护酶系的重要保护酶之一。过氧化物

酶的含量 ( OD值 )愈高, 其活性愈高, 种子活力愈

强; OD值愈低结果反之。种子活力与过氧化物酶

的含量成正比。

图 4表明, 各样品过氧化物酶活性随时间的延

长而降低。种子老化使其过氧化物酶活性降低, 其

酶活性的差异依然与上述试验结果相似。晋豆 20

号的酶活性降低较为明显, 老化处理 12m in之后过

氧化物酶的活性接近零。随种子劣变,过氧化物酶

的合成能力降低以至完全丧失。晋豆 3号种子酶活

性降低较缓,而且老化处理 24m in,依然测得过氧化

物酶活性。

图 4� 老化大豆种子过氧化物酶活性的变化

F ig. 4� The changes of peroxidase activity of the aging soybean seeds

2. 5� 过氧化物酶同工酶的电泳分析

由图 5可见,晋豆 20号过氧化物酶同工酶根据

酶带迁移率的不同,仅有 R f值为 0. 06、0. 12、0. 26和

0. 554条谱带。R f值为 0. 26的次级酶带,在 CK和老

化 3m in时微弱显现,老化 6m in时完全消失。R f值为

0. 06、0. 12两条谱带在老化至 6m in时明显的变浅;老

化处理 15m in时,完全消失。酶带变浅, 表明酶活性

下降,酶的合成能力减弱;酶带开始丢失则意味着其

蛋白质发生了降解,种子本身发生了质的变化。可以

认为,晋豆 20号在老化处理 6m in时种子本身已发生

了较大的生理改变。该品种种子作为种质繁殖更新

时,标准应确定在老化 6m in之前, 即 3m in的老化水

平上,相对应的发芽率水平为 74%。

图 6可见,晋豆 3号过氧化物酶同工酶谱带共

有 6条。分别为 R f值 0. 06, 0. 14, 0. 20、0. 24、0. 49

和 0. 58。其中, R f值为 0. 20、0. 24两条酶带在 6m in

变浅, 12m in完全消失。晋豆 3号品种繁殖更新时,

标准应确定在老化 12m in之前,即 9m in的老化水平

上,相对应的发芽率水平为 70%。

比较晋豆 20号和晋豆 3号种子同工酶谱带发

现,晋豆 20号种子不但酶带条数少 ( 4条 ) ,而且酶

带普遍浅,酶带消失出现早 (老化 6m in) ;晋豆 3号

酶带条数多 ( 6条 ), 而且酶带着色深,酶带消失出现

相对较迟 (老化 12m in)。又一次说明了晋豆 3号活

力强, 较晋豆 20号耐贮。

图 5� 晋豆 20号过氧化物酶同工酶电泳图谱

F ig. 5� Peroxidase isozymogram of J indou 20

图 6� 晋豆 3号过氧化物酶同工酶电泳图谱

F ig. 6� Perox idase isozymogram of Jindou 3
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3� 讨论

不同老化水平大豆种子生活力及活力丧失特性

研究表明,相同处理条件下, 晋豆 3号较晋豆 20号

抗老化能力强。说明同一种作物的不同品种抗老化

能力不同,耐贮存水平各异。另外,大豆种子衰老过

程中, 发芽势、发芽指数、活力指数都先于发芽率出

现明显的下降,与玉米老化试验结果相似
[ 9]
这个结

果表明种质监测时有必要增加活力及生理指标。从

种子活力水平和生理生化的变化研究结果显示出黑

种皮大豆种子比黄种皮种子耐贮, 种子的耐贮性是

否真正与种皮颜色以及品种本身有关, 有待进一步

深入研究。

通过以上研究认为, 在大豆种子老化劣变过程

中,过氧化物酶活性不断降低, 合成能力逐渐减弱,

甚至完全丧失。检测大豆种子过氧化物同工酶的变

化,应该作为大豆种质资源安全保存适时更新的生

理指标之一。大豆作为油料、高蛋白作物种质资源

安全保存适时更新的指标不可过低, 应确定在过氧

化物酶酶带发生消失之前, 即发芽率水平应考虑确

定在 70%~ 74%之间, 70%的发芽率应作为大豆种

质资源更新的下限值。另外,大豆种子老化的深入

研究,应通过 SSR分子标记的方法进行老化种子遗

传完整性变化的检测
[ 10- 11]

。
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