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花生种子的劣变与过氧化作用
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摘 要

用 10 o p p m V 。
和 50 p p “ G S H 分别处理中等活力花注种子

,

均有提高种子活力的效应
.

萌发7 2小时的活力指数和幼苗活力均有明显的提高
·

「 . 、

花生种子处理的最适条件
,

1 0 O p p 。 从
:

为 6 小时
,

S Op p m G S H 为 l 小时
,

在该条件下
种子的过氧化沁量较低

,

过氧化氢酶活性和呼吸强度都较 高
,

外渗 K · 、

外渗蛋白和电导

率均有下降的趋势
. j

种子老化
,

可以从活性氧或自由基的作用明显显示出来 〔’ 〕 ,

它 可能与膜的 变 化有

关 〔 2
,

.

而膜的变化是由子过氧化作角 〔“ ,

匀带来透性的增大 〔“ 〕 、

不饱和脂肪酸氧 化与自由

基的生成 ( `〕
.

有关脂类过氧化物在衰老时增加的机理 目前还不清楚
.

F on g 等人认为
:
超

氧 基 ( o 动
、
经基自由基 ( O H )和单线态氧 (

. 0
:

)都可能引起脂类过氧化物的产生 〔’ 一 ’ 〕 ,

还原型谷恍甘脸 ( G S .H ) 和抗坏血酸 ( v
c

) 具有还原性
.

在花生种子 中 曾 被提取出

来 〔`。〕 ,

但把它们和种子老化连系起来的工作
,

还未见报道
.

本文试图用 G S H 和 V
。
提

高劣变花生种子的活力
,

从而进一步证实 G S H 和 V
。

清除过氧化物的作 用
,

以 及对膜

的修复作用
.

一
、

材 料 和 方 法

1
.

材料 供试花生种子为粤油 5 5 1
.

高活力种子是刚采收后不到一个月的种子
.

中等活力种子是采收后在常温下经过 32 一 45 肠相对湿度贮藏 6 一 7 个月的种子
。

低活力

花生种子是采收后在常温下经 75 肠相对湿度贮藏近两年的种子
,

全部已失去发芽力
。

中

下活力的种子是在 75 帕相对湿度贮藏一年半的种子
,

部分具有发芽力
.

2
.

种子活力指标 活力指数 = 发芽率 x 胚根长 (
。 m )

。

每次测定用 50 粒花生
,

重

复二次
。

木文 1 9 8 4年 12 月收到
. 中国科学院科学基金资助课题

。
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3
.

泌种洛液电导率 取1 0粒种子
,

用 2 0 m l 蒸馏水浸泡
,

再用 G S H 和 V
。
溶液处

理种子
,

测定电导率
,

并以 该溶液作为空白
.

测定时温度为 25 ℃
,

浸泡时间为 5 小时
,

用 D D S
一

11 A 型 电导仪测定
.

4
.

幼苗活力侧定 盆栽用塘泥拌览木灰
,

下种后保持一定湿度
,

出苗后在 25 ℃一

28 ℃ 及自然光下生长
,

4 0天后瓤定株高
、
鲜重及干重礼

5
.

G S H帷的含 l 浦定 准确称取 4 克花生种子
,

按波钦诺克的方法测定 〔 ’ `〕 .

6
。

定 〔 ’ z 〕 。

了
。

V c 含贵测定 称取 4 9 花生种子
,

按
“ 生物化学实验指导

”
所 介 绍 的 方法测

过叙化物含 t 测定 ] 克花生种子捣碎后
,

加 30 m l 蒸馏水匀浆
,

转入 1 50 m l碘

量瓶内加 10 m l 1 N N a O H 摇匀后
,

加入 20 m l o
.

I N 碘液
,

摇匀
,

在暗柜中放置 20 分钟

进行碘仿反应
,

加入 13 m ll N H C I
,

中和碱并使溶液偏酸
。

以 o
.

5 m l l 肠淀 粉 为 指示

剂
,

用 0
.

I N N a :
S

:
O

。
滴定

.

同时作空 白
,

计算被过氧化物作用的碘量
.

8
.

过饭化氮阵活性测定 称取 3 9 种子
,

捣匀
,

用碘量法 〔`均 测定
.

,
.

通妞物歧化醉 ( 5 0公 ) 刹定 按 B e a u o h a m p等介绍的方法测定 〔 ’ 勺
.

酶活性示}

算以被抑制 50 % 为 一个酶活单位
.

测定酶蛋白 〔`今〕
,

换算成每毫克蛋白抑制酶活的单位
.

1 0
.

外渗 K
`

洲定 花生种宇经 5 小时浸泡后
,

吸取含K
+

外渗液 s m l
,

加 l m l l0 肠

亚硝酸钻钠
,

混匀
,

放置 2一 3 小时
,

待完全析出沉淀后
,

在 2 0 0 0一 3 o 0 0r p m离心巧分

钟
,

小心倒出上清液
,

用 5 m l 洗涤液 ( 5肠 N a N O
。
和。

.

00 8帕 K N O
。

) 洗涤沉淀 2 一 3

次
,

然后 向沉淀加入 3 1111 o
.

S N 硫 酸 重 铬 酸钾溶液
,

用玻棒搅至沉淀完全溶解
,

加入

娜ml 蒸馏水
, 2 m l 20 肠 K l, 1肠淀粉 I l n

l, 用 o
.

I N N a :
S

:
0

。
滴 定 至 蓝 色褪去为终

点
,

同时作空白
,

计算 K
+

含量
。

1 1
.

外渗蛋白质浦定 吸取 o
.

l m l 浸泡花生种子外渗液放入 5 m l 考马斯兰一 G 2 50

溶液中
,

反应 2 分钟
,

待皇现的蓝色稳定后
,

在7幻型分光光度计 5 9 5 n m 上比色
,

根据

标准曲线 ( 用牛血清蛋 白作 10 0一 1 0 0 0群g / m l 标准曲线 ) 查出蛋白质含量
。

二
、

实 验 结 果

1
.

不同活力花生种子 电导率和过粗化物含 l

取高
、 ,

扫
、

低三种不同活为的种子测定发芽率
、

活力指数
、

甩导率及过氧化物含量

( 表 1 )
。

表 1 不同 活 办花生种子活 办指数
、

电导率和过氛化物含量 变化

花 牛种子

高 活 力

下胚轴长

(
e m )

活力指数
电导率

拌口 / c m

l
。

8 2

1
。

4 2

一生竺
_

_ _

!
` 35

{
过 熟化 物 含 量

}止理竺望尘丝
{一一竺生

一

一
一一一一

中等活力

低 活 力

1
。

7 4 1 4 5
.

9 3

厂
一

…一 。 一

厂
~

~

石石一盯 1 8 6
。

9 2

恤冲份冷
。·

一
。
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表 1 表明
,

高活力种子的电导率和过氧化物含量均较低
,

随着种子活力下降
,

电导

率升高
,

过氧化物含量也增加
.

种子活力指数与电导率和过氧化物含量呈负相关 *
.

因

此
,

可以认为
,

种子老化时膜伤害和过氧化作用呈正相关
。

2
.

不同活力花生种子 G S H
、

V c 含 ,
、

过叙化氮醉和超叙物歧化醉 ( 5 0 0 )活性变化

在不同老化过程的花生种子中
,

G S H
、

V 。 、

S O D 以及过氧化氢酶的含 量变化如表

2 所示
。

表 2 不 同活 力花生种子 的 几种 生理活性物质的活性变化

生理活性物质 高活力花生种子 中等活力花生种子 低活力花生种子

还原型谷跳甘肤

( G S H “ g
·

g
一 ’ d r 丫 w t )

5 7 1
。

0 2 4 2 7
。

3 4 1 6 2
。

6 2

抗坏血酸

( V e 拼g
。

g
一 1 d r y w t

.

4 3 4
。

5 3 1 1 8
。

4 2 6 6
。

5 6

过氧化氢酶

(拜g H : 0 2 ·
g
一宝 d r

y w f
.

m i n 一 ’
)

3 4 8 2
。

3 1 2 5 2 3
。

1 2 1 7 1 8

超氧物歧化酶
1 8 7 2

。

0 4 1 6 1 9
。

2 1 2 7 3
。

6 4

U n i t
·

g
一 1 d r y w t

表 2 显示
,

在三种活力种子中
,

以低活力种子与高活力种子相比较
,

G S H 含 量 下

降到近 1 / 4 ,
V 。
也下降到近 1/ 7

,

过氧化氢酶活性减弱到原活性 1阳
,

S O D下降到原活性

1 6/
,

可见
,

种子活力丢失与这 4 种物质大幅度的下降有关
.

3
.

应用 G S H和 V c 提高种子活力
_

_ _ _

几

应用G s H和 V c
处理劣变的中等活力种子的试验结果见表 3一 6

.

结果表胡
,

G s H

和 V c
对 花 生 生 长的效应由于处理的方式

、

浓度
、

时间以 及 老 化 程 度 的 不 同 而

异
。

“ (1 .) 施用方式
、 一

用浸泡和种子萌发时施于培养 皿 两 种方大一 以浸泡的效果好
,

浸

泡的种子根生长快且 白色
,

用后一方式处理则胚根生长较慢
一 ,

而下胚轴
一

却 较祖 ,
宜呈

黄色
。

·

户
`

,

卜
、 - 、

-
一 ` - - - ·

,
-

,

一

(幻 处理 浓度 处理浓度对胚的生长影响较大
,

高 浓 度 G s H哈100卜咖
p p石)初

孔 (l 00 。一 Z o o p p。 ) 便
;胚根生长较差

,
一

直下胚轴增粗
,

表现受抑制
.

当 浓 度卞
.

降至

G s H s o p p m 和 v
。 l o o p p m 时

,

胚根生长良好
,

下胚轴也正常生长一 “
-

( 3 ) 浸泡时间 G S H浸泡花生 1 小时
,

过氧化氢酶升高
,
过氧化物含 量 下降

.

当

浸泡时间再延长时
,

过氧化氢酶活性逐步下降而过氧化物逐渐上升
.

经v e
浸泡 1一 6 小

时后
,

种子呼吸强度提高
,

但其中以 6 小时者呼吸强度最高 ( 表 3 )
.

切夭劫苗鲜重、

干重的数值以浸泡 1 小时的效果较好 ( 见表 4
、

5 )
. ` 一

,
`

一

只
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表 3 V c 处理 中等活 力花生种子的呼吸强度
辛

处理时间 ( h)
呼吸强度 (拼10 2 ·

g
一 立f r

.

w t
.

h
一工

)

V e i o o p p m 对 照

一
一- 一一~ ~ 一- 一~ ~ 一一 , 钾

一
—1 1 4 4

。 〔; 7 2
。

6

1 7 1
。

1 7 6
。

8 4
。

3

1 0 0
。

5

6 1 9 1
。
了 1 6 9

。
7

处理完后立即测定

表 4 G S H 5 0 p p m 处理 中等活 力花生种子过氧化氮酶活性和过衰化物含童

处理时间 ( h )
过氧化氢酶活性

(拼g H Z O Z g
一工 d r y w t

.

m i n 一 ’
)

过氧化物含量

( m g l : g
一 ’ d r y w t

.

)

n心.占nùQ几j月矛nj月了9自口a
.

…
必

一ó行了ùó00几O八Où勺八O,口OD,上心工1上,工112 3 9 0
。

8 8

3 8 4 2
。

4 0

2 2 2 9
。

1 4

2 0 3 5
。

1 9

1 6 4 3
。

7 3

表 5 G S H加 p p o V c 10 0 p p m处理 中等活力花生种子后 40 天苗的生物量

处理时间 100 株苗鲜重 鲜重%

(h ) ( g ) (以对照为 10 0 % )

10 0株苗干重

( g )

干重%

(以对照为 100 % )

ó口O口UQ
ó
“ón几己,占.1n甘八践ù内hù

ó
日甘,“CUno乃JO目对照

G S H

G S H

V e 6 3 4 1 1 13 4 4
。

5 4 1 1 0

. . . . .
,

. . . . . .
. .

( 4) 老化程度 高活力种子施用G S H和 V c
后效应不大

,

这是因为种 子 本身已有足

够 G S H 和 V 。
含量

.

中等活力花生种子施用后效果明显 (表 6 )
。

对老化程度深的种子
,

即使加大浓度
,

效果也不太理想 ( 表 6 )
.

这可能是因为老化程度深的种子膜的伤害已

到了不能修复的程度
.

根据表 3一 6 可以归纳女。下
: G S H对中等活力的花生种子效果明显

,

其 最佳处 理

浓度为 5 0P p m
,

最佳处理时间为 1 小时
。

V c
对中等活力花生种子效果明显

,

其 最佳处

理浓度为10 0P p m
,

最佳处理时间为 6 小时
.

中等活力花生种子在最 佳 处 理 浓 度 和 处 理 时 间 处 理后
,

进行分离提取
,

用

T r it on , 10 介提 取 含脂质部分
,

再用三氯醋酸沉淀
,

分别测定过 氧 化 物 含 量的变

化 (见表 7 )
。
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表 6 应用G S H和 V c 时花生种子活 力提高效应

*

中等活力种子为72 小时记录的数据
,

中下活力种子为 1 20 小时记录的数据
.

表 7 C S H
、

V 。处理 中等活力花生种子后 分离各部分的过氧化物含量变化
.

( m g I
Z ·

g
一 ,

d r y 二 t
.

)

t r
i t o n

处 理

不 溶 物

过氧化

含量

过氧化物

含量

占总量

百分率 ( % )

总过氧化

物含量

G S H 5 0 p p
_

m

l’J
、
时

V e l o o p p m

6小时

对照 (不处理 )

4 8
。

8 4 2 4
。

7 4 1 9 2
。

6 0 4 6
.

9 0 5 5
。

9 7 2 8
。

3 5 1 9 7
。

4 1

5 0
。

3 7

6 6
。

1 7

2 5
。

3 2

2 7
。

9 8

1 0 3
。

2 9

1 0 7
。

3 6

5 1
。

9 2

4 5
。

4 1

4 5
。

2 8 2 2
。

7 6

6 2
。

8 9 2 6
。

6 0

1 9 8
。

9 4

2 3 6
。

4 2

*
二次艰复的平均值

表 7 表明
:

在 G S H或 V c 的最适处理条件下
,

可使中等活力花生种子 总 的过氧化物

量明显下降
.

其中 G S H清除过氧化物在脂质部分和可溶蛋 白质部分较明显
.

而 V 。
清除

过氧化物在脂质部分和不溶物部分较明显
.

从而看出了 G S H和 V 。
对膜脂过 氧 化有减轻

的效果
。

为了探讨 G S H和 V 。对膜
一

调控物质外渗的作用
,

测定了G S H
、

V 。
处理后 外 渗K

十 、

外渗蛋白和电导率
,

所得结果列在表 8 和表 6 ( 中等活力种子 )
,

表 8 和表 6 表示
,

经 G S H
、

V
c

处理后
,

外渗K
十 、

外渗蛋白和电导率都低于对 照
,

说明膜控制物质外渗的功能被 G S H
、

V
c

所修复
.

和表 7 的试验结果连系起来
,

可 得 出

如下结论
:

G S H作用位点可能在膜和蛋白质部份
.

而 V
。

作用的位点可能在膜和不 溶 物

部份
。
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表 8 G S H
,

V
。
浸泡中等活 力花生种子后 扑渗 K

十

和蛋白的含量

一

外 渗 K
干

外 渗 干 白

( m g
·

g
一 1 d r y w t ( m g

·

g
一 1 d r y w t

G S H 5 0 p p m

6 小时

对照

1 0 0 P P m

6 小时

蒸馏水

6 小时
, . . . . . 侧. . J . 自. . . . . . . 脚. . . . . . . . . . . . . .

一
. . . 口口 . . . . 口 . . .

.
. . . . . . . . . . . . .

三
、

讨 论

P e a r c e 和 S a m a d比较了花生的新鲜种子和老化种子
,

发现老化种子的外渗 电 解 质

明显增多 〔’ 5 〕 .

电导率的上升表示外渗物量的增加
,

也反映出膜脂的过氧化作用
.

因此
,

从电导率的变化可以测出种子活力的大小 〔` “ ’ ` 7〕 .

从我们的试验中可见
,

花生种子活力高低和过氧化物含量的多少 呈 负 相 关
,

也与

电导率的大小呈负相关
.

过氧化物的积累加剧膜的损伤
,

提高外渗量
。

与此同时
,

有清

除 自由垫作用的过氧化氢酶和超氧物歧化酶 以及 G S H
、

V 则明显下降
,

表明过氧 化 作

用活跃
,

防御 自由基能力减弱或消失
,

这样膜所受到的攻击就大大增强
,

种子活力显著

下降
.

从这一系列变化的相关性
,

可以推论膜脂的过氧化是膜的损伤的一个重要原因
.

我们的实验证明
,

外加 G S H或 V
c

于劣变种子
,

不但可以降低电导率
、

提高活 力 指

数
,

而且还可以改善过氧化氢酶活性
,

降低过氧化物含量
,

增强呼吸作用
.

从过氧化物

显的变化
,

可以推论 G S H 与V
c

的共同作用点是在脂质部分
。

不论是内源 G S H
、

V
。

或外

加的 G S H
、

V
,

其作用很可能与膜的修复有关
.

这一 修复的基础可能是 G S H
、

V
。

清除

自由基的能力
.

S et w a r t和 B e w l o y 指出
,

膜脂过氧化与大豆胚轴的人工老化有关
.

膜上的不饱和脂

肪酸过氧化是活力
、

发芽力丧失的基本原 因 〔` 〕 .

因此
,

对膜脂过氧化及其修复有 进 一

步研究 之必要
,

藉以阐明劣变机理
,
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