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锦鸡儿种子劣变过程中生理生化特性的研究
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摘 要：采用人工老化方法，在高温高湿(40℃、RHl00％)条件下，对小叶锦鸡儿(Caragana microphlla Lain．)

和柠条锦鸡儿(Caragana korshinskii Kom．)的种子进行劣变处理。同时重点测定和分析生理生化指标。结果表

明：高温高湿(40"C，100％RH)人工老化法的最佳处理时闻梯度为0、8、16、24、36、48 h。两种供试种子发芽宰和发

芽指教显著下降(P<0．05)；酸性磷酸酯酶活性显著降低(P<0．05)，与种子发芽指数呈极显著正相关，是反映其

种子质量的敏感指标；可溶性糖泄漏和脂质过氧化，是种子劣变的重要原因。
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锦鸡儿属(Caragana Fabr．)植物具有极强的

抗旱性和耐盐碱能力，枝叶繁茂，产草量高，营养丰

富，适口性强，是良等饲用灌木L1】。而且具有优良

的水土保持和防风固沙特性，在我国北方生态环境

建设中得到了广泛应用【2~4j。但是锦鸡几属的种

子，尤其是柠条锦鸡儿和小叶锦鸡儿，其种子成熟

后，荚果炸裂、种子落地，种子成熟期正值雨季，荚皮

一湿一千更易爆裂，这一特殊的生物学特性导致其

种子收获困难”-6J。收获的种子活力下降迅速，3年

后已基本不具备发芽能力[引。研究结果表明Is,9]，

锦鸡儿属植物种子在常温下的贮藏年限很短，贮藏

3年种子的发芽率明显下降，第4年也只有很少的

种子发芽或全部失去发芽能力；种子劣变给锦鸡儿

属植物种质的储藏带来困难，也影响着锦鸡儿的推

广应用。

近年来，国内外学者在种子劣变的机理、优化贮

藏条件、提高种子寿命等方面进行了一系列的研究，

并取得了实质性的进展【2“]。但是对于锦鸡儿属

植物种子劣变过程中生理生化特性的研究，国内外

报道甚少。为此，本研究采取高温高湿(40℃、

RHl00％)人工老化法对小叶锦鸡儿(C．mi—

crophlla Lam．)和柠条锦鸡儿(C．korshinskii

Kom．)两种种子进行劣变处理，通过对种子劣变过

程中生理生化变化的研究，寻找适合反映其活力的

指标，探索其劣变的主要原因，为锦鸡儿属植物种质

资源的保存提供参考依据，同时也可为锦鸡儿属植

物资源进一步开发利用提供基础。

1材料与方法

1．1供试材料

供试材料为2005年采集的小叶锦鸡儿和柠条

锦鸡儿种子，由中国农业科学院北京畜牧兽医研究

所牧草资源研究室提供。

1．2试验方法

一’精选大小一致无破损的种子50粒，在高温

40℃和100％相对湿度下，将种子老化处理0、8、16、

24、36、48 h后，置于变温光照培养箱中进行发芽实

验(25℃±1℃、光照条件8 h；15℃±1℃、黑暗条件

16 h)，4次重复。从种子置床之日起开始，逐日观

测种子发芽情况，14 d后统计发芽率和发芽指

数[10】，并测定相关的生理生化指标，以平均值作为

有效试验结果。

1．3测定项目

1．3．I发芽率与发芽指数

在发芽试验的第5 d开始计数，14 d结束计数，

统计发芽数和发芽指数；

发芽率(％)=(发芽总数／实验种子数)×

100％：

发芽指数=∑(一定时间内发芽的种子数／相对

应的天数)。

1．3．2种子浸出液电导率采用电导法【11】。取供

试种子2 g，用去离子水冲洗5次，放入100 mL的
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三角瓶中，加入80 mL去离子水，同时设空白对照，

加盖后在20℃的恒温培养箱中放置24 h，用DDS一

307型电导仪测定，3次重复(下同)。

1．3．3 过氧化物酶活性 采用愈创木酚法测

定【12】，在4．9 mL反应体系中加入0．1 mL酶液启

动反应，用UV一2000分光光度计在470 nm下测

定吸光度，以每分钟OD值变化0．005为1个酶活

性单位。

1．3．4酸性磷酸脂酶活性采用Folin一酚法【12】，

在0．2 mL反应体系中加入酶液0．1 mL，充分混

匀，30℃水浴10 rain再加入氢氧化钠溶液，待生成

的对硝基苯酚呈黄色，结束反应，用UV一2000紫外

分光光度计在400 nm处测定光密度，计算酶活性。

1．3．5 丙二醛含量 采用硫代巴比妥酸法测

定【11】。取供试种子0．5 g，加pH=7．8磷酸缓冲液

8 mL冰浴研磨，研磨所得匀浆在4 000 rpm／min离

心10 min，取上清液2 mL加2 mL TBA(0．67％)，

沸水浴30 min，冷却后在4 400 rpm／min离心10

min，上清液于450 nm，532 nm和600 nm处比色，

结合标准曲线计算丙二醛含量。

1．3．6可溶性糖含量采用蒽酮比色法测定【13]。

取种子0．5 g放100 mL的三角瓶中，加30 mL蒸馏

水，加盖在20℃恒温箱中放置24 h。吸取浸出液1

mL，放入干洁试管中，重复3次(以蒸馏水为对照)。

加入4 mL蒽酮试剂，小心振荡使充分混合后，于沸

水浴中加热10 min，取出冷却至室温，用UV一2000

型紫外可见分光光度计于620 nm处测光密度值，

从标准曲线上查相应的糖浓度，计算可溶性糖含量。

1．4数据处理

用SAS6．12统计软件进行方差分析，用Duncan

氏新复极差法进行多重比较。

2结果与分析

2．1种子发芽率和发芽指数

种子发芽率随着老化时间的延长呈明显下降趋

势(表1)。在老化过程中，柠条锦鸡几种子发芽率

的变化范围在88％～13％，小叶锦鸡儿种子在85％

～10％(表1)。同对照相比，人工老化48 h后，柠条

锦鸡儿种子与小叶锦鸡儿种子发芽率的下降幅度均

为75％。各老化处理与对照之间的差异极显著(P

<0．01)，除老化处理16 h和24 h差异不显著外，

其它处理间呈显著性差异(P<0．05)，可见在老化

后期种子发芽率的变化没有初期明显。高温高湿老

化48 h后，柠条锦鸡儿和／bPI-锦鸡儿种子标准发芽

率为20％左右，而相同老化时间的新麦草和蓝茎冰

草的标准发芽率在85％左右【10】，科尔沁驼绒藜(短

命种子)为12．8％【14】，在一定程度上说明了供试种

子的活力下降较为迅速。

种子发芽指数变化趋势与发芽率一致。柠条锦

鸡儿种子在处理48 h后，发芽指数从7．3降低到

0．9，下降幅度为87％，方差分析表明，各处理间呈

显著性差异(P<0．05)；小叶锦鸡儿在处理48 h后

的发芽指数下降幅度为88％，与柠条锦鸡儿基本相

同，方差分析结果，各处理问也呈显著性差异(P<

0．05)。

2．2种子浸出液电导率

两种锦鸡儿属植物种子浸出液电导率随着老化

时间的延长而增大(表1)。由表2可知，柠条锦鸡

儿种子浸出液电导率与种子发芽指数呈极显著负相

关(一0．952)，小叶锦鸡儿种子浸出液电导率与种子

发芽指数呈负相关(一0．81)，方差分析表明，各处理

与对照之间的差异显著(P<0．05)。所不同的是，

老化48h时，柠条锦鸡儿种子浸出液电导率比对照

增加了3．33倍，小叶锦鸡儿种子浸出液电导率比对

照只增加了1．67倍，前者增加幅度显著大于后者。

同为豆科植物的大豆种子(短命种子)老化48h后，

种子浸出液电导率比对照只增加了1．4倍左右【l 5l。

说明锦鸡儿属植物种子透水性较强，出现这种现象

的原因很可能与种皮半透膜中软木质的含量较少有

关[1 6J。

2．3种子酶活性

酸性磷酸酯酶(ACP)是一类存在于生物体内水

解有机磷酸酯键的酶，其活性高低反映了种子营养

物质分解及转化的速率。在人工老化过程中，锦鸡

儿属植物种子酸性磷酸酯酶的活性随老化时间的延

长而逐渐降低(表1)。方差结果显示，柠条锦鸡儿

种子中酸性磷酸酯酶的活性在各处理间差异极显著

(P<0．01)，小叶锦鸡儿种子中，除老化16 h和24

h，各处理间均呈显著差异(P<0．05)，供试种子酸

性磷酸酯酶的活性在对照与处理间差异均显著(P

<0．05)。相关分析的结果表明(表2)，供试材料种

子酸性磷酸酯酶的活性与种子发芽指数呈极显著正

相关(0．993，0．973)，是反映种子质量的敏感指标。

大量的研究表明，在劣变的水稻种子中，ACP活性

下降【17】，其活性可以反映二色胡枝子种子的活

力[18A9]，也可预测新麦草和蓝茎冰草的种子质

量[1 0l。

供试种子POD酶活性随老化时间的增加而逐

渐降低(表1)，柠条锦鸡儿在老化处理初期，即处理

8 h。POD酶活性与对照及处理16 h的差异不显著，
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但随着老化时间的进一步延长，各处理问表现出显

著性差异(P<0．05)，而小叶锦鸡几种子除老化16

h和24 h差异不显著外，其他各处理间均呈显著性

差异(P<0．05)。相关分析的结果表明(表2)：POD

与GI呈显著或极显著正相关。柠条锦鸡几种子

POD酶活性在相同的老化时间内均高于小叶锦鸡

儿，表明在柠条锦鸡儿种子中POD酶清除系统的功

能比较强大。

表1供试种子在高温高湿老化过程中生理生化变化

Table 1 Physiological and biochemical changes of experimental seeds under high temperature and high humidity aging treatment

注：同列中标不同大写字母表示差异极显著(P<0．01)，不同小写字母表示差异显著(P<0．05)。

Note：Different capital letters in the 8ale column show significant difference at 0．01 level(P<O．01)，while different small letters in the∞nle col-

unlrl show significant difference at 0．05 level(P<0．05)．

： 表2 人工老化处理后各生理指标与发芽指数的相关系数

Table 2 Correlation coefficients between physiological indexes under aging treatment

发芽指数Gl 1

小叶POD

锦鸡儿 MDA
Caragana

m缸名赢f缸 电导率Conductivity

Lam． 可溶性糖Soluble sugar

0．848’

l

一0．532

—0．827。

l

ACP 1

注：*表示P=0．05水平显著相关；-*表示P=0．0l水平极显著相关。

Note：*Correlation is significant at the 0．05 level．*g-Correlation is significant at the 0．01 level．

2．4种子丙二醛含量

在高温高湿老化过程中，柠条锦鸡儿种子与小

叶锦鸡儿种子丙二醛含量的变化趋势并不一致。柠

条锦鸡儿种子丙二醛含量随着老化时间的延长先降
，

低后升高(表1)。老化16 h时，MDA含量达到最

低，降幅达18．6％，此后逐渐增加，在老化48 h后达

到最大值，MDA含量比对照增加17．9％。小叶锦

鸡儿种子的丙二醛含量随着老化时间的延长表现出

持续降低的趋势，造成这一结果的原因可能与SOD

酶的作用有关。
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2．5种子浸出液的可溶性糖

由表1可知，柠条锦鸡儿种子与小叶锦鸡儿种

子的可溶性糖含量随着老化时间的延长表现出逐渐

升高的趋势。各老化处理与对照间差异显著(P<

0．05)。由表2可知：可溶性糖含量与GI呈显著或

极显著负相关。在老化过程中，柠条锦鸡儿种子可

溶性糖含量的变化范围在79．4～185．1 pg／mg之

间，小叶锦鸡几种子的可溶性糖含量变化范围在

47．1～217．8／．tg／mg之问，变化幅度大于柠条锦鸡

儿种子，这与种子浸出液电导率分析的分析结果恰

好相反。出现这种情况的原因可能是电导率反映的

是浸出液中总的离子的数量，可溶性糖只是浸出液

的成分之一，它的变化并不足以反映电导率的变化。

3结论与讨论

本研究采用人工老化方法，在高温高湿(40℃、

RHl00％)条件下，对小叶锦鸡儿和柠条锦鸡儿的种

子进行时间梯度为0 h、8 h、16 h、24 h、36 h、48 h的

劣变处理，从种子活力，膜系统的生理生化等方面探

讨了种子的劣变机理。结果表明，高温高湿处理可

降低种子活力，种子劣变过程中其体内POD、ACP

酶活性下降，种子发芽率、发芽指数降低，种子浸出

液电导率和可溶性糖含量增加。可溶性糖的泄漏和

脂质过氧化是导致种子活力降低的重要因素，ACP

酶活性与种子发芽指数呈极显著正相关，是检验锦

鸡儿属植物种子的良好指标。

同时采用人工老化方法处理种子，减少了试验

时间，使自然劣变4～5年时间缩短到仅需几天就可

以完成，更有利于种子劣变机理的研究。

多数研究表明，种子老化后膜系统可能受到破

坏，从而引起种子内部各种离子迅速外渗，导致电导

率升高，因而，随着种子的老化，电导率的值增加，即

电导率与种子的活力呈负相关。然而，王彦荣等[20】

研究发现苏丹草和老芒麦等禾本科种子在劣变过程

中，电导率与生活力不相关。赵垦田等【21J在对人工

老化过程的红松种胚细胞物质外渗的研究中发现，

高活力的种子在老化1、2 d后，生活力变化不大，电

导率与种子活力呈正相关。本试验中，锦鸡儿种子

随着老化程度的加深，电导率增大，相关分析表明，

柠条锦鸡儿和小叶锦鸡儿的电导率与发芽率指数的

相关系数分别为一0．952、一0．81，均显著负相关。

电导率测定结果与大多数人的研究一致。

可溶性糖的泄漏被一些研究者作为衡量种子活

力的一个指标，虽然在可溶性糖的泄漏多少能不能

反映膜的完整性上有分歧，但是可以肯定的是可溶

性糖的泄漏多少可以表明呼吸底物的丧失程度，是

导致种子活力降低的一个非常重要的因素[22．23]。

本试验中可溶性糖含量与GI呈显著或极显著负相

关，表明种子浸出液的可溶性糖含量是反映种子活

力的重要因素，这与油菜种子研究中的结论一

致[24|。

种子老化过程中产生的自由基和过氧化物具有

很强的毒害作用，可以启动膜脂中不饱和脂肪酸的

过氧化作用，使细胞膜受到损伤，这是种子老化和组

织衰老的主要原因。由于自由基和过氧化物对质膜

的完整性起着至关重要的作用，因此种子中自由基

和过氧化物清除系统的功能就显得尤为重要。本试

验中，柠条锦鸡儿种子随老化程度加深，POD酶活

性明显降低，这对于清除代谢过程中的有毒物质非

常不利，而且MDA含量不断增加，加快了有毒物质

的积累，从而加剧了细胞膜脂过氧化作用。这是导

致种子活力降低的一个非常重要的因素；而小叶锦

鸡儿种子随着老化程度的的加深，MDA含量却减

少，可能是由于POD酶和种子内存在一些非酶促自

由基清除剂E25]的作用；也可能是由于和其他物质结

合形成希夫碱，影响了MDA的测定结果【26J。

本研究以柠条和小叶锦鸡儿的种子为试验材料

进行了种子劣变研究，种子老化劣变的实质在于细

胞结构与生理功能上的一系列错综复杂的变化，既

有物理的，又有生理生化的变化。因此，对于锦鸡儿

属植物种子老化的研究还有待于进一步深入。
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Physiological and biochemical study on Caragana

species seeds during seed deterioration

WANG Zanl，NA Ton91，LI Yuan2，LIU Da—lin3，GAO Hong—wenl

(1．Institute of Animal Science，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100094，China；

2．Dryland Farming Institute of Hebei Academy of Agricultural and Forestry Sciences，Hengshui，Hebel 053000，China；

3．College ofAnimal Science and Technology，Yangzhou University，Yangzhou，Jiangsu 225009，China)

Abstract：Studies on the physiological and biochemical changes of Caragana microphlla Lain．and Cara—

gana korshinskii Kom。seeds were carried out using the methods of high temperature and high humidity(40℃，

100％RH)accelerating aging．The results showed that the best time grades of high temperature and high hu-

midity artificial aging means is 0 h，8 h，16 h，24 h，36 h and 48 h；the seed germination percentage and ger-

mination index descended(P<0．05)with seed aging．ACP activity，fl sensitive index of seed quality，decreased

with seed aging(P<O．05)．Leaching of sugar increased with seed aging，and lipid peroxidation was an impor—

tant reason for seed deterioration．

Keywords：artificial aging；Caragana Fabr．；seed；physiological and biochemical changes
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