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顽拗性三七种子后熟过程超微结构和抗氧化酶变化
杨　 凯１ꎬ２ꎬ 李　 磊１ꎬ２ꎬ 龙光强１ꎬ 孟珍贵１ꎬ 李龙根１ꎬ 陈军文１ꎬ２∗
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２. 云南农业大学 农学与生物技术学院ꎬ 昆明 ６５０２０１ )

摘　 要: 该研究以 ３ 年生三七成熟种子为材料ꎬ通过对三七种子种胚切片观察、抗氧化酶活性测定及相关基

因表达量的变化分析ꎬ从生理、形态及转录组 ３ 个层面了解顽拗性三七种子的内在机理ꎮ 结果表明:三七种子

后熟 ０~ ４０ ｄꎬ超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、过氧化氢酶(ＣＡＴ)、抗坏血酸过氧化物酶(ＡＰＸ)和谷胱甘肽还原酶

(ＧＲ)的活性先升高后降低ꎬ过氧化物酶(ＰＯＤ)的活性升高ꎮ 后熟 ４０ ｄ 时 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＡＰＸ 相关差异表达

基因的 ＦＰＫＭ 值分别为 ２８、１３、３５６、１０５ꎬ皆处于较高水平ꎬ此时观察到完整的细胞结构ꎬ种胚完成形态成熟ꎬ丙
二醛(ＭＤＡ)含量达到了最高值ꎬ说明三七种子内部抗氧化系统抵御氧化伤害最激烈ꎬ对水分胁迫造成的氧化

伤害最为敏感ꎮ 伴随后熟时间的延长ꎬ膜脂过氧化作用加剧造成细胞膜的降解ꎬ导致细胞功能丧失和畸形死

亡ꎬ抗氧化系统酶活性降低不能有效抵御氧化伤害可能是导致顽拗性三七种子脱水敏感的重要原因之一ꎮ
关键词: 三七ꎬ 后熟作用ꎬ 脱水敏感性ꎬ 超微结构ꎬ 抗氧化系统
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　 　 三七(Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ)为五加科(Ａｒａｌｉａｃｅａｅ)
人参属多年生草本植物ꎬ是我国特有的名贵中药材ꎬ
有“南国神草”的美誉ꎮ 三七主产地和地道产区为

云南省文山州ꎬ种植面积和产量均占全国的比例在

９０％以上ꎮ 三七含有多种皂苷、氨基酸、多糖和黄酮

等生理活性物质(张铭ꎬ２００３)ꎬ其根、茎、花均可入

药ꎬ具有散瘀止血、消肿止痛、降脂、降血糖、提高机

体免疫力和抗心肌缺血等功效(付建华等ꎬ２００６)ꎮ
三七作为具有确切的预防、医疗和保健功能的天然

药物ꎬ在药品、保健品、功能食品领域具有巨大的开

发潜力和市场前景ꎮ
顽拗性种子是指在成熟过程中不发生脱水行

为ꎬ种子在成熟脱落时仍然保持着较高的含水量

(Ｓｍｉｔｈ ＆ Ｂｅｒｊａｋꎬ１９９５)ꎬ在整个生长发育过程对脱

水和低温敏感(Ｐａｍｍｅｎｔｅｒ ＆ Ｂｅｒｊａｋꎬ１９９９)ꎮ 目前国

内外对种子休眠及种子脱水耐性的分子机理尚不十

分明确(李晓琳等ꎬ２０１１)ꎬ研究表明种子超微结构

及其代谢活性变化与种子在生长发育过程中脱水耐

性的获得有着密切的联系(Ｆａｒｒａｎｔ ｅｔ ａｌꎬ１９９７)ꎮ 顽

拗性种子在脱水过程中ꎬ种子内部发生水介导的氧

化伤害ꎬ即种子含水量处于中等水平时ꎬ其内部将会

发生一种不受控制的氧化反应ꎬ可对种子造成脱水

伤害(Ｌｅｐｒｉｎｃｅ ｅｔ ａｌꎬ１９９６)ꎮ 种子内部存在的抗氧

化防御系统ꎬ可以对抗种子劣变过程中所产生的超

氧阴离子自由基ꎬ酶促防御系统和非酶促防御系统

共同构成抗氧化系统ꎬ前者包括 ＳＯＤ(超氧化物歧

化酶)、ＰＯＤ(过氧化物酶)及 ＣＡＴ(过氧化氢酶)等
(Ｃａｋｍａｋ ｅｔ ａｌꎬ１９９３)ꎮ 当抗氧化系统酶活性下降

时ꎬ种子就会发生氧化胁迫伤害ꎮ 因此ꎬ在脱水过程

中酶促防御系统未能对膜脂过氧化事件进行有效的

抵御也可能是顽拗性种子脱水敏感性的重要原因ꎮ
三七种子在成熟采收后保持着较高的含水量ꎬ在后

熟过程中伴随着一定程度水分的丧失ꎮ
种子繁殖是三七农业生产上应用最为广泛的繁

殖方式ꎬ然而三七种子为典型的顽拗性种子ꎬ对脱水

和低温高度敏感(李磊等ꎬ２０１４)ꎬ种子在完成形态

成熟时含水量约为 ６７.３％ꎬ此时种胚尚未完全分化ꎬ

需经过 ６０~１００ ｄ 的后熟期才能开始萌发ꎬ属生理休

眠类型(安娜ꎬ２００６)ꎮ 由于三七种子的典型顽拗

性ꎬ严重阻碍着三七种子的贮藏保存ꎮ 本文在前人

研究的基础上ꎬ对后熟不同时期的三七种子进行种

胚切片观察、抗氧化系统酶活性及相关基因表达量

的变化分析ꎬ试图从解剖学、生理学和分子生物学层

面探讨三七种子脱水敏感性的原因ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 供试材料

三七(Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ)种子采自于云南省文

山州的文山市苗乡三七实业有限公司苗乡三七科技

公司的试验基地ꎮ 试验基地位于文山州砚山县盘

龙乡ꎮ
１.２ 实验设计

选择成熟、饱满的 ３ 年生植株的种子ꎬ人工搓去

果皮ꎬ用 ５％ ＣｕＳＯ４浸泡消毒ꎬ将种子冲洗干净ꎬ用滤

纸吸干表面水分后与经高温消毒后的湿沙按 １ ∶ ５
层积保存ꎮ 自 ２０１４ 年 １１ 月 １９ 日ꎬ以每 １０ ｄ 的间隔

进行取样ꎬ分别进行种子超微结构观察及抗氧化系

统酶生理指标的测定ꎻ部分种子液氮冻存ꎬ备用于转

录组测序ꎮ
１.３ 实验方法

１.３.１ 超微结构观察　 超微结构观察实验前期样品

处理方法参照(Ｗｅｎ ｅｔ ａｌꎬ２００９)的方法ꎬ并稍作修

改ꎮ 将处于不同后熟阶段的种子去掉种皮ꎬ切去种

胚生长部位 １ ｃｍ３左右样品ꎬ放入含 ２.５ ％ 戊二醛的

０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１磷酸缓冲液(ｐＨ７.２)中ꎬ４ ℃下固定 ２４
ｈ 后经 ２％的锇酸固定 ３ ｈꎬ用 ５０％、７０％、８０％、９０％
乙醇梯度脱水各 １５ ｍｉｎꎬ再用 １００％乙醇脱水 ３ 次ꎬ
每次 ３０ ｍｉｎꎬＥｐｏｎ８１２ 环氧树脂包埋ꎮ 用 ＬＫＢ￣ｖ 型

超薄切片机切片ꎬ切片经醋酸铀和柠檬酸铅染色后ꎬ
在透射电子显微镜下观察拍照ꎮ 选取不同后熟期最

清晰的电镜图ꎬ使用标尺计算细胞器的大小ꎮ
１.３.２ 抗氧化系统酶活性测定及丙二醛(ＭＤＡ)和超

氧阴离子的测定　 选取不同后熟期的三七种子测定
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抗氧化酶活性以及丙二醛和超氧阴离子含量ꎬ实验

设定三次重复ꎮ 种子超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性测

定采用氮蓝四唑(ＮＢＴ)法(王学奎ꎬ２００６)ꎬ并以每

分钟每克植物组织的反应体系对 ＮＢＴ 光还原的抑

制为 ５０％为一个活性单位ꎮ 过氧化物酶(ＰＯＤ)活

性测定采用愈创木酚法(张志良和瞿伟菁ꎬ２００３)ꎬ
以每分钟每克植物组织 ＯＤ 值变化 ０.０１ 为 １ 个酶活

性单位ꎮ 过氧化氢酶(ＣＡＴ)的活性测定采用高锰酸

钾滴定法(李合生ꎬ２００６)ꎬ酶活性用每克鲜重样品 １
ｍｉｎ 内分解 Ｈ２Ｏ２的毫克数表示ꎮ 抗坏血酸氧化酶

(ＡＰＸ)活性的测定参考(Ａｒａｋａｗａ ｅｔ ａｌꎬ１９８１)的方

法ꎮ 谷胱甘肽还原酶(ＧＲ)活性的测定参考 Ｃｈｅｎ ｅｔ
ａｌ(２０１１)的方法ꎮ 还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)的含量测

定参考 Ｄｏｕｌｉｓ ｅｔ ａｌ(１９９７)的方法ꎮ ＭＤＡ 含量测定

参考 Ｈｏｄｇｅｓ ｅｔ ａｌ ( １９９９) 的方法ꎮ 超氧阴离子

(Ｏ－
２􀅰)的含量测定参考 Ｅｌｓｔｎｅｒ ＆ Ｈｅｕｐｅｌ(１９７６)的

方法ꎮ
１.３.３ 与抗氧化系统相关差异表达基因筛选　 通过

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉｓｅｑＴＭ２５００ 测序技术获得三七种子 ４ 个后

熟时期(０、２０、４０、６０ ｄ)的转录本信息ꎬ并筛选出与

抗氧化 系 统 酶 相 关 的 基 因ꎬ 用 ＦＰＫＭ ( 每 百 万

ｆｒａｇｍｅｎｔｓ 中来自某一基因每千碱基长度的 ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
数目)来估算不同后熟期的基因表达水平(Ｔｒａｐｎｅｌｌ
ｅｔ ａｌꎬ２０１０)ꎮ
１.４ 数据统计分析

不同后熟时期抗氧化酶活性及氧化产物含量和

抗氧化酶相关基因的 ＦＰＫＭ 值使用 ＳＰＳＳ １７.０ 单因

素方差分析和 Ｄｕｎｃａｎ 多重比较方法进行显著性差

异分析ꎬＰ 值≤０.０５ 时视为差异显著ꎮ 试验独立重

复 ３ 次(ｎ＝ ３)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 超微结构观察

三七种子后熟过程中ꎬ经透射电子显微镜观察

后所得到的超微结构的变化情况如图 １ 所示ꎮ 刚成

熟的三七种子细胞整齐饱满ꎬ中央大液泡发达ꎬ细胞

壁内侧紧密排列着大量形状大小相对统一的椭圆形

黑色脂质体ꎬ脂质体长轴的长度一般约为 ０.１ ｎｍ
(图 １:ａ)ꎮ 层积保存 ２０ ｄ 时ꎬ细胞壁明显增厚ꎬ厚
度约为初始时期的 ２ 倍ꎬ脂质体排列间隔变大ꎬ颜色

变为半透明(图 １:ｂ)ꎮ 层积保存 ３０ ｄ 时观察到了

明显的液泡ꎬ脂质体大小不一分散在细胞内ꎬ并且首

次观察到了淀粉体ꎬ淀粉体长约 ２.３ μｍꎬ宽约 １.３６
μｍ(图 １:ｃ)ꎮ 层积保存 ４０ ｄꎬ可以观察到典型的椭

圆形细胞核结构ꎬ核内有核仁直径约 ０.１５ ｎｍꎬ细胞

内出现了大量的液泡ꎬ脂质体颜色逐渐变深ꎬ在细胞

壁内侧不断积累(图 １:ｄ－ｅ)ꎮ 层积保存 ５０ ｄ 时ꎬ细
胞核较之前变小ꎬ核仁直径约为 ０.０９ ｎｍꎬ细胞内的

脂质体又重新聚集在细胞壁的内侧(图 １:ｆ－ｇ)ꎻ层
积保存 ６０ ｄ 时ꎬ可观察到细胞壁逐渐向内凹陷ꎬ细
胞形状畸形ꎬ细胞间隙变大ꎬ液泡消失ꎬ出现了大量

的形状大小规则的淀粉粒ꎬ长约 ０.８９ μｍꎬ宽约 ０.６４
μｍꎬ脂质体分散排列在细胞壁内侧(图 １:ｈ)ꎮ
２.２ 抗氧化系统酶活性及氧化产物生成量测定

三七种子后熟过程中 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＡＰＸ、ＧＲ
酶活性及 ＧＳＨ 含量的变化趋势各不相同ꎮ ＳＯＤ 和

ＰＯＤ 酶活性变化见图 ２:ａꎬ ｂꎬＳＯＤ 酶活性呈现升降

交替的变化趋势ꎬ２０ ｄ 时达到整个过程最大值 ２９.８
Ｕ􀅰ｇ￣１􀅰ｍｉｎ￣１ꎬ到 ４０ ｄ 时下降到最低值 ３.６３ Ｕ􀅰
ｇ￣１􀅰ｍｉｎ￣１ꎻＰＯＤ 酶活性在后熟期 ４０ ｄ 时达到整个后

熟过程的最高值(５.４０ Ｕ􀅰ｇ￣１􀅰ｍｉｎ￣１)ꎬ显著高于其

他后熟时期(Ｐ<０.０５)ꎬ随后呈现逐渐降低的趋势ꎮ
抗氧化酶 ＣＡＴ、ＡＰＸ 酶活性变化如图 ２:ｃꎬ ｄ 所示ꎬ
ＣＡＴ 酶活性整体呈现出逐渐上升的变化趋势ꎬ在后

熟期 ６０ ｄ 时达到最大值(４.２９ Ｕ􀅰ｇ￣１􀅰ｍｉｎ￣１)ꎬ随后

逐渐下降ꎮ ＡＰＸ 酶活性整体呈现出上下交替的变

化趋势ꎬ在后熟期 ６０ ｄ 时ꎬ酶活达到最小值(２.５５
Ｕ􀅰ｇ￣１􀅰ｍｉｎ￣１)ꎬ而 ７０ ｄ 时上升至最大值(４.１６ Ｕ􀅰
ｇ￣１􀅰ｍｉｎ￣１)ꎮ ＧＲ 酶活性和 ＧＳＨ 含量变化见图 ２:ｅꎬ
ｆꎬＧＲ 酶活性在后熟期初期呈现上升趋势ꎬ３０ｄ 时达

到整个后熟过程最大值(０.５８ Ｕ􀅰ｇ￣１􀅰ｍｉｎ￣１)ꎬ随后

呈现逐渐缓慢下降趋势ꎮ ＧＳＨ 含量在整个后熟过

程呈现出升降交替的变化趋势ꎬ其中在 ２０ ｄ 时达到

最大值(１.１８ ｍｍｏｌ􀅰ｇ￣１)ꎬ随后直线下降至 ４０ ｄ 时

出现最小值(０.５６ ｍｍｏｌ􀅰ｇ￣１)ꎮ
三七种子后熟过程中ꎬ氧化产物(丙二醛、超氧

阴离子)含量的变化情况见图 ３ 所示ꎮ 其中ꎬＭＤＡ
含量整体呈现上下交替的变化趋势ꎬ在后熟期 ４０ ｄ
时达到最大值 １.１０ μｍｏｌ􀅰ｇ￣１ꎮ Ｏ－

２􀅰含量在后熟期

２０ ｄ 时达到整个过程最小值 ２９.２ ｎｍｏｌ􀅰ｇ￣１Ｆｗꎬ３０ ~
５０ ｄ 变化较为平缓ꎬ后呈现直线下降的变化趋势ꎮ
２.３ 与抗氧化系统相关差异表达基因的筛选与分析

为明确三七种子后熟期抗氧化系统功能的分子

机理ꎬ在所得的三七种子转录组数据库中ꎬ筛选出

后熟过程中与抗氧化系统有关酶的差异表达基因共
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图 １　 三七种子后熟过程各时期的超微结构　 ＣＷ. 细胞壁ꎻ Ｌ. 脂质体ꎻ Ｖ. 液泡ꎻ Ａｍ. 淀粉体ꎻＮｕ. 核仁ꎻ Ｎ. 细胞核ꎻ
Ｉｓ. 细胞间隙ꎮ 标尺 ａꎬ ｂꎬ ｄꎬ ｆ＝ ０.２ ｎｍꎻ 标尺 ｃꎬ ｈ＝ ２ μｍꎻ 标尺 ｅ＝ １ μｍꎻ标尺 ｇ＝ ５ μｍꎮ

Ｆｉｇ. １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｄｕｒｉｎｇ ａｆｔｅｒ￣ｒｉｐｅｎｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏ
ｇｒｏｗｔｈ　 ＣＷ. Ｃｅｌｌ ｗａｌｌꎻ Ｌ. Ｌｉｐｉｄꎻ Ｖ. Ｖａｃｕｏｌｅꎻ Ａｍ. Ａｍｙｌｏｐｌａｓｔꎻ Ｎｕ. Ｎｕｃｌｅｏｌｕｓꎻ Ｎ. Ｎｕｃｌｅｕｓꎻ Ｉｓ. Ｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｐａｃｅ.

Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ: ａꎬ ｂꎬ ｄꎬ ｆ＝０.２ ｎｍꎻ ｃꎬ ｈ ＝ ２ μｍꎻ ｅ ＝ １ μｍꎻ ｇ ＝ ５ μｍ.

８７ 条ꎬ其中与 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＡＰＸ、ＧＲ 和 ＧＳＨ 合

成酶相关差异表达基因分别有 ２５、３２、１７、４、７、２ 条ꎮ
ＳＯＤ 家族相关基因表达量呈现先降后升的趋势(图
４:ａ)ꎬ后熟 ２０ ｄ 时 ＦＰＫＭ 值最小为 １９.３９ꎬ随后开始

不断升高ꎬ后熟 ４０ ｄ 时为 ２８.４５ꎬ到后熟 ６０ ｄ 时达到

最大值为 ２９.５９ꎮ ＰＯＤ 类基因表达量 ＦＰＫＭ 值总体

呈现升高趋势(图 ４:ｂ)ꎬ后熟 ０ ｄ 为最小值 ６.２８ꎬ后
熟 ４０ ｄ 为 １２.９６ꎬ后熟 ６０ ｄ 时达到最大值 １８.５５ꎮ

ＣＡＴ 类是所有抗氧化系统相关酶基因中差异

表达量最高的ꎬＦＰＫＭ 值的变化规律为先升后降(图
４:ｃ)ꎬ后熟 ０ ｄ 的 ＦＰＫＭ 值最低为 １８９.５４ꎬ后熟 ２０ ｄ
达到最大值 ３３５.１６ꎬ随后出现缓慢下降趋势ꎬ后熟

４０ ｄ 时为 ３５６.４４ꎮ ＡＰＸ 类基因表达量在整个后熟

过程中持续升高 (图 ４:ｄ)ꎬ后熟 ０ ｄ ＦＰＫＭ 值为

６１.３２ꎬ后熟 ２０ ｄ 和 ４０ ｄ 增幅较平缓ꎬ４０ ｄ 时为

１０４.７７ꎬ到后熟 ６０ ｄ 升至最大值 １２０.６６ꎮ ＧＲ 类基

因表达量表现出先降后升(图 ４:ｅ)ꎬＦＰＫＭ 值在后

熟 ０ ｄ 为最大值(２３.８７)ꎬ随后出现缓慢下降趋势ꎬ
在后熟 ４０ ｄ 出现最低值(１９.８１)ꎮ ＧＳＨ 相关基因表

达量 ＦＰＫＭ 值在整个后熟过程中表现为升降交替

变化(图 ４:ｆ)ꎬ于 ２０ ｄ 达到最大值(１２.８３)ꎬ随后开

始下降至后熟 ４０ ｄ 为最低值(７.６１)ꎮ

３　 讨论

种子的顽拗性是以活跃的组织代谢为特征表现

的ꎬ如顽拗性长叶罗汉松(Ｐｏｄｏｃａｒｐｕｓ ｈｅｎｋｅｌｉｉ)的种

子成熟时保持着高含水量ꎬ其种胚细胞含有大量的

线粒体且所有细胞器代谢活跃ꎬ对正常性玉米种子

胚根细胞的研究ꎬ发现种子萌发伴随着大量的线粒

体退化ꎬ液泡减少ꎬ而淀粉粒、质粒和蛋白体不断积

累ꎮ 三七种子在后熟脱水过程中ꎬ种胚形态超微结

构的发育也是伴随着生理生化的变化进行的(段承

俐等ꎬ２０１０)ꎮ 本研究结果显示胞超微结构在后熟

２０、４０、６０ ｄ 发生了很明显的变化ꎬ同时这也是几个

重要的抗氧化酶变化的转折点ꎬ三七种子在后熟初

期ꎬ细胞代谢旺盛ꎬ中央大液泡规则饱满ꎬ种子具有

较高含水量ꎮ 随着时间的推进ꎬ液泡逐渐缩小ꎬ种子

含水量下降ꎬ油脂体颜色变浅并逐渐分散ꎬ可观察到

一些淀粉体ꎬ推测此时贮藏物质可能由油脂向淀粉
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图 ２　 三七种子后熟过程中超氧化物歧化酶 (ＳＯＤꎬ ａ)、过氧化物酶 (ＰＯＤꎬ ｂ)、过氧化氢酶 (ＣＡＴꎬ ｃ)、
抗坏血酸过氧化物酶 (ＡＰＸꎬ ｄ)和谷胱甘肽还原酶 (ＧＲꎬ ｅ)活性及还原型谷胱甘肽 (ＧＳＨꎬ ｆ)

含量的变化　 数据是平均值 ± 标准误(ｎ＝ ３)ꎮ 下同ꎮ
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＳＯＤ (ａ)ꎬ ＰＯＤ (ｂ)ꎬ ＣＡＴ (ｃ)ꎬＡＰＸ (ｄ)ꎬ ＧＲ(ｅ) ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏ ｇｒｏｗｔｈ

ａｆｔｅｒ￣ｒｉｐｅｎｉｎｇ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｓｅｅｄ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＧＳＨ(ｆ)　 Ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｐｏｉｎｔ ｗｅｒｅ ｘ±ｓｘ(ｎ＝３). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ３　 三七种子后熟过程中脂质过氧化物丙二醛(ＭＤＡꎬ ａ)、超氧阴离子(Ｏ－
２􀅰ꎬ ｂ)含量的变化

Ｆｉｇ. ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＭＤＡ (ａ) ａｎｄ Ｏ－
２􀅰(ｂ) ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏ ｇｒｏｗｔｈ ａｆｔｅｒ￣ｒｉｐｅｎｉｎｇ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｓｅｅｄ

转化ꎮ 在后熟层积 ４０ ｄ 时ꎬ细胞高度分化ꎬ贮藏物

质减少ꎬ三七种子所受氧化伤害最为严重ꎬ此时为三

七种子种胚完成形态成熟的时间ꎬ随后ꎬ细胞开始退

化ꎬ细胞器代谢活性下降ꎮ

ＲＯＳ 清除酶的失效以及抗氧化循环系统的裂

解ꎬ导致氧化伤害以及种子活力的丧失(Ｖａｒｇｈｅｓｅ ｅｔ
ａｌꎬ２０１１)ꎮ 本研究结果表明后熟层积过程的前 ３０
ｄꎬＳＯＤ 对于 Ｏ－

２􀅰自由基的氧化伤害起到了一定的抵

３２５１１２ 期 杨凯等: 顽拗性三七种子后熟过程超微结构和抗氧化酶变化



图 ４　 三七种子后熟过程中超氧化物歧化酶(ＳＯＤꎬ ａ)和过氧化物酶(ＰＯＤꎬ ｂ)过氧化氢酶(ＣＡＴꎬ ｃ)、抗坏血酸

过氧化物酶(ＡＰＸꎬ ｄ)和谷胱甘肽还原酶(ＧＲꎬ ｅ)及还原型谷胱甘肽(ＧＳＨꎬ ｆ)相关基因的 ＦＰＫＭ 值

Ｆｉｇ. ４　 ＦＲＫＭ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＳＯＤ (ａ)ꎬ ＰＯＤ (ｂ)ꎬ ＣＡＴ (ｃ)ꎬ ＡＰＸ (ｄ)ꎬ ＧＲ (ｅ) ａｎｄ ＧＳＨ (ｆ) ｏｆ
Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｓｅｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｆｔｅｒ￣ｒｉｐｅｎｉｎｇ ｓｔａｇｅｓ

御作用ꎬ但 ３０ ｄ 之后ꎬ随着 Ｏ－
２􀅰自由基的不断积累ꎬ

其产生的氧化伤害逐渐大于 ＳＯＤ 的清除能力ꎬＳＯＤ
酶活性出现下降趋势ꎻ４０ ｄ 后 ＳＯＤ 酶活性逐渐增

强ꎬ两者相互制约ꎬ因此出现升降交替的变化趋势ꎮ
ＡＰＸ 和 ＧＲ 是植物抗坏血酸—谷胱甘肽循环中的关

键酶ꎬＧＲ 活性与细胞 ＧＳＨ 库的水平有关ꎬＧＳＨ 含

量及 ＧＲ 活性作为机体抗氧化状态的重要标志ꎻ三
七种子在后熟层积前 ３０ ｄ 内ꎬＧＲ 酶活性呈现上升

的趋势ꎬ被还原生成的 ＧＳＨ 含量随之增高ꎻ３０ ｄ 以

后ꎬ随着 ＧＲ 酶活性的下降ꎬＧＳＨ 含量逐渐降低到相

对较低的水平ꎮ 因此ꎬ推测抗坏血酸—谷胱甘肽循

环系统在种子后熟 ３０ ｄ 前起到了一定的抗氧化作

用ꎮ 植物细胞内的 ＭＤＡ 含量直接反应了受氧化伤

害的程度(陆定志等ꎬ１９９７)ꎬ三七种子后熟 ４０ｄ 时

ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＡＰＸ 和 ＧＲ 酶活性均呈现下降趋势ꎬ
ＭＤＡ 达到了最高值ꎬ此时的三七种子内部受到的脂

质过氧化伤害最为严重ꎬ虽然 ＰＯＤ 活性在此时达到

最大值ꎬ但依靠单一抗氧化酶并不能有效抵御 ＲＯＳ
的氧化伤害作用ꎮ

在组织中ꎬ当编码酶促抗氧化剂的基因增量表

达时ꎬ由氧化事件引起的细胞毒素产物的清除对于

提高脱水胁迫耐性具有重要意义(Ｉｎｇｒａｍ ＆ Ｂａｒｔｅｌｓꎬ
１９９６)ꎮ 三七种子后熟过程中ꎬＳＯＤ 相关基因在种

子种胚形态生长期少量表达ꎬ说明此时种子内部受

到的氧化胁迫较小ꎬ而在种子后熟 ４０ ｄ 时表达量明

显增加ꎬ这也验证了此时种子内部所受氧化伤害程

度严重的结果ꎮ ＰＯＤ 相关基因在后熟期差异表达

总体上呈现持续升高ꎬ说明在整个后熟过程中 ＰＯＤ
起到了抵御氧化伤害的作用ꎮ ＣＡＴ 相关基因差异

表达量最高ꎬ可见该基因对三七种子所受氧化伤害

较为敏感ꎮ ＡＰＸ 相关基因表达量在整个后熟期持

续升高ꎬ而酶活性在后熟 ４０ ｄ 和 ６０ ｄ 时较低ꎬ推测

后熟 ６０ ｄ 时种子内所受到由 Ｈ２Ｏ２引起的氧化伤害

程度最为严重ꎮ ＧＳＨ 受谷胱甘肽合成酶基因调控ꎬ
其差异表达量在各时期相对较小ꎬ后熟期 ２０ ｄ 时表

达量最高ꎬ推测种子在后熟 ２０ ｄ 时 ＧＲ 和 ＧＳＨ 发挥

着重要的 ＲＯＳ 清除功能ꎮ 可见ꎬ三七种子后熟过程

中每种抗氧化酶基因的表达模式都是独特而又复

杂的ꎮ
总的来看ꎬ三七种子后熟过程中ꎬＳＯＤ、ＰＯＤ、

ＣＡＴ、ＡＰＸ 相关差异表达基因的 ＦＰＫＭ 值总体呈现

升高趋势ꎮ 后熟前 ２０ ｄꎬＳＯＤ、ＡＰＸ、ＧＲ 活性升高ꎬ

４２５１ 广　 西　 植　 物 ３６ 卷



对氧化伤害起到抵御作用ꎻ后熟 ４０ ｄ 时ꎬ细胞代谢

活性最强ꎬ种胚完成形态成熟ꎬＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＧＲ
活性下降ꎬＭＤＡ 大量积累ꎬ此时种子对氧化伤害最

为敏感ꎻ后熟 ６０ ｄ 时膜脂过氧化加剧ꎬ抗氧化系统

酶活性降低ꎬ导致细胞功能的丧失和畸形死亡ꎮ 由

此可见ꎬ抗氧化酶系统不能有效抵御氧化伤害可能

是导致三七种子脱水敏感性的重要原因之一ꎮ
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