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不同红麻种子耐老化性差异及热稳定蛋白的研究

王风敏，粟建光，龚友才，戴志刚，陈基权，郑海燕，李 燕

(中国农业科学院麻类研究所，长沙410205)

摘要：利用10份红麻品种为材料，研究红麻种子在人工老化过程中耐老化差异及其与热稳定蛋白的关系。结果表明：

(1)随着老化处理程度加深．10份红麻品种种子的发芽率、发芽指数及活力指数均逐渐下降。但品种之间有显著差异；(2)热

稳定蛋白含量随着老化处理的加深呈现上升的趋势，通过SDS．PAGE电泳显示，辽55在140h老化处理中出现一条差异带，分

子量为62．8kD，其他9个品种各个处理间未出现差异带。10份红麻品种在老化过程中，辽55最耐老化，在辽55中发现的热

稳定蛋白可能与红麻品种的耐老化性及种子活力的丧失有关。
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Difference of Aging Tolerance and Heat-Stable Proteins in

Seeds of Difference Kenaf Cultivars
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Abstract：The difference of aging tolerance and the heat—stable proteins were among l 0 kenaf(Hibiscus cairns·

binus L．)cuhivars，though aging treatment of kenaf．The results indicated that，(1)Seed gemmation and vigor index

of 10 kenaf varieties reduced with the extent time in the process of aging．while there were notable difference in 10

kenaf varieties；(2)The content of heat—stable protein gradually increased with aging treatment deepening，SDS·

PAGE eletrophoresis showed that a 62．8kD heat—stable protein appeared only in liao 55 in 140h aging treatment，

there were no differences in others．Liao 55 was the moat anti—aging variety during aging treatment in 10 kenaf varie-

ties，these results suggested that the special heat—stable proteins might be related to aging tolerance．
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红麻(Hibiscus cannabinus L．)是锦葵科木槿属

一年生草本植物，重要的韧皮纤维作物，红麻种子中

富含蛋白质和脂肪，蛋白质的含量范周在26．1％一

29．9％，脂肪含量在21．3％一24．2％⋯，与其他作

物相比，高油分、高蛋白作物的种子更易发生劣

变旧’。红麻属于典型的短日照作物，生产用种一般

采用“南种北植”技术，即在南方地区，如广东、广西

和福建繁种，调到北方地区种植生产纤维。红麻种

子常跨年度种植，种子的贮藏过程易出现种子生活

力下降现象。本研究通过对红麻衰老过程中种子活

力及热稳定蛋白的变化分析，探寻红麻种子的衰老

规律。为种子的安全保存与利用提供理论依据。目

前已在大豆‘21、玉米‘31、谷子‘引、烟草‘51、棉花‘6 3等

作物中有种子老化方面的研究，结果表明，在种子老

化过程中，随着老化程度的加深，种子生活力逐渐

下降。范国强等¨1在对老化的花生种子进行研究

时发现，当种子活力下降到一定程度时，种胚中出

现一个分子量10kD等电点为6．2的新蛋白，表明

种子老化可能是特异蛋白作用的结果。有关红麻

种子老化方面的研究尚未见报道。本试验采用高

温高湿对红麻种子进行人工老化处理，通过老化

处理后的种子活力和热稳定蛋白的变化，来探讨
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红麻种子衰老的机理，为红麻种质资源的安全保

存提供指导。

1 材料与方法

1．1 材料

供试材料为10份红麻栽培品种(表1)，于2007

年10月收于中国农业科学院麻类研究所沅江试验

基地。辽55为早熟品种，新红95为中熟品种，其余

品种为晚熟品种。当种子完全成熟时，对其进行分

期收获。

表1 供试红麻品种、来源、初始发芽率及生育期

Table 1 The tested kenaf culfivars-origin，germination

percentage and growth period

1．2 方法

1．2．1 人工加速老化处理 采用人工加速老化

的方法，即高温高湿法(温度为44±1℃，湿度

95％)，采用LH一150S种子老化箱对红麻种子进行

老化处理。老化时间分别为20h、40h、60h、80h、

100h、120h、140h共7个处理，未经老化处理的为

对照。处理后取出种子在室温下晾3—4d，使种子

含水量降至原状态后进行各项发芽指标测定，3次

重复。

1．2．2 种子活力测定 种子发芽率参照GB／T

3543--1995{农作物种子检验规程》¨o进行，4d后

统计发芽势，8d后统计发芽率。发芽指数(GI)=乏

(Gt／Dt)；活力指数(vI)=GI×Sx；简化活力指数=

发芽率×Sx。Gt为td后的发芽数，Dt为发芽天数，

Sx为发芽xd后的幼苗干重。

1．2．3 热稳定蛋白的提取、含量测定及SDS-

PAGE电泳取0．59种子在液氮中磨成粉，加入冷

丙酮置于一18℃下过夜脱脂，脱脂粉风干备用。热

稳定蛋白的提取参照吴晓亮等"’和朱诚等¨刮的方

法，略加修改。取0．29脱脂粉加入lml预冷的提取

液(pH=8．0 Tris—HCl，0．5mol／L NaCl，10retool／L 2一

ME，lmmol／L PMSF)，40C冰浴研磨，离心力100009

4℃离心25rain，吸取上清液，置于100℃水浴中

10min，立即取出冷却后，离心力100009离心10min，

取离心后的t清液加入2倍的冷丙酮(一20℃)，放

于一20℃冰箱中过夜沉淀蛋白，100009离心lOmin

收集沉淀，用于电泳分析。热稳定蛋白的含量采用

考马斯亮蓝G．250法测定。

取蛋白质沉淀加入100“1样品缓冲液(含

50mmoi／L pH=6．8 Tris．HCl，2％SDS，20％甘油，

5％2一ME，0．1％溴酚蓝)，1000C水浴6min，每泳道

上样lO拉l。SDS聚丙烯酰胺凝胶的制备参照汪家

政等111J的方法，采用浓缩胶3％，分离胶浓度12％，

恒压浓缩胶85V，分离胶165V。染色脱色参照郭尧

君¨纠的方法。

2结果与分析

2．1 老化处理对红麻种子发芽率的影响

10份红麻品种的种子随着老化时间延长，发芽

率逐渐降低，不同品种发芽率的下降速率不同，辽

55、新红95、KBl 1的发芽率明显高于其他品种(表

2)，在处理120—140h之间发芽率急剧降低，分别降

低42．7％、45．3％、32．0％；83．20、SFl92、V379、红

引135、KB2 5个品种发芽率的变化基本星“s”曲线

(图1)，在处理60～80h之间变化较大，其发芽率分

另n降低20．0％、35．0％、36．O％、43．0％、29．7％；福

红991、台农l号发芽率下降最快，在处理40—60h

时就出现骤降，其发芽率分别降低45．2％、20．7％。

综上可看出，处于图1上方曲线发芽率较高，是抗老

化的品种，即辽55、新红95、KBl 1较抗老化；而福红

991、台农1号的发芽率变化曲线处于最下方，随老

化时间延长，发芽率快速下降，说明是不抗老化品

种；从骤变阶段来看，品种越抗老化，其骤变阶段越

处于老化后期。最耐老化的辽55为早熟品种，其次

是中熟品种新红95，晚熟品种是耐老化性较差的，

说明耐老化特性也可能与生育期的长短有一定的

关系。
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图1 老化处理下红麻品种种子发芽率的变化曲线

Fig．1 Germination percentage changes on 10 accessions

of kenaf cultivars during aging

2．2红麻品种抗老化的综合评价

用模糊数学函数隶属法¨3J对10份红麻品种种

子的发芽势、发芽率、发芽指数、活力指数、简化活力

指数和苗干重进行分析，从而评价其耐老化性。结

果表明，10份红麻种子的发芽率、发芽势差异屁著

(表3)，辽55、新红95的发芽率、发芽势显著高于其

他品种，而福红991、台农l号显著低于其他品种，

其中辽55具有较强的耐老化性。根据10份品种之

间的模糊数学隶属函数总平均值(表4)，其耐老化

性由强到弱的综合排名是：辽55>新红95>KBll

>83．20>SFl92>V379>红引135>KB2>福红

991>台农l号。

表3 10份红麻品种发芽率和发芽势方差分析

Table 3 Analysis of valance of germination percentage

and germination power about 10 accesions of ke-

naf cultivats

表4 10份红麻品种抗老化综合评价
Table 4 The aging·resistent ability assessment of 10 accessions of kenaf cultivars

GPI：Germination percentage；GP2：Germination power；GI：Germination index；VI：Vigor index；SVI：Simple vigor index；SDW：Seedling dry weight；CR
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2．3不同红麻品种种子热稳定蛋白含量比较

从图2可以看出，10份红麻材料随着老化时

间的延长，红麻种子中热稳定蛋白的含量将逐渐

升高，热稳定蛋白含量变幅为0．68—2．43mg／g。

V379热稳定蛋白含量的变幅为0．68—1．79mg／g，

此品种热稳定蛋白含量始终处于最低的水平；而

辽55热稳蛋白含量的变幅为1．89—2．43mg／g，在

整个老化过程中始终处于最高水平，在处理140h

时，辽55的热稳定蛋白含量达到最高水平

2．43mg／g，平均值大于2．0mg／g，而其他品种的平

均值均小于2．Omg／g，说明辽55热稳定蛋白的含

量明显高于其他品种。

图2红麻品种老化过程中热稳定蛋白含量变化

Fig．2 Change of heat-stable protein content of kenaf cultivars

2．4 不同红麻品种种子热稳定蛋白SDS-PAGE

电泳

通过对lO个红麻品种的老化处理及其对照处

理后热稳定蛋白的SDS—PAGE电泳图谱分析得知，

其中9个品种在各个老化处理后没有出现新的蛋

白，而辽55在140h的老化处理后出现了一条明显

的差异带，分子量为62．8kD(图3)，其他的9个品

种(图4)没有出现，由此可推测此热稳定蛋白和红

麻种子的抗老化性有一定的关系，对今后耐老化品

种的研究有一定的指导意义。

图3 辽55种子在老化处理后热稳定蛋白的SDS-PAGE电泳图谱

Fig．3 SDS-PAGE of heat-stable protein in kenaf cnltivar Liao 55 during different aging treatment

I：未经老化处理的；2—8：经老化处理后的，处理水平分别为20h、40h、60h、80h、lOOh、120h、140h。下同

I：without aging；2-8：Aging treatment levels were 20h，40h，60h，80h，100h，120h．140h respectively．The salilt{ag below
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图4 83-20种子在老化处理后热稳定蛋白的SDS-PAGE电泳图谱

Fig．4 SDS·PAGE of heat-stable protein in kenaf cultivar 83-20 during different aging treatment

本实验的研究结果表明，供试的10份红麻品种

中台农1号、福红99l耐老化能力最差，而辽55品

种的耐老化能力最强，其中种子活力随着老化程度

加深逐渐降低，与大豆心j、玉米口]、谷子H]、烟草⋯、

棉花【6 o、大白菜【14‘、花生¨列的研究结果一致。由此

说明，高温高湿的处理会加速种子的老化进程，种子

首先发生生化劣变，然后发生生理劣变，最后导致种

子发芽指标迅速下降。加速老化法是反映这种活力

内在变化最可靠而直接的方法

近年来，种子蛋白与种子活力的关系已有很多

报道，朱诚等¨则在研究不同品种水稻问耐贮藏性的

差异时发现，籼稻和粳稻之间有一条明显的36．3kD

的热稳定蛋白差异带；刘军等¨钊对不同活力的玉米

种子胚萌发过程中蛋白质变化做了研究，结果表明

高活力的种胚与低活力种胚SDS—PAGE图谱有所不

同；Gidrol等Ⅲo通过电泳分析老化后大豆等种子多

肽的变化，发现不同活力的胚与“萌发特异性多态”

并无相关性。在本研究中，红麻种子老化后，热稳定

蛋白的含量明显增加，这与种子活力高低趋势相反，

表明热稳定蛋白可能是应激老化胁迫的蛋白；最耐

老化的品种辽55在140h的老化处理中发现了新的

条带，与刘军等¨叫的研究存在一致性，可推测此蛋

白条带与种子的耐老化特性有一定的相关性：新红

95的发芽指标与辽55相近，但新红95中没有出现

差异带，这可能与品种特性有关；辽55可能有热稳

定蛋白方面的特异性，而品种新红95就没有这种特

异性，这充分体现了品种间的差异。本文发现了可

能与耐老化相关的热稳定蛋白，为今后进一步深入

的研究奠定了基础。
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