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红松种子休眠与脱落酸及外种皮的关系

谭志一 董愚得 房耀仁 高荣孚
( 北 京 师 范 大 学) ( 北 京 林 学 院)

摘 要

本文用气相层析
、

色质联用测定了红松种子层积前后和水洗前后各部分脱落酸

( A BA) 的含量
.

层积前
,

外种皮的含量最高 ( 1
.

1” 微克 /克风干样 )
.

层积后和水

洗后
,

各部分 A B A 含量都明显下降
.

两种处理后
,

外种皮中 A BA 含量下降程度相

同
,

均由 1
.

105 微克 /克下降到 0
.

01 5 微克 /克风干样
,

而水洗后的胚和胚乳与层积后

的相比
,

其 A B A 含量下降得更多
.

但水洗后的种子萌发率很低
,

而无论经水洗的还

是未洗的种子
,

当夹破外种皮后
,

萌发率都相当高 (分别为 58 外 和 62 多)
.

因此红松

种子的休眠与 A BA 可能无直接关系
.

同时
,

吸水率的试验说明它的外种皮是透水

的
,

所以
,

红松种子休眠的主要原因可 能是外种皮的机械和 /或透气性障碍
.

红松 (尸动
“ , 如 ar ie 二行 z cu `

.

et is eb
.

) 是我国东北的一个重要用材树种
.

红松种子的休

眠时间很长
.

在生产中要经过 10 个月至 1年时间的高一低温层积处理才能萌发
,

给育苗工作

带来一定的困难
.

关于休眠的原因
,

李正理等 L,
,z] 认为是坚硬外种皮的限制

,

王文章等
〔3 ,’1 则认

为与种子中的内源抑制物—
脱落酸 ( A B A ) 有密切关系

.

近十多年来
,

关于脱落酸与种子休眠关系的观点很不一致
.

有些报道说明低温层积处理

后
,

随着种子萌发率的提高
,

伴随脱落酸的含量下降 (如美国白蜡树
『5J 和蔷薇 6[] 等 )

.

另一些报

道却指出
,

高温层积处理也能使种子的脱落酸含量下降至低温层积处理的水平
,

但种子并不能

萌发 (如桦 7[]
、

苹果
〔8] 、

欧洲捺
〔9J
等 )

.

还有些试验指出在非休眠的种子中
,

脱落酸的含量也相当

高 (如银械 10[J 和一种银树属的植物 l e

二a de 叼
r

on d d p h。 口l’d 。 131[ 等 )
.

甚至有的情况下用 SPP m

的脱落酸溶液浸泡种子还能明显地促进实生苗的生长 (银械 10[J )
.

因此
,

低温层积处理打破种子

休眠时所伴随的脱落酸含量下降现象
,

是否是种子休眠解除的原因
,

已成了一个需要进一步研

究的理论问题
〔7] .

本文报道了在红松种子休眠与脱落酸及外种皮关系方面所进行的工作
.

一
、

材 料 和 方 法

1
.

植物材料

本实验用的未经层积处理和经层积处理 (即能萌发的 ) 的种子
,

均由林业部带岭林业局带

岭林业科学研究所提供
.

为 19 79 年和 1 9 80 年收获的种子
.

采集时间是每年 10 月上旬
.

第

本文 19 82 年 4 月 8 日收到
.
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二年五月前 存放于室内
,

5 月份起放在冰箱下层 ( 10 ℃ 左右 )干藏备用
.

层积过的种子取自该

局的苗圃生产层积大窑
,

于 198 1年 4 月初取 出作脱落酸分析和吸水率试验
.

2
.

脱落酸的提取和纯化

脱落酸的提取和纯化参考了 s o

un de sr 介绍的方法
【12]

.

具体步骤如下
: 称取磨碎过筛的

红松外种皮 30 克
,

加人约 150 毫升 80 多 甲醇溶液
,

振荡
,

放在冰箱内过夜
,

倾出上清液
,

再加

人约 1 50 毫升 80 务 甲醇溶液
,

如此重复提取 3 次
.

合并提取液
,

滤去残渣
.

滤液在 50 ℃ 下减

压浓缩
,

除去甲醇及多余的水份
.

用 10 外 N a 0 H 将浓缩液调至 p H S
,

加人约 50 毫升石油

醚
,

淬取脂类物质 (并重复提取 1 次 )
.

水相用 5多 H CI 调至 p H 3 ,

用乙醚提取 3 次
,

每次用乙

醚约 ” 毫升
.

合并乙醚提取液
,

加人适量无水硫酸钠
,

以除去残余水份
.

乙醚提取液于 30 ℃

下浓缩至干
,

所得残余物用少量乙醇
、

乙酸乙醋混合液溶解
,

定容后点样做薄层层析 ( T L c )
。

薄层层析的吸附剂为硅胶 G F Z , 4
,

展开剂为甲苯
: 乙酸乙醋 : 乙酸 ( 40

: 5 : 2 , v / v / v )
.

层

析后用甲醇
、

丙酮混合液 ( 1 : 1 , v / v ) 洗脱
,

洗脱液用氮气吹干
,

醋化后作为 G c 和 G c 一

Ms

分析的待用样品
.

每个样品作 1 次重复
.

层积过及水洗过的外种皮称样 60 克
.

胚在 4一 5 克

范围内
,

胚乳在 20 一 40 克范围内准确称样
,

加人少量甲醇在研淋中研磨
,

然后按上述方法进行

提取和纯化
.

称取 30 克磨碎的红松外种皮
,

加人 10 毫升 2 0 0即m 的脱落酸溶液
,

进行同样操作
,

作回

收率试验
.

3
.

脱落酸的定性定最分析

薄层层析提纯后的脱落酸样品用重氮 甲烷法醋化
.

醋化后
,

用色质联用做定性鉴定
,

用气

相色谱法作定量测定
.

气相色谱仪为上海分析仪器厂 1 03 型
.

操作条件
:

固定液 : 1
.

2多SE 一 3 0 + 0
.

5务
o V 一 2 2 5

.

担 体 : C h r o m s o r b W
.

A W
.

D M C s 8 0一 10 0 目

色谱柱
:
内径 3 厘米

,

长 2 米的不锈钢柱
.

鉴定器 : 电子捕获 (氖抗源 )
.

载 气 : 高纯 从
,

流速 60 毫升 /分
.

尾吹 50 毫升 /分

柱 温
: 19 2℃

气化温度
: 2 40 ℃

色质联用仪为 日立 JM S一 D 30 0 型
.

操作条件

离子源
: 电子轰击

.

温度
: 3 00 ℃

发射电流 : 3 80 微安

电子能量 : 70 电子伏
.

质量扫描范围
: 50 至 4 00 A M U

色谱柱条件同前
.

4
.

水冲洗和夹破外种皮对萌发的影响试验

将红松种子放在筐内
,

用自来水连续冲洗 斗5 天
.

洗后夹破外种皮
,

然后将种子放在 0
.

8多

琼脂上 (或埋于湿沙中 )
,

于 25 ℃ 下保温
,

作萌发试验
.

以不夹破外种皮的完整种子作对照
。

(作 4 次重复
,

每组用红松种子 50 粒 )
.

萌发的标准是胚根突破内种皮
.
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5
.

外谏脱落酸溶液对红松离体胚萌发影响的试验

在放有两张滤纸的培养皿内
,

分别加人 3 毫升 2
.

s pp m
, 6

.

2 , pp m和 12
.

SPP m 的 脱 落酸 溶

液
,

然后放人 30 个离体红松胚
,

于 23 ℃ 下保温
,

作萌发试验
.

以水作为对照
.

萌发的标准是

红松胚根向下弯曲
,

部分胚轴离开滤纸平面 (作 3 次重复 )
.

6
.

外种皮的透水性试验

将 25 粒完整的红松种子放人水中
,

每天取出 1 次
,

用滤纸将种子表面的水吸干称重
,

然后

放回水 中
.

次 日重复称重 1 次
,

直至其重量不再增加为止
.

每次记录含水量
,

作吸水曲线
.

同

时以层积过的种子作为对照 (重复 斗次 )
.

二
、

结 果

1
.

红松种子中脱落酸的定性定 t 分析结果

图 1 , 2 是用气相色谱法分析脱落酸 甲醋的部分色谱图
.

图 3 , 4 分别是用色质联用做出

的样品质谱图和纯品脱落酸 甲醋的质谱图
.

两谱图相同说明气相色谱给 出的脱落酸 甲醋峰是

可靠的
.

表 1 是用气相色谱法测定红松种子各部分脱落酸含量的结果
.

未层积的红松种子脱

落酸的含量以外种皮最高
,

胚乳次之
,

胚中最少
.

层积后
,

外种皮及胚乳中的含量明显降低
,

胚

图 l 纯品脱落酸甲醋 G C 图 图 2 未洗红松胚脱落酸甲酣 G c 图
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图 4 标准脱落酸甲醋的质谱图

表 l 红松种子各部分脱落酸的含量 (微克 A B A /克风干样 )

外外外 种 皮皮 胚乳
L* 111 胚胚胚

未未经层积 的种子子 1
.

10 5 + 0
.

18 111 0
.

4 0 0土 0
.

0 6 888 0
.

2 9 0士 0
.

0 522222

经经 层积的种子子 0
.

0 1弓土 0
.

0 0 333 0
.

1 7 2士 0
.

0 2 999 D
.

2 3 0士 0
.

0 44444

水水洗 朽 天的种子子 0
.

0 15士 0
.

0 0 222 0
.

0 3叮士 0
.

0 0 444 0
.

0 6 0士 0
.

0 1 11111

回回 收 率率率率率 8 7%%%

〔 * 〕 包括内种皮
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中的含量变化不大
.

水洗同样能使种子各部分脱落酸的含量降低
,

其中外种皮含量降低的程

度与层积处理过的相同
,

而胚和胚乳中的含量较层积处理的降低的更多 (见表 1)
.

2
.

萌发试验的结果

图 5 , 6 表示红松外种皮的水冲洗对萌发的影响
.

可见无论水洗过还是未洗的红松种子

只要将坚硬的外种皮夹破就能逐步萌发
,

而且能达到相当高的萌发百分数 ( 58 多和 62 多)
,

种

皮完整的种子不能萌发或者萌发率相当低
.

水冲洗过的种子较未冲洗过的种子萌发 得 快 一

些
,

可能是由于在室温下用水冲洗时
,

种子早已进行了吸涨
.

!
Lr
`

!ot
.

ee
l八U八

, .沼

戴巾仙兴摄

才
。一寸一十几幼

一

有书铲去
天数

图 乡 水冲洗和夹破外种皮对

红松种子萌发的影响

( 0

—
0 为水洗

, 夹破外 种皮 ; △— △为未洗
,

夹破

外种皮 ; .

—
. 为水洗

, 外种皮完整 ; ▲

—
` 为未

洗
,

外种皮完整 ; 这批种子经 T T c 检查有生活力的种子

为 8 6% )

图 6 未经处理的红松种子夹破外种皮

后能萌发

3
.

外源脱落酸对红松离体胚萌发影响的试验结果

从表 2 可以看出外源脱落酸在浓度为 6
.

2 5 p p m 时
,

对红松离体胚的萌发只表现出轻微的

表 2 脱落酸对红松离体胚萌发的影响
--- -

一一 \
处 理理 H

:
OOO A B AAA A B AAA A B AAA

萌萌 发 \ \

一一一
2

.

s p p mmm 6
.

2 5 p p mmm 1 2
.

s p Pmmm

最最终萌发%
*** 8222 7斗斗 7 888 斗斗

.

3* ***

为为对照的%%%%% 9OOO 9 555 5斗斗

*
指第十三天的萌发%

.

* 承 经百分数差异显著性检验差异显著
.
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制抑
.

1 2
.

SP p m 时
,

抑制约一半的离体胚萌发
.

4
.

外种皮透水性测定的结果

图 7 是层积过的和未层积过的红松种子的吸水曲线
.

到 2 7外
,

这个含水量应当能满足它的萌发需
要

.

层积过的种子吸水较快一些
,

可能是由 !
于它本来就 已经是吸涨的种子

。

这些结果可 4叶

以说明红松种子的外种皮是透水的
.

}

这两种种子的最大吸水率相同
,

达

ǎ袄à长邻

三
、

讨 论

1
.

红松种子休眠与脱落酸的关系

这个问题可以从三个方面论述
.

首先
,

从分析的结果可以看出红松种子各个部分都

含有脱落酸
.

层积前种子中脱落酸的含量以

外种皮为最高 ( 1
.

1昨 微克 /克风干样 )
.

但与

其它种子相比较 (银械种皮 1
.

6 微克 /克
〔10J

,

欧洲棒外种皮 5 1微克 /克
〔刃 ,

苹果种子层积

前 9
.

5 微克 /克
,

层积后 多
.

8微克 /克
「
s)]

,

其含

量是不高的
.

层积后外种皮和胚乳的脱落酸

含量明显下降 (分别从 1
.

1 05 微克 /克下降至

0
.

0 15 微克 /克和从 0
.

40 微克 /克下降至 0
.

1 72

微克 /克 )
,

水洗同样也能使外种皮中脱落酸

10

刀
二
始吸水的天数

图 7 层积过的及未层积过的

完整红松种 子的吸水曲线

(经 百分数差异显著性检验两种种子的吸水率差异始

终不显著 ; 丫

—
又为层积过的种子的吸水曲线 ;

.

—
. 为未层积过 的干种子的吸水曲线

,

)

的含量下降到种子层积后 的 水 平 ( 。
.

0 15 微克 /克 )
.

而经水洗后胚和胚乳的脱落酸含量下降

则远远超过层积过的种子 (水洗后胚乳和胚 中脱落酸含量分别为 0
.

0 34 微克 /克和 0
.

06 微克 /

克 ) (表 1 )
.

但是对于不夹破外种皮的种子
,

只有层积过的能萌发
,

而水洗过的仍处于休眠状

态
.

其次
,

无论是水洗过的还是未洗过的红松种子
,

只要将外种皮夹破
,

都可使种子逐步萌发
,

并达到相同高的萌发百分数 ( 58 务 和 6 2 多 )
.

另外
,

用 6
.

2 5p pm 的外源脱落酸溶液 (约为外种皮含量的 5 倍 )处理离体红松胚
,

只表现出

对萌发有轻微的抑制作用 (表 2 )
.

这些实验结果都说明脱落酸不是红松种子休眠的决定因素
.

虽然层积后脱落酸含量下降

与种子萌发率的提高相平行
,

但并不是种子解除休眠的直接原因
.

2
.

红松种子休眠与外种皮的关系

试验指出
,

夹破外种皮的种子可以有相当高的萌发率
,

可见红松种子的休眠与外种皮有直

接的关系
.

试验又指出红松种子在层积前后
,

它的最大吸水量相同
,

这说明外种皮的透水性

不是萌发的障碍
,

因此可以认为红松种子休眠的主要原因可能是坚硬外种皮的机械和 /或透气

性障碍
.

w
a

lot lnz
] 在综述近十多年来关于脱落酸与种子休眠关系的研究时

,

也曾对层积过程中脱

落酸含量的下降是否是种子休眠解除的原因提出过怀疑
.
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本文所报道的关于红松的实验结果说明了脱落酸含量下降与红松种子解除休眠没有直接

的因果关系
.

红松种子在夹破或除去外种皮后
,

虽然能萌发
,

但萌发速度较层积过的要慢
,

这可能是由

于种子在秋天收获时
,

其种胚虽然能萌发
,

但并未完全长成川 (在层积过程中可以看到种胚有

所长大 )以及层积后种皮的机械和透气性都有较大的改善等原因所致
,

需要迸一步进行研究才

能找出促使它迅速萌发的可靠办法
.

但是
,

如果用机械方法磨薄外种皮
,

改善供氧条件
,

并作

短期层积处理
,

以促进种胚长大和物质转化
,

就有可能使它迅速萌发
,

从而解决育苗中的困

难
.
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