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摘　 要: 全球变暖导致极端高温频发ꎬ植物种子不可避免地置身于高温胁迫环境之中ꎮ 为探究种子高温耐

性的生理基础ꎬ该文以中间型种子‘曼赛龙柚’ (Ｃｉｔｒｕｓ ｍａｘｉｍａ ‘Ｍａｎｓａｉｌｏｎｇ’)为实验材料ꎬ对不同发育阶段

的种子进行高温处理ꎬ并同步检测各个发育时期种子的形态变化、可溶性蛋白和热稳定蛋白含量以及细胞

超显微结构的变化ꎮ 结果表明:(１)在花后 ２３ 周到 ４９ 周的整个发育过程中ꎬ种子含水量明显降低ꎬ鲜重显

著增加ꎬ干重与鲜重的百分比也有明显的提高ꎬ这些指标均是在花后 ３１ 周前后快速变化ꎬ到花后 ４１ 周趋于

稳定ꎮ (２)种子在花后 ２９ 周获得完全的成苗能力和初步的高温耐性ꎬ此后高温耐性逐渐增加ꎬ并在花后

３７~ ４９ 周之间快速提高ꎮ 与种子高温耐性的变化相似ꎬ种子中可溶性蛋白和热稳定蛋白含量在花后 ２３ ~ ４９
周均呈连续升高趋势ꎬ相关性分析表明在整个发育过程中这两者的积累与种子的高温耐性呈显著正相关ꎮ
(３)超显微结构观察发现ꎬ随着种子的发育ꎬ线粒体逐渐减少ꎬ胚轴细胞体积逐渐变小ꎬ细胞中脂质体逐渐

增多并且排列趋于规则ꎬ同时液泡由小变大且后期的液泡中充斥着黑色絮状物ꎮ 综上所述ꎬ‘曼赛龙柚’种
子在花后 ４１ 周达到生理成熟ꎬ没有明显的成熟脱水过程ꎻ其高温耐性是在发育过程中获得并逐渐提高ꎬ直
到种子发育的后期ꎻ种子中可溶性蛋白和热稳定蛋白含量的增加及细胞超显微结构的变化对种子高温耐性

的发育具有重要贡献ꎮ
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　 　 种子发育是植物个体发育的最初阶段ꎬ对外

界环境条件极为敏感ꎬ种子发育的好坏ꎬ不仅影响

种子本身的品质ꎬ同时也可能影响到下一代的生

长发育(毛培胜等ꎬ２００１)ꎮ 随着全球变暖ꎬ高温和

极端高温天气愈加频繁ꎬ植物不可避免地被置身

于高温环境中ꎬ种子发育也会受到高温胁迫ꎮ 种

子在发育过程中经历高温对其质量和产量都会产

生极大影响ꎬ如水稻种子在发育过程中暴露于高

温中一段时间ꎬ会对其寿命、含水量、发芽能力等

产生极大的影响(Ｒａｈｍａｎ ＆ Ｅｌｌｉｓꎬ ２０１９)ꎮ 高桂珍

(２０１５)比较了具有不同高温耐性的油菜种子ꎬ发
现高温处理后种子的发芽势和发芽率均与单株产

量和全株干重成极显著正相关ꎬ发芽指数和发芽

率与产量和千粒重呈极显著正相关ꎬ说明种子的

耐热性与植株的生长发育状态有关ꎬ植物生长发

育状态好、产量高ꎬ种子的耐热性也强ꎮ
目前ꎬ关于种子不同发育期高温耐性的研究

还很匮乏ꎬ但很显然种子的高温耐性与其脱水耐

性密切相关ꎬ我们从种子的脱水耐性研究中可以

得到许多启示ꎮ 种子的高温耐性可能在发育过程

中逐步获得ꎬ不同发育阶段的种子具有不同的高

温耐性ꎮ 同时ꎬ不同储藏特性的种子具有不同的

发育模式:正常性种子在发育后期经历成熟脱水ꎬ
细胞代谢活动减弱ꎬ出现细胞脱分化现象ꎬ同时大

量积累热稳定蛋白和可溶性蛋白(Ｐｒｉｅｔｏ￣Ｄａｐｅｎａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００６)ꎬ在发育的最后阶段ꎬ干物质积累停止ꎬ
含水量急剧下降ꎻ而在顽拗性种子的发育过程中ꎬ
干物质持续积累ꎬ直到脱落时种子仍保持很高的

含水量(Ｂｅｗｌｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 可溶性蛋白对种子

萌发也很重要ꎬ其含量增加不仅能够使种子保持

较低的渗透势ꎬ利于种子吸水萌发ꎬ而且会增强种

子对逆境的适应能力(秦尧等ꎬ２０２２)ꎮ 可溶性蛋

白在胁迫条件下具有保护生物膜和大分子的作

用ꎬ对种子的抗逆性获得至关重要(Ｗｅｈｍｅｙｅｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９９６ꎻＴöｒöｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎬ其中与种子的高温

耐性具有密切联系的是热稳定蛋白 (黎茵等ꎬ
２０１０)ꎮ 如秦尧等(２０２２)对正常性的菜豆种子高

温耐性的研究发现ꎬ适宜浓度水杨酸处理可以提

高其可溶性蛋白的含量ꎬ同时增加了其高温耐性ꎮ
相反ꎬ原产于热带雨林中的顽拗性种子ꎬ在发育后

期可能缺少热稳定蛋白或热稳定蛋白积累不够

(Ｆａｒｒａｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９２)ꎬ其抗逆性明显不足ꎬ并且随

着萌发的启动ꎬ种子的热稳定蛋白含量逐渐减少ꎬ
其高 温 耐 性 也 逐 步 降 低 ( Ｂｕｒｋｅ ＆ Ｏ′ Ｍａｈｏｎｙꎬ
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２００１)ꎮ 据此我们推测ꎬ种子高温耐性的获得与种

子发育过程中的细胞结构、代谢活性及保护性蛋

白质合成有关ꎮ
柚(Ｃｉｔｒｕｓ ｍａｘｉｍａ)是著名的热带亚热带水果ꎬ

栽培广、产量大、耐贮藏ꎬ我国的种植面积和产量

均居世界首位ꎮ 我国是柚的起源中心和分布中

心ꎬ具有丰富的种质资源和悠久的种柚历史(沈德

绪等ꎬ１９９８)ꎮ 前期的研究表明ꎬ‘曼赛龙柚’种子

是中间型种子(Ｗｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎬ虽然在脱水耐

性方面与正常性种子比较靠近ꎬ其高温耐性却与

顽拗性种子比较相近ꎬ但又不完全相同ꎬ因此具有

一定的特殊性(Ａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３)ꎮ 本文通过研究

发育过程中‘曼赛龙柚’种子高温耐性的变化ꎬ探
讨‘曼赛龙柚’种子高温耐性形成的生理机制ꎬ为
今后制定抗高温技术措施提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

实验选用在西双版纳广为栽培的‘曼赛龙柚’
(Ｃｉｔｒｕｓ ｍａｘｉｍａ ‘Ｍａｎｓａｉｌｏｎｇ’)ꎬ其花期大致在每年

１ 月中旬至 ３ 月下旬ꎬ果实成熟期 １０ 月中旬(杨

坤ꎬ２００１)ꎮ 有研究表明ꎬ‘曼赛龙柚’种子在花后

１８０ 天达到生理成熟ꎬ完成形态建成并获得发芽能

力(薛鹏和文彬ꎬ２０１５)ꎮ 我们观测到ꎬ２０２２ 年西

双版纳热带植物园经济推广站果园‘曼赛龙柚’的
集中开花时间在 １ 月 ６ 日前后ꎮ 据此ꎬ从 ２０２２ 年

６ 月至 １２ 月ꎬ以花后周数标记种子的发育ꎬ每两周

一次从该果园选择大小、颜色相近的果实ꎬ采摘

１０ ~ １５ 个ꎬ去掉果皮果肉以及外种皮ꎬ获得近

１ ３００粒种子ꎮ 在完成千粒重、含水量等基本数据

的收集后ꎬ其余种子一部分用于高温耐性评价ꎬ另
一部分用于细胞超显微结构观察和蛋白分析ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 种子基本参数的测定　 种子鲜重测定: 随机

取出 １００ 粒种子称重ꎬ重复 １０ 次ꎬ取平均值ꎮ
种子含水量测定: 按照国际种子检验规程

( ＩＳＴＡꎬ １９９６)ꎬ随机取 １ 粒种子ꎬ重复 ８ 次ꎬ放入

(１０３±２) ℃的烘箱中烘(１７±１) ｈꎮ 以种子鲜重为

基础表示含水量ꎬ即含水量(％) ＝ (鲜重－干重) /
鲜重×１００ꎮ

种子生命力测定: 按发芽端朝上的方式ꎬ将种

子播种在含 １％琼脂的培养皿中ꎬ每皿 ２５ 粒种子

为 １ 个重复ꎬ每个处理 ６ 个重复ꎮ 每周定期观测并

记录萌发情况ꎬ胚根伸出约 ０.５ ｃｍ 为萌发或存活ꎬ
形成形态正常的幼苗为成苗ꎮ 萌发期为 １ 个月左

右ꎬ实验结束时检查未萌发种子是否腐烂ꎮ 用最

终发芽率与成苗率来衡量种子的生命力ꎮ
１.２.２ 不同发育时期种子的高温耐性评价 　 前期

的研究表明ꎬ在 ３０ ℃条件下ꎬ‘曼赛龙柚’种子萌

发率最高、发芽速度最快ꎬ是其萌发的最适温度ꎻ
在 ４０ ℃条件下其萌发受到了严重的抑制(Ａｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２３)ꎬ而西双版纳地区空旷地地表温度经常

达到或超过 ４０ ℃(刘文杰等ꎬ２０００)ꎬ因此采用 ４０
℃的连续性高温处理评价种子的高温耐性ꎬ具体

做法如下:将种子播种在含有 １％琼脂的培养皿

中ꎬ置于 ４０ ℃ 的恒温培养箱中高温处理不同时

间ꎮ 高温处理完成后ꎬ取出放在 ３０ ℃的恒温培养

箱中培养ꎬ按前述方法定期观测并记录萌发与成

苗情况ꎮ 在 ４０ ℃ 高温处理的最长时间依种子的

发育阶段不同ꎬ从 １２ ｈ 到 １ ０３２ ｈꎮ 依据高温处理

后种子的存活率和成苗率变化评价不同发育阶段

种子的高温耐性ꎮ
１.２.３ 可溶性和热稳定蛋白的测定　 提取: 从上述

不同发育时期的‘曼赛龙柚’种子中取 １０ ~ ２０ 粒

种子ꎬ用镊子剥去种皮ꎬ切碎ꎬ放入冷冻管中ꎬ保存

在－８０ ℃ 备用ꎮ 实验前ꎬ取约 ０. １ ｇ(鲜重) 的样

品ꎬ置于研钵中ꎬ加入 ０.５ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液ꎬ冰浴匀

浆后ꎬ转移至 １.５ ｍＬ 的离心管中ꎬ再用 ０.５ ｍＬ ＰＢＳ
缓冲液冲洗研钵并转移至离心管中ꎮ 充分混匀

后ꎬ在 ４ ℃下 １５ ０００ ｇ 离心 ２ 次ꎬ每次 １５ ｍｉｎꎮ 收

集上清液约 ４００ μＬꎬ一半用作可溶性蛋白测定ꎮ
另一半在 ９５ ℃恒温水浴锅中加热 １０ ｍｉｎꎬ冷却后

在 ４ ℃下 １５ ０００ ｇ 低温离心 １５ ｍｉｎꎬ收集上清液

并用作热稳定蛋白分析(Ｔｈｉｅｒｒｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎮ
标准曲线绘制: 根据 Ｂｒａｄｆｏｒｄ(１９７６)的考马

斯亮蓝法ꎬ使用酶标仪测定每个样品的蛋白质含

量(陈美林等ꎬ２０１８)ꎮ 称取 ５０ ｍｇ 牛血清蛋白ꎬ加
入 ＰＢＳ 溶解并定容至 ５０ ｍＬꎬ配制为 １ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的

标准蛋白溶液ꎬ再用 ＰＢＳ 溶液稀释成蛋白量浓度

分别为 ０、１００、２００、４００、６００、８００、１ ０００ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ
然后加入考马斯亮蓝 Ｇ￣２５０ 染液在 ５９５ ｎｍ 处测定

吸光值并绘制标准曲线ꎮ
测定: 可溶性蛋白按 ２５ μＬ 样品加入 ７５ μＬ

提取液进行稀释ꎬ再加入 ０.５ ｍＬ 考马斯亮蓝染液ꎬ
混匀后静置 ５ ~ ２０ ｍｉｎꎬ用酶标仪在 ５９５ ｎｍ 处测定
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吸光值ꎬ按标准曲线计算种子中的蛋白含量ꎮ 热

稳定蛋白则按 ５０ μＬ 样品加同等的提取液稀释ꎬ
再加入 ０.５ ｍＬ 的考马斯亮蓝染液混匀ꎬ静置 ５ ~ ２０
ｍｉｎꎬ用酶标仪在 ５９５ ｎｍ 处测定 ＯＤ 值ꎬ根据标准

曲线计算蛋白含量ꎮ
１.２.４ 不同发育时期种子胚轴细胞超显微结构观

察　 种子最重要的使命是萌发和发育成幼苗ꎬ而
胚轴是种子最重要组成部分ꎬ是种子能否发育成

为正常幼苗的关键部位ꎮ 种子在受到逆境胁迫

时ꎬ胚轴受到伤害最容易导致丧失活力( Ｐｒｉｅｓｔｌｅｙꎬ
１９８６ꎻ 程红焱等ꎬ１９９１)ꎮ 前人关于种子超显微结

构的研究也经常是以胚(对胚比较小的种子)或胚

轴(对胚比较大的种子)开展的ꎬ如玉米(Ｗｅｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００９)和蒲葵(Ｗｅｎꎬ２０１１)ꎮ 为此ꎬ从上述不

同发育时期的‘曼赛龙柚’种子中取 ５ 粒种子作为

样品ꎬ用解剖刀和镊子去除种皮并切下种子包含

胚轴的尖端ꎮ 取 ３ ｍＬ 电镜固定液对样品进行固

定并保存在 ４ ℃下备用ꎮ 在电镜观察前需要先制

作超薄切片ꎬ切取约 １ ｍｍ 的胚根组织ꎬ用 ３.５％戊

二醛和 １％的锇酸固定ꎬ用丙酮逐级脱水后将材料

放进环氧树脂中包埋 １ 周ꎮ 材料处理好后先切成

半薄切片ꎬ于光学显微镜下筛选出完好的样品制

作超薄切片(王若兰等ꎬ２０１４)ꎮ 将制作好的超薄

切片用柠檬酸铅和醋酸铀染色后放电镜下观察ꎮ
研究细胞形态、结构及细胞器发育变化对种子高

温耐性的影响ꎮ
１.２.５ 数据统计分析　 用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 进行

数据的统计并计算平均值与标准误ꎬ使用 Ｏｒｉｇｉｎ
２０２３ 制作图表ꎮ 使用 ＳＰＳＳ ２２.０ 在 Ｐ<０.０５ 水平

上进行单因素方差分析ꎮ 通过 Ｐｒｏｂｉｔ ａｎａｌｙｓｉｓ 计算

种子 ５０％致死率时的高温处理时长ꎬ以评价种子

的高温耐性ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 种子发育过程中鲜重、干鲜重比和含水量的

变化

花后 ２３ ~ ４９ 周的‘曼赛龙柚’种子ꎬ其鲜重、
干鲜重比以及含水量存在显著变化和阶段性特点

(图 １)ꎮ 在花后 ２３ ~ ３５ 周ꎬ种子鲜重显著增加ꎬ随
后在 ３７ 周开始降低并保持在一个相对稳定的水

平ꎮ 种子含水量在花后 ２３ 周、２５ 周和 ２７ 周维持

在一个很高的水平(８２％左右)ꎬ从花后 ２９ 周到 ３９

周含水量显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ下降速度迅猛ꎬ平均

每周降低 ２.８％ꎬ从 ４１ 周开始维持在相对稳定的水

平(约 ４２％)ꎮ 种子干鲜重比在整个发育过程中呈

现出从上升到稳定的变化ꎬ花后 ２３ ~ ２７ 周种子的

干鲜重比保持在 １７％左右ꎬ此后至 ４１ 周呈逐渐上

升的趋势ꎬ到花后 ４１ 周时种子的干鲜重比达

５７％ꎬ增加了近 ３９％ꎬ此后趋于稳定ꎮ 以上结果说

明ꎬ‘曼赛龙柚’种子在花后 ４１ 周前后达到生理性

成熟ꎬ并且在此之后种子的含水量趋于稳定ꎬ稳定

在 ４２％左右ꎮ 种子成熟时含水量依然很高ꎬ说明

该种子没有成熟脱水过程ꎮ

所有数据为 １０ 个或 ８ 个重复ꎬ以平均值±标准误表示ꎮ
Ａｌｌ ｄａｔａ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｘ±ｓｘ ｏｆ １０ ｏｒ ８ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ.

图 １　 不同发育时期种子的鲜重、
干鲜重比和含水量变化

Ｆｉｇ. １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔꎬ ＤＷ/ ＦＷ ａｎｄ ｍｏｉｓｔｕｒｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｅｅｄｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

２.２ 种子发育过程中高温耐性的变化

不同发育阶段的种子对 ４０ ℃ 连续高温的耐

受性差异极大ꎮ 在发育早期ꎬ种子的高温耐性极

差ꎬ如开花后 ２３ 周时种子已经具有发芽的能力ꎬ
此时有 ４３％的发芽率ꎬ但不能形成幼苗ꎬ即使不

经过高温处理的种子也不能成苗ꎮ 直到花后 ２７
周才具有成苗的能力ꎬ在适宜温度条件下 ( ３０
℃ )有 １５％的种子可以萌发成苗ꎬ但经过 １２ ｈ 高

温处理后成苗率降低到不足 ４％ꎬ处理 ２４ ｈ 后种

子全部 死 亡ꎮ 花 后 ２９ 周 的 种 子 成 苗 率 达 到

９０％ꎬ并且在高温处理 ９０ ｈ 后种子才完全失去活

力ꎬ此阶段的种子已经具有初步的高温耐性ꎮ 之

后随着种子的成熟其高温耐性逐渐增强ꎬ花后 ４９
周的种子经过 ６００ ｈ 的高温处理后ꎬ成苗率仍高

达 ８４％(图 ２) ꎮ
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经过高温处理后种子的存活率和成苗率分别

在花后 ２５ 周和 ２９ 周超过 ５０％ꎮ 因此ꎬ分别以存

活率和成苗率为基础ꎬ使用概率单位回归分析ꎬ分
别计算了此后阶段的‘曼赛龙柚’种子在 ４０ ℃ 高

温下经历连续高温处理的半致死时间ꎮ 随着种子

的发育ꎬ种子耐受高温处理的半致死时间逐渐延

长ꎮ 花后 ２５ ~ ３１ 周高温处理半致死时间从 ８ ｈ 增

加到 １１１ ｈꎬ平均每周增加 １８ ｈꎮ 花后 ３１ ~ ３７ 周增

长缓慢ꎬ平均每周增加 ６ ｈꎮ 从花后 ３９ 周到 ４１ 周

是种子高温耐性提高最快的阶段ꎬ种子半致死时

间直线提升ꎬ仅两周时间种子的半致死时间增加

２９６ ｈꎮ 之后高温耐性仍逐渐升高ꎬ至最后一个阶

段种子的半致死时间增加到近 ８００ ｈꎮ 花后 ３９ 周

及之前ꎬ根据存活率和成苗率计算出来的高温处

理半致死时间几乎没有差别ꎬ花后 ３９ 周及之后ꎬ
仅出现较小的差别(图 ３)ꎮ

所有数据为 ６ 重复×２５ 粒种子的平均值±标准误ꎬ下同ꎮ ＷＡＦ 表示开花后周数ꎬ下同ꎮ
Ａｌｌ ｄａｔａ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｘ±ｓｘ ｏｆ ６ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ｏｆ ２５ ｓｅｅｄｓꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ. ＷＡＦ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 ‘曼赛龙柚’种子发育过程中高温耐性的变化
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｈｉｇｈ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｄｕｒｉｎｇ Ｃｉｔｒｕｓ ｍａｘｉｍａ ‘Ｍａｎｓａｉｌｏｎｇ’ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

２.３ 种子发育过程中可溶性蛋白和热稳定蛋白含

量的变化

由于不同发育阶段的种子含水量差异很大ꎬ
因此需要以干重为基础来计算发育过程中种子的

可溶性蛋白和热稳定蛋白的含量ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ
随着种子的发育ꎬ其可溶性蛋白和热稳定蛋白含

量呈上升的趋势ꎬ其中花后 ２５ ~ ３１ 周是可溶性蛋

白的快速积累期ꎬ在此期间ꎬ可溶性蛋白含量从
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图 ３　 不同发育阶段种子在 ４０ ℃高温处理下的
半致死时间的变化

Ｆｉｇ. ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉａｎ ｌｅｔｈａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ ｓｅｅｄｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ４０ ℃

所有数据为 ３ 个重复ꎬ以平均值±标准误表示ꎮ
Ａｌｌ ｄａｔａ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｘ±ｓｘ ｏｆ ３ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ.

图 ４　 种子发育过程中可溶性蛋白和
热稳定蛋白含量的变化

Ｆｉｇ. ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｈｅａｔ￣ｓｔａｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

７.２１ ｍｇ􀅰ｇ￣１增加到 ３８.３５ ｍｇ􀅰ｇ￣１ꎬ平均每周增加

５.１９ ｍｇ􀅰ｇ￣１ꎬ差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 之后积累速度

变慢ꎬ每周仅增加 ０.６７ ｍｇ􀅰ｇ￣１ꎬ相邻各阶段无显

著性差异ꎮ 热稳定蛋白含量变化的总体趋势与可

溶性蛋白相似ꎬ花后 ２５ ~ ３１ 周也是热稳定蛋白的

快速积累期ꎬ热稳定蛋白含量上升趋势明显ꎬ增加

了 １８.７７ ｍｇ􀅰ｇ￣１(Ｐ<０.０５)ꎬ花后 ３５ ~ ４５ 周热稳定

蛋白含量无显著性变化ꎬ花后 ４７ 周增加了 ４. ６２
ｍｇ􀅰ｇ￣１( Ｐ < ０. ０５)ꎬ随后保持不变ꎮ 因此ꎬ花后

２５ ~ ３１ 周是种子可溶性蛋白和热稳定蛋白快速积

累的重要阶段ꎮ 对照种子高温耐性的变化ꎬ发现

此阶段种子的高温耐性也快速增加ꎬ说明种子可

溶性蛋白和热稳定蛋白的积累对种子高温耐性的

获得起到了重要的作用ꎮ
２.４ 不同发育时期胚轴细胞超显微结构变化

不同发育阶段的种子ꎬ具有不同的细胞结构

特点ꎮ 发育早期以花后 ２３ 周的种子为例ꎬ其胚轴

细胞核较大ꎬ核膜核仁清晰ꎬ细胞中脂质体小而

少ꎬ在细胞质中不规则分布ꎻ线粒体较多ꎬ出现大

量零散的小液泡ꎬ说明早期细胞幼嫩且代谢旺盛

(图 ５:Ａ－Ｃ)ꎮ 到发育中期(花后 ３７ 周)ꎬ细胞内

发生了明显的变化ꎬ如脂质体体积变大ꎬ靠细胞壁

内侧排列ꎻ胞内液泡逐渐变大ꎬ液泡中有少量黑色

絮状物ꎻ线粒体数量多ꎬ此时细胞还在进行旺盛的

代谢活动并积累储藏物质(图 ５:Ｄ－Ｆ)ꎮ 发育后期

(花后 ４７ 周)的种子ꎬ胚轴细胞较小ꎬ观察到的线

粒体少ꎻ液泡中黑色絮状物增加ꎬ几乎充斥着整个

液泡ꎻ本阶段种子成熟度高ꎬ细胞内积累了大量的

脂质体ꎬ在质膜内侧规则排列(图 ５:Ｇ－Ｉ)ꎮ 这些

说明ꎬ在‘曼赛龙柚’种子的发育过程中出现了一

定的代谢关闭、贮藏物质积累的过程ꎬ这些生理生

化变化对种子高温耐性的获得具有重要的贡献ꎮ
２.５ ‘曼赛龙柚’种子发育相关指标的相关性分析

在种子发育过程中ꎬ根据存活率和成苗率计

算出来的高温处理半致死时间与种子发育过程中

可溶性蛋白、热稳定蛋白以及干鲜重比呈显著的

正相关ꎬ与种子鲜重和含水量呈负相关ꎮ 含水量

与干鲜重比、热稳定蛋白和可溶性蛋白之间呈极

显著负相关ꎮ 种子干鲜重比与热稳定蛋白和可溶

性蛋白之间均呈极显著正相关ꎬ可溶性蛋白与热

稳定蛋白之间也呈极显著正相关(表 １)ꎮ

３　 讨论与结论

种子的成熟包括生理成熟和形态成熟两个方

面ꎬ生理成熟主要表现在干物质含量稳定、含水量

减低、种子具有萌发能力ꎻ形态成熟包括种子的形

状、大小和颜色等形态特征不再发生变化(齐永

平ꎬ２００９)ꎮ 据 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 等 ( ２００７) 报道ꎬ柑橘属

Ｃｉｔｒｕｓ ｇａｒｒａｗａｙｉ 的种子含水量从未成熟时的(８２±
１)％下降到(４０±１)％时种子即达到成熟状态ꎮ 本

实验中 ‘曼赛龙柚’种子的含水量变化与此一致ꎬ
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Ａ－Ｃ. 花后 ２３ 周ꎻ Ｄ－Ｆ. 花后 ３７ 周ꎻ Ｇ－Ｉ. 花后 ４７ 周ꎮ ＣＷ. 细胞壁ꎻ Ｎ. 细胞核ꎻ ＮＭ. 核膜ꎻ Ｍ. 线粒体ꎻ ＬＢ. 脂质体ꎻ Ｇ. 高尔
基体ꎻ Ｖ. 液泡ꎮ
Ａ－Ｃ. ２３ ＷＡＦꎻ Ｄ－Ｆ. ３７ ＷＡＦꎻ Ｇ－Ｈ. ４７ ＷＡＦ. ＣＷ. Ｃｅｌｌ ｗａｌｌꎻ Ｎ. Ｎｕｃｌｅｕｓꎻ ＮＭ. Ｎｕｃｌｅａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅꎻ Ｍ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａꎻ ＬＢ. Ｌｉｐｉｄ ｂｏｄｙꎻ
Ｇ. Ｇｏｌｇｉ ｂｏｄｙꎻ Ｖ. Ｖａｃｕｏｌｅ.

图 ５　 不同发育时期种子胚轴细胞的超微结构
Ｆｉｇ. ５　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ａｘｉｓ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｅｅｄｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

花后 ２３ 周种子的含量为 ８２％左右ꎬ到花后 ４１ 周

时下降到 ４２％ꎬ之后再无显著变化ꎮ 此外ꎬ种子的

鲜重和干鲜重比也在花后 ４１ 周趋于稳定ꎬ进一步

说明此时已经达到生理性成熟ꎮ 但种子鲜重在花

后 ３５ 周以后有些不稳定ꎬ在花后 ４７ 周和 ４９ 周甚

至出现降低ꎬ这可能是由于实验后期果园里剩余

的可供实验的果实不多ꎬ采摘的果实较小所导致ꎮ
Ｂｅｗｌｅｙ 等(２０１３)对正常性种子和顽拗性种子

发育的研究表明ꎬ正常性种子在成熟脱落前有一

个成熟脱水阶段ꎬ此时干物质积累停止ꎬ种子含水

量和鲜重显著下降ꎮ 顽拗性种子的发育则与此有

所不同ꎬ其干物质持续积累直至种子成熟脱落ꎬ发
育过程中种子含水量有所下降ꎬ但是种子脱落时

仍保持很高的含水量ꎬ无明显的成熟脱水ꎮ 本研

究结果表明ꎬ‘曼赛龙柚’种子在整个发育过程中

含水量变化和干物质积累与正常性和顽拗性种子

都有所不同ꎬ其含水量在发育前期维持在一个较

高的水平(８１％左右)ꎬ随后开始逐渐降低ꎬ在花后

４１ 周以后维持在相对稳定的水平ꎬ这与顽拗性种

子类似ꎮ 种子干重在整个发育过程中呈上升趋

势ꎬ种子的鲜重先增加随后降低并最终保持在一

个稳定的水平ꎬ这方面则与正常性种子类似ꎮ 因

此ꎬ‘曼赛龙柚’种子的发育模式是介于正常性种

子和顽拗性种子之间的中间型ꎮ
种子的脱水耐性是个数量性状ꎬ正常性种子

的脱水耐性在发育过程中逐渐形成ꎬ 并且可能在
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表 １　 ‘曼赛龙柚’种子发育过程中各指标之间的相关性分析
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｄｕｒｉｎｇ Ｃｉｔｒｕｓ ｍａｘｉｍａ ‘Ｍａｎｓａｉｌｏｎｇ’ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

指标
Ｉｎｄｅｘ

存活率
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ

成苗率
Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｒａｔｅ

鲜重
Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ

含水量
Ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

干鲜重比
ＤＷ / ＦＷ

热稳定蛋白
Ｈｅａｔ￣ｓｔａｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

可溶性蛋白
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

存活率
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ

１.０００

成苗率
Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｒａｔｅ

１.０００�� １.０００

鲜重
Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ

－０.３７４ －０.６９７� １.０００

含水量
Ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

－０.７２４�� －０.６９５� －０.２６５ １.０００

干鲜重比
ＤＷ / ＦＷ

０.７２４�� ０.６９５� ０.２６５ －１.０００�� １.０００

热稳定蛋白
Ｈｅａｔ￣ｓｔａｂｌｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ

０.７８５�� ０.８１１�� ０.２２８ －０.９８６�� ０.９８６�� １.０００

可溶性蛋白
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

０.７３８�� ０.８１３�� ０.３１８ －０.９７８�� ０.９７８�� ０.９９５�� １.０００

　 注: �表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻ ��表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: � ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５)ꎻ �� ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０１) .

种子生理成熟后继续加强( Ｓｕｎ ＆ Ｌｅｏｐｌｏｄꎬ １９９３ꎻ
杨期和等ꎬ２００２ꎻ文彬ꎬ２００８)ꎻ顽拗性种子则在生

理成熟时最大ꎬ之后可能会有轻微下降(彭业芳和

傅家瑞ꎬ１９９４)ꎮ ‘曼赛龙柚’种子发育过程中高温

耐性的获得也与正常性种子较为相似ꎬ花后 ２５ ~
４１ 周种子的高温耐性逐渐上升ꎬ并在花后 ４１ 周即

种子生理成熟期直线上升ꎬ此后种子的高温耐性

持续增加ꎬ与中间型葡萄柚种子的脱水耐性发育

模式相似(张楠ꎬ２０１４)ꎮ 在发育过程中ꎬ‘曼赛龙

柚’种子高温耐性的增强与种子可溶性蛋白和热

稳定蛋白含量的提高几乎同步ꎬ因为花后 ２３ ~ ４９
周种子可溶性蛋白和热稳定蛋白含量均呈连续升

高趋势ꎮ 相关性分析进一步表明在发育过程中这

两类蛋白的积累与种子的高温耐性呈显著正相

关ꎬ说明可溶性蛋白和热稳定蛋白含量的积累降

低了高温对种子细胞膜等组织的伤害ꎬ从而增加

了种子的高温耐性ꎮ 这与前人关于可溶性蛋白和

热稳定蛋白具有保护功能的研究结果相符(黎茵

等ꎬ２０１０ꎻ 付豪ꎬ２０１９ꎻ 秦尧等ꎬ２０２２)ꎮ
正常性种子发育早期的胚细胞ꎬ细胞体积大、

核小ꎬ细胞大小不均、排列疏松、间隙大ꎬ细胞内液

泡大而多ꎬ内质网、线粒体等细胞器多ꎻ发育后期

细胞排列紧密且规则、胞小核大ꎬ液泡较小或没

有ꎬ此阶段积累了大量的蛋白体和脂质体ꎬ内质网

和线粒体等细胞器减少(Ｗｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 而在

顽拗性种子发育早期胚细胞排列疏松ꎬ胞大核小ꎬ
含有一个大液泡ꎬ几乎占据细胞的大部分空间ꎬ线
粒体和核糖体等细胞器较多ꎻ发育中期细胞排列

较紧密ꎬ体积小核大ꎬ液泡由大液泡转为几个小液

泡ꎬ胞内细胞器较少ꎬ并出现了脂质体ꎻ发育后期

周边的细胞为成熟细胞ꎬ被一个充满黑色颗粒状

物质的液泡占据大部分空间ꎬ中间位置由幼嫩细

胞和成熟细胞组成(Ｗｅｎꎬ ２０１１)ꎮ 本研究通过对

‘曼赛龙柚’种子胚轴细胞超微结构的观察发现ꎬ
中间型种子早期和中期的发育与正常性种子相

似ꎬ即发育早期的‘曼赛龙柚’种子胚轴细胞个体

大且具有小而少的液泡和脂质体ꎬ线粒体多ꎬ代谢

旺盛的特点ꎻ发育中期胚轴细胞较早期小ꎬ脂质体

较多且靠细胞膜内侧排列ꎬ同时液泡变大且里面

还出现了黑色絮状物ꎮ 查阅相关文献发现这种富

含黑色物质的液泡为发育中的蛋白体 ( Ｋｌｅｉｎ ＆
Ｐｏｌｌｏｃｋꎬ １９６８)ꎮ 中间型种子后期的发育与正常性

种子和顽拗性种子均有所不同ꎬ但比较而言ꎬ与顽

拗性种子更接近ꎮ ‘曼赛龙柚’种子发育后期ꎬ其
胚轴细胞更小ꎬ细胞内的脂质体数量增加ꎬ占据细

胞大部分空间ꎻ液泡中的黑色物质大大增加ꎬ但到

８６９ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



种子成熟时也没有完全意义上的蛋白体出现ꎬ与
顽拗性种子发育后期的成熟细胞相似ꎬ与正常性

种子不同(Ｗｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 这与王姗(２０２０)对
中间型种子宝华玉兰胚乳细胞发育研究所得到的

结果相似ꎮ 因此ꎬ从发育的角度而言ꎬ中间型种子

的发育也是介于顽拗性和正常性种子之间的

类型ꎮ
‘曼赛龙柚’种子的高温耐性是在发育过程中

逐步获得的ꎬ并与种子的可溶性蛋白和热稳定蛋

白含量及细胞超显微结构的变化相关ꎮ 发育早期

的‘曼赛龙柚’种子ꎬ其高温耐性差ꎬ同时细胞幼嫩

且代谢旺盛ꎬ细胞内只有少量的脂质体ꎻ发育中期

的种子具有较高的高温耐性ꎬ细胞中脂质体开始

大量积累并紧靠细胞膜内侧排列ꎬ液泡中也出现

了黑色物质ꎻ在发育后期ꎬ种子的高温耐性达到最

大时ꎬ细胞中的脂质体大量增加ꎬ占据了细胞大部

分空间ꎬ同时液泡被黑色物质几乎完全占满ꎮ 因

此ꎬ‘曼赛龙柚’种子逐渐发育直到成熟的过程ꎬ也
是种子获得并提高高温耐性的过程ꎬ同时细胞内

的脂质体也在不断增加ꎬ液泡中的黑色物质也在

增加ꎬ对种子高温耐性的获得和提高具有重要的

作用ꎮ 据此ꎬ可以认为‘曼赛龙柚’种子的高温耐

性获得与细胞形态变化、代谢变化和储藏物质的

积累密不可分ꎬ是其高温耐性的生理基础ꎮ
根据贮藏特性ꎬ种子可以分为正常性、顽拗性

和中间型 ３ 种类型ꎬ现存物种中以生产正常性种

子的植物占优ꎮ 在 Ｄｉｃｋｉｅ 和 Ｐｒｉｔｃｈａｒｄ(２００２)统计

的 ７ １４６ 种物种中ꎬ绝大多数(约 ９０％)是正常性

的种子ꎬ顽拗性的约 ７％ꎬ中间型的仅 ２％ꎮ 刘明航

等(２０１９)整理了英国皇家植物园邱园千年种子库

的种子信息数据库收录的 ２４ ７８１ 种植物种子ꎬ其
中顽拗性种子共 ６２０ 种ꎬ占 ２.５％ꎬ中间型种子 １４９
种占 ０.６％ꎮ 中间型种子在自然界中的占比较少ꎬ
而且中间型种子这个概念也是相对较晚才提出ꎬ
因此对这类种子的研究还不够充分ꎬ对其特性了

解还不够ꎮ 咖啡和柑橘是生产中间型种子较多的

两个类群ꎬ也是目前中间型种子中研究得比较多

的两个类群ꎮ 因为咖啡原产于非洲ꎬ相对而言ꎬ国
内对柑橘类ꎬ特别是其中的柚种子研究较多ꎮ 另

外ꎬ前人的这一类工作通常集中在种子的脱水耐

性、低温耐性和贮藏耐性方面ꎬ这主要为了与种子

的贮藏联系起来ꎬ我们关注种子的高温耐性ꎬ更多

的是为了与种子生态建立联系ꎬ如种子在野外的

老化、寿命、存活、萌发等ꎮ 就柚种子而言ꎬ我们先

前的工作已经对其超低温保存 ( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４ꎻＹａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ杨佩儒等ꎬ２０２１)、脱水耐性

发育(薛鹏和文彬ꎬ２０１５ꎻＸｕｅ ＆ Ｗｅｎꎬ ２０１８)、超低

温耐性发育(Ｗｅｎꎬ ２０１８)、不同品种种子的超低温

耐性(Ｗｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０) 和高温耐性 ( Ａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２３)等方面进行了研究ꎮ 本文对柚种子的高温

耐性发育进行研究ꎬ检测了种子发育过程中高温

耐性的变化ꎬ并探究了细胞超显微结构变化及可

溶性蛋白和热稳定蛋白积累与种子高温耐性的联

系ꎬ这一方面让我们对种子高温耐性的生理基础

有了一定的认识ꎬ另一方面也丰富和加深了我们

对中间型种子的了解ꎮ
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