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Abstract 

The dry seed will exclude a large amount of leakage during imbibitions, a significant correlation 
was found between the amount of leakage and seed vigor. Handan 6172 and Weimai 8 were used 
as materials, through artificial accelerated aging (AA), and de-embryonated treatment, to explore 
the difference of embryo and endosperm leakage by detection electrolyte conductivity, absorption 
of steeping solution and Propidium iodide (PI) permeability on dry seed slices. The result shows 
that seed steeping solution leaks rapidly at the first hour, then the amount of exudation increases 
slowly, both complete seeds and de-embryonated seeds. Embryo and endosperm has a similar 
leaking tendency. The amount of low vigor embryos exudation is much higher than that of high 
vigor embryo. The histological fluorescence observation shows that the membrane permeability 
of normal seed embryo cells is relatively lower, while the periphery tissue of embryo and endos-
perm is higher. Low viability embryo cells increase permeability significantly. 
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摘  要 

干种子浸泡过程中会出现大量内含物外泄，外泄的量与种子活力存在明显的相关关系。为了探究干种子

在浸泡过程中胚与胚乳对渗出物质的贡献率，本试验以邯郸6172和潍麦8号为材料，通过老化和去胚处

理，检测单位时间内完整种子与去胚种子浸泡液的电导率和吸光度，以及干种子细胞对PI染料的透过程

度来间接反应种子胚与胚乳的膜透过性。通过试验得出，小麦正常种子和胚乳的膜透性都是在吸胀第1 h
渗透最快，之后缓慢增加。胚和胚乳在吸胀过程中电解质和有机物的渗出具有相似的趋势，活力低的胚

渗出量远大于活力高胚的渗出量。组织学荧光观察显示，正常种子胚细胞膜透过性相对较低，胚外围组

织及胚乳的透性高。活力显著下降的胚细胞膜透性明显增强。 
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1. 引言 

众所周知，小麦种子由皮层、胚、胚乳组成。糊粉层分布在胚乳的最外层，胚与糊粉层细胞均为活

细胞[1]。胚一般占种子质量的 2%~3%，糊粉层约占种子质量的 7%，胚乳大约占种子质量的 90%~93%。

成熟脱水的小麦种子含水量较低，在种子检验标准中，不超过 13%为合格的含水量[2]。低水分对种子细

胞膜会产生不良影响。在水分含量降低的过程中，种子的膜失去水分，为确保磷脂双分子层表面氢键的

形成，富含羟基的糖类[3] [4]、脯氨酸、两亲蛋白[5] [6]等替代水分聚集在膜表面，与磷脂发生相互作用

[7]，维持膜的结构，减少脱水过程对细胞的损伤。随着脱水膜由溶液态转变为中间态[8]，进一步降低水

分，低于 5%还可以转变为玻璃态[9]，仍不失去活性，如果此时变为较硬的凝胶态细胞将失去活性[10]。
细胞随着脱水逐渐从溶液态到粘液态、再到橡胶态、皮革态，最后是玻璃态[11]。无论哪种状态，细胞都

可以是活的，但膜完整性存在细微差异[11]。 
吸胀过程中种子内含物会大量渗出，豌豆种子由胚外的细胞最先渗出电解质[12]。电解质和有机物都

可以渗出[13]，无机离子最常用的检测方法是浸泡液的电导率，电导率是代表质膜透性变化最常用指标之

一[14] [15]，而对有机物，检测方法较多[12]，鲁黎明[16]等用 260 nm 和 280 nm 紫外吸光度法、Tai Gi Min 
[17]用刃天青变色来表示，总之用紫外吸光度检测的较多。紫外吸光度与电导率检测相似，检测的是总有

机物的量，不是针对某种物质进行的。种子浸出液中电导率和吸光度的大小在一定程度上反应种子内容

物质外渗情况[18]。外渗量的多少会影响到种子的活力[13]。 
种子活力测定的经典方法之一即通过种子浸泡液的电导率来反应种子活力[18] [19]。电解质渗出量越

高，种子的活力越低，二者呈负相关关系。然而，影响电导率的因素颇多，通过 24 h 的浸泡，无法判断

期间种子的具体变化，TTC 染色可以看出颜色变化[20]，但是无法判断种子哪一部分渗出的物质较多，

种子的膜系统修复发生在哪一时间段？是因为淹水缺氧还是因为膜修复慢导致了电导率的升高？ 
细胞学的观察则可以对不同部位的细胞透性进行比较。荧光染料 PI (碘化丙啶 Propidium Iodide)是一
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种可对细胞核中DNA染色的荧光染色试剂，常用于细胞凋亡检测，在嵌入双链DNA后释放红色荧光[21]。
尽管 PI 不能通过活细胞膜，但却能穿过破损的细胞膜而对核染色，通过活体切片的 PI 染色和荧光染色

观察。可以了解不同部位细胞通透性的变化，对我们了解干种子膜的状态有一定的参考价值。 

2. 材料与方法 

2.1. 种子及去胚处理 

供试品种为潍麦 8 号、邯郸 6172，购自潍坊市种子销售点。潍麦 8 号是 2003 年通过山东省审定的

高产、抗病、耐肥水小麦品种，邯郸 6172 是生产上的主推品种之一。将破损、霉变及畸形小麦种子剔除

出去。去胚处理为将种子胚用小刀小心挖出，然后用 502 胶水将缺口封住。 

2.2. 老化 

根据种子含水量测定标准方法烘干法[2]，测出各样品的含水量，各取 50 g 种子分别加入分别 4.69 g
和 5.75 g 水，而后室温下充分混匀，使两种种子的含水量达到 20%，用封口机把小麦种子封在塑料袋里，

放在恒温箱中。42℃的劣变处理 6 d。 

2.3. 标准发芽试验与发芽指数的测定 

用 1%次氯酸钠溶液浸泡小麦种子 5~8 min，然后用蒸馏水冲洗 3~5 次，按照标准发芽试验方法进行

发芽率测定，4 次生物学重复，在智能光照培养箱中，日温 25℃，8 h，照光，夜温 20℃ 16 h。每天统

计发芽数，进行发芽指数的计算，发芽势以发芽第 4 d 的发芽率计算[2]。 

2.4. 种子相对电导率的测定和渗漏有机物相对含量的测定 

称取每个样品种子 2 g (约 50 粒)，三次重复，去胚种子、老化去胚种子称重后进行去胚和封口处理。

放入小塑料网中，迅速用纯净水冲洗，用滤纸吸干种子表面的水，然后分别放在含有 50 ml 纯净水的烧

杯中，20℃浸泡，每隔 1 h 倒出浸泡液摇匀后进行电导率和 260 nm 处吸光度检测分析，检测后再倒回去，

直至 6 h。完全透性对照种子加入 50 ml 蒸馏水后先放在沸腾的水浴锅中煮 7 min，使种子完全丧失活力，

然后将浸泡液倒出，测量体积，用纯净水补齐至 50 ml，以后的浸泡和测量同其他种子。将 6 h 的总渗出

量作为 100%渗出量。 

2.5. 数据统计分析 

相对电导率的计算：以水煮死亡种子电导率为完全透性电导率，为 100%，样品测定的电导率除以该

种子完全透性电导率为该种子的相对电导率。发芽率、发芽指数和发芽势的统计分析和比较采用文献 22
的方法进行[22]。 

2.6. 种子胚与胚乳的 PI 染色透性检验 

冰冻切片的制作：采用日本樱花 Tissue-Tek Cryo3 冰冻切片机和奥林巴斯荧光显微镜，提前半小时

开启冷冻切片机，冷冻室温度−30℃，等温度降下来后，设置切片厚度 17 μm，在冷冻室的样品台涂一层

OCT 包埋剂，将含胚的小半粒干种子放入包埋剂中冷冻至成白色，装上样品，进行切片，载玻片上每粘

贴一张切片后即观察，结构完整的进行染色，用移液器吸取 10 μg∙mL−1 PI 试剂工作液，进行染色，每个

切片约 1~2 滴，盖上盖玻片，避光条件下染色 25~30 min，染色完成后在荧光显微镜下镜检。分别在 4
倍目镜和 10 倍目镜下观察并拍照，以内标尺作为放大倍数的参考。 
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3. 结果与分析 

3.1 老化处理后种子的发芽指标变化 

两个品种中潍麦 8 号是 2016 年的种子，邯郸 6172 是 2014 年低温保存的种子，从表 1 标准发芽试验

可知，种子的发芽率均较高。发芽势和发芽指数是种子活力的相关指标。经过老化处理后，两个品种的

发芽率、发芽势和发芽指数下降显著，活力下降也显著，处理后的种子只有约 80%的发芽率，发芽势下

降了 17.2%~18.2%，两品种有相似的变化趋势，经过老化处理均达到了种子活力差异显著，多数种子依

然存活的目的。 

3.2. 胚乳与完整种子浸泡液相对电导率的变化分析 

2 g 干种子胚的平均重量为 0.02 ± 0.0052 g。重量小，又有伤口，无法直接测量胚的膜透性，只能间

接测定完整种子和去胚种子的膜透性来推算。通过相对电导率的计算可以看出(图 1)，种子相对电导率变

化的趋势是在第 1 h 内渗出量最大，以后随着时间的推移，渗出量增量逐渐减少，活种子和死亡种子渗

出量增量均减小。第 1 h 的渗透量是变化最大的，也是样品间差异最明显的时间段。 
 

  
(a)                                                           (b) 

Figure 1. Changes in relative conductivity of seeds and endosperms of the two varieties  
图 1. 两品种种子与胚乳相对电导率的变化标准试验系统结果曲线 
 
Table 1. Changes in germination index after aging treatment of the two varieties. 
表 1. 两品种老化处理后发芽指标的变化 

 发芽率 
Germination Percentage 

发芽势 
Germiantion energy 

发芽指数 
Germination Index 

潍麦 8 号正常 
Weimai8 normal 98.80%A 98.50%A 43.9A 

潍麦 8 号老化 
Weimai8 AA 80.50%B 80.30%B 32.6B 

下降率 
Decreasing rate 18.30% 18.20% 11.3 

邯郸 6172 正常 
Weimai8 normal 96%A 95%A 39.4A 

邯郸 6172 老化 
Weimai8 AA 79.50%B 77.80%B 31.5B 

下降率 
Decreasing rate 16.50% 17.20% 7.9 

注：A、B 字母表示统计分析显著性水平 0.01。Note: The letters A and B indicate that statistical analysis difference at level of 0.01 is significant. 

https://doi.org/10.12677/hjas.2018.81016


刘春香 等 
 

 

DOI: 10.12677/hjas.2018.81016 87 农业科学 
 

从相对电导率可以看出老化处理使种子渗透量显著升高，两个品种未经老化的高活力种子渗透量分

别占总渗漏量的 28%和 33%，老化后两品种均升高到 45%。两个品种老化去胚种子第 1 h 分别有 37%和

38%渗出量(包含未完全封闭的伤口的渗出量)，胚在老化处理后的吸胀 1 h 电解质渗出量增幅分别为 7%
和 8%。这些增量应该是胚的渗出量。 

种胚的电导率需要通过正常种子和去胚种子相比电解质的减少量表示，胚本身较小，如果胚的离子

渗出较少，应具有与干种子相似的电导率。但未经老化的种子去胚后电导率却略大于正常种子的电导率。

说明在处理过程中胶并不能完全封闭住伤口，去胚后不但未减少，反而略微升高。说明上面计算的增量

值是偏低的，实际应该包括未封闭住伤口导致的误差。 

3.3. 胚乳与完整种子有机物渗透量分析 

对于简单的公式，小麦种子浸泡液渗出量的全波长扫描分析结果见图 2，从图 2 可知，种子由于渗

漏的可发生光吸收的物质是混合物，因而图上没有特定波长下的吸收峰，随着波长的增长吸光度逐渐减

少，不同浸泡时间下的曲线吸收值不同，250~280 nm 是相对吸收量变化较平稳的区间，在此区间内选择

260 nm 作为有机物的检测波长进行有机物的相对含量检测。 
根据表 2 可知，以死种子 6 h 的渗透量为 100%计算。两个品种不同处理在第 1 h 内的相对渗出量都

比较高，说明浸泡的第 1 h 种子内的有机物大量渗出，随着时间的推移，种子浸泡液总有机物渗出量不

断增加，但后期变化缓慢。 
老化和正常种子间的渗出量差异是显著的。两个品种的老化及去胚处理种子渗透量的变化趋势存在

一定差异，潍麦 8 号变化趋势与电导率相似，即老化和老化去胚的渗出量差异是显著的，在第 1 h 经老

化处理，与正常种子相比，老化种子相对渗漏量增加了 11.4%，说明老化使相对透性提高了，而老化去胚

即仅有胚乳的种子相对渗出量为 49.29% (包括由于缺口未完全封闭而造成的损伤泄漏)。由此可以推算出， 
 

 
Figure 2. Changes in light absorption of wheat seeds at different wavelengths 
图 2. 小麦种子在不同波长下光吸收的变化 

 
Table 2. Relative changes in the absorbance of steeping solution in the first hour.  
表 2. 浸泡液吸光度在第 1 h 的相对变化 

 邯郸 6172 浸泡 1 h (%) 潍麦 8 号浸泡 1 h (%) 

正常去胚 Normal De-embryonated 39.14a 42.52a 

正常 Normal 41.53a 43.73a 

老化去胚 AA De-embryonated 50.41b 49.29b 

老化 AA 54.71b 55.13b 

注：a、b 字母表示统计分析显著性水平 0.05。Note: The letters a and b indicate that statistical analysis difference at level of 0.05 is significant. 
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在第 1 h 渗透增量约有 5%是由胚引起的。胚的重量远远小于胚乳，50 粒胚重量约 0.025 g，说明相同体

积水中胚用远小于胚乳的重量提供了至少 5%的渗透增量。邯郸 6172 老化与老化去胚相比，渗漏有机物

的增量并不高，约 4%，但正常种子的渗漏量较小。 

3.4. 胚与胚乳透性的解剖学观察 

从前面的结果可以看出，干种子的细胞膜是不完整的，可以透过大量的有机物和电解质，然而我们

并不清楚胚和胚乳哪里的选择透过性高。PI 在膜具有选择透过性的前提下是不能透过细胞进入核的，但

如果细胞膜有损伤或伤口，PI 就可以进入。从图 3 我们看出，干种子的胚乳及胚外层细胞与经过 FAA 固

定后没有选择透过性的死亡组织具有相似的红色荧光亮度，说明干种子的胚乳以及胚组织外层细胞均透

性较高。胚乳组织可染色的有核细胞密度较小。胚根和胚芽部位荧光亮度明显下降，而死亡的胚根和胚

芽则亮度极高。说明尽管是干种子，胚部位的选择透过性依然较好。 
从图 4 可以看出，经过劣变老化处理后，胚与胚乳都具有较强的透性，PI 可以透过胚根及胚其他部

位，从而显出较强的红色荧光。胚内部的红色荧光强度不及外围细胞，说明具有一定的选择透过性。胚

内细胞密度大，细胞较小，细胞核清晰可见。 
 

 
Figure 3. PI dyeing of dry seeds of normal wheat and fixed dead seeds. Note: The bar in the figure means ruler of 200 μm in 
the figure. Living dry seed refers to the living seeds embryos, and FAA treatment seed refers to the seeds that are dead after 
the FAA fixed 
图 3. 正常小麦干种子与固定后死种子的 PI 染色。注：图中的杆表示 200 μm 标尺。图中 Embryo 指胚，Endosperm
指胚乳，living dry seed 指活的种子，FAA treatment seed 指经过 FAA 固定后死的种子 
 

 
Figure 4. PI staining of embryo and endosperm of wheat seeds after AA treatment. Note: The bar in the figure means ruler 
of 100 μm in the figure  
图 4. 老化处理后小麦种子的胚与胚乳的 PI 染色。注：图中的杆表示 100 μm 标尺 
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4. 讨论 

4.1. 小麦种子吸胀初期膜透性变化规律 

干种子是较为特殊的生命状态，种子是活着的，细胞却又是不活跃的，Stanley H [23]报道在无种皮

的条件下渗出的大分子较多，而有种皮的种子则很少渗漏出大分子。说明种皮障碍可以阻止大分子的随

机扩散。因此通过加热处死种子并不是所有物质都可以从细胞内向外渗漏。采用相对电导率和相对有机

物的量可以更好地反应种子的细胞透性。 
本研究发现在浸泡的第 1 h 内渗漏的物质最多，J. Brad [24]认为干种子膜一旦吸水立即变成有组织的

结构，有选择透过性，David J. [25]认为大豆种子也是在吸胀的最初几分钟渗漏量最大，在 30 min 以内呈

线性变化，因此本研究在分析数据时主要分析浸泡 1 h 的渗漏量。数据结果显示 1 h 浸泡液不同活力或处

理间有显著差异，活力低的种子渗漏量(电导率、紫外检测值)远高于活力高的，且胚对数据的升高贡献较

大，与活力有关。 

4.2. 胚和胚乳在吸胀初期膜透性的比较 

普遍认为干燥的种子膜系统是不完整的，然而磷脂双分子层依然是存在的[11]。目前并没有明确有效

的方法来比较小麦在吸胀过程中胚和胚乳的透性。本研究对正常种子去胚处理会在胚表面造成大量破损

细胞，可导致物质外渗，但无法直接测量。由于去胚以后的胚乳损伤面积与整个种子比相对较小，可以

通过封阻的方法抑制损伤细胞部位的物质外渗，因此可检测胚乳的渗漏量。但封阻方法尚不成熟，会导

致部分去胚处理测量结果不准确，胚乳的渗出量有时会高于总渗漏量。这可能是胚乳破损细胞封闭不严

格，损伤细胞物质外渗导致。通过增加试验次数可以尽可能缩小误差。但很难知晓胚的具体贡献。当正

常种子进行老化处理后，种子活力显著下降[26]，物质外渗总量显著增加[27]。增加的渗透量应由活细胞

引起，胚组织基本都是活细胞。把老化处理的种子去胚后测量其吸光度或电导率，发现明显小于老化种

子，且与未老化去胚的种子相差较小。说明吸光度或电导率的增量主要贡献者是胚，间接说明老化的种

子胚膜透性显著增强。 

4.3. 胚组织 PI 透性检测 

上文中计算的胚透性并不是直接的证据，还有必要进行直观的观察。PI 是细胞不能选择透过的物质

[21]，只要进入细胞就说明细胞某些部位可以失去选择透过性。透过得越多，在荧光显微镜下红色荧光越

强[28]。通过调节荧光强度和曝光时间，干种子切片上所有的细胞都可以显示出荧光，只是透过的多少有

别。死种子不具有选择透过性，PI 可以自由出入，进行透性检测时，在同一视野内既有死种子，又有活

种子，可以比较活种子的透过能力。本研究认为干种子的胚，尤其是胚根、胚轴、和胚芽等为关键部位，

PI 的透性明显降低。说明活的胚组织细胞结构显著好于其他部位细胞。当胚活力降低时，其透性与其他

细胞的差异就很小了，这可能是胚活力降低的原因之一。 
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