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H2S 信号对含水甘蓝种子程序降温条件下
耐冻性的影响

王秀丽，    韩颖颖，    李良波，    宋丹萍，    李维杰，    刘宝林
（上海理工大学 健康科学与工程学院， 上海 200093）

摘要：为了探究 H2S 对种子球蛋白解聚和水解的影响，对含水甘蓝种子加入硫氢化钠（NaHS），在

程序降温（−60 ℃/h）处理条件下研究 H2S 对含水甘蓝种子耐冻性以及球蛋白水解的影响。测定程

序降温条件下含水甘蓝种子的发芽率，采用差示量热扫描探究种子内部冰晶形成的起始温度和放

热焓值，抽取种子总蛋白进行双向电泳实验，找到差异蛋白点用以质谱鉴定。对小分子多肽进行

回收，在低温显微镜下观察冰晶形成模式，最后测定巯基和二硫键的浓度。结果表明：在程序降

温条件下，外源添加 5 mmol/L NaHS 显著提高了含水甘蓝种子的发芽率，且 NaHS 处理的种子内

部冰晶形成温度出现显著性后移，总巯基含量明显增加；双向电泳实验结果显示，与对照组相

比，处理组在较小分子量区域（<25 kDa）存在 2 个差异蛋白点，质谱鉴定得出差异蛋白点主要为

2 S 白蛋白、12 S 球蛋白、40 S 核糖体蛋白。不同大小的分子多肽，分子量越小，冰晶形成的温

度越低，且在降温过程中形成的冰晶越小越圆润。综上所述，促进二硫键的还原以及球蛋白小分

子多肽的降解是硫氢化钠促进低温条件下含水甘蓝种子存活的主要原因。
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Effect of H2S signal on freezing tolerance of hydrated brassica seeds
under programmed cooling

WANG Xiuli，      HAN Yingying，      LI Liangbo，      SONG Danping，      LI Weijie，      LIU Baolin
(School of Health Science and Engineering, University of Shanghai for Science and Technology, Shanghai 200093, China)

Abstract: To investigate  the  effects  of  H2S on the  depolymerization and hydrolysis  of  seed globulins,
hydrated brassica seeds were exposed to a hydrogen sulfide donor (NaHS) under programmed cooling
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conditions  (−60 ℃/h).  The  cryotolerance  of  the  seeds  and  the  extent  of  globulin  hydrolysis  were
assessed.  Germination  rates  were  evaluated  following  programmed  cooling.  Differential  scanning
calorimetry (DSC) was employed to determine the onset temperature of ice formation and the associated
enthalpy  change.  Total  seed  proteins  were  extracted  for  two-dimensional  electrophoresis  (2-DE),  and
differentially expressed protein spots were identified using mass spectrometry. Small-molecular-weight
peptides  were  isolated,  and  ice  crystal  formation  patterns  were  analyzed  via  cryomicroscopy.
Additionally,  the  concentrations  of  free  thiols  and  disulfide  bonds  were  quantified.  The  results
demonstrated that the exogenous application of 5 mmol/L NaHS significantly enhanced the germination
rate of hydrated brassica seeds under programmed cooling conditions. The onset temperature of internal
ice formation was markedly delayed in NaHS-treated seeds, and the total thiol content was substantially
higher  in  the  NaHS-treated  group  compared  to  the  control.  Two-dimensional  electrophoresis  revealed
two  differentially  expressed  protein  spots  in  the  low-molecular-weight  region  (<25  kDa).  Mass
spectrometry  identified  these  spots  as  2  S  albumin,  12  S  globulin,  and  40  S  ribosomal  protein.  These
smaller  peptides  exhibited  lower  ice  nucleation  temperatures  and  formed  smaller,  more  rounded  ice
crystals during cooling. In conclusion, the promotion of disulfide bond reduction and the degradation of
globulin-derived small peptides represent critical mechanisms by which NaHS enhances the survival of
water-containing brassica seeds under low-temperature stress.
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种子含水量的差异是种子低温保存成功与否

的关键因素。Roberts[1] 和 Ellis等 [2] 根据种子对干

燥和低温的反应，将其保存类型分为正常型种

子、顽拗型种子和中间型种子。正常型种子可干

燥至种子内部含水量低于 7 %，并能在低温下贮藏

几十甚至上百年[3]。与之相反，顽拗型种子在发育

末期不经历成熟脱水，在脱落时含水量较高，且

含水量低于 30 %时，顽拗型种子无法存活[4]，对

冷冻条件更敏感[5]。目前，有 1/3的高度濒危物种

是顽拗型种子[6-7]。因此，研究高含水量种子的耐

冻性机制，对于顽拗型种子的种质资源保存以及

提高种子的耐冻性具有重要的价值。

H2S被认为是植物应对环境胁迫的重要信号[8-9]，

在抵御低温、干旱、盐害、重金属污染等非生物

胁迫中发挥重要作用 [10–14]。NaHS 作为  H2S 的供

体，是一种硫代化试剂，可通过将目标蛋白质中

Cys的巯基（—SH）转化为硫巯基（—SSH）来调节

蛋白质的结构和功能，提高植物对低温等环境胁

迫的适应能力 [9,15–16]。前人研究发现，NaHS预处

理也可使低温下植物的抗氧化能力和渗透调节能

力增强[8]，从而提高植物低温耐冻性。本课题组近

年来的研究发现，降温过程中种子球蛋白水解多

肽得到积累，从而保护种子胚免受冻害[17-18]。

甘蓝是一种正常型种子，研究饱和吸水甘蓝

种子可以为顽拗型种子低温保存提供借鉴。考虑

到种子球蛋白由二硫键链接的两个亚基组成，

H2S可以通过攻击蛋白质二硫键 (—S—S—)以便

形成硫巯基。本研究选取含水甘蓝种子为研究对

象，通过外源添加 NaHS，探究其在程序降温条件

（−60 ℃/ h）下的相关抗冻机理，为顽拗型种子的低

温保存提供参考。

 1    实验仪器、材料方法

 1.1    材料与试剂

材料为“秋甜 2号”甘蓝种子，购自山东寿

禾种业欣欣然公司；NaHS和 PAGE胶蛋白微量回

收试剂盒、SDS-PAGE丙烯酰胺快速制备试剂

盒、琼脂粉、异丙醇、DEPC水、乙醇、三氯甲烷

等均购自生工生物有限公司（上海）；等电聚焦实

验中的第一向胶条购自伯乐公司（美国）。

 1.2    仪器和设备

实验所用仪器和设备为 PLANERkryo程序降

温仪（英国）、GZX-250B 光照培养箱（中国通利信

达）、差示扫描量热仪（德国耐驰公司）、Powerpac
Basic电泳仪（美国）、低温显微镜（日本）、等电聚
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焦系统（伯乐，美国）。

 1.3    实验方法

 1.3.1   种子吸胀及程序降温下甘蓝种子半致死温

度的测定

参照鲍红艳等 [19] 的方法，将甘蓝种子进行吸

胀处理后，取出种子擦干表面水分，置于程序降

温仪中，设置降温速率为−60 ℃/ h，温度梯度为

−15、−20、−22、−25 ℃，观察其发芽率。

 1.3.2   NaHS处理的最适浓度测定

将种子分别撒到含有终浓度为 0、0.1、0.5、
1、2、5、10 mmol/L NaHS的质量分数为 1 %的琼

脂培养基上，进行吸胀处理。将不同处理的种子

放置到程序降温仪（Kryo series III）中，按照上述所

确定的半致死温度，将程序降温仪调整至终温

−22 ℃，降温速率以−60 ℃/ h进行程序降温处理。

 1.3.3   含水量的测定

种子进行吸胀处理后，参照周强等 [20] 的热烘

干法测定种子水分含量，在 103 ℃ 的常规烘箱中

烘干 17 h，通过计算干燥种子重量与新鲜种子重

量之间的比率（以百分比表示）来进行评估。最终

水分含量以 4次测量的算术平均数表示为

Mc =
M1−M2

M2
×100%

式中：Mc 表示含水量；M1 表示种子吸胀后的质

量；M2 表示种子烘干后的质量。

 1.3.4   发芽率的测定

种子进行吸胀处理后，室温下复温 30 min，
取 25粒种子播种到琼脂质量分数为 1%的培养基

中，不同浓度的样品做 3组平行实验。在光照培

养箱中培养，连续 5 d观察种子的发芽情况[21]，种

子萌发定义为胚轴伸长 3 mm及以上。最终发芽率

表示为

G =
Q1

Q2
×100%

式中：G 表示发芽率；Q1 表示实验种子发芽总

数；Q2 表示实验种子总数。

 1.3.5   差示扫描量热仪（DSC）分析实验

分别将样品放入 DSC坩埚中，进行差示扫描

量热仪 （ differential  scanning  calorimeter，DSC）实

验，按照程序降温的过程设置 DSC降温程序，并

使用 DSC-Analysis软件计算冰晶形成的起始温度

和放热晗值。

 1.3.6   巯基和二硫键的含量测定

巯基和二硫键的含量测定按照李良波等 [17]

的实验方法。其中，巯基的含量计算如下：

C = A
K
εc

式中：C 表示巯基浓度或二硫键的质量摩尔浓度

（mol/105g）；A 表示混合物的吸光度；K 表示稀释

比；ε 表示摩尔消光系数；c 表示蛋白质的质量浓度。

 1.3.7   总蛋白提取和双向电泳实验

经过程序降温处理的不同摩尔浓度的甘蓝种

子，采用 TCA丙酮法提取种子的总蛋白，双向电

泳参考杨君等[22] 的实验操作，最后使用质谱鉴定

（生工生物工程（上海）有限公司）差异蛋白。

 1.3.8   甘蓝种子球蛋白的 SDS-PAGE实验

将程序降温处理后的甘蓝种子，利用液氮研

磨法将其研磨成粉末，与 1.4 mL 质量分数为 4% 的
NaCl溶液和 2 μL 摩尔浓度为 1 mM 的 PMSF溶液

快速混合，50 ℃ 水浴 1.5 h，然后 4 ℃、12 000 r/min
离心 10 min，取上清液。采用 Nanodrop微量分光

光度计对蛋白质的质量浓度进行测定，电泳每个

样品量保持均一化，质量浓度标定到 1 mg/ mL。
接着，进行 SDS-PAGE实验，将得到的差异蛋白

点保存并送至生工生物工程（上海）有限公司进行

质谱分析检测。

 1.3.9   小分子球蛋白多肽的低温显微镜观察冰晶

形成模式

通过使用 PAGE胶蛋白微量回收试剂盒，对

球蛋白及其水解多肽进行切胶回收，随后将不同

分子量的球蛋白多肽置于低温显微镜的载玻片

上，设置其降温速率为−60 ℃/ h，观察冰晶的形成

情况。

 2    实验结果与分析

 2.1    NaHS 提高了含水甘蓝种子的低温耐冻性

将种子存活率 50 %左右的温度定义为半致死

温度。在程序降温条件下，含水甘蓝种子的半致

死温度为−22 ℃（图 1(a)），因此，后续程序降温实

验均采用程序降温处理至−22 ℃。外源添加 2、
5、10 mmol/L的 NaHS时，均能提高含水甘蓝种

子的发芽率，在 5  mmol/L时发芽率达到最高

62.2%（图 1(b)）。这说明在低温冷冻条件下，NaHS
处理有一定的保护效果，且在 5 mmol/L时最高。

为了探究在非冷冻条件下添加 NaHS是否会影

响种子的发芽率和含水量，进行常温下含水量和
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发芽率的测定，如图 1(c)所示。常温下外源添加

NaHS对甘蓝种子含水量无显著影响，含水量均在

50 %左右，说明甘蓝种子耐冻性不受含水量差异

的影响。常温下对照组和 NaHS处理组发芽率均

在 96 %左右，即外源添加 NaHS对含水甘蓝种子

的发芽率无影响（图 1(d)，显著值 p>0.05）。
 2.2    含水甘蓝种子程序降温过程中的冰晶形成模式

由于 5 mM NaHS显著提高含水甘蓝种子在程

序降温过程中的抗冻能力，将含水种子进行差示

量热扫描，确定程序降温过程中种子内部冰晶形

成情况（表 1）。程序降温过程中，根据放热曲线，

有两次冰晶形成。在对照处理中，第一次冰晶形

成发生在−12 ℃ 左右，第二次发生在−13.8 ℃。

根据以往的研究，第一次冰晶形成发生在胚乳，

第二次发生在胚。加入 NaHS 后，第二次（胚内）

冰晶形成温度后移，降低结晶温度，这可能是

NaHS促进含水甘蓝种子耐冻性的原因。

 2.3    NaHS 处理增强总巯基浓度

种子球蛋白由二硫键连接的多亚基构成，

NaHS会攻击二硫键，形成硫巯基。由此推测，

NaHS可以打破种子球蛋白二硫键与巯基构象的平

衡，促进二硫键的还原和球蛋白的解聚，导致种

子球蛋白的单亚基水解为小分子多肽，从而提高

了种子在低温条件下的耐冻性。检测种子在程序

降温条件下的巯基和二硫键浓度，结果显示：在

常温条件下，对照组和 NaHS处理组的巯基和二

硫键含量没有明显差异；在程序降温条件下，

NaHS处理组的巯基含量明显增加（p<0.05），而二

硫键含量则没有显著差异（图 2）。NaHS处理提高

了种子在程序降温条件下的存活率，这可能与甘

蓝种子二硫键还原以及球蛋白小分子亚基的解聚

有关。

 2.4    NaHS 处理促进种子贮藏球蛋白水解

为了进一步探究 NaHS提高含水甘蓝种子的耐

冻性原因，提取了种子总蛋白，进行双向电泳。

在蛋白质分子量较小的区域（<25 kDa）存在两个差

异蛋白点（图 3）。对这两个差异蛋白点进行质谱鉴

定发现，分子量为 18.4～25 kDa的差异蛋白点主

要是种子贮存蛋白的 Napin蛋白或者类 Napin
蛋白混合物（表 2）。分子量为 14.4～18.4 kDa的差

异蛋白点主要是 12 S球蛋白和 Napin 蛋白混合物

（表 3）。两个点均为种子贮存蛋白。考虑到 12 S
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(c) 常温下外源添加NaHS对甘蓝种子含水量的影响 (d) 常温下外源添加NaHS对甘蓝种子发芽率的影响

(a) 程序降温条件下外源添加NaHS含水甘蓝种子发芽率
NaHS浓度/(mmol·L−1)

(b) 外源添加NaHS的最适浓度

 
图 1    NaHS 对于含水甘蓝种子耐冻性的影响

Fig.1    Effect of NaHS on freezing tolerance of hydrated brassica seeds
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球蛋白和 Napin蛋白的单亚基分子量约为 27 kDa
左右。因此，可以推测在程序降温过程中，

NaHS促进了甘蓝种子贮藏蛋白的解聚和水解，从

而造成了小分子水解多肽的积累。

 2.5    球蛋白分子多肽的热物性分析

为了研究水解多肽对种子抗冻性的影响，提

取种子储存球蛋白及其多肽，并通过 SDS-PAGE
对不同分子大小多肽进行分离。在 35 KDa以下范

围内分离得到了 3个小分子多肽（图 4：A1、A2、
A3），且其分子量逐渐减小。由图 4可见，对照组

和 NaHS处理组均重复两次，条带粗细不均可能是

上样量误差所致。

 

表 1   甘蓝种子的 DSC 分析

Tab.1    DSC analysis of Brassica seeds
 

组别 1次结晶温度/℃ 1次结晶放热焓值∆H1/(J·g
−1) 2次结晶温度/℃ 2次结晶放热焓值∆H2/(J·g

−1) 总放热焓值∆H/(J·g−1)

对照组 −12.22±0.20 −85.20±10.21 −13.80±0.64 −11.47±2.37 −93.42±5.65

NaHS处理组（5 mM） −13.02±2.46 −10.54±1.08 −17.07±0.04 −85.20±6.17 −89.65±5.16
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图 2    NaHS 对种子球蛋白巯基和二硫键量的影响

Fig.2    Effect of NaHS on the amount of sulfhydryl and disulfide bonds in seed globulins
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图 3    程序降温下 NaHS 处理的甘蓝种子球蛋白的双向电泳实验结果

Fig.3    Results of bidirectional electrophoresis experiments on NaHS-treated kale seed globulin under rapid cooling
 

表 2   分子量为 18.4～25 kDa 的差异蛋白点质谱分析

Tab.2    Mass spectrometry analysis of differential protein spots
with molecular weights of 18.4~25 kDa

 

序列编号 基因名称 评分 p

XP_013623354.1 Napin embryo-specific 390 1.4×10−7

XP_013589349.1 napin-like 349 9.2×10−8

XP_013621452.1 napin-2 70 5.8×10−6

 

表 3   分子量为 14.4～18.4 kDa 的差异蛋白点质谱分析

Tab.3    Mass spectrometry analysis of differential protein spots
with molecular weights of 14.4~18.4 kDa

 

序列编号 基因名称 评分 p

XP_013603897.1 12S seed storage protein CRD 279 8.2×10−9

XP_013623354.1 Napin embryo-specific 224 1.5×10−7

XP_013589349.1 napin-like 162 2.0×10−8
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对不同大小的蛋白水解多肽进行差示扫描量

热仪分析发现，随着小分子多肽分子量的减小，

多肽的总放热晗值呈逐渐减小的趋势（表 4）。这表

明分子量越低，降温过程中形成的冰晶越小，种

子球蛋白水解能够保护种子胚可能与此有关。同

时，根据 DSC分析，分子量越小，冰晶形成温度

越低。由此可以推测，程序降温过程中，小分子

多肽提高了渗透势，促进了胚过冷效应，降低了

胚冷冻伤害。这与针对种子的 DSC 和双向电泳测

定结果一致，也就是 NaHS促进了小分子多肽的积

累，降低了冰晶形成温度（表 1）。
  

表 4    不同分子量大小的球蛋白多肽的 DSC 分析

Tab.4    DSC  analysis  of  globin  polypeptides  with  different
molecular weight

 

组别 冰晶起始温度/℃ ∆H1/(J·g
−1)

A1-混 −16.04±1.02 −235.66±6.94

A2-对照组 −22.19±1.14 −100.97±5.91

A2-NaHS −27.96±2.56 −190.23±10.37

A3-对照组 −31.04±1.72 −166.30±10.18

A3-NaHS −26.26±1.04 −174.57±11.74
 

进一步用低温显微镜观察不同大小的球蛋白

水解多肽形成冰晶的过程（图 5）。多肽分子量越

大，形成冰晶越大，并呈树枝状；多肽的分子量

越小，形成冰晶越圆滑。这进一步证明了小分子

多肽的低温保护特性。

 3    讨　论

已有的研究表明，种子球蛋白的解聚和水解

都与种子耐冻性提高有关[17-18]。基于种子球蛋白由

二硫键链接的多个亚基组成，H2S可以攻击二硫

键，形成硫巯基，进而促进种子球蛋白解聚和水

解。本研究以甘蓝种子为研究对象，通过外源添

加 NaHS试剂（H2S供体）处理，在程序降温条件下

探究其对甘蓝种子低温耐冻的影响。结果表明，

NaHS处理显著提高了含水甘蓝种子的发芽率。

DSC实验显示，NaHS处理组的冰晶形成温度显著

后移，表明 NaHS能够促进过冷效应，降低甘蓝种

子胚内冰晶形成温度，从而保护种子免受冻害。

双向电泳结果显示，NaHS处理促进甘蓝种子

贮藏蛋白的水解。对小分子多肽进行抽提回收，

低温显微镜观察其冰晶形成过程，发现分子量越

小，形成的冰晶越圆润，球蛋白解聚和水解与种

子的低温损伤降低有关。巯基与二硫键的测定结

果显示，在程序降温条件下，NaHS处理组的总巯

基含量增加，表明 NaHS促进了二硫键的还原，这

可能是 NaHS提高小分子多肽降解，而且能够降低

甘蓝种子低温损伤的主要原因。

在低温胁迫下，种子球蛋白的解聚产生小分

子多肽，napin蛋白也可能参与小分子多肽的生

成。Ericson等 [23] 探讨了油菜籽中的 1.7 S储存蛋

白 napin的结构和前体，发现像 napin这样的储存

蛋白通过二硫键连接的两个多肽亚基可以发生水

解，产生小分子多肽。这些小肽在种子萌发时提

供必需的氨基酸，还通过稳定细胞膜和细胞质，

帮助细胞抵抗冷冻伤害。
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图 4    SDS-PAGE 分离球蛋白水解多肽

Fig.4    Seperation of globulin hydrolyzed polypeptides by SDS-
PAGE
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图 5    −22 ℃时球蛋白多肽的冰晶显微镜观察

Fig.5    Microscopic  observation  of  ice  crystals  in  globulin
polypeptides at −22 ℃
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在动物组织中，大冰晶的挤压作用可导致肌

原纤维和纤维周围的结缔组织碎裂，然后被活性

酶降解[24-25]。此外，发现分布不均匀的大冰晶可能

会不可逆地导致组织破裂和细胞内容物泄漏。在

植物组织中，冰晶的形成可能导致细胞结构（尤其

是细胞膜）的破坏和细胞内黏附的减弱，从而导致

组织膨胀丧失和软化 [26]。当种子暴露在低温下

时，温度越低，种子对冰冻压力越敏感，因为冰

晶形成过程中的温度变化会导致细胞损伤。胚胎

中形成的冰晶数量越多，对种子的损害程度亦越

显著 [27]。冰晶的大小和形态决定了其对细胞的破

坏程度。李维杰等[28] 在研究升温速率对低温保护

剂结晶性质影响时发现，冰晶为鱼鳞状的表面凹

凸有致，会撕裂细胞，树枝状的冰晶，会扎破细

胞膜，引起细胞损伤。而当两种低温保护剂都表

现出不同程度的玻璃化，即结晶呈荷包蛋状散落

在视野中，冰晶形态圆滑，没有棱角，不易刺伤

细胞。本研究中，低温显微镜观察发现小分子多

肽形成的冰晶更小，且圆滑，表明 NaHS处理可能

通过改变冰晶的大小及形态，减少对种子胚的冷

冻伤害。

抗冻性调控是一个复杂的过程，涉及多个生

理和分子机制。首先，渗透调节物质如脯氨酸、

甜菜碱等在低温下通过维持细胞内水分平衡起到

了关键作用，尤其是减少细胞脱水和防止细胞膜

损伤 [29]。其次，抗氧化系统能够通过清除活性氧

（ROS），减少低温引发的氧化损伤 [30]。最后，

ABA等内源激素可以调控低温胁迫下基因的表

达，促进抗冻蛋白的积累，增强植物耐寒性 [31]。

因此，NaHS促进种子贮存蛋白的水解，也可能通

过调控抗氧化系统和渗透调节物质的积累来增强

种子的抗冻性。

 4    结论和展望

本研究通过添加 NaSH研究 H2S信号对种子球

蛋白亚基解聚以及水解的影响，发现 H2S信号导

致种子球蛋白硫巯基化，促进种子球蛋白的降

解，保护种子胚。另外，球蛋白分子量越低，其

冰晶形成越小越圆润，这可能是 H2S造成种子耐

冻性的原因。

尽管本研究取得了一些成果，但仍存在一些

局限性。首先，实验仅在甘蓝种子中进行了验

证，尚不清楚 NaHS处理对其他作物是否具有类似

的效果。其次，虽然实验通过双向电泳和差示扫

描量热法分析了 NaHS对蛋白质和冰晶形成的影

响，但对于其他潜在的分子机制（如抗氧化酶活性

和内源激素水平变化）的影响尚未深入探讨。未来

研究应结合更多的分子生物学手段，全面解析

NaHS的作用机制。最后，NaHS是否进入甘蓝种

子内部？如何检测 NaHS进入种子内部的具体含

量？以及 NaHS是否对种子球蛋白二硫键具有破坏

作用？这些问题在目前实验条件下还不能确定，

未来的研究将重点关注这些领域。

除了种子球蛋白的解聚和水解，未来可以深

入研究 NaHS是否通过调控抗氧化酶系统、渗透调

节物质和内源激素（如脱落酸）的信号途径来增强

植物抗冻性。在提高种子抗冻性方面，基因编辑

技术和外源处理手段是两个重要的方向。CRISPR/
Cas9技术可以用于调控抗冻基因的表达 [32]，从而

提升植物在低温条件下的适应性。外源处理如

NaHS的应用在本研究中表现出了较好的效果，通

过优化其施用条件，可以进一步提升其对不同植

物种子的抗冻效果。
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