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摘要: 以大豆‘中黄13’为材料, 研究人工老化后大豆种子活力及线粒体抗坏血酸-谷胱甘肽(ASC-GSH)循环的变化。结果表

明, 随老化时间的延长, 大豆种子的发芽率、发芽势、发芽指数和活力指数均显著下降; 老化种子的相对电导率和丙二醛

(MDA)含量随着老化时间的延长逐渐增大, 超氧阴离子(O2·
−)产生速率和过氧化氢(H2O2)含量呈现先升高后降低的趋势; 与

对照相比, 老化种子中线粒体细胞色素c氧化酶(COX)和苹果酸脱氢酶(MDH)活性显著下降, 呼吸速率和呼吸控制率(RCR)
显著降低; 老化种子中线粒体超氧化物歧化酶(SOD)、抗坏血酸过氧化物酶(APX)、单脱氢抗坏血酸还原酶(MDHAR)、脱

氢抗坏血酸还原酶(DHAR)和谷胱甘肽还原酶(GR)的活性以及总ASC和GSH含量显著降低, 说明老化导致活性氧(ROS)代
谢异常, 线粒体呼吸功能及ASC-GSH循环紊乱。ROS的过量积累可能是导致种子活力丧失的主要原因。
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低温、低含水量是抑制种子老化的常用方法, 
低温库是保存种质资源的理想场所(Lu等2005)。
然而, 许多研究表明, 即使在低温种质库中保存, 
种子仍然会缓慢衰老, 遭受一系列生化裂变, 包括

膜透性增加、酶活性降低、贮藏物质减少等(Mc-
Donald 1999; Walters等2005; Bellani等2012)。种子

老化不仅影响种子萌发, 也会降低种子的质量和

品质, 对农业生产造成巨大的经济损失。在研究

种子老化机制时, 通常采用人工老化模拟种子老

化, 判断种子活力(Goel等2003)。
活性氧(reactive oxygen species, ROS)的积累是

导致种子老化的主要原因之一(Møller 2001), 细胞

中ROS的过量积累能够导致脂质过氧化、抗氧化

酶活性降低、蛋白质和RNA的合成受阻以及DNA
的降解(McDonald 1999; Chen等2013), 最终导致种

子活力的丧失, 这已在大豆(Sung1996)、棉花(Goel
等2003)、向日葵(Kibinza等2006)、豌豆(Yao等
2012)和燕麦(Xia等2015)等种子的老化研究中证实。

线粒体是种子萌发过程中产生和清除ROS的
主要细胞器(Møller 2001; Navrot等2007), 同时线粒

体又是进行氧化磷酸化和产生ATP的主要场所, 为
细胞的生物合成提供能量和中间物质(Macherel等
2007; Taylor等2010; Carrie等2013)。线粒体不仅是

内源ROS的主要来源, 也是ROS攻击的首要目标, 
过量的ROS能够导致线粒体蛋白质、脂类和核酸

的氧化损伤(Bartoli等2004)。同时, 线粒体中也存

在着多条抗氧化途径, 包括酶促抗氧化系统和非

酶促抗氧化系统, 线粒体抗氧化系统对于线粒体

ROS的清除和减少线粒体氧化损伤具有重要作用

(Navrot等2007)。Jimenez等(1997)最早证明了豌豆

叶片的线粒体中存在完整的抗坏血酸-谷胱甘肽

(ASC-GSH)循环, 并且ASC-GSH循环在ROS的清

除中发挥重要作用。从此线粒体ASC-GSH循环成

为植物逆境研究的难点和热点。目前, 有关线粒体

ASC-GSH循环的研究已在豌豆(Jiménez等1997)、
番茄(Mittova等2004)、黄瓜(Song等2009)、玉米

(Wu等2009)、马铃薯(王芳等2014)、大豆(Xin等
2014)和花生(Zhan等2014)等植物中普遍开展。然

而, 人工老化对种子线粒体ASC-GSH循环影响的

报道还不多。

本文以大豆品种‘中黄13’为实验材料, 通过研

究人工老化对种子活力、细胞ROS积累、脂质过

氧化、线粒体呼吸速率、抗氧化酶活性以及抗氧

化剂含量的影响, 探讨线粒体在种子老化和ROS代
谢中的作用机理, 为从亚细胞水平揭示种子的衰

老机理提供参考。

材料与方法

1  材料与处理

实验材料为大豆[Glycine max (L.) Merr.]品种

‘中黄13’, 种子初始发芽率为98%, 初始含水量为
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12.5%。将大豆种子密封于铝箔袋中, 置于40°C人
工老化箱中分别老化0、14、21和42 d, 然后将种

子置于−20°C冰箱内保存。

2  发芽指标的测定

种子发芽试验参照国际种子检验协会(1996)
进行, 随机选取100粒种子置于发芽床, 4次重复, 在
25°C恒温培养箱中培养7 d, 逐日检查发芽种子

数。各指标按以下公式计算: 
发芽势(%)=第3天发芽数/种子总数×100% (1)
发芽率(%)=第7天发芽数/种子总数×100% (2)
发芽指数(GI)=∑(Gt/Dt) (3)
活力指数(VI)=GI×DW (4)
式中, Gt为第t天发芽数, Dt为相应发芽天数, 

DW为幼苗干重。

3  电导率、丙二醛(MDA)及ROS含量测定

选取10粒完整的种子用去离子水冲洗3次, 用
滤纸吸干种子表面水分 ,  加入25 mL去离子水 , 
25°C保温24 h。用Mettler-Toledo Delta 326电导率

仪测定浸出液电导率(a1), 然后将种子及其浸出液

置于100°C水浴中煮沸15 min, 取出冷却至25°C, 测
定煮沸后种子浸出液的电导率(a2)。计算出浸出液

的相对电导率。

相对电导率(%)=a1/a2×100% (5)
吸胀24 h大豆胚轴中MDA含量的测定参照王

爱国等(1986)的方法, 即硫代巴比妥酸(TBA)比色

法; 吸胀24 h大豆胚轴中超氧阴离子(O2·
−)产生速率

的测定参照王爱国等(1990)的方法 ;  过氧化氢

(H2O2)含量的测定参照林植芳等(1988)的方法。

4  线粒体提取及生理生化指标测定

4.1  线粒体提取

参照Yin等(2009)的方法进行大豆胚轴线粒体

的提取。取150粒吸胀24 h的大豆胚轴加入30 mL
预冷的研磨液[50 mmol·L-1磷酸钾缓冲液(pH 
8.0)、0.3 mol·L-1蔗糖、0.5% (m/V)牛血清白蛋白

(bovine serum albumin, BSA)、0.5% (m/V)聚乙烯

吡咯烷酮(polyvinyl pyrrolidone-40, PVP-40)、2.0 
mmol·L-1乙二胺四乙酸(ethylene diamine tetraacetic 
acid, EDTA)和20 mmol·L-1半胱氨酸]。匀浆液经4
层纱布过滤后于2 000×g离心15 min, 所得上清于

12 000×g离心15 min, 沉淀用30 mL洗涤介质[0.3 
mol·L-1蔗糖、1.0 mmol·L-1 EDTA和50 mmol·L-1 

KOH, pH 7.2]悬浮, 经12 000×g离心15 min, 收集沉

淀再用上述介质洗涤1次, 沉淀即为粗制线粒体, 
并悬浮于少量洗涤介质中。然后将粗制线粒体悬

浮液铺在不连续Percoll梯度上, Percoll溶液浓度自

下而上为21% (m/V)和40% (m/V), Percoll溶液由上

述洗涤介质配制, 二者比例为1:1, 40 000×g离心 
1 h。收集21%和40% Percoll界面间的线粒体, 用洗

涤介质[0.3 mol·L-1蔗糖、0.5% (m/V) BSA和10 
mmol·L-1三乙氧基硅烷(triethoxysilane, TES; pH 7.5)]
洗涤3次(最后一次不含BSA), 18 000×g离心15 min, 
沉淀即为纯化的线粒体, 悬浮于少量洗涤介质中(不
含BSA)。所有的操作步骤都在0~4°C下进行。

4.2  线粒体呼吸活性的测定

用氧电极(Chlorolab 2, Hansateach, UK)在
25°C下测定线粒体耗氧量(Yin等2009)。取约100 
μg线粒体蛋白加入总体积为1 mL的反应介质[0.3 
mol·L-1蔗糖、10 mmol·L-1 TES–KOH (pH 7.5)、5 
mmol·L-1 KH2PO4、10 mmol·L-1 NaCl、2 mmol·L-1 
MgSO4以及0.1% (m/V) BSA]中。以还原型烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸(reduced form of nicotinamide-ade-
nine dinucleotide, NADH)、琥珀酸和ADP为呼吸

底物和辅助因子, 终浓度为10 mmol·L-1琥珀酸、1 
mmol·L-1 NADH和0.8 mmol·L-1 ADP。呼吸控制率

(respiratory control ratio, RCR)为加入ADP后的呼

吸(即III态呼吸)速率与ADP耗尽后的呼吸(即IV态

呼吸)速率之比。

线粒体中细胞色素c氧化酶(cytochrome c oxi-
dase, COX)活性测定参考Neuburger等(1985)的方

法, 通过测定由于还原性细胞色素c的氧化导致的

550 nm处吸光值的降低, 得出COX的活性。苹果

酸脱氢酶(malate dehydrogenase, MDH)活性的测定

参考Glatthaar等(1974)的方法, 利用紫外分光光度

计在340 nm处吸光值的增加来表示MDH的活性。

4.3  线粒体抗氧化酶活性测定

超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、
抗坏血酸过氧化物酶(ascorbate peroxidase, APX)、
脱氢抗坏血酸还原酶(dehydroascorbate reductase, 
DHAR)、单脱氢抗坏血酸还原酶(monodehydro- 
ascorbate reductase, MDHAR)和谷胱甘肽还原酶

(glutathione reductase, GR)活性的测定参照Mittova
等(2004)的方法。
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4.4  线粒体抗氧化剂含量测定

用5%磺基水杨酸提取抗氧化剂。取纯化后

的线粒体加入预冷的5%磺基水杨酸, 漩涡震荡20 
min, 然后4°C、20 000×g离心20 min, 取上清分装

后保存于−80°C或直接进行抗氧化剂含量测定。

还原型抗坏血酸(ascorbate, reduced form; ASC)和
氧化型抗坏血酸(ascorbate, oxidized form; DHA)含
量的测定参照Law等(1983)的方法, 还原型谷胱甘

肽(glutathione, reduced form; GSH)以及氧化型谷

胱甘肽(glutathione, oxidized form; GSSG)含量的测

定参照Griffith (1980)的方法。

测定上述指标时以线粒体蛋白(mg)表示线粒

体量, 用Bradford(1976)的方法测定蛋白含量。

5  数据分析

各项指标测定均设置3次重复, 结果取平均

值。试验数据采用Excel 2007和SPSS 17.0软件进

行数据统计与显著性分析。

实验结果

1  人工老化对种子发芽特性的影响

表1显示, 经40°C密封老化后, 大豆种子的发

芽率、发芽势、发芽指数和活力指数均呈下降趋

势, 且与对照相比呈显著差异。与对照相比, 人工

老化14、21和42 d后发芽率分别降为84%、50%和

0%。人工老化14 d后, 与对照相比, 种子的发芽

率、发芽势、发芽指数和活力指数分别下降了

14%、26%、31%和82%, 以活力指数下降最为明

显, 说明老化过程中, 种子活力先于生活力下降, 
活力指数对老化处理更为敏感。由此可见, 人工

老化显著抑制了大豆种子的萌发, 降低了种子的

活力。

2  人工老化对ROS积累及脂质过氧化水平的影响

由图1可知, 老化种子的相对电导率和MDA
含量均高于对照, 且随着老化时间的延长逐渐增

大。老化14、21和42 d后, 相对电导率分别是对照

的2.3、4.0和5.9倍; 老化14 d后, MDA含量增加不

显著, 老化21和42 d后比对照分别增加了72.4%和

109.6%, 差异显著。结果表明人工老化加剧了细

胞膜脂质过氧化作用, 导致细胞膜的完整性遭到

破坏, 渗透性增加。

如图2所示, 人工老化过程中, O2·
−产生速率和

H2O2含量的变化趋势一致, 表现出先升高后降低

表1  人工老化对大豆种子发芽指标的影响

Table 1  Effect of artificial aging on germination characteristics of soybean seeds

老化时间/d                                 发芽率/%                                   发芽势/%  发芽指数    活力指数

  0 98.00±2.31a 96.00±3.27a 39.83±3.57a 157.01±25.37a

14 84.00±7.83b 71.00±8.72b 27.58±1.89b   28.25±5.43b

21 50.00±6.93c 31.00±6.00c 15.42±2.47c     9.50±3.21c

42   0d   0d   0d     0d

　　同一列数据用不同小写字母标识表示差异显著(P<0.05), 表2~4同。

图1  人工老化对大豆种子相对电导率和胚轴MDA含量的影响

Fig.1  Effect of artificial aging on the relative conductances of soybean seeds and MDA contents in embryonic axes of soybean seeds
单个图各柱形上用不同小写字母标识表示数据间差异显著(P<0.05), 图2和3同。
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的趋势, 在老化21 d时达到高峰, 分别高出对照

57.2%和92.5%, 差异显著。老化42 d时, O2·
−产生速

率和H2O2含量显著下降, 但仍显著高于对照水平。

结果说明在种子老化初期, ROS大量产生并积累, 
到老化后期ROS产生减少, 推测是由于老化42 d种
子中线粒体活性显著下降, 导致ROS产生也随之

减少。

3  人工老化对线粒体活性的影响

为了研究人工老化对线粒体功能, 例如TCA、

电子传递链的影响, 测定了线粒体中COX、MDH
的活性和呼吸速率。线粒体COX活性和MDH活性

随老化时间的延长而呈迅速下降趋势, 且与对照

差异显著(图3)。与对照相比, 老化42 d后, 线粒体

COX活性和MDH活性分别下降了73.4%和75.4%。

表明随着老化时间的延长, 线粒体三羧酸循环受

阻, 呼吸系统损伤将导致电子传递链电子漏增加, 
增加ROS产生。

线粒体呼吸速率和R C R的测定反映了以

NADH和琥珀酸为底物的耗氧量及氧化磷酸化偶

联程度。由表2可知, 线粒体呼吸速率对老化极为

敏感, 在老化14 d时, 与对照相比, 以NADH和琥珀

酸为底物的呼吸速率分别下降了52.8%和45.5%, 

RCR分别下降了22.7%和16.1%。老化42 d后, 以
NADH和琥珀酸为底物的呼吸速率比对照降低了

93.6%和90.1%, RCR降低了44.7%和37.0%。由此

可见, 老化种子萌发过程中线粒体功能紊乱, 呼吸

速率下降, 老化抑制了线粒体的电子传递链和氧

化磷酸化偶联效率。

4  人工老化对线粒体抗氧化系统的影响

表3表明 ,  人工老化处理后 ,  种胚线粒体

图2  人工老化对大豆种子胚轴O2·
−产生速率和H2O2含量的影响

Fig.2  Effect of artificial aging on the generating rates of O2·
− and the contents of H2O2 in embryonic axes of soybean seeds

图3  人工老化对大豆种子胚轴线粒体COX和MDH活性的影响

Fig.3  Effect of artificial aging on the activities of mitochondrial COX and MDH in embryonic axes of soybean seeds
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SOD、APX、MDHAR、DHAR和GR的活性呈现

逐渐降低的趋势, 并且SOD、APX、MDHAR和

GR的活性在老化14 d时就显著低于对照水平。老

化42 d时 ,  线粒体中SOD、APX、MDHAR、

DHAR和GR的活性分别高于对照86.9%、81.5%、

86.2%、38.4%和59.7%, 表明老化降低了线粒体抗

氧化酶的活性, 使其ROS清除能力受到影响。

表2  人工老化对大豆胚轴线粒体呼吸速率和RCR的影响

Table 2  Effect of artificial aging on the respiration rate and RCR of mitochondria in embryonic axes of soybean seeds

                                            NADH                                                             琥珀酸  

老化时间/d         III态呼吸速率/nmol      IV态呼吸速率/nmol             RCR            III态呼吸速率/nmol       IV态呼吸速率/nmol             RCR
                          (O2)·min-1·mg-1 (蛋白)    (O2)·min-1·mg-1 (蛋白)                              (O2)·min-1·mg-1 (蛋白)    (O2)·min-1·mg-1 (蛋白)

  0 215.53±17.73a 103.73±10.77a 2.09±0.22a 119.28±13.22 a 69.73±4.45a 1.71±0.14a

14 102.17±6.61b   63.47±4.48b 1.62±0.15b   65.00±7.55 b 45.43±6.12b 1.44±0.08b

21   57.60±4.37c   38.57±5.82c 1.51±0.14b   50.14±2.74c 37.20±1.65c 1.35±0.09c

42   14.04±4.71d   12.00±2.99d 1.15±0.10c   11.00±2.6d 10.17±2.03d 1.08±0.05d

表3  人工老化对大豆胚轴线粒体抗氧化酶活性的影响

Table 3  Effect of artificial aging on the activities of mitochondrial antioxidant enzymes in embryonic axes of soybean seeds

  老化时间/d  
      SOD活性/              APX活性/μmol                MDHAR活性/μmol              DHAR活性/μmol                   GR活性/μmol 

                           U·mg-1 (蛋白)   (ASA)·min-1·mg-1 (蛋白)   (NADH)·min-1·mg-1 (蛋白)   (ASA)·min-1·mg-1 (蛋白)    (NADPH)·min-1·mg-1 (蛋白)

  0 44.96±1.50a 0.164±0.033a 0.130±0.006a 0.51±0.09a 0.060±0.002a

14 37.42±1.46b 0.087±0.013b 0.097±0.005b 0.49±0.06a 0.046±0.001b

21 26.01±2.16c 0.066±0.006c 0.036±0.001c 0.37±0.05b 0.039±0.025c

42   5.88±1.70d 0.030±0.006d 0.018±0.004d 0.31±0.04b 0.024±0.002d

由表4可见, 随着老化处理时间的延长, 种胚线

粒体中ASC和GSH的含量逐渐降低, 且各处理与对

照差异显著。DHA含量在老化14 d后高于对照, 是
对照的1.4倍, 老化14、21和42 d间差异不显著; 
GSSG含量在老化14 d后显著低于对照, 是对照的

67.4%, 老化14、21和42 d间差异不显著。老化种子

的ASC/DHA和GSH/GSSG比值也显著低于对照, 说
明老化种子中抗氧化物质合成及再生能力下降。

表4  人工老化对大豆胚轴线粒体抗氧化剂含量的影响

Table 4  Effect of artificial aging on the contents of mitochondrial antioxidants in embryonic axes of soybean seeds

老化时间/d
   ASC含量/   DHA含量/             

ASC/DHA比值
   GSH含量/   GSSG含量/             

GSH/GSSG比值                        nmol·mg-1 (蛋白)        nmol·mg-1(蛋白)                                  nmol·mg-1(蛋白)        nmol·mg-1 (蛋白) 

  0 6.06±0.27a 1.05±0.11a 6.47±0.39a 0.67±0.12a 0.52±0.08a 1.04±0.13a

14 5.54±0.20b 1.42±0.24ab 4.28±0.26b 0.19±0.03b 0.20±0.02b 0.93±0.22a

21 4.79±0.22c 1.48±0.10b 3.24±0.34c 0.11±0.01c 0.23±0.04b 0.49±0.06b

42 4.03±0.14d 1.51±0.10c 2.69±0.27c 0.05±0.01d 0.25±0.02b 0.19±0.06c

讨　　论

种子老化是种子贮藏过程中影响种子质量和

活力的主要因素。在种子贮藏过程中, 保持较高

水平的种子质量和活力至关重要(Deepa等2013)。
在本研究中, 大豆种子经40°C老化后, 种子的发芽

率、发芽势、发芽指数和活力指数均显著下降, 
说明老化降低了种子的活力。MDA是膜脂过氧化

的主要产物之一, 其含量高低是衡量老化过程中

膜脂过氧化程度的重要指标(Willson和McDonald 
1986)。种子活力的降低伴随着电导率和MDA含

量的显著升高, 说明人工老化影响了种子萌发过

程中细胞膜的完整性。我们的结果也证明了老化

导致ROS含量的积累, 这表明种子萌发过程中ROS
的积累启动了膜脂过氧化, 破坏了细胞膜的完整
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性, 使电解质大量外渗, 从而导致种子活力的丧失, 
这也进一步证明ROS的积累是导致种子老化的主

要原因之一(McDonald 1999; Goel等2003)。
MDH和COX是和呼吸作用相关的线粒体标

志酶(潘瑞炽2004)。本研究中, 种子老化过程中, 
MDH和COX酶活性的逐渐降低, 说明老化影响了

线粒体电子传递和TCA循环, 呼吸底物的供给受

到限制(Song等2001)。呼吸酶活性的降低可能是

由于被氧胁迫条件下产生的NO所抑制(Macherel
等2007), 另一方面可能是由于被过量ROS攻击, 发
生了蛋白质氧化损伤。大豆种子萌发过程中, 胚
轴不含有叶绿体, 线粒体ATP是主要的能量来源。

本研究结果表明, 老化种子线粒体的呼吸速率和

RCR显著低于对照, 这与对大豆(Amable和Oben-
dorf 1986)、甘蓝(Bettey等1996)和豌豆(Benamar等
2003)的研究结果一致, 说明人工老化严重抑制了

线粒体膜的电子传递能力和氧化磷酸化偶联作用, 
其利用氧化释放能量转化ATP的效率明显降低

(Xin等2014; Yin等2009), 这可能是由于老化导致

电子传递障碍, 使ROS大量积累, 过量的O2·
−和H2O2

攻击线粒体膜系统, 启动膜脂质过氧化, 使线粒体

膜的完整性降低, 呼吸酶活性降低, 最终导致线粒

体氧化损伤, 呼吸功能遭到破坏, 使老化种子萌发

过程中ATP供应不足。

SOD和ASC-GSH循环在线粒体ROS的清除和

减少线粒体损伤中发挥重要作用。总的来说, 我
们的结果表明随着老化时间的延长, SOD、APX、

MDHAR、DHAR和GR的活性降低, ASC含量、

ASC/DHA比值以及GSH含量、GSH/GSSG比值均

下降, 说明SOD和ASC-GSH循环清除ROS能力降

低, ROS的产生与清除失去平衡, 导致细胞中ROS
的积累, 引发氧化胁迫, 引起线粒体蛋白质、脂类

和DNA氧化损伤, 使线粒体功能受损(Mittova等
2004; Xin等2014)。SOD是抗氧化系统的第一道方

向, 它可以把O2·
−歧化成H2O2。del Río等(2003)研究

发现衰老降低了线粒体Mn-SOD转录水平, 这可能

是导致SOD活性降低的原因之一。ASC-GSH循环

中, APX、MDHAR和GR活性随着老化时间的延

长持续降低, 而DHAR活性降低缓慢, 说明DHAR
是清除H2O2以及ASC再生的主要酶, 这与Jiménez
等(1997)的结果相一致。

总之, 我们的结果表明人工老化降低了线粒

体的呼吸功能和ASC-GSH循环的抗氧化能力, 使
细胞中ROS和MDA含量升高, ROS的积累进一步

导致线粒体发生氧化损伤, 电子传递和氧化磷酸

化产生ATP的效率降低, 导致种子萌发过程中线粒

体不能提供足够的ATP和中间物质。
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Effect of artificial aging on soybean seed vigor and ascorbate-glutathione cycle 
in mitochondria
TIAN Qian, WANG Dong, ZHANG Wen-Lan, DUAN Nai-Bin, LI Qun, YAN Ting-Jin, DAI Shuang, DING Han-Feng*

Shandong Center of Crop Germplasm Resources, Jinan 250100, China

Abstract: Using soybean seed (Glycine max L. cv. Zhonghuang No. 13) as material, changes in soybean seed 
vigor and mitochondrial ascorbate-glutathione (ASC-GSH) cycle after artificial aging were investigated. The 
results show that with the increase of aging time, the germination rate, germination potential, germination and 
vigor indices of soybean seeds were decreased significantly. Moreover, with prolonged aging, the relative elec-
tric conductivity and the contents of malondialdehyde (MDA) in aged seeds increased gradually, and the gener-
ating rate of superoxide anion (O2·

−) and the contents of hydrogen peroxide (H2O2) presented the trend of first 
increased and then decreased. In comparison with the control, the cytochrome c oxidase (COX) and malate de-
hydrogenase (MDH) activities, respiratory rate and respiratory control ratio (RCR) of mitochondria in aged 
seeds were remarkably decreased. Furthermore, the activities of superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxi-
dase (APX), monodehydroascorbate reductase (MDHAR), dehydroascorbate reductase (DHAR) and glutathi-
one reductase (GR), and the total ascorbic acid (ASC) and glutathione (GSH) contents in mitochondria were re-
duced dramatically in aged seeds. These results indicate that reactive oxygen species (ROS) metabolism, 
mitochondrial respiratory function and ASC-GSH cycle were disordered in aged seeds, suggesting that the ac-
cumulation of ROS may be the key factor in the loss of seed vigor.
Key words: soybean; artificial aging; mitochondria; reactive oxygen species; ascorbate-glutathione cycle
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