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超低温冷冻对羯布罗香种子结构和生理生化特性

的影响 
 

曾琳, 顾雅坤, 吴怡, 郑希龙*
 

(中国医学科学院药用植物研究所海南分所，海口 570311) 

 

摘要：为长期、稳定、有效地保存羯布罗香(Dipterocarpus turbinatus Gaertn. F.)种子，探讨了低温冷藏对种子活力、结构和生

理生化指标的影响。结果表明，45%的含水量是种子的安全储藏含水量；玻璃化冷冻和缓慢冷冻对种子结构损害较大，且冷

冻后的种子活力下降幅度大；快速冷冻法是种子超低温保存的最佳冷冻方式；液氮冷冻降低了种子过氧化物酶、过氧化氢酶

和脱氢酶活性，提高了 α-淀粉酶活性，而对丙二醛含量无显著影响。因此，超低温保存羯布罗香种子是科学可行的。 
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Effect of Cryopreservation on Structure, Physiology and Biochemical 

Characteristics of Dipterocarpus turbinatus Seeds 
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*
 

(Hainan Branch Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Haikou 570311, China) 

 

Abstract: In order to preserve effectively and stably the seeds of Dipterocarpus turbinatus Gaertn. F., the 

influence of low temperature storage on seed vigor, structure and physiological and biochemical indexes was 

studied. The results showed that the water content of seeds with 45% was safe for storage. The vitrification and 

slow freezing had more damage to seed structure, and the seed vigor decreased greatly. So, the best method for 

cryopreservation of seeds was the rapid freezing. The liquid nitrogen frozen reduced the activities of POD, CAT 

and dehydrogenase, and increased the activity of α-amylase, but had no significant effects on the content of MDA. 

Therefore, ultralow temperature preservation is scientific and feasible method for the seeds of D. turbinatus. 
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羯布罗香(Dipterocarpus turbinatus Gaertn. F.)

别名油树、龙脑香等，是龙脑香科(Dipterocarpaceae)

常绿大乔木，为云南培育大径材的珍贵用材树种[1]。

其树干能分泌树脂，是提制龙脑、冰片和芳香油的

原料[2]，同时也可作药用，具有清火解毒、杀虫止

痒、凉血止血的功效[2]。羯布罗香是典型的热带雨

林树种，其种子不耐干燥和低温[3]，属顽拗性种子，

常规方法只能保存 3~4 个月。超低温保存是长期、

稳定、有效保存顽拗性种子的最适方法[4]，本研究

以羯布罗香种子为材料，运用不同的冷冻方式，对

种胚进行液氮超低温保存，探讨液氮冷冻过程中种

子发芽率、α-淀粉酶、脱氢酶、过氧化氢酶、过氧

化物酶活性、丙二醛含量等生理生化指标变化的内

在变化规律；并通过显微观察液氮处理的种子结构
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变化，探究超低温冷冻对种子结构的影响，为羯布

罗香种质资源保护提供技术基础。  

 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 

成 熟 的 羯 布 罗 香 (Dipterocarpus turbinatus 

Gaertn. F.)种子采自云南省西双版纳南药园，由国家

南药基因资源库提供，初始含水量为 60%，生活力

100%，发芽率为 90%，将种子含水量降至 45%左

右密封保存于 4℃冰箱中备用。试验材料为含水量

45%的羯布罗香种胚块。 

 

1.2 种子含水量测定 

将种子放于盛有硅胶的干燥器中干燥 6 h，采

用《国家农作物种子检验规程——水分测定》中的

高温烘干法测定种子含水量。 

 

1.3 种胚超低温冷冻 

采用快速冷冻、玻璃化冷冻和缓慢冷冻 3 种方

法对含水量 45%的羯布罗香种胚进行液氮超低温

保存试验。快速冷冻是将种胚块放入冻存管中直接

投入液氮中保存；玻璃化冷冻是将含有种胚的种子

块放入装载液 LS (含 2 mol L
–1 甘油 +0.4 mol L

–1 蔗

糖的 MS 液体培养基)中，室温浸润 20 min 后，倒

掉 LS，添加玻璃化冷冻保护剂 PVS2 (含 30%甘油 + 

15%乙二醇 +15%二甲亚砜 +0.4 mol L
–1蔗糖)，置于

冰上处理 30 min，倒出 PVS2，添加新鲜的 PVS2 (0℃),

迅速投入液氮罐中保存。缓慢冷冻是将 PVS2 (25℃)

浸润的种胚块置于 4℃冰箱中，0.5 h 后取出，立即

放入-20℃冰柜中 1 h，然后迅速投入液氮中。 

 

1.4 解冻和生活力测定 

分别取出液氮冻存 1、5、14 d 的种胚块，用

40℃水浴解冻 2 min。将玻璃化冷冻和缓慢冷冻处

理的种胚用洗涤液 US (含 1.2 mol L
–1 蔗糖的 MS 培

养液)洗涤 3 次，每次 5 min，再用无菌水洗涤 2 次, 

每次 10 min。然后采用 2,3,5-三苯基氯化四氮唑

(TTC)测定法检测其生活力，用 1%的 TTC 于 28℃

黑暗放置 4 h。 

 

1.5 生理生化指标测定 

取对照组(未冷冻处理)和最佳冷冻组的种子各

1.0 g，分别提取酶液，冷藏备用。参照刘子凡[5]的

3,5-二硝基水杨酸比色法(DNS 法)测定 α-淀粉酶活

性、TTC 法测脱氢酶活性、紫外分光光度法测过氧

化氢酶(CAT)活性、愈创木酚法测过氧化物酶(POD)

活性。丙二醛(MDA)含量采用硫代巴比妥酸法[6]测

定。 

 

1.6 显微观察 

取出种胚制备石蜡切片，先用 FAA 固定液固定

24 h，然后依次用 70%酒精、80%酒精、90%酒精、

纯酒精、纯酒精各脱水 2 h，再用 50%酒精、50%

二甲苯、二甲苯、二甲苯各处理 1 h，埋蜡，切片，

用二甲苯、二甲苯、纯酒精、纯酒精、95%酒精、

85%酒精顺序脱蜡各 5 min，依次用 1%番红溶液染

色 16 h、70%酒精 5 min、85%酒精 5 min、0.5%固

绿溶液 9~13 s、95%酒精 5 min；最后分别用纯酒

精脱水 30 s、纯酒精 1~2 min、二甲苯 30 s、二甲

苯 5~30 min。封胶制成永久切片，显微观察。 

 

1.7 数据分析 

采用 SAS 9.3 软件中的 ANOVA 方法对数据进

行多重比较分析，以 P<0.01 表示差异极显著，P< 

0.05 为差异显著。 

 

2 结果和分析 
 

2.1 含水量和冷藏时间对种子生活力的影响 

杨德军等[3]在常温下袋藏种子 30 d 的发芽率降

至 30%以下，干燥后储藏 40 d 以上的发芽率几乎为

0。本试验对初始含水量为 60.57%的羯布罗香种子

进行梯度脱水，获得含水量分别为 50.35%、44.23%、

40.50%、35.43%、30.23%和 25%的种子。含水量 44%

以上的种子生活力均为 100%；含水量为 40%时, 种

子生活力降至 80%；随着含水量的继续下降，种子

生活力也继续降低；当含水量为 25%时，种子生活

力已低于 30%。 

羯布罗香种子极易发芽，将初始含水量的种子

置于 15℃种子柜中，仍继续发芽。将含水量高于

45%的种子储藏于 4℃冰箱中，30 d 后生活力降至

30%以下；将含水量 45%的种子储藏于 4℃冰箱中

90 d，其生活力仍有 70%，但 120 d 后生活力降至

10%左右。可见，羯布罗香种子的安全储藏含水量

为 45%左右。 
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2.2 超低温冷冻对种子生活力的影响 

由表 1 可见，羯布罗香种子液氮冻存 1 d 后, 玻

璃化冷冻的种子生活力最高，缓慢冷冻法和快速冷

冻的种子生活力均为 75%；种胚冻存 5 d，种子生

活力都下降，其中玻璃化冷冻的种子生活力下降了

44%；种胚冻存 14 d 后，玻璃化冷冻和缓慢冷冻的

种子生活力分别急剧下降至 26.10%和 15.27%，而

快速冷冻的种子生活力较冻存 5 d 的无显著差异, 

仍有 60%。这可能是因为冷冻保护剂 PVS2 对种胚

造成了伤害。依此可判断，羯布罗香种子超低温保

存最适方法为快速冷冻法。 

  

表 1 不同冷冻方式下羯布罗香的种子生活力(%) 

Table 1 Seed vigor (%) of Dipterocarpus turbinatus with different freezing 

method 

时间 

Day 

玻璃化冷冻  

Vitrification 

缓慢冷冻  

Slow freezing 

快速冷冻 

Quick freezing 

 1 94.83 ±1.01a 75.64 ±0.56a 75.84 ±0.73a 

 5 50.80 ±0.35b 67.13 ±0.85b 60.13 ±1.27b 

14 26.10 ±1.08c 15.27 ±0.44c 60.56 ±0.81b 

数据后不同字母表示差异极显著(P<0.01)。 

Data followed different letters indicated significant difference at 0.01 level. 

 

2.3 超低温冷冻对种胚结构的影响 

液氮冷冻对羯布罗香种胚结构产生影响，且不

同冷冻方式引起种胚结构变化的程度不同。未经液

氮冷冻的种胚胚根细胞呈圆形，排列整齐、结构完

整(图 1: A, B)；胚轴细胞排列整齐、内含物分布均

匀(图 1: C)；胚乳细胞排列较整齐，淀粉粒靠近细

胞壁、分布较均匀(图 1: D)。玻璃化冷冻和缓慢冷

冻的种胚胚根细胞排列松散，细胞形状为方形(图

1: E, F, I, J)；胚轴出现空洞区域、细胞排列混乱(图

1: E, I, G, K)，细胞质凝结成团或呈碎片状(图 1: G, 

K)；胚乳细胞中淀粉粒数量明显增多，分散分布在

细胞内(图 1: H, L)。而快速冷冻后的种胚胚根细胞

呈圆形，排列紧密(图 1: M, N)，胚轴部分细胞原生

质体浓缩、质壁分离(图 1: O)，胚乳细胞淀粉粒分

布均匀(图 1: P)。可见，玻璃化冷冻和缓慢冷冻后

的种胚结构发生较大变化，而快速冷冻的种胚结构

与对照相近，这可能是冷冻保护液对种胚造成了部

分损伤。这表明快速冷冻是羯布罗香种胚超低温保

存的最佳方式。 

 

2.4 超低温保存对种子生理生化特性的影响 

从表 2 可见，种胚经过液氮快速冷冻保存 14 d

后的生理生化指标均发生变化，其中过氧化物酶、

过氧化氢酶和脱氢酶活性均急剧下降，这可能是快

速冷冻使羯布罗香种胚受到损伤，引起种胚中活性

氧水平升高，从而使酶的抗氧化能力减弱，酶活性

急剧下降；而 α-淀粉酶活性却大幅度提升，表明液

氮冷冻对羯布罗香种子萌发有促进作用。液氮冷冻

前后的丙二醛含量无显著变化，说明液氮冷冻对羯

布罗香种子丙二醛含量影响不大。 

 

3 讨论  

 

种子含水量的高低是决定顽拗性种子生活力

和贮藏寿命的关键因素[7]，成熟龙眼(Dimocarpus 

longan)种子含水量约为 42.5%，当含水量降至 20%

以下时，即丧失发芽能力，且在自然脱水状态下只能

保存 8 d
[8]。胡椒(Piper nigrum)和咖啡(Coffea arabica)

种子分别自然贮藏 60 和 90 d，含水量降至 10.91%

和 9.81%时，将几乎完全丧失发芽力[9]。而自然含水

量下的羯布罗香种子室温储藏 30 d 的发芽率小于

30%，且适宜含水量的种子在低温(4℃)贮藏 120 d

后，生活力降至 10%以下。因此，羯布罗香种子不

适宜于常规的种子长期贮藏方法(包括低温低湿

库)，需要探索适宜的长期保存法。 

超低温保存法被认为是长期稳定保存顽拗性

种子的最佳方法，在种子超低温保存过程中，冷冻

方式是影响其种子活力的关键因素。缓慢冷冻法, 

可以使细胞内水分有充分的时间流到细胞外结冰，从

而使细胞内水分含量减少至最低限度，达到良好的脱

水效果，适合于液泡化程度较高的植物材料[10–11]。快

速冷冻时温度下降极快，可使材料迅速通过形成冰

晶的临界温度，细胞内来不及形成冰晶，从而减少

在降温过程中的细胞伤害[11]，较适合于低含水量的

材料。玻璃化冷冻法可使材料直接进入玻璃态，此

法应用广泛，但仍要注意玻璃化保护剂对材料的毒

害作用[12]。高良姜(Alpinia officinarum)种子超低温

保存的最适方式为玻璃化冷冻法[13；白木香(Aqui- 

laria sinensis)种子超低温保存的最适方式为快速

冷冻法[14]；降香黄檀(Dalbergia odorifera)种子的

最适冷冻方式为玻璃化冷冻法 [15]；益智(Alpinia 

oxyphylla)种子最适冷冻方式为快速冷冻法[16]。本试

验采用 3 种冷冻方式对羯布罗香种子进行超低温保

存，通过生活力检测和切片显微观察，结果表明, 羯

布罗香种子的最适冷冻方式为快速冷冻法。 

http://www.eflora.cn/sp/Dalbergia%20odorifera
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图 1 超低温冷冻对羯布罗香种子结构的影响。A~ D: 对照; E~ H: 玻璃化冷冻; I~ L: 缓慢冷冻; M ~P: 快速冷冻; A, B, E, F, I, J, M, N: 胚根; C, G, K, O:

胚轴; D, H, L, P: 胚乳。 

Fig. 1 Effect of cryopreservation on seed structure of Dipterocarpus turbinatus. A-D: Control; E-H: Vitrification; I-L: Slow freezing; M-P: Quick freezing; 

A, B, E, F, I, J, M, N: Radicle; C, G, K, O: Hypocotyl; D, H, L, P: Endosperm. 

 

表 2 超低温保存对羯布罗香种子生理生化指标的影响 

Table 2 Effect of cryopreservation on physiological and biochemical indexes of Dipterocarpus turbinatus seeds 

 对照 Control 冷冻 Cryopreservation Pr > F F 

POD (U g
–1

) 252.56 ±0.86
*
 226.12 ±11.05

*
 0.014 3 17.18 

CAT (U g
–1

) 17.32 ±0.60
**

 5.68±0.57
**

 < 0.000 1 593.21 

MDA (μmol g
–1

) 9.17±0.09 8.44±0.67 0.130 4 3.61 

α-淀粉酶 α-Amylase (U g
–1

) 60.08 ±1.71
*
 109.17 ±5.22

*
 0.000 1 239.70 

脱氢酶 Dehydrogenases (μg mL
–1

) 64.66 ±2.18
**

 7.30±0.48
**

 < 0.000 1 1 990.80 

**: P< 0.01；*: P< 0.05. 

 

POD、CAT 和脱氢酶是植物种子中重要的抗逆

酶，其活性强弱与植物种子的超低温耐性有着重要

相关性[17]。其中，POD 可在种子萌发过程中清除细

胞内脂质过氧化产生的毒害，其活性大小可用来衡

量种子活力[18]；CAT 的主要作用是分解细胞内多余

的 H2O2，减轻其对膜脂的伤害[19]；脱氢酶活性的

强弱与种子活力的强弱有关，且与种子的萌发呈正

相关。本试验中，液氮超低温冷冻后，羯布罗香种

子的 POD、CAT 和脱氢酶活性都下降，说明液氮冷

冻使得种子抗氧化能力和活力减弱了，这与生活力

检测结果是一致的。α-淀粉酶是将种子内的淀粉分解

为可吸收利用的小分子物质，其活性的高低对种子

萌发生长过程中的能量和各种中间产物的供应有很

大影响[20]，是种子顺利萌发的重要生理基础[21]。本

试验中，液氮冷冻的羯布罗香种子的 α-淀粉酶活性

显著提高，这与陈红等 [20]对贵州酥李 (Prunus 

salicina ‗Suli‘)种子超低温保存的研究结果一致。丙

二醛是膜质过氧化产物之一，会抑制细胞保护酶的

活性，降低抗氧化物的含量[19]，其含量可以衡量种

子的受损程度[22]。本试验结果表明，超低温冷冻对
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羯布罗香种子丙二醛含量无显著影响，说明超低温

快速冷冻未对种胚造成严重损失，这与切片显微观

察结果是一致的。 
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