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超低温冷冻对益智种子生理生化特性的影响

曾　 琳， 吴　 怡， 何明军， 顾雅坤， 王德立∗

（ 中国医学科学院药用植物研究所 海南分所， 海口 ５７０３１１ ）

摘　 要： 益智（ Ａｌｐｉｎｉａ ｏｘｙｐｈｙｌｌａ）是我国四大南药之一，其种子为顽拗性种子，不耐干燥和低温，无法常规保

存。 为解决益智种子长期稳定保存的问题，该研究以益智种子为材料，从种子含水量以及冷冻方式方面优

化益智种子超低温保存方法，并对比液氮冷冻前后种子发芽率、α⁃淀粉酶活性、超氧化物歧化酶活性、过氧

化物酶活性、脱氢酶活性、丙二醛含量等活力指标，分析液氮超低温冷冻对益智种子生理生化特性的影响。
结果表明：直接液氮冷冻含水量 １３．９２％ ～ １４．３８％范围的种子是益智种子超低温保存的最佳条件。 液氮冷

冻后，随着超低温冷冻时间的延长，益智种子发芽率先由 ７６．７６％下降至 ５２．５％，再上升至 ６５％，最后下降并

稳定在 ５０％以上。 其种子 α⁃淀粉酶活性先下降后上升，然后又下降，最后上升并稳定至冷冻前的水平。 丙

二醛含量则是先上升后下降，最后趋于平稳状态。 过氧化物酶活性是先下降，然后稳定在恒定水平。 超氧

化物歧化酶活性是随着冷冻时间的延长而持续上升，脱氢酶活性则是持续下降。 以上结果说明，液氮冷冻

时间对益智活力有一定的影响，但对种子有些性能具有一定的促进作用。 无论是发芽率，还是生理生化指

标，都不同程度表明液氮超低温保存益智种子是可行的。
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　 　 益智 （ Ａｌｐｉｎｉａ ｏｘｙｐｈｙｌｌａ） 为我国四大南药之

一，隶属姜科山姜属植物，多年生草本，以成熟果

实入药，具有温脾止泻摄涎，暖肾缩尿固精之功

效，是我国常用药材（黄国琦，２０１３）。 益智以种子

繁殖，其种子寿命较短，含水量降至 １０％以下很快

丧失活力，室温或 ４ ℃冰箱贮藏 ６ 个月后，其种子

活力均降至 ４５％以下（曾琳等，２０１５），不宜用常规

的低温低湿法贮藏。 根据益智种子不耐干燥和低

温的贮藏行为，可将益智种子归属为顽拗性种子

（Ｒｏｂｅｒｔｓ，１９７３）。
与传统的就地保存和迁地保存法相比，超低

温保存法是长期、稳定、有效贮藏顽拗性药用植物

种子的最合适的方法（Ｒｏｂｅｒｔｓ，１９７５），在液氮（ －
１９６ ℃）超低温环境下，植物种子所有细胞分裂和

代谢活动都几乎停止、处于相对稳定的生物学状

态（王晗等，２０１５）。 液氮超低温保存除了对种子

活力和萌发有影响外，还对生理生化指标有影响

（Ｂｙｒｏｎ ｅｔ ａｌ，２０１３）。 Ｃｅｊａｓ ｅｔ ａｌ（２０１３）在菜豆种子

超低温贮藏恢复实验中发现，经超低温冷冻后的

菜豆种子苗酚类物质和醛含量增加了，蛋白含量

减少了。
研究还发现，超低温冷冻后的玉蝉花种子可

溶性蛋白含量、过氧化物酶（ ＰＯＤ）活性和菊花茎

尖超氧化物歧化酶（ ＳＯＤ）活性降低了（宋红等，
２０１６；程志英，２００６），而超低温冷冻后的菊花茎尖

可溶性糖含量、ＰＯＤ 活性和花烛胚性细胞可溶性

蛋白含量、可溶性糖含量、ＳＯＤ、ＰＯＤ 活性以及大

苞鞘石斛原球茎可溶性蛋白含量、丙二醛（ＭＤＡ）
含量都增加了（程志英，２００６；王更亮，２０１１；刘晓

东等，２０１３）。 所以在对植物种子进行超低温长期

储藏 前， 应 该 对 这 些 指 标 进 行 检 测。 曾 琳 等

（２０１５）已对益智种子进行了液氮超低温保存实验

探究，并已证明液氮超低温保存益智种子是可行

的。 但是，对益智种子超低温保存后生理生化指

标是否发生变化、变化规律均不明了。
本研究对益智种子超低温保存方法进行优

化，并测定冷冻前后种子发芽率、α⁃淀粉酶活性、
脱氢酶活性、超氧化物歧化酶活性、过氧化氢酶活

性、过氧化物酶活性和丙二醛含量的变化情况，以
期探讨超低温冷冻对益智种子生理生化特性的影

响，为益智种质资源保护提供技术基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

成熟的益智种子采自于海南省五指山水满乡

水满新村，由国家南药基因资源库提供，其初始含

水量为 １８．６４％，初始发芽率为 ８５％，密封保存于

于 ４ ℃冰箱中备用。
１．２ 种子水分测定方法

将种子放于盛有硅胶的干燥器中，根据初始

含水量和预测干燥速度（河英虎等，２０１３），分别干

燥 ０、６、１０、１４、２０、２４、３２ ｈ，获得含水量为１８．６４％、
１６． ３９％、 １４． ３８％、 １３． ９２％、 １２． ２９％、 １１． ５５％ 和

０３５ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



１０．３６％的实验种子。 根据国家农作物种子检验规

程第六章（ＧＢ ／ Ｔ ３５４３． ６） 水分测定法，选用低温

［（１０３±２） ℃］烘干法，烘 １６ ｈ 后，测定种子的含

水量。
１．３ 种子超低温冷冻

经过干燥的种子，分为四组，一组为对照组，
直接发芽或生理生化实验；另三组用于液氮冷冻。
本实验采用缓慢冷冻法、快速冷冻法和玻璃化冷

冻法对益智种子进行超低温保存实验，以期获得

益智种子超低温冷冻最适条件。 （１）缓慢冷冻组：
将种子放入加有冷冻保护剂 ＰＶＳ２（室温）的冻存

管中，置于 ４ ℃冰箱中 ０．５ ｈ，取出立即放入－２０ ℃
冰柜中 １ ｈ，１ ｈ 后迅速投入液氮罐内。 （２）直接冷

冻组：将放有种子的冻存管直接投入液氮冷冻。
（３）玻璃化冷冻组：将种子放入加有装载液 ＬＳ 的

冻存管中，室温处理 ２０ ｍｉｎ 后，倾倒装载液，加入

冷冻保护剂 ＰＶＳ２并置于冰上 ３０ ｍｉｎ，而后更换成

新鲜的预冷过的 ＰＶＳ２（０ ℃），并迅速投入至液氮

罐中保存。 冷冻保护剂（ＰＶＳ２）为 ３０％甘油＋１５％
乙二醇＋１５％二甲亚砜＋０．４ ｍｏｌ·Ｌ⁃１蔗糖；装载液

（ＬＳ）为 ２ ｍｏｌ·Ｌ⁃１甘油＋０．４ ｍｏｌ·Ｌ⁃１蔗糖的 ＭＳ 液

体液。
１．４ 解冻和发芽

２４ ｈ 后取出液氮冻存的种子，４０ ℃ 水浴解冻

５ ｍｉｎ，后将玻璃化冷冻和缓慢冷冻处理的种子用

洗涤液 ＵＳ 洗涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，再用无菌水洗涤

２ 次，每次 １０ ｍｉｎ。 将洗涤后的种子用滤纸吸干表

面水分后，转移至发芽盒培养，置于人工气候培养

箱中（２５ ～ ３０ ℃），保持发芽盒内滤纸表面湿润，每
天检查并记录种子的萌发情况。
１．５ 种子生理生化指标测定

分别取冷冻 ０ ｈ、１ ｄ、７ ｄ、３０ ｄ、６０ ｄ、９０ ｄ、１８０
ｄ、３６５ ｄ 的对照组和最佳冷冻组的种子各 ５０ 颗，
回湿吸胀处理 ２４ ｈ，测定以下指标。 α⁃淀粉酶活

性测定采用 ３，５⁃二硝基水杨酸比色法（ＤＮＳ 法）
（王丽娜等，２００９）；脱氢酶活性和超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）活性采用氮蓝四唑法（ ＮＢＴ 法） （李合生，
２０００）；过氧化物酶（ ＰＯＤ）活性采用愈创木酚法

（张淑珍等，２０１２）；丙二醛（ＭＤＡ）含量采用硫代

巴比妥酸法（张慧茹，１９９９）测定。

１．６ 数据分析

统计益智种子发芽数，按公式计算发芽率：发
芽率 ＝种子发芽数 ／实验种子数×１００％。 使用 ＳＡＳ
９．３ 软件对酶活性及发芽率等数据进行方差分析

和多重比较，利用 ＥＸＣＥＬ（２０１６）软件进行绘图。

２　 结果与分析

２．１ 超低温冷冻对种子发芽率的影响

由表 １ 可知，未经液氮冷冻的益智种子发芽率

随着含水量的下降而降低，超低温冷冻后益智种

子发芽率随含水量的下降而呈先上升后下降趋

势。 同一含水量时，冷冻前的种子发芽率显著高

于冷冻后的种子发芽率。 这表明益智种子不耐脱

水和低温，按种子贮藏特性划分，益智种子为顽拗

性种子。
不同含水量的种子，直接冷冻组的发芽率均

显著高于缓慢冷冻组和玻璃化冷冻组。 含水量在

１３．９２％ ～１４．３８％时，三个冷冻组的种子发芽率都

高于其他含水量，且直接冷冻组的种子发芽率均

在 ５２％以上。 由此表明，含水量 １３．９２％ ～ １４．３８％
是益智种子超低温保存的最适含水量范围，直接

冷冻法是益智种子超低温保存的最适冷冻方式。
２．２ 超低温冷冻时间对种子发芽率的影响

从理论上来讲，植物的种子一旦成功冷冻到

－１９６ ℃，种子在液氮中的保存期就可能无限延长

（Ｓａｋａｉ ｅｔ ａｌ，１９９０）。 图 １ 和表 ２ 显示，液氮分别冷

冻 ０ ｈ、１ ｄ、７ ｄ、３０ ｄ、６０ ｄ、９０ ｄ、１８０ ｄ、３６５ ｄ 后的

益智种子发芽率，随着超低温冷冻时间延长，呈先

下降后上升再下降最后趋于平稳态势。 冷冻 ７ ｄ
的益智种子发芽率较冷冻前急剧下降，冷冻 ７ ｄ 之

后种子发芽率呈缓慢上升趋势，冷冻 ９０ ｄ 后又开

始下降，１８０ ｄ 后发芽率趋于平稳。 益智种子发芽

率在超低温冷冻过程中虽有上升下降，但总体看

发芽率均在 ５０％以上。
２．３ 超低温保存对种子生理生化特性的影响

如图 ２ 和表 ２ 所示，随着超低温保存时间的延

长，益智种子 α⁃淀粉酶活性呈下降、上升又下降、
上升趋势，最后与冷冻前无差异；益智种子丙二醛

含量呈先上升后下降最后趋于平稳状态， 这表明超
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表 １　 不同冷冻方式益智种子发芽率的比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ａ． ｏｘｙｐｈｙｌｌａ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

含水量
Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

（％）

种子发芽率 Ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ （％）

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

缓慢冷冻组
Ｓｌｏｗ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｇｒｏｕｐ

直接冷冻组
Ｄｉｒｅｃｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｇｒｏｕｐ

玻璃化冷冻组
Ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｇｒｏｕｐ

１８．６４ ８５±１．０３ａ１ ２１．６７±０．３１ｄ３ ３６．１１±０．３２ｅ２ １７．３３±０．２２ｅ４

１６．３９ ８１．３３±０．４２ｂ１ ３３．３３±０．２１ｃ４ ４７．７８±０．２６ｄ２ ３７．６７±０．３１ｂ３

１４．３８ ７６．７６±０．３３ｃ１ ４３．４４±０．２７ａ４ ６３．３３±０．３６ａ２ ４６．６７±０．２５ａ３

１３．９２ ６３．５±０．４０ｄ１ ３４．３３±０．２８ｂ３ ５２．５±０．５５ｂ２ ３１．３３±０．３２ｃ４

１２．２９ ６２．２９±０．２８ｅ１ ２０±１．０８ｅ３ ４３．３３±０．３７ｃ２ １５．５６±０．２１ｆ４

１１．５５ ５４．４４±０．３７ｆ１ １１．１１±０．１４ｆ３ ３０±０．２９ｇ２ １０±０．６１ｇ４

１０．３６ ５０．３４±０．１５ｇ１ １０±０．２９ｇ４ ３１．１１±０．３１ｆ２ ２２．２２±０．４６ｄ３

　 注： 同一列不同小写字母表示不同含水量同一处理下种子发芽率差异极显著（Ｐｒ＞Ｆ＜０．０００ １）； 同一行不同数字表示同一含水量不
同处理下种子发芽率差异极显著（Ｐｒ＞Ｆ＜０．０００ １）。
　 Ｎｏｔｅｓ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｏｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ （Ｐｒ＞Ｆ＜０．０００ １）； Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ （Ｐｒ＞Ｆ＜０．０００ １）．

注： 误差线表示 １．９６ 倍的标准差。 下同。
Ｎｏｔｅ： Ｅｒｒｏｒ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ １．９６ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｔｈｅ

ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 超低温冷冻时间对益智种子发芽率的影响
Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｎ

ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ Ａ． ｏｘｙｐｈｙｌｌａ

低温保存对益智种子可溶性糖和 ＭＤＡ 含量影响

不大。 益智种子 ＳＯＤ 活性随超低温保存时间的延

长而显著上升，这表明在液氮冷冻刺激下，种子清

除自由基的能力增强了，从而抵制活性氧水平的

升高，对抗氧自由基对种子活力造成的损伤。 随

着超低温保存时间的延长，益智种子 ＰＯＤ 活性呈

先下降后趋于平稳态势，这说明超低温冷冻使种

子受损，其种子活性氧水平升高，从而使其抗氧化

能力减弱，活性下降；９０ ｄ 后趋于平稳，有可能是

经过液氮冷冻 ９０ ｄ，种子内部过氧化物酶活性到

了临界点。 种子脱氢酶活性随着超低温冷冻时间

的延长而显著下降，液氮冷冻使得种子催化氧化

还原的酶活性降低了。

３　 讨论与结论

超低温保存技术就是将植物种质在液氮温度

下冷冻，使细胞保持在完全不活动的状态。 从理

论上讲，若能建立良好的超低温保存体系，使植物

种质经液氮冷冻后仍有多数细胞能复活，那么植

物种质就可无限期地在液氮中贮藏 （程志英，
２００６）。 植物种子含水量和超低温冷冻方式是影

响种子超低温保存体系建立的关键因素。 种子含

水量无论是过高还是过低，都会给种子带来严重

伤害（曾琳等，２０１４ａ）。 种子只有在适宜的含水量

范围内，采用合适的冷冻方式才能有效进行超低

温保存，高良姜种子超低温冷冻适宜含水量范围

为 １２．７８％ ～１３．５８％， 最适冷冻方式为玻璃化冷冻
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图 ２　 液氮冷冻时间对益智种子生化指标的影响
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ ｏｆ Ａ． ｏｘｙｐｈｙｌｌａ ｓｅｅｄｓ

表 ２　 超低温保存对益智种子生理生化指标的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ Ａ． ｏｘｙｐｈｙｌｌａ ｓｅｅｄｓ

时间
Ｔｉｍｅ
（ｄ）

发芽率
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

（％）

α⁃淀粉酶活性
α⁃ａｍｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

（Ｕ·ｇ ⁃１）

超氧化物歧化酶活性
ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ
（Ｕ·ｇ ⁃１）

过氧化物酶活性
ＰＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ
（Ｕ·ｇ ⁃１）

丙二醛含量
ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ
（μｍｏｌ·ｇ ⁃１）

脱氢酶活性
Ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ

（μｇ·ｍＬ ⁃１）

０ ９３．７５±０．２１ａ １．８８±０ｂ ４８５．４６±１．６３ｇ ２３８．７±５．３９ａ ２．８６±０．０７ｃ １４１．１９±１．９８ａ

１ ７６．７６±０．３３ｂ １．８４±０．１１ｂ ８４３．６３±１６．２７ｆ ２３５．４１±０．４７ａ ３．１１±０．０３ｂ １３６±０．０４ｂ

７ ５１．１１±０．２９ｅ １．５７±０．０１ｄ １２９３．０３±１０．６８ｅ ２２２．９８±２．０３ｂ ２．９１±０．０５ｃ １０５．３４±７．５１ｃ

３０ ５２．５±０．１３ｅ １．９５±０．１２ａ １８６６．０５±４１．３ｄ ２１９．４７±０．６５ｂ ３．３７±０．０４ａ １０１．３７±１０．３２ｃ

６０ ６５±０．１１ｃ １．４２±０．０３ｅ ２１５２．８１±１０４．５１ｃ ２０２．５７±３．１０ｃ ３．０８±０．０３ｂ ６８．８３±１．５５ｄ

９０ ６２．５±０．５９ｄ １．２８±０．０２ｆ ２１７９．０４±９８．１３ｃ １８８．０７±２．５１ｄ ２．８９±０．０３ｃ ５８．１２±１．３８ｅ

１８０ ５０±０．３４ｆ １．７１±０．０４ｃ ２３１３．１６±１１４．３２ｂ １８７．８１±２．０６ｄ ２．７９±０．０５ｄ ７２．６８±１．８１ｄ

３６５ ５２±０．４ｅ １．８５±０．０４ｂ ２５０８．４７±６７．２３ａ １８７．４４±１．００ｄ ２．７６±０．０６ｄ ４９．２６±２．００ｆ

　 注： 同一列不同小写字母表示不同冷冻时间同一生化指标差异极显著（Ｐｒ＞Ｆ＜０．０００ １）。
　 Ｎｏｔｅ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｈｉｇｈｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｓｅｅｄｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｒｅｅｚｉｎｇ （Ｐｒ＞Ｆ＜０．０００ １） ．

法（曾琳等，２０１４ｂ）；白木香种子超低温冷冻适宜适

含水量为 ７．３５％，冷冻方式为直接冷冻法（刘军民

等，２００７）；降香黄檀种子超低温冷冻适宜含水量范

围为 １０．５４％ ～ １２．３５％，冷冻方式为玻璃化冷冻法

（曾琳等，２０１４ａ）。 本研究结果，益智种子超低温保

存体系为含水量 １３．９２％～１４．３８％，直接冷冻法。
液氮主要是对种子发芽率和生理生化指标有

影响。 淀粉酶是种子萌发初期物质能量代谢快速

启动的基本保证，是种子顺利萌发的重要生理基

础，而 α⁃淀粉酶是淀粉酶重要的水解酶（赵玉锦和

王台，２００１）。 本研究结果显示，随着液氮冷冻时

间的延长，益智种子发芽率稍有下降，但均在 ５０％
以上，且超低温冷冻对益智种子 α⁃淀粉酶活性影

响不大。
ＳＯＤ、ＰＯＤ 和脱氢酶是植物种子重要的保护

酶，为植物细胞提供高效而专一的活性氧清除体

系（钱红格，２００９），其活性与植物种子的超低温耐

性密不可分（宋红等，２０１６）。 ＳＯＤ 是种子细胞自

由基清除系统中专一清除的抗氧化酶，跟种子抗

低温能力相关。 王更亮（２０１１）在花烛胚性悬浮细

３３５４ 期 曾琳等： 超低温冷冻对益智种子生理生化特性的影响



胞超低温保存实验中发现，液氮冷冻后的花烛

ＳＯＤ 活性提高了，这与本实验结果是一致的，说明

液氮冷冻增强了种子清除自由基的能力，有助于

抵制活性氧水平的升高，从而降低超低温对种子

活力的损伤。 ＰＯＤ 可为种子萌发过程中清除细胞

内脂质过氧化产生的毒害，宋红等（２０１６）等在对

玉蝉花种子进行液氮冷冻实验时发现，液氮冷冻

后的玉蝉花种子 ＰＯＤ 活性降低了，而 程 志 英

（２００６）和王更亮（２０１１）分别对菊花茎尖和花烛

胚性细胞进行超低温冷冻时发现，液氮冷冻使菊

花茎尖和花烛胚性细胞的 ＰＯＤ 活性提高了。 本实

验益智种子 ＰＯＤ 活性随着液氮冷冻时间的延长而

有所下降，说明在液氮冷冻刺激下，种子抗氧化能

力减弱了。 脱氢酶的活性与种子生命活动强弱有

着重要相关性（史锋厚等，２００５），益智种子发芽率

随着液氮冷冻时间的延长而有所下降，而种子脱

氢酶活性随着超低温冷冻时间的延长显著下降，
说明脱氢酶活性与种子发芽率呈正相关。

丙二醛是膜质过氧化物产物之一，会抑制细

胞保护酶的活性，降低抗氧化物的含量（钱红格，
２００９；唐祖君和宋明，１９９９）。 刘晓东等（２０１３）在

对大苞鞘石斛原球茎进行液氮冷冻处理时发现，
液氮超低温处理使得大苞鞘石斛原球茎 ＭＤＡ 的

含量升高了。 而益智种子经液氮冷冻后， ＭＤＡ 含

量先是呈上升趋势，表明超低温冷冻过程中细胞

膜质过氧化作物不断加重；但冻存 ９０ ｄ 后益智种

子 ＭＤＡ 含量开始下降，直至趋于稳定，说明随着

冻存时间的延长，益智种子细胞活动已逐渐停止，
达到生态稳定状态。

超低温保存方法成功与否，通常是以液氮处

理种子一段时间后是否还有一定活力来判定的

（唐安军和龙春林，２００７）。 本研究结果显示，液氮

冷冻时间对益智活力有一定的影响，但对种子的

有些性能具有一定的促进作用。 无论是发芽率，
还是生理生化指标，都不同程度表明液氮超低温

保存益智种子是可行的。
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