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无菌马尾松种子超低温保存技术研究
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摘　 要: 该研究利用液氮将不同含水量的无菌马尾松种子(２７.４％、２４.６％、２２.７％、１６.８％、１５.８％、１０.７％、
７.５％、６.１％、４.８％、３.２％)进行超低温保存ꎮ 结果表明:(１)在 ３.２％ ~ ６.１％含水量范围内ꎬ经液氮冷冻保存

后的发芽率随着含水量升高而逐渐升高ꎬ在含水量 ６.１％时ꎬ发芽率达到最大值(９１.３３％)ꎻ当含水量大于

６.１％时ꎬ发芽率逐渐下降ꎬ尤其是当含水量大于 １５.８％时ꎬ发芽率迅速下降ꎻ在 ３.２％ ~ ７.５％含水量范围内冻

存后发芽率在 ８０％以上ꎮ (２)冷冻、化冻方式影响超低温保存效果ꎮ 种子无需低温预冷ꎬ直接投入液氮保

存(快速冷冻)效果最好ꎻ室温空气化冻(缓慢化冻)较 ４２ ℃水浴化冻发芽率高ꎬ且后者容易发生种皮炸裂

现象ꎮ (３)种皮对马尾松种子超低温保存过程起到保护作用ꎬ使其免受机械损伤ꎬ去掉外种皮的种子冻存后

发芽率显著下降ꎬ且容易出现形态不正常的幼苗ꎮ (４)超低温保存对马尾松种子萌发具有一定“刺激”作

用ꎬ在最适含水量 ６.１％时ꎬ经超低温保存后种子的发芽率显著大于对照种子ꎮ 总之ꎬ含水量、冷冻方法、化
冻方法、种皮结构显著影响超低温保存效果ꎬ马尾松种子超低温保存的最优方法是将种子含水量控制在

６.１％ꎬ直接投入液氮快速冷冻后室温空气缓慢化冻ꎬ冻后发芽率可在 ９０％以上ꎮ 马尾松种子超低温保存技

术体系的建立ꎬ为其种质资源的长期保存提供了技术支持ꎮ
关键词: 马尾松种子ꎬ 超低温保存ꎬ 干燥ꎬ 含水量ꎬ 安全含水量范围ꎬ 发芽率
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　 　 马尾松(Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ)为松科松属常绿高

大乔木ꎬ是我国分布最广的优质乡土针叶及南方

主要造林、绿化树种ꎬ广泛应用于用材、产脂、荒山

造林及制浆造纸ꎬ在森林资源建设及生态发展中

发挥着极其重要的作用(秦国峰和周志春ꎬ２０１２ꎻ
杨章旗ꎬ２０１２)ꎮ 广泛的地理分布和悠久的进化起

源赋予马尾松种质资源丰富的遗传多样性ꎬ由于

自然环境恶化及人为破坏等因素ꎬ所以其天然林

在演替过程中逐渐被常绿阔叶林和人工林替代ꎬ
加上单一人工林在应对病虫害及恶劣环境等自然

灾害方面存在的局限性ꎬ其种质资源多样性正受

到严重威胁(石娟等ꎬ２００５ꎻ邓伦秀和李茂ꎬ２００９)ꎮ
因此ꎬ开展对马尾松种质资源保存的研究就显得

尤为迫切和必要ꎮ 种子作为植物生命的载体ꎬ蕴
含着丰富的遗传信息ꎬ是遗传改良、品种创新和良

种生产的重要物质基础ꎮ 种子的离体保存能在有

限的空间最大限度地保存材料的遗传多样性ꎬ且
不受病虫害及天气等影响ꎬ具有成本低、效率高、
交流、运输方便等优点ꎬ是目前马尾松种质资源保

存最主要的方式之一ꎮ
秦国峰等(２０１７ａ)研究表明马尾松种子随着

保存期限的延长ꎬ其品质不断下降ꎬ常温开放保存

３ ~ ４ ａ 几乎全部丧失发芽力ꎬ在 ２ ~ ４ ℃ 低温密闭

保存可在 １０ ａ 以上ꎮ 虽然低温密闭条件延长了马

尾松种子的保存期限ꎬ但相比其漫长的生命周期

和从发芽到产生可用于繁殖下一代种子的时间间

隔仍显短暂ꎬ从保障种质资源安全的角度来看ꎬ延
长其保存期限具有重要意义ꎬ而超低温保存正是

目前为止实现种质资源长期保存的最佳途径ꎮ
种子的超低温保存是指将种子投入到液态氮

( －１９６ ℃)或气态氮( －１５０ ℃)条件下进行保存ꎮ
在此温度下ꎬ大多数植物的种子新陈代谢活动基

本停止ꎬ劣变最大限度降低ꎬ理论上可以保存成百

上千年(Ｗａｌｔｅｒｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻＢａｓｕꎬ ２００８)ꎬ是目前

一种集简便、实用、占地少、低成本于一体的长期

保存种质资源的方法(Ｗｉｌｄｅꎬ ２０１５)ꎮ 超低温保存

技术已成功应用于多种木本植物成熟种子或种胚

的保存ꎬ如樱桃(宋常美等ꎬ２０１９)、樟树(马健等ꎬ
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２０１９)、黑杨(Ｍａｒｃｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)、合欢和青杄(河
英虎等ꎬ２０１３)、高山栲 (卢玲等ꎬ２０１３)、红豆杉

(程利红等ꎬ２０１２)ꎮ 孙鸿有等 ( １９９４) 的研究认

为ꎬ马尾松种子最适保存温度是－１８ ~ －１５ ℃ꎮ 喻

方圆等(２００６ａ)研究认为ꎬ种子在－３０ ℃储藏初期

发芽率就开始大幅下降ꎮ 谭俊(２００９)研究认为ꎬ
从种子的安全贮藏来看ꎬ马尾松种子不适合在－２５
℃及以下的温度贮藏ꎮ 喻方圆等(２００６ｂ)利用差

式扫描量热仪证明ꎬ马尾松种子在－２４.８２６ ℃的温

度下结晶ꎬ细胞质中粗脂肪含量高ꎬ低聚糖与蔗糖

比值低ꎬ决定了其难形成玻璃化状态ꎬ并推测这是

马尾松种子不耐－３０ ℃以下储藏的主要原因ꎮ
杨学军(２００８)首次利用脱水干燥法将马尾松

种子进行了超低温保存ꎬ当含水量为 ４.３％时ꎬ获
得 ８０％的发芽率ꎬ但主要针对含水量和冷冻保护

剂对超低温保存效果的影响进行了研究ꎮ 本研究

在此基础上ꎬ以无菌种子为材料ꎬ系统研究了含水

量、冷冻方式、化冻方式及种皮的保护作用等对冻

存效果的影响ꎬ简化了马尾松种子超低温保存技

术体系ꎬ提高了保存效率ꎬ确定了最适含水量和安

全含水范围ꎬ并首次指出超低温保存对马尾松种

子具有一定“刺激”作用ꎬ进一步验证马尾松种子

超低温保存的可行性ꎮ 这对马尾松种子资源长期

保存提供了理论指导和技术支撑ꎬ为其他林木种

子的超低温保存研究提供参考ꎮ 本研究利用无菌

种子不仅消除了种子发霉对发芽率的干扰和影响ꎬ
而且还可直接获得无菌幼苗用于后续研究ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 种子质量特性的测定及含水梯度的建立

试验用马尾松种子于 ２０１７ 年 １１ 月采自广西

藤县ꎮ 试验用干燥箱:上海施都凯ꎬＢＡＯ￣１５０Ａꎻ超
净工作台:苏州净化 ＳＷ￣ＣＪ￣２Ｄꎻ光照培养箱:杭州

汇尔 ＧＺＨ￣０１５８ꎻ冷冻管:美国 Ｎｕｎｃꎻ硅胶:上海新

火ꎻＫＭｎＯ４:郑州中天实验仪器有限公司ꎻ升汞:贵
州省铜仁化工研究所ꎮ

参照«林木种子检验规程» (国家质量技术监

督局ꎬ２０００)要求测定千粒重、初始含水量和发芽

率等种子质量特性ꎮ

１.１.１ 发芽率的测定 　 将待测种子播种于含双层

滤纸的培养皿ꎬ定期喷水ꎬ保持滤纸湿润ꎮ 光照培

养箱 ２７ ℃ 黑暗培养 ５ ｄꎻ 第 ６ 天开始ꎬ光照强度

２ ０００ ｌｘꎬ光照时间 ８ ｈ􀅰ｄ￣１ꎮ 当根长等于种子长时

记为发芽ꎮ 发芽率 ＝ (发芽种子数 /种子总数) ×
１００％ꎮ ４ 个重复ꎬ每重复 １００ 粒ꎮ
１.１.２ 初始含水量(ω０)的测定 　 采用低温烘干法

(１０３ ℃烘干 １６ ｈ)测定ꎬω０ ＝ (鲜重－绝干重) /鲜
重×１００％ꎮ ３ 个重复ꎬ每重复 ５０ ｇꎮ
１.１.３ 含水梯度的获取 　 消毒后的种子采用浸种

和硅胶干燥的方式获取 ２７.４３％ ~ ３.２％的 １０ 个含

水量梯度的种子ꎬ密闭于双层铝箔袋中 ４ ℃ 保存

备用ꎮ 实际含水量 (ω１ ) 采用减重法计算ꎬω１ ＝
１００％－[最初重量×(１００％ －相对含水量)] /最后

重量ꎮ (消毒方式:流水冲洗 ２ ｈꎬ０.５％ ＫＭＮＯ４浸

泡 ０.５ ｈꎬ无菌水冲洗 ６ 次ꎬ０.１％升汞消毒 ５ ｍｉｎꎬ
无菌水冲洗 ６ 次ꎮ)
１.２ 种子的超低温保存试验

１.２.１ 不同含水量对冻存后发芽率的影响 　 先取

含水量分别为 ３. ２％、４. ８％、６. １％、７. ５％、１０. ７％、
１５.８％、１６.８％、２２.７％、２４.６％、２７.４％的马尾松种

子装于 １.８ ｍＬ 冷冻管中直接投入液氮保存 ２４ ｈ
后ꎬ室温自然化冻ꎬ随后将种子播于铺有三层无菌

滤纸的培养皿中ꎬ封口ꎬ置于光照培养箱进行发芽

试验ꎬ并测定冻存后发芽率ꎮ
１.２.２ 冷冻方式对冻存后发芽率的影响 　 取含水

量为 ３. ２％、４. ８％、６. １％、１０. ７％、１６. ８％、２２. ７％、
２７.４％的 ７ 个梯度的种子装于冷冻管中进行如下

操作:(１)快冻法:直接投入液氮ꎻ(２)缓冻法:经－
２０ ℃预冻 ３０ ｍｉｎ 投入液氮ꎻ(３)慢冻法:经－２０ ℃
低温预处理 ２４ ｈ 后投入液氮ꎮ 三种冷冻方式统一

在液氮保存 ２４ ｈ 后ꎬ室温自然化冻ꎬ统计发芽率ꎮ
１.２.３ 化冻方式对冻存后发芽率的影响 　 先将上

述 ７ 个含水量梯度的种子直接投入液氮ꎬ冻存后

的材料从液氮中取出ꎬ设置室温空气化冻、４２ ℃水

浴化冻两种化冻方式各 ５ ｍｉｎ 后ꎬ 再将种子播于

铺有三层无菌滤纸的培养皿ꎬ封口ꎬ置于光照培养

箱黑暗培养ꎬ记录冻存后发芽率ꎮ
１.２.４ 种皮对冻存后发芽率的影响 　 取含水量为

２７.４％、１０.７％、６.１％ 和 ３.２％的种子ꎬ剥去种皮ꎬ装
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于 １.８ ｍＬ 冷冻管ꎬ直接投入液氮保存 ２４ ｈꎬ室温空

气化冻后ꎬ测定发芽率ꎮ
１.２.５ 超低温保存对种子发芽率的影响 　 取含水

量为 ２７.４％、１０.７％、６.１％和 ３.２％的种子装于 １.８
ｍＬ 冷冻管中直接投入液氮保存 ２４ ｈꎬ室温空气化

冻后置于含三层湿润滤纸的培养皿测定冻存后发

芽率ꎻ对照不经液氮直接放入相同条件培养皿测

定发芽率ꎮ
１.３ 数据分析

试验设置 ３ 个重复ꎬ每个重复 １００ 粒种子ꎮ 采

用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｏｆｆｉｃｅ Ｅｘｃｅｌ(２０１６)软件对数据进行统

计分析和绘图ꎮ 试验结果为 ３ 个重复的平均值±
标准误ꎮ 数据差异的显著性采用 ＳＰＳＳ 方差分析

中的 Ｄｕｎｃａｎ 新复极差法进行估算ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 种子的质量特性及含水量梯度的建立

待测马尾松种子千粒重为 １１. ４８ ｇꎬ含水量为

９.５６％ꎬ发芽率为 ９０.２５％ꎮ 利用浸种和硅胶干燥的

方式获取含水量为 ２７.４％、 ２４.６％、２２.７％、１６.８％、
１５.８％、１０.７％、７.５％、６.１％、４.８％、３.２％等 １０ 个梯度

的种子ꎬ用以进行超低温保存等后续研究ꎮ
２.２ 不同含水量对超低温保存后种子发芽率的影响

１０ 个不同含水量梯度的马尾松种子冻存后发

芽率结果如图 １ 所示ꎮ 随着含水量的下降ꎬ冻存后

发芽率逐渐增高ꎬ直到含水量降为 ６.１％时ꎬ发芽率

达到最大值 ９１.３３％ꎬ当继续干燥ꎬ发芽率不再上升ꎬ
甚至有轻微的下降ꎬ６.１％为马尾松种子超低温保存

的最适含水量ꎮ 含水量为 ６.１％ ~ １５.８％时ꎬ发芽率

缓慢下降ꎻ当含水量大于 １５.８％时ꎬ发芽率急剧下

降ꎮ 含水量从 １５. ８％增加到 １６. ８％时ꎬ发芽率从

６９.３３％迅速下降到 ４５.６７％ꎮ 马尾松种子适宜超低

温保存的含水量范围很广ꎬ将冻后发芽率在 ８０％以

上的含水量范围 ３.２％ ~ ７.５％作为马尾松种子超低

温保存的安全含水量范围ꎮ
２.３ 不同冷冻方式对超低温保存后种子发芽率的影响

不同冷冻方式对超低温保存效果的影响如图

２ 所示ꎮ 不同含水量的种子利用缓冻和慢冻法进

行超低温保存后发芽率均不同程度地低于快冻法

不同小写字母表示在 ０.０５ 水平差异显著ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.

图 １　 含水量对超低温保存后马尾松种子发芽率的影响
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ

ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｍａｓｓｏｎ ｐｉｎｅ ｓｅｅｄｓ

不同小写字母表示同一含水量不同冷冻方式之间在 ０.０５
水平差异显著ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.

图 ２　 冷冻方式对超低温保存后
马尾松种子发芽率的影响

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｍａｓｓｏｎ ｐｉｎｅ ｓｅｅｄｓ

保存ꎬ结果表明将马尾松种子直接投入液氮保存

效果优于先在－２０ ℃预冻不同时间再投入液氮ꎮ
２.４ 不同化冻方式对马尾松种子超低温保存后发

芽率的影响

室温空气化冻和 ４２ ℃ 水浴化冻对马尾松种

子超低温保存效果的影响如图 ３ 所示ꎮ 图 ３ 结
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果显示ꎬ室温空气化冻效果优于 ４２ ℃ 水浴化冻ꎬ
含水量越小ꎬ两种化冻方式的差异越明显ꎬ采用

室温空气化冻后不需要回湿直接置于含湿润滤

纸的培养皿进行发芽试验ꎮ 另外ꎬ研究发现 ４２
℃水浴化冻会发生种子炸裂现象ꎬ致使种子受到

机械损伤ꎮ

∗∗和∗分别表示同一含水量不同处理之间在 ０.０１ 水平和

０.０５ 水平差异显著ꎮ 下同ꎮ
∗∗ ａｎｄ ∗ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０. ０１ ａｎｄ ０. ０５
ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ３　 化冻方式对超低温保存后马尾松种子发芽率的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈａｗｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｍａｓｓｏｎ ｐｉｎｅ ｓｅｅｄｓ

２.５ 外种皮对超低温保存效果的影响

外种皮对超低温保存效果的影响如图 ４ 所示ꎬ
在 ４ 个含水量梯度下ꎬ带外种皮的种子保存后发

芽率显著高于去掉外种皮的种子ꎬ但去掉外种皮

种子冻存后露白时间要早于带外种皮的种子 １ ~ ２
ｄꎬ可能是解除了种皮的机械限制作用的结果ꎮ

保留外种皮的种子胚根先突破胚乳和种皮长

出ꎬ接着下胚轴延伸ꎬ当下胚轴伸长到一定程度

后ꎬ子叶初现如图 ５: ＡꎬＢ 所示ꎬ去掉外种皮的种

子发芽情况如图 ５: Ｃ－Ｇ 所示ꎮ 其中:图 ５: ＣꎬＤ
所示为正常发育的种子ꎬ胚根先突破胚乳长出(图
５: Ｃ)ꎬ后下胚轴延长、子叶初现(图 ５: Ｄ)ꎻ图 ５:
Ｅ－Ｇ 为发育顺序或幼苗形态异常的情况ꎬ子叶和

下胚轴同时在种子两端生长(图 ５:Ｅ)ꎬ子叶和下

胚轴在胚根发育相反一侧先于胚根发育 (图 ５:
Ｆ)ꎬ子叶和下胚轴在种子中间突破胚乳发育延长

(图 ５: Ｇ)ꎮ 这种发育顺序异常或者说幼苗形态异

常现象的具体原因及机理机制有待于深入研究ꎮ

图 ４　 种皮对超低温保存后马尾松种子发芽率的影响
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｓｐｅｒｍ ｏｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｍａｓｓｏｎ ｐｉｎｅ ｓｅｅｄｓ

２.６ 超低温保存对种子发芽率的影响

含水量为 ３.２％、６.１％、１０.７％、２７. ４％的马尾

松种子经超低温保存前后发芽率如图 ６ 所示ꎬ当
含水量为 ６. １％ 时ꎬ经超低温保存后发芽率为

９１％ꎬ显著高于该含水量下不经超低温保存的马

尾松种子的发芽率 ８６％ꎬＰ ＝ ０.０４９(Ｐ<０.０５)ꎮ 这

表明在最适含水量 ６.１％时ꎬ超低温保存后对种子

的发芽表现出了适度的“刺激”作用ꎮ

３　 讨论与结论

据报道ꎬ林木种子离体保存资金投入约是其

树上原位保存的 １％(Ｌｉ ＆ Ｐｒｉｔｃｈａｒｄꎬ ２００９)ꎬ而作

为离体保存方法之一的超低温保存ꎬ能在较小的

空间较低的成本下极大地延长材料的保存时间

(Ｔｒａｊｋｏｖｉ ｃ' ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 借助超低温保存技术ꎬ
正常型林木种子的保存寿命有望延长到百年及以

上(Ｗａｎｇ ＆ Ｓｉｍｐｓｏｎꎬ ２００６)ꎮ 毫无疑问ꎬ超低温保

存是目前为止最经济有效的长期保存种子资源的

方法ꎮ 种子的超低温保存一般是将种子投入液氮

一定时间(几小时至几年)取出化冻后采用 ＴＴＣ 染

色法监测材料的生活力或直接监测发芽率判断该

方法的适用性ꎮ 马尾松种子在液氮保存 ２４ ｈ 后化

冻后发芽率为 ９１.３３％ꎬ本研究不仅为马尾松种子

的长期保存提供了高效可行的方法ꎬ 而且还为马
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图 ５　 带种皮种子(Ａꎬ Ｂ)和去掉种皮种子(Ｃ－Ｇ)超低温保存后的
发芽过程ꎬ Ｅ－Ｇ 为去掉种皮种子不正常的发芽过程ꎮ

Ｆｉｇ. ５　 Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｍａｓｓｏｎ ｐｉｎｅ ｓｅｅｄｓ ｗｉｔｈ ｅｐｉｓｐｅｒｍ (Ａ－Ｂ) ａｎｄ
ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｐｉｓｐｅｒｍ (Ｃ－Ｇ)ꎬ ａｎｄ ａｂｎｏｒｍａｌ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｅｐｉｓｐｅｒｍ (Ｅ－Ｇ)

图 ６　 超低温保存对马尾松种子发芽率的影响
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｍａｓｓｏｎ ｐｉｎｅ ｓｅｅｄｓ

尾松种质资源超低温库的建设提供了理论依据和

实践指导ꎬ并为其他林木种子超低温保存研究提

供了借鉴ꎮ
植物的超低温耐性与其脱水耐性、过冷却能

力和玻璃化能力密切相关(文彬ꎬ２０１１ꎻＰｏｐｏｖａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 根据脱水耐性及储藏能力种子被分

为正常型、中间型、顽拗型三种类型ꎮ 一般将能忍

受脱水至含水量为 ０.０５ ｇ􀅰ｇ￣１ＤＷ 并能在 ０ ℃ 以

下低温保存的称为正常型种子ꎬ林木正常型种子

成熟或脱落时含水量一般为 ２０％ ~ ５０％(Ｗａｎｇ ＆
Ｓｉｍｐｓｏｎꎬ ２００６)ꎮ 据此可明确马尾松种子为正常

型种子ꎮ 正常型种子因为耐脱水ꎬ可以在冷冻前

把自由水安全地移除ꎬ因此存在一个相对较宽的

安全含水量范围ꎮ 对于这类种子 ＦＡＯ / ＩＰＧＲＩ 推荐

的适合长期保存的含水量为 ４％ ~７％ꎬ本研究的结

果与此相近ꎮ 在 ３.２％ ~ ７.５％时ꎬ发芽率较高(在

８０％以上)ꎬ因此认为 ３.２％ ~ ７.５％为马尾松种子

的安全含水量范围ꎬ在这个范围内既可以避免高

含水量在零下低温时造成的胞内结冰损伤又可以

避免含水量过低引起的脱水损伤ꎮ 本研究中ꎬ当
含水量从 ６. １％升到 １５. ８％时ꎬ发芽率缓慢下降

(从 ９１.３３％降到 ６９.３３％)ꎬ含水量大于 １５.８％时ꎬ
发芽率急剧下降ꎬ但直到含水量升为 ２２.７％时ꎬ发
芽率仍高达 ３４％ꎮ 这与杨学军(２００８)的研究结果

有些不同ꎬ虽然他指出当含水量超过 １５.６％时ꎬ马
尾松种子超低温保存后发芽率急剧下降ꎬ但其结

果显示当含水率大于 ２１.６％时ꎬ发芽率仅为 ２％ꎮ
一般认为含水量是影响超低温保存效果的主要因

素之一ꎮ 史锋厚等(２００５)研究认为含水量对超低

温保存效果的影响不显著ꎬ其原因可能是试验油

松种子本身的含水量较低ꎬ已经在超低温贮藏的

０４９ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



适宜含水量范围之内ꎬ加上其实验设计的含水量

梯度不大ꎮ 本研究中ꎬ马尾松种子初始含水量为

９.５６％ꎬ并通过干燥和浸种扩大其含水量梯度为

３.２％ ~２７.４％ꎬ结果证明虽然马尾松种子超低温保

存安全含水量范围较广ꎬ但含水量仍然对影响超

低温保存效果有显著影响ꎮ
胞内结冰是影响超低温保存成功与否的关键

因素之一ꎮ 玻璃化状态的形成理论上可以避免细

胞内冰晶的形成(曾琳等ꎬ２０１４)ꎮ 细胞内含物如

可溶性糖、可溶性蛋白能提高植物的脱水耐性ꎬ降
低过冷却点ꎬ增强玻璃化能力(文彬ꎬ２０１１)ꎮ 如喻

方圆等(２００６ｂ)研究认为脂类对杉木种胚玻璃化

状态的形成十分重要ꎮ 顽拗性种子易受超低温伤

害的主要原因是细胞代谢旺盛ꎬ线粒体、内膜系统

丰富ꎬ液胞大而脂肪体ꎬ蛋白体和淀粉粒少(文彬ꎬ
２０１１)ꎮ 相反ꎬＶｅｒｔｕｃｃｉ(１９８９)研究认为富含油脂

的正常型种子易受超低温伤害:一方面是贮油体

与水分的相互作用会促进大冰晶的形成ꎬ导致电

解质的泄露ꎻ另一方面是这类种子在冻存过程中

容易因油体破裂导致生活力丧失ꎮ 马尾松种子富

含油脂ꎬ其粗脂肪、粗蛋白质和总糖含量分别为

４４.８％、４２. ５％、７. １％(秦国峰等ꎬ２０１７ｂ)ꎬ但未发

现油脂对其超低温保存的不利影响ꎬ相反ꎬ在最适

含水量 ６.１％时ꎬ经超低温保存后马尾松种子的发

芽率较对照有所上升ꎮ 这种超低温保存对种子发

芽的“刺激”作用ꎬ在人参(商丽煌等ꎬ２０１８)和一

些野生花卉也有报道(王荷和刘燕ꎬ２０１１)ꎮ 马尾

松种子内含物成分及含量与其耐受超低温保存的

关系ꎬ以及超低温保存对其发芽率的“刺激”作用

的机理机制有待于进一步研究ꎮ
超低温保存对材料的伤害是一个累积的过

程ꎬ冷冻阶段的结冰和化冻阶段的次生结冰都会

导致机械损伤ꎮ 因此ꎬ一般采取快速冷冻(曾琳

等ꎬ２０１８)、快速化冻(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)使材料迅

速通过冰晶生长的温度危险区ꎮ 有研究认为大块

材料的快速升温可能因为受热不均匀发生机械伤

害ꎮ 本研究在含水量高的情况下ꎬ发现从液氮取

出后ꎬ种子冻结成一整块儿ꎬ推测这可能是高含水

量种子发芽率低的原因之一ꎮ 本研究采用直接投

入液氮的快速冷冻和室温空气缓慢化冻的方法保

存效果最好ꎬ ４２ ℃ 水浴快速化冻发芽率较低ꎬ同
时观察到种子炸裂现象ꎮ 此现象在合欢、祁州漏

芦等种子(王荷和刘燕ꎬ２０１１ꎻ何英虎等ꎬ２０１３)的

研究中有报道ꎬ认为这种炸裂与种子含水量有关

系ꎬ随着含水量的降低ꎬ发生炸裂的种子比例增

加ꎮ 主要原因可能是种子承受不了冷冻和化冻过

程中的巨大物理压力而导致(何英虎等ꎬ２０１３)ꎮ
这种炸裂对种胚产生的机械损伤可能是其低发芽

率的原因之一ꎮ 种壳能极大地提高种子在冷冻和

化冻过程中所承受的物理压力ꎬ减缓温度变化对

种皮的直接伤害而对种子起到保护作用ꎬ如在红

水樱桃种子超低温保存研究中ꎬ无种壳种子污染

率高ꎬ发芽率低ꎬ 且苗畸形(宋常美等ꎬ２０１９)ꎮ 本

研究认为种皮或种壳在超低温保存中起到一定保

护作用ꎬ去掉种皮的种子冻存后发芽率有所下降ꎬ
且由于没有种皮的保护ꎬ胚根和子叶的发育受到

了影响ꎬ所以出现了形态不正常的幼苗ꎮ 本研究

通过降低化冻温度ꎬ缓和化冻时种子内部发生的

热量交换有效地缓解了种子炸裂的问题ꎮ
总之ꎬ超低温保存是目前为止种子资源长期

保存最有效的方法ꎮ 种子的超低温耐性与其脱水

耐性、过冷却能力和玻璃化能力密切相关ꎬ而这些

能力又受到种子特性(如大小、顽拗性程度、含水

量、种皮结构、内含物组分)以及冷冻、化冻方式、
冷冻保护剂作用、冻后的复水、回湿、吸涨吸水及

恢复培养等各种因素影响ꎮ 本研究证实了含水

量、冷冻方式、化冻方式及种皮的保护作用等对马

尾松种子冻存效果的影响ꎬ确定了最适含水量和

安全含水范围ꎬ初步建立了马尾松种子超低温保

存技术体系ꎬ获得了高发芽率的长期保存方法ꎬ但
其超低温保存保护和损伤的机理机制仍不明确ꎬ
需要进一步从生理生化和蛋白组学等方面开展

研究ꎮ
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