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亚低温冷冻对蒙古栎和麻栎种子 
生活力及生理特性的影响

魏    俊 1,2，周永红 1，曲悦慈 1，杨小欢 1，艾万峰 1,2，王俊男 3，陆秀君 1,2

（1. 沈阳农业大学  林学院，辽宁  沈阳  110866；2. 辽宁省森林培育重点实验室，辽宁  沈阳  110866； 
3. 彰武县国有胜利林场，辽宁  阜新  123216）

摘    要：【目的】探究蒙古栎与麻栎种子低温耐受性差异及其潜在生理机制，为栎树种子有效贮藏提供理论参考。 
【方法】以新收获 1 周内的蒙古栎与麻栎种子为研究对象，模拟自然环境条件开展试验，将成熟种子依次置于

0、-2、-4、-5、-6、-8、-10、-12、-14 ℃的亚低温梯度环境中进行冻藏，每个温度梯度下的处理时长均为 7 d。
定期取样并检测种子发芽率，比较蒙古栎与麻栎种子低温耐受性差异，探究小分子糖、可溶性蛋白、淀粉等内含

物含量的变化。将种子置于 -3 ℃条件下贮藏 1 a 后，检测种子贮藏前后的生活力相关指标，探究亚低温贮藏策略。 
【结果】1）蒙古栎与麻栎种子低温耐受性差异显著。随着冻藏温度的降低，蒙古栎与麻栎种子生活力先保持平缓

而后快速下降，蒙古栎种子可耐受约-8 ℃低温，而麻栎种子最低耐受温度约为-5 ℃，随着贮藏温度的进一步降低，

种子生活力急剧下降。2）果糖、葡萄糖、蔗糖等小分子糖含量随贮藏温度的降低而积累，但棉子糖、水苏糖、

乳糖、半乳糖、木糖、核糖和鼠李糖未检出或痕量存在。3）蒙古栎与麻栎种子可溶性蛋白于 -2 ℃贮藏时含量

最高，淀粉含量随贮藏温度的降低而降低，丙二醛含量则随温度的降低而升高。4）蒙古栎与麻栎种子于 -3 ℃ 
冻藏 1 a 后，种子相对发芽率仍可达 93.6% 以上，保持较高生活力。【结论】蒙古栎种子低温耐受性强于麻栎种

子，可溶性蛋白、淀粉、蔗糖在低温耐受调控中发挥重要作用，棉子糖、水苏糖等非还原性糖的缺失可能是导

致蒙古栎与麻栎种子表现出顽拗型特征的主要原因之一。蒙古栎与麻栎种子在亚低温 -3 ℃保持高生活力，表明

顽拗型种子采用亚低温冻藏是可行的。

关键词：蒙古栎；麻栎；顽拗型种子；低温耐受性；亚低温贮藏；小分子糖
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Effect of subzero temperature on seed viability and physiological 
characteristics of Quercus mongolica and Quercus acutissima

WEI Jun1,2, ZHOU Yonghong1, QU Yueci1, YANG Xiaohuan1, AI Wanfeng1,2, WANG Junnan3, LU Xiujun1,2

(1. College of Forestry, Shenyang Agricultural University, Shenyang 110866, Liaoning, China;  
2. Key laboratory for Silviculture of Liaoning Province, Shenyang 110866, Liaoning, China;  

3. Shengli State Forest Farm, Zhangwu Country, Fuxin 123216, Liaoning, China)

Abstract:【Objective】To investigate the differential low-temperature tolerance and the the underlying physiological mechanisms 
between Q. mongolica and Q. acutissima seeds, and to provide theoretical insights for improving oak seed storage.【Method】Freshly 
harvested Q. mongolica and Q. acutissima seeds within one week were used as experimental materials. The experiment was conducted 
under simulated natural environmental conditions. After seed maturation, the seeds were stored sequentially at 0, -2, -4, -5, -6, -8, -10, -12,  
and -14 ℃ for cryopreservation, with each temperature gradient maintained for 7 days. Regular sampling was conducted to monitor 
germination percentage, comparing the seeds' low-temperature tolerance differences between the two oak species. Additionally, changes 
in the contents of small-molecule sugars, soluble proteins and starch were analyzed. The seeds were stored at -3 ℃ for one year, after 
which changes in seed viability indicators before and after storage were measured to investigate the subzero non-freezing storage 
strategy.【Result】The low-temperature tolerance of Q. mongolica and Q. acutissima seeds differed significantly. As the temperature 
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低温与脱水耐受是种子的重要性状，直接影

响种子生活力。为适应不同环境及气候类型，不

同植物种子在长期进化过程中形成各自特有的耐

受调控机制 [1]。正常型种子在发育成熟过程中经

历主动性脱水，可耐受低温胁迫并长期保持种子

生活力。相反，顽拗型种子在发育成熟过程中未

经过主动性脱水，低温条件下易丧失活力 [2]。为

减少因脱水或冷冻处理引起的生活力丧失，顽拗

型种子通常具有体积大、贮藏寿命短、萌发速度

快等特点 [3]，如何有效维持种子生活力关乎顽拗

型种子植物生存和农林业高效生产。

栎树大都为顽拗型种子植物 [4]。蒙古栎

Quercus mongolica、麻栎 Q. acutissima 等是我国珍

贵乡土栎属植物，抗逆性强，集“碳库”“水库”“粮

库”“钱库”于一身，具有重要的生态价值和经

济价值，开发利用前景广阔 [5]。然而，由于蒙古栎、

麻栎等顽拗型种子无法有效贮藏，结实又具有明

显大小年现象 [6]，且无性繁殖困难 [7]，其良种选育

落后，优质种质稀缺。因此，探究蒙古栎、麻栎

等栎树种子低温耐受机制，提高种子贮藏性，是

挖掘利用优质种质的重要基础。

有研究表明，超低温冻存是实现顽拗型种子

植物种质资源长期有效保存的主要方式之一 [8-9]。

然而，受限于冷冻保护剂对组织的高渗透胁迫和

化学伤害 [10]，加之不同物种繁琐的预处理和解冻

恢复程序 [8,11]，顽拗型种子超低温贮藏仍局限于实

验室研究，难以规模化应用于种子库。低温贮藏

（0 ～ 4 ℃）虽能大大降低贮藏成本和简化贮藏

程序，但因种子代谢活动未完全抑制，难以实现

种子长期有效贮存 [12]。相比之下，亚低温贮藏可

能是一种行之有效的方法。已有研究表明，许多

顽拗型种子对 0 ℃以下亚低温具有一定耐受性，

如夏栎 Q. robur 种子在 -1 ℃条件下可贮藏 3 a 之

久并保持较高生活力 [13]；槲栎 Q. aliena 和枹栎 

Q. serrata 种子在不低于 -8 ℃时生活力可得到较好

维持 [14]；川滇高山栎 Q. aquifolioides 种子在 -5 ℃
条件下具有较好的萌发抑制性和生活力贮藏性 [15]。

然而，受限于普通冰箱在 0 ℃以下亚低温范围的

控温精度，不同栎树种子低温耐受阈值和时长并

不清楚。此外，不同栎树种子间低温耐受性存在

显著差异，但其生理和遗传机制不清楚，这极大

限制了顽拗型种子的高效保存和优质种质的挖掘。

本研究以北方珍贵乡土栎属植物蒙古栎和麻

栎种子为研究对象，通过模拟自然越冬环境，采

用亚低温逐级降温方式，定期检测种子生活力变

化，探究蒙古栎和麻栎种子低温耐受阈值，揭示

亚低温冷冻对种子生理代谢的影响，从而为蒙古

栎、麻栎等种子亚低温贮藏和低温耐受调控提供

参考依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

蒙古栎与麻栎种子分别于 2023 年 10 月采自辽

宁省沈阳市东陵公园（41°49′36″N，123°35′52″E）
和大连旅顺（38°43′12″N，121°08′24″E）优良林分，

在林下采集成熟种子（壳斗茶褐色），挑选无虫眼、

饱满、大小色泽基本一致的种子作为后续试验材料。

1.2 研究方法

1.2.1 种子亚低温贮藏

种子采收后 1 周内使用 PE 自封袋密封，并冻

存于北京福意联医疗设备有限公司生产的直流压

缩机冰箱（FYL-YS-100LL）内，该冰箱温度可控

范围为-15～10 ℃，且控温精度经实测为±0.8 ℃， 
基本满足试验需求。为模拟种子自然越冬环境，

温度依次设置为 0、-2、-4、-5、-6、-8、-10、-12、 
-14 ℃。将种子置于各温度梯度下分别冻存 7 d，

decreased, seed viability initially remained stable but then declined rapidly. Q. mongolica seeds could tolerate temperatures as low as 
approximately -8℃, whereas Q. acutissima seeds had a minimum tolerance threshold of around -5℃. Beyond these thresholds, seed 
viability sharply decreased. The contents of small-molecular sugars such as fructose, glucose, and sucrose were induced to accumulate 
with decreasing temperatures. However, raffinose, stachyose, lactose, galactose, xylose, ribose, and rhamnose were nearly undetectable. 
Soluble protein in both Q. mongolica and Q. acutissima seeds peaked at -2℃, while starch gradually declined with lower temperatures. 
In contrast, malondialdehyde (MDA) levels increased as temperatures decreased. After one year of cryopreservation at -3℃, the seeds 
of both species maintained a high viability, with a relative germination rate still exceeding 93.6%.【Conclusion】The seeds of Q. 
mongolica exhibited stronger low-temperature tolerance than those of Q. acutissima. Soluble proteins, starch, and sucrose played crucial 
roles in regulating seeds' cold tolerance, while the absence of non-reducing sugars such as raffinose and stachyose may be one of the 
primary factors contributing to the recalcitrant nature of both oak species. Both Q. mongolica and Q. acutissima seeds maintained high 
viability when stored at -3℃, demonstrating the feasibility of subzero non-freezing storage for recalcitrant seeds. These findings provide 
important insights for developing effective storage protocols for Quercus species with recalcitrant seeds. 
Keywords: Quercus mongolica; Quercus acutissima; recalcitrant seed; cold-tolerance; subzero non-freezing storage; small-molecule sugars
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冻存结束后测定种子生活力和相关生理指标。

1.2.2 种子生活力及亚低温耐受检测

由于蒙古栎与麻栎种子休眠程度较低，其种

子生活力可直接通过种子发芽率反映。种子经不

同亚低温冻存（每 7 d 调减一次温度）后，随机取

出 25 ～ 30 粒蒙古栎与麻栎种子，于室温条件下

放置在含有湿沙（含水量约 60%）的培养皿中进

行萌发试验，光周期设置为 14 h 光照 /10 h 黑暗，

光强 5 000 lx，每个样本 3 次重复。种子萌发以胚

根突破种皮达种子总长 1/2 及以上为标准，每隔 
7 d 记录 1 次发芽粒数，直至种子不再萌发。萌发

期间适时补水，以种子不萌发或严重褐化作为生

活力丧失的判断依据。统计初始对照（新收获 1
周内的未冷冻种子）及不同低温冻存后的种子发

芽率，当种子发芽率降低至对照的 50% 时所在冻

存温度视为最低耐受阈值。

1.2.3 蒙古栎与麻栎种子亚低温长期贮藏

新收获蒙古栎与麻栎种子经 PE 自封袋密封后

贮藏于 -3 ℃（±0.8 ℃）冰箱中，冻存 1 a（2024
年 10 月）后测定种子发芽率，使用相对发芽率反

映种子生活力保存情况。相对发芽率为冻存后种

子发芽率与初始对照（新采收种子发芽率）的比值，

萌发试验参照种子生活力的测定方法进行。

1.2.4 种子生理指标的测定

种子含水量的测定使用低温恒质量烘干法

（105 ℃烘干过夜，直至种子质量不再下降），每

个样本随机选取 15 粒左右种子进行试验，每个试

验 3 次生物学重复。

生理指标的测定：随机选取约 30 粒种子，

经液氮处理后，使用家用粉碎机打磨成粉末，迅

速置于 -80 ℃冰箱中保存备用。种子可溶性糖和

淀粉含量的测定采用蒽酮比色法，可溶性蛋白含

量的测定采用考马斯亮蓝 G-250 染色法，丙二醛

（MDA）含量的测定采用硫代巴比妥酸法 [16]。各

样品测定设置 3 次重复。小分子糖（鼠李糖、核糖、

木糖、果糖、葡萄糖、半乳糖、蔗糖、乳糖、棉

子糖、水苏糖）含量的测定采用高效液相色谱法，

仪器使用 Agilent 1260 Infinity Ⅱ高效液相色谱仪。

小分子糖的测定委托中国南京汉广生物科技有限

公司进行。

1.2.5 数据处理

数据统计及图表绘制使用 Excel 2016 软件进

行，样本间显著性差异使用 Mann-Whitney U 检验。

2 结果与分析

2.1 不同亚低温对蒙古栎与麻栎种子生活力的 
影响

种子低温耐受性与含水量密切相关，经检测，

该批次蒙古栎和麻栎种子初始含水量分别为 41.8%
和 36.0%（图 1）。随着冻存温度的降低，蒙古栎

与麻栎种子生活力先保持平缓后快速下降（图 1）。

当冻存温度为 -4 ～ 0 ℃时，麻栎种子生活力保存

较好，经 -4 ℃冻存后种子发芽率不低于 88.0%，

但继续降低冻存温度后，其种子生活力快速下降。

麻栎种子在 -5 ℃冻存后其生活力降至 53.3%， 
-6 ℃时生活力完全丧失（图 1）。蒙古栎种子在不

低于-6 ℃冻存时其生活力保存较好，相较新收获的

种子（CK）未出现明显下降，随着温度的进一步

降低，种子生活力快速下降。蒙古栎种子经 -8 ℃ 
冻存 7 d 后发芽率降至 51.1%，-14 ℃时生活力完

全丧失。蒙古栎与麻栎种子低温耐受阈值分别约

为 -8 和 -5 ℃。

为验证蒙古栎与麻栎种子是否可以于 -4～ 0 ℃ 
亚低温有效贮藏，分别将两者新收获的种子长期贮

藏于 -3（±0.8）℃冰箱中，贮藏 12 个月后进行种

“*”, P ＜ 0.05; “**”, P ＜ 0.01.

图 1    种子初始含水量及不同亚低温对蒙古栎与麻栎种子生活力的影响
Fig. 1    Q. mongolica and Q. acutissima initial seed moisture content and the effect of different subzero temperatures on the 

                seed viability
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子萌发试验，测定种子发芽率。冻存后蒙古栎与麻

栎种子发芽率分别为 82.0% 和 93.1%，相比初始对

照发芽率（87.6% 和 99.5%），种子相对发芽率仍

可达 93.6% 以上，种子生活力保存良好（图 2）。

2.2 不同亚低温下蒙古栎与麻栎种子生理响应

可溶性糖、可溶性蛋白、淀粉等是植物生理

代谢中的重要物质，对植物生长发育和抗逆调控

有密切影响。随着冻存温度的降低，蒙古栎和麻

栎种子的可溶性糖含量保持相对稳定，当低于耐

受阈值后开始下降（图 3）。冻存温度为 -5 和 
-10 ℃时，麻栎和蒙古栎种子的可溶性糖含量最高，

分别为 12.1 和 15.3 mg/g，与对照相比，蒙古栎增

加了 2.5 mg/g，而麻栎增加不明显。当温度进一步

降低时，可溶性糖含量开始下降，种子生活力丧失。

蒙古栎与麻栎种子可溶性蛋白含量随冻存温度的降

低先升高后缓慢下降（图 3），且蒙古栎种子可溶

性蛋白含量要明显高于麻栎种子，两者于 -2 ℃冻

存后含量最高，分别达 3.26 mg/g 和 2.47 mg/g。淀

粉是种子主要储能物质，影响种子能量代谢。随着

冻存温度的降低，蒙古栎与麻栎种子淀粉含量逐渐

下降，且在不同冻存温度下，蒙古栎种子淀粉含量

显著高于麻栎种子。与淀粉含量相反，随着冻存温

度的逐渐降低，丙二醛含量在蒙古栎与麻栎种子中

逐渐上升，最高分别达4.38 mg/g和2.59 mg/g（图3）。

图 2    蒙古栎与麻栎种子经 -3 ℃冻存 12 个月前后生活力
             变化
Fig. 2    Pre- and post-cryopreservation seed viability of Q.  

               mongolica and Q. acutissima at -3 ℃ for 12 months

*, P ＜ 0.05; **, P ＜ 0.01.

图 3    不同低温条件下蒙古栎和麻栎种子的可溶性糖、淀粉、蛋白、丙二醛含量
Fig. 3    Soluble sugar, starch, protein, and MDA content in Q. mongolica and Q. acutissima seeds under different 

                         low temperatures
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2.3 蒙古栎与麻栎种子小分子糖含量及其对亚低

温的响应

小分子糖在植物抗逆调控中发挥重要作用。

在蒙古栎和麻栎新收获种子中，小分子糖主要以

还原性单糖果糖、葡萄糖，以及非还原性二糖蔗

糖为主，含量为 10.5 ～ 35.4 mg/g（图 4）。其

中，蔗糖含量最高，在蒙古栎和麻栎种子中分别

达 35.39 mg/g 和 30.94 mg/g；其次为果糖，分别

为 14.84 mg/g 和 16.63 mg/g。与蔗糖和果糖比较，

葡萄糖含量较低，在蒙古栎与麻栎种子中分别为

10.47 mg/g 和 10.98 mg/g。此外，棉子糖、水苏糖、

乳糖、半乳糖、木糖、核糖和鼠李糖等小分子糖

含量极低，呈现未检出或痕量存在特征（图 4）。

为进一步探究不同低温贮藏下小分子糖含量

的变化，对不同温度冻存后种子小分子糖含量进

行了检测，结果（图 5）表明，随着温度的降低，

果糖与葡萄糖含量除在贮藏温度 -2 ℃降至 -4 ℃
时下降外，其含量整体呈上升趋势。蒙古栎和麻

栎种子在降温冷冻过程中，葡萄糖含量无明显差

异，而果糖含量在 -5 ℃冻存后差异明显，其含量

分别为 14.23 mg/g 和 18.86 mg/g。在蒙古栎种子

中，蔗糖含量在冻存温度降至 -8 ℃前逐渐上升，

随着温度继续降低，其含量快速下降；而麻栎种

子则相反，蔗糖含量在 -4 ℃前逐渐下降，最低达 
18.53 mg/g，随着温度的进一步降低，其含量增加，

但仍低于蒙古栎。棉子糖、水苏糖、乳糖、半乳糖、

木糖、核糖和鼠李糖等小分子糖在不同亚低温冻

存下仍呈未检出信号。

*, P ＜ 0.05.

图 4    蒙古栎与麻栎新收获种子小分子糖含量
Fig. 4    Content of small-molecule sugars in newly harvested 
              seeds of Q. mongolica and Q. acutissima

*, P ＜ 0.05; **, P ＜ 0.01.

图 5    亚低温冷冻过程中蒙古栎与麻栎种子的果糖、葡萄糖、蔗糖含量
Fig. 5    Fructose, glucose, and sucrose content in Q. mongolica and Q. acutissima seeds during cryopreservation cooling

3 讨    论

3.1 蒙古栎和麻栎种子低温耐受性差异与其特异

环境适应性的相关性

顽拗型种子低温耐受性与种子含水量密切相

关，在安全含水量范围内，种子低温耐受性随含

水量的降低而升高 [5,17]。本研究中，尽管蒙古栎种

子初始含水量高于麻栎种子，但蒙古栎种子更耐

低温。蒙古栎种子经 -6 ℃冻存后，种子生活力与

对照相比仍保持在 86.3% 以上，当温度降至 -8 ℃ 
时，种子生活力也仅降低至 58.3%。相反，麻栎种

子经 -4 ℃冻存后，生活力开始快速下降，-6 ℃冻

存后完全丧失。蒙古栎与麻栎种子的低温耐受性存

在显著差异，这与二者长期适应不同气候分布区而

形成的遗传特性有关。蒙古栎主要分布于我国东北、

华北地区，最北可达俄罗斯远东地区，分布区气候

寒冷，而麻栎主要分布在我国辽东半岛、山东及以

南暖温带地区（https://www.plantplus.cn/cn），分布

区气候相对温和。然而，两者低温耐受性差异的生

理调控及遗传基础尚不明确。

3.2 小分子糖与种子低温耐受性的关系

小分子糖是植物适应逆境环境的重要调控物
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质 [18-19]。在正常型种子中，低温耐受性与非还原

性低聚糖、小分子抗氧化剂等密切相关 [20-21]。蔗糖、

棉子糖和水苏糖等非还原性低聚糖可取代水分子，

稳定细胞膜和蛋白酶等结构，是种子脱水干燥和

冷冻耐受性形成的最重要策略之一 [20]。与之相反，

还原性单糖与种子低温和脱水耐受性负相关 [20]。

在正常型种子成熟后期，己糖（葡萄糖、果糖及

其磷酸化衍生物）丰度逐渐减少，而非还原性低

聚糖积累 [22]。由于多种小分子糖的保护以及细胞

结构的物理及化学性质变化，正常型种子能够脱

水干燥并耐受极低温度。相反，本研究中，蒙古

栎和麻栎顽拗型种子以果糖、葡萄糖和蔗糖为主，

棉子糖、水苏糖等非还原性糖含量极低，这可能

是导致 2 种种子抗寒性存在显著差异的主要原因

之一。

3.3 淀粉与可溶性蛋白在种子低温耐受调控中的

作用

淀粉、可溶性蛋白等含量差异可能是造成蒙

古栎与麻栎种子低温耐受性存在差异的主要原因。

在亚低温梯度降温冷冻处理过程中，蒙古栎种

子的淀粉、可溶性蛋白含量高于麻栎种子。可溶

性蛋白在植物胁迫响应及自身代谢调控中均发挥

重要作用，如脱水素、LEA（Late embryogenesis 
abundant）等小分子亲水蛋白在渗透调节中扮

演着关键角色 [23]；逆境下，HSPs（Heat shock 
proteins）作为分子伴侣维持蛋白结构稳定 [24]。淀

粉和可溶性糖的平衡参与植物耐冷调控。植物低

温胁迫可诱导 β- 淀粉酶基因 SlBAM3 的表达，降

解淀粉并增加可溶性糖的积累，从而提高植物低

温耐受性 [25]。本研究中，蒙古栎和麻栎种子的淀

粉含量均随冻存温度的降低呈下降趋势，可溶性

蛋白含量在初始降温阶段略有升高，随后亦逐渐

降低，且两者在蒙古栎与麻栎种子中差异明显。

3.4 蒙古栎与麻栎种子低温耐受性差异的冷冻生

物学机理及其亚低温冻存的可行性

顽拗型种子成熟后含水量较高，休眠弱，贮

藏性较差。低温冷冻虽能有效抑制顽拗型种子萌

发，但低温环境易导致细胞内形成冰晶，进而造

成细胞死亡 [26-27]。适宜低温对有效保存顽拗型种

子十分重要。本研究中，在不低于 -4 ℃的亚低温

范围内，蒙古栎与麻栎种子生活力均能得到良好

保存，细胞未形成冰晶，这可能与细胞质浓度高、

冰点降低密切相关 [28]。综合考虑小分子糖、淀粉

以及可溶性蛋白含量等在蒙古栎与麻栎种子中的

差异，推测蒙古栎种子细胞质浓度高于麻栎，冰

点更低，但该观点需进一步试验验证。尽管蒙古

栎与麻栎种子低温耐受性差异明显，但在亚低温 
-3 ℃冻藏下均表现出较好的贮藏性，表明蒙古栎

与麻栎等顽拗型种子亚低温贮藏具有可行性。然

而，由于种子对贮藏温度的精确要求（既要尽可

能抑制种子代谢，又不能使种胚细胞产生冰晶），

且常规冷库和通用冰箱在亚低温范围内具有较大

的温度波动，顽拗型种子亚低温贮藏对于常规冷

库和通用冰箱仍不适用。

4 结    论

本研究针对北方珍贵乡土树种蒙古栎和麻栎，

探究了不同亚低温冷冻对种子生活力和生理特性

的影响。研究表明，蒙古栎种子相较麻栎种子更

具低温耐受性，蒙古栎种子低温耐受阈值约为 
-8 ℃，麻栎种子约为 -5 ℃，低于耐受阈值，种子

生活力快速下降。蒙古栎与麻栎种子在 -3 ℃条件

下表现出较好贮藏性，表明顽拗型种子亚低温贮

藏具有可行性。蔗糖、淀粉、可溶性蛋白等在种

子低温耐受调控中发挥重要作用，其中，淀粉含

量差异可能是蒙古栎与麻栎种子低温耐受性差异

的主要成因。
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