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摘要: 文章对竹柏 ( Podocarpus nagi) 种子的脱水耐性和贮藏特性进行了研究，结果表明: 竹柏种子成熟

时初始含水量约为 ( 35 ± 0. 7) %，种子对脱水敏感，其最低安全含水量约为 ( 16. 86 ± 0. 73) %，具有顽拗

性种子的典型特征; 湿藏和半干藏都可以作为短期保存竹柏种子的方法，且以 4 ℃ 保存优于 15 ℃ 保存，

但不管种子含水量如何，零下低温保存对竹柏种子都是致命的; 半干藏法保存实验中，未进行脱水处理的

种子 ( 对照) 在 4 ℃贮藏 6 个月，种子萌发率没有发生明显下降，但贮藏期延长到 9 个月时，临界含水量

的种子萌发力保存最高; 不管贮藏介质的含水量高低，也无论贮藏在 4 ℃还是 15 ℃，湿藏种子在 9 个月

的贮藏期内萌发率均没有明显的降低，但当贮藏到 12 个月时，15 ℃湿藏种子的萌发率显著高于 4 ℃贮藏

的种子，但 15 ℃湿藏的种子在贮藏到 3 个月时即发现种子在贮藏期间萌发，且随着贮藏介质含水量的升

高和贮藏期的延长，萌发的种子增多; 竹柏的离体胚经过 2 h 硅胶快速脱水至含水量 7%后再冷冻即可获

得 90%以上的融后存活率，且超低温保存 1 年的离体胚解冻后，与只保存 1 周的存活率没有明显差异，表

明超低温长期保存竹柏种子是可行的。本研究可以为进一步探究顽拗性种子的短期贮藏和长期保存提供理

论基础和基础资料。
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Abstract: This paper studied desiccation tolerance and optimal storage methods of Podocarpus nagi seeds and a-
chieved the following results: Podocarpus nagi seeds were desiccation sensitive and recalcitrant，with an initial mois-
ture content of ( 35 ± 0. 7) % and a critical moisture content of ( 16. 86 ± 0. 73) %; both moist storage and partially-
dried storage can be applied to short-term conservation of Podocarpus nagi seeds in practice，and storage at 4 ℃ pro-
duced better results than that at 15 ℃，but storage at sub-zero temperature was lethal no matter what seed moisture
content was; In the partially-dried seed storage experiment，the un-dried seeds ( the control) had no obvious viabili-
ty decrease during 6-months’storage duration at 4 ℃ but seeds at critical moisture content had higher viability than
those at other moisture contents after 9-months storage; no matter what media moisture content was used，and wheth-
er stored at 4 ℃ or 15 ℃，9-months’moist storage did not reduce Podocarpus nagi seed viability while seeds stored
at 15 ℃ had significantly higher viability than those at 4 ℃ when storage expanded to 12 months，but some of these
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seeds were found germinating during 15 ℃ storage at the third month，and more and more germinated seeds there
were as media moisture content and storage duration increasing; 2 h flash drying to moisture content 7% let more
than 90% excised embryos survive freezing-thaw treatment and one-year’s cryo-storage made no difference to their
post thaw survival，indicating that it is feasible to cryopreserve Podocarpus nagi． These findings can be referred to
short-and long-term conservation of recalcitrant seeds．
Key words: Ｒecalcitrant seeds; Podocarpus nagi; Desiccation tolerance; Moist storage; Partially-dried storage;

Cryopreservation; Germplasm conservation

竹柏 ( Podocarpus nagi) 是罗汉松科 ( Podo-
carpaceae) 罗汉松属 ( Podocarpus) 多年生常绿乔

木，为古老的裸子植物，起源于距今约 1 亿 5 500
万年 前 的 中 生 代 白 垩 纪，被 人 们 称 为 “活 化

石”。竹柏因叶脉平行似竹叶而得名，叶形奇异，

终年苍翠，高可达 20 m，树干修直，形态优美，

叶茂荫浓，抗病虫害能力强。竹柏原产于中国、
日本等地，喜温暖环境，不耐湿亦不耐旱，稍耐

寒，是优美的常绿观赏树木，常作为景观树和行

道树，既可以在公园、庭园、住宅小区、街道等

地段内成片种植，也可以与其它常绿落叶树种混

合栽种，广泛种植于热带、亚热带地区。
根据林业生产的经验，竹柏种子不耐贮藏，

需要随采随播 ( 曹人智，2001) ，推测竹柏种子

可能属于顽拗性种子 ( Farrant 等，1985; Lin 和

Huang，1994 ) 。顽拗性种子的概念最早 由 Ｒo-
berts ( 1973) 提出，是指一类贮藏寿命不随温度

与含水量降低而 按 种 子 生 命 力 方 程 ( Ｒoberts，
1972) 延长的种子，具有对低温和脱水敏感、不

耐贮藏的特点，常规种子库的脱水处理和低温、
干燥、密封保存不仅不能延长这类种子的寿命，

反而会加速种子的死亡 ( 文彬，2008) 。尽管如

此，我们对竹柏种子的贮藏特性仍缺乏了解，比

如，竹柏种子的脱水耐性如何? 最低安全含水量

是多少? 能否耐受低温? 林业生产上需要中短期

贮藏种子，常规方法贮藏的适宜条件是什么? 能

贮藏多久? 通常，对于生产顽拗性种子的植物，

超低温保存是种质资源长期离体贮藏的唯一途

径。竹柏种子能否超低温保存? 如何进行超低温

保存? 这些问题都亟待解决。
因此，我们开展竹柏种子贮藏特性的研究，

有助于我们了解竹柏种子的脱水耐性和低温耐

性，确定其贮藏行为特征，制定切实有效的中短

期保存方法，并探讨超低温保存方案，这对于林

业生产上因季节或运输的需要而进行中短期保存

种子，提高育苗的出苗率，以及长期保存种质资

源，具有重要意义。

1 材料和方法
1. 1 实验材料

实验所用的种子均于种子成熟季节采自云南省西双

版纳傣族自治州勐腊县勐仑镇中国科学院西双版纳热带

植物园内人工栽培的植株，采集时间为 2012 年 12 月。
种子采收后立即将肉质外种皮去除，装进聚乙烯袋并保

存于 15 ℃待用。从种子采收到用于布置实验，种子保存

时间不超过一周。
1. 2 实验方法

1. 2. 1 种子的脱水耐性实验 将去除了肉质外种皮的种

子分为 9 份，每份 108 粒，然后按一层种子一层活性硅

胶的方法将种子放入封闭容器中，快速脱水 0 h、6 h、
12 h、18 h、24 h、36 h、48 h、60 h、72 h，获得 9 个含

水量梯度的种子，每份随即取 8 粒种子测定含水量，其

余种子播种到 1%琼脂中进行活力评价。
1. 2. 2 种子半干藏实验 按 Pritchard 等 ( 1995) 的方法

设计实验，研究含水量、贮藏温度和贮藏期 3 个因素对

半干藏种子活力的影响。先把种子用活性硅胶快速脱水

0 h、6 h、12 h、18 h、24 h、36 h，获得 6 个含水量梯度

的种子，测定脱水处理后的含水量及活力，然后将余下

的种子按 110 粒为一份，用铝箔袋封装好，置于 15 ℃、
4 ℃、－20 ℃和－70 ℃贮藏，并分别在贮藏满 1 周、1 个

月、3 个月、6 个月、9 个月和 12 个月之时，从每个贮

藏温度下取出不同含水量的种子各一袋，待种子恢复到

室温之后播种到 1%琼脂上进行活力评价。
1. 2. 3 种子湿藏实验 参考 Wen ( 2009) 的方法，将 50 g
已经烘干并冷却的珍珠岩放入容积为 500 mL 的塑料瓶

中，再分别加 30 mL、45 mL、60 mL、75 mL、90 mL 蒸

馏水，配成含水量为 60%、90%、120%、150%、180%
的珍珠岩。然后每瓶中放入 108 粒竹柏种子，振荡摇匀，

加盖但不拧紧，分别贮藏于 15 ℃和 4 ℃的条件下，待贮

藏 1 周、1 个月、3 个月、6 个月、9 个月和 12 个月之

后，从每个贮藏温度取出不同含水量的种子各一瓶，其

中 8 粒种子用于检测含水量变化，100 粒种子播种到 1%
琼脂做活力检测。
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1. 2. 4 离体胚的脱水和超低温保存
离体胚的准备 新采收的种子先去掉外种皮，用自

来水冲洗干净，然后在超净工作台上用 75%的酒精灭菌

3 min，无 菌 的 去 离 子 水 清 洗 2 次，每 次 5 min。再 用

0. 1%的次氯酸钠灭菌 30 min，无菌的去离子水漂洗 5
次，每次 5 min。小心切开种子，分开胚乳获取完整胚，

将胚存放在无菌培养皿中的湿滤纸上待用。
离体胚的脱水和超低温保存 离体胚的脱水参照

Wen ( 2009) 的方法，在超净工作台内将胚摆放在用铝

箔片做成的直径 2 cm 的小碟中，然后将小碟放到盛满活

性硅胶的密闭容器中，在室温条件 ( 25 ～ 28 ℃ ) 下脱水

不同的时间。
第一个超低温保存实验是研究含水量对超低温保存

结果的影响。将离体胚脱水 0 ～ 12 h，得到 10 个含水量

梯度，每个梯度 80 粒胚，其中 40 粒用于超低温保存，

40 粒作为对照。用于超低温保存的胚，每 10 粒装入一

冷冻管，快速投入到液氮中，1 周后取出并迅速投入到

40 ℃的温水中快速解冻 60 s，然后接种到培养基上。用

于对照的胚在经过脱水处理后直接进行胚培养。
第二个超低温保存实验是研究长期液氮贮藏对离体

胚活力的影响。用上述方法把离体胚处理到 3 个含水量

梯度 ( 脱水时间为 2、4、7 h) ，装进冷冻管，投入液氮

中保存，分别于超低温贮藏 1、3、6、9、12 个月后取出

不同含水量的胚各 40 粒进行活力评价。
1. 2. 5 含水量测定 使用 8 个重复，每个重复含单粒种

子或 10 粒胚，分别测定种子或胚的含水量。按国际种子

检验协会 ( ISTA，1985) 推荐的测量油料种子含水量的

方法，把样品置于鼓风烘箱中在 103 ± 2 ℃烘干 17 ± 1 h，

以样品烘干前后的重量变化计算含水量 ( %) 。
含水量( %) = ( 鲜重－干重) /鲜重×100%。

1. 2. 6 种子活力评价 每 20 粒种子播种到装有 1%琼

脂的 12 cm 的培养皿中为 1 个重复，每处理 5 个重复。
种子置于恒温萌发箱中，在 25 ± 1 ℃，每日 14 h 光照，

光强为 20 μmol·m－2·s－1 条件下萌发。每周检查一次种

子萌发情况，持续 6 个月。以胚根伸出种皮至少 5 mm
记录为萌发，以第一片真叶长成记录为成苗。不萌发种

子在实验结束时切开种子查看胚是否变软、腐烂。
成苗率( %) = 成苗的种子数 /供试种子数×100%。

1. 2. 7 离体胚活力评价 采用 Chin ( 1988) 改进的 MS
培养基，该培养基包含了 MS 培养基的基盐，每升添加

30 g 蔗糖，0. 1 mg NAA 和 0. 1 mg BAP，用 8 g 琼脂固化。
在 121 ℃高压灭菌锅灭菌 15 min 后分装到直径 5. 5 cm 的

一次性塑料培养皿中。每培养皿约 10 mL 培养基，接种

5 粒胚，置于 25 ± 1 ℃、相对湿度约 50%的培养房中培

养，每周观测一次，至少观测 6 个月。胚有明显生长记

录为存活。

存活率( %) = 成活的胚数 /供试胚数×100%。
1. 3 数据的统计分析

根据 5 个重复，每个重复含 20 粒种子的萌发实验结

果计算种子成苗率和存活率的均值和标准差，根据 8 个

重复，每个重复含 5 粒胚的胚培养实验结果计算离体胚

存活率的均值和标准差。成苗率和存活率在经过反正弦

转换之后做方差分析，并在 a = 0. 05 水平上做处理间的

多重比较。

2 结果
2. 1 竹柏种子的脱水耐性

将新采收的竹柏种子用活性硅胶快速脱水 0 h、
6 h、12 h、18 h、24 h、36 h、48 h、60 h、72 h，

其含水量由 ( 35. 78 ± 0. 67 ) % 下降到 ( 6. 26 ±
0. 48) %，成 苗 率 由 ( 98. 33 ± 1. 05 ) % 下 降 到

( 6. 25 ± 1. 95) %，存活率由 ( 98. 33 ± 1. 05) %下

降到 ( 11. 25 ± 1. 95) %。明显地，在脱水处理 24 h
的地方存在一个拐点，含水量在 ( 16. 86 ± 0. 73) %
及以上的种子其成苗率和存活率并没有明显变

化，而含水量下降到 ( 13. 42 ± 0. 69) %以后，成

苗率和存活率显著下降，且随着含水量的每一次

降低成苗率和存活率都有明显的下降，当含水量

为 ( 6. 26 ± 0. 48) %时成苗率仅为 ( 6. 25 ± 1. 95) %。
说明竹柏种子对脱水处理敏感，其最低安全含水

量在 ( 16. 86 ± 0. 73) %附近 ( 图 1) 。
2. 2 竹柏种子的半干藏

将竹柏种子用硅胶快速脱水 0、6、12、18、

图 1 脱水处理对竹柏种子含水量、成苗率

和存活率的影响

Fig. 1 Emergence and survival of Podocarpus nagi seeds and

their moisture contents after desiccation treatment
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24 和 36 h 后密封在铝箔袋中分别贮藏在－70 ℃、
－18 ℃、4 ℃和 15 ℃ 条件下。在 12 个月的贮藏

期内，发现种子的含水量、贮藏温度和贮藏时间

均对种子的生命力有显著的影响 ( 表 1) ，且三

者间的独立与交互作用都极显著 ( 表 2) 。
零下低温贮藏对竹柏种子来说是致命的，在

－18 ℃或－70 ℃条件下，即使只是贮藏 1 周，也

没有种子能够存活下来 ( 数据未列出) 。在 4 ℃
和 15 ℃条件下贮藏的竹柏种子，萌发率均随贮

藏时间的延长而下降，但由于含水量和贮藏温度

不同，萌发率下降的速度也不一样。在 15 ℃ 贮

藏的种子，以未脱水的种子 ( 对照) 萌发率保存

最好，含水量越低，萌发率下降越快; 贮藏 3 个

月后，初始含水量的种子保存有近四成的发芽

率，其余处理仅临界含水量的种子有 15%的萌

发率; 6 个月后，贮藏于 15 ℃ 的种子无一萌发。
贮藏在 4 ℃ 的竹柏种子，萌发率保存明显优于

15 ℃贮藏的种子，但亦以临界含水量以下的种

子萌发率下降最快; 在不超过 3 个月的贮藏期

内，除低于临界含水量的种子外，其余含水量的

种子萌发率降低不多，且含水量越高，萌发率变

化越小; 贮藏到 6 个月时，初始含水量的种子萌

发率仍高达 98%，临界含水量的种子有六成以上

可以萌发成苗; 贮藏期延长到 9 个月时，临界含

水量的种子萌发率最高，仍有一半以上的种子萌

发; 到 12 个月时，4 ℃ 贮藏的种子亦基本全部

死亡。
因此，竹柏种子可以在零上低温以半干藏

的方式贮藏，且 4 ℃ 贮藏明显优于 15 ℃ 贮藏，

在 4 ℃条件下，贮藏 6 个月的种子以初始含水量

的种子萌发率最高，而贮藏 9 个月的种子以临界

含水量的种子萌发率最高。
2. 3 竹柏种子的湿藏

本实验研究了在 12 个月的贮藏期内，15 ℃
和 4 ℃两个贮藏温度及珍珠岩贮藏介质的含水量

对种子活力的影响。方差分析表明，在 9 个月的

贮藏期内，贮藏温度和贮藏介质的含水量对竹柏

种子的活力没有显著影响 ( 贮藏时间: F = 3. 421，

P = 0. 066; 贮 藏 介 质 含 水 量: F = 0. 558，P =
0. 693) ; 不论珍珠岩含水量的高低，也不管是

在 15 ℃还是在 4 ℃ 贮藏，只要贮藏期不超过 9
个月，种 子的成苗率均在 90%以上。但贮藏到
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表 2 半干藏过程中贮藏时间、贮藏温度和含水量对种子生命力影响的方差分析

Table 2 ANOVA analysis of storage time，storage temperature and moisture content on

seed viability for partically-dried storage ( P＜0. 05)

Source* SS df MS F Sig．

Ti 348 849. 932 6 58 141. 655 739. 051 0. 000
Te 44 377. 142 1 44 377. 142 564. 087 0. 000
MC 30 031. 889 5 6 006. 378 76. 348 0. 000

Ti* Te 62 045. 833 6 10 340. 972 131. 446 0. 000
Ti* MC 12 930. 354 30 431. 012 5. 479 0. 000
Te* MC 6 855. 938 5 1 371. 188 17. 429 0. 000

Ti* Te* MC 13 222. 815 30 440. 760 5. 603 0. 000

* Ti: Storage Time; Te: Storage Temperature: MC: Moisture content

12 个月时，4 ℃贮藏种子的萌发率明显低于 15 ℃
贮藏的种子 ( 贮藏时间: F = 9. 648，P＜0. 001;

贮藏温度: F= 20. 348，P＜0. 001) ( 表 3) 。
虽然，竹柏种子在 15 ℃ 条件下贮藏活力较

高，但贮藏 3 个月后取出时，发现部分种子已经

开始萌发，萌发率从 5%至 25%，珍珠岩含水量

越高，贮藏时间越长，萌发的种子就越多，贮藏

到 12 个月时，在含水量 180%珍珠岩中贮藏的种

子 85%已经成苗 ( 表 4) 。而 4 ℃ 贮藏条件下，

无论珍珠岩含水量的高低，贮藏 12 个月仍然没

有发现有种子在贮藏期间萌发。
所以，若贮藏期不超过 9 个月，湿藏竹柏种

子的萌发率不会发生明显的改变，且在 4 ℃贮藏

可以避免发生贮藏期间种子萌发的情况; 若在

15 ℃贮藏，降低珍珠岩的含水量也可以减少贮

藏期间种子萌发情况的发生。
2. 4 离体胚的脱水和超低温保存

第一个实验是研究胚的含水量与胚存活的关

系。根据实验结果判断，离体胚对脱水处理表现

出很高的耐性，即便是在活性硅胶中处理 12 h
脱水到 ( 3. 04 ± 0. 20) %，胚的存活率也没有发

生明显的变化 ( 图 2) 。因此，竹柏种子的离体

胚具有比整粒种子高得多的脱水耐性。
竹柏胚的初始含水量高达 56%，直接投入

液氮中基本都被冻死，即使少数幸存也只是部分

细胞存活。冷冻前进行脱水处理就可以很好的解

决冷冻伤害这一问题。用硅胶脱水 1 h 再投入液

氮，即可以让 80% 的胚存活，尽管无一成苗，

但都长出了明显的愈伤组织; 冷冻前脱水 2 h 到

含水量 7%，胚的存活率可以提高到 90%。离体

胚的快速脱水是超低温保存成功的关键，胚的含

水量从 10%到 5%，每次降低都可以进一步提高

解冻后离体胚的存活率，脱水 3 h 是最佳的处理

时间，冻融处理后胚的存活率达到 100%。脱水

时间超过 3 h，解冻后胚的存活率又有所下降，

但仍高于 90% ( 图 2) 。

表 3 湿藏过程中竹柏种子的生命力变化

Table 3 Seed viability under moist storage

贮藏温度
Temperature

/℃

珍珠岩
含水量

Medium MC/%

种子成苗率 Seed viability /%

0. 25 month 1 month 3 month 6 month 9 month 12 month

60 97. 00 ± 1. 22 98. 00 ± 1. 22 99. 00 ± 1. 00 81. 43 ± 8. 40 99. 00 ± 1. 00 98 ± 2. 00
90 99. 00 ± 1. 00 93. 00 ± 3. 74 99. 00 ± 1. 00 94. 00 ± 2. 92 99. 00 ± 1. 00 76 ± 10. 30

15 120 99. 05 ± 0. 95 100. 00 95. 00 ± 3. 87 92. 00 ± 4. 90 99. 00 ± 1. 00 100. 00
150 97 ± 3. 00 96. 36 ± 3. 64 91. 00 ± 4. 85 100. 00 97. 00 ± 2. 00 98 ± 2. 00
180 98 ± 1. 22 97. 00 ± 1. 22 93. 00 ± 5. 83 96. 67 ± 3. 33 99. 00 ± 1. 00 100. 00

60 98. 00 ± 1. 22 97. 00 ± 3. 00 94. 00 ± 2. 92 91. 10 ± 1. 86 99. 00 ± 1. 00 83 ± 8. 46
90 97. 00 ± 1. 22 99. 00 ± 1. 00 93. 00 ± 4. 64 96. 00 ± 1. 87 99. 00 ± 1. 00 69 ± 9. 54

4 120 92. 27 ± 2. 85 98. 00 ± 1. 22 93. 52 ± 2. 89 96. 00 ± 2. 92 91. 00 ± 4. 85 59 ± 12. 79
150 99. 00 ± 1. 00 99. 00 ± 1. 00 95. 89 ± 1. 89 96. 00 ± 1. 87 97. 00 ± 3. 00 65 ± 13. 60
180 93. 00 ± 3. 39 98. 00 ± 1. 22 99. 00 ± 1. 00 93. 00 ± 1. 22 91. 00 ± 5. 57 76 ± 7. 81
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表 4 15 ℃下湿藏过程中竹柏种子的萌发

Table 4 Early germination of Podocarpus nagi seeds under moist storage at 15 ℃

珍珠岩含水量
Medium MC /%

种子成苗率 Seed viability /%

0. 25 month 1 month 3 month 6 month 9 month 12 month

60 0 0 5 4 17 19
90 0 0 19 25 43 46

120 0 0 11 41 50 61
150 0 0 24 61 46 81

180 0 0 25 74 63 85

图 2 脱水及超低温处理对竹柏胚存活率的影响

Fig. 2 Effects of desiccation and cryo-treatment on survival

of excised Podocarpus nagi embryos

第二个实验是研究长期液氮保存对竹柏离体

胚活力的影响。取含水量在 7%到 4%之间 3 个

梯度 ( 分别对应脱水 2 h、4 h 和 7 h) 的胚，投入

液氮中贮藏不同的时间，调查解冻后胚的存活

率变化。结果表明: 解冻后 90%的胚都长出了

愈伤组织，在液氮中保存 1 年的胚与只保存 1 周

的相比，存活率并没有发生显著的改变 ( 数据未

列出) ; 说明竹柏离体胚的超低温保存不受贮藏

期的影响，在液氮中长期保存竹柏种质资源是可

行的。

3 讨论
竹柏种子对脱水和低温处理都很敏感，不能

按常规方法在种子库中长期保存，即先在 15 ℃
和 15%相对湿度脱水到平衡含水量，然后贮藏

在－18 ℃及以下温度; 半干藏的种子活力保存不

超过一年，湿藏在 15 ℃的种子 3 个月即开始在

贮藏过程中萌发，湿藏在 4 ℃的种子一年后观察

到了明显的活力下降。落果时含水量高、对低温

和脱水敏感、不耐贮藏等这些都是顽拗性种子的

典型特点 ( Ｒoberts，1973) ，据此可以判定本研

究中所用的竹柏种子为顽拗性种子。
顽拗性种子的贮藏目前仍然是亟待解决的重

大科学问题。生产实践中因为种子成熟期与播种

期不一致或者因为种源地与种子播种地相距遥远

需要长途运输时，均需要中短期贮藏种子。竹柏

种子在秋天成熟并落果，虽然部分种子可以在树

上宿存至次年二月，但宿存的种子绝大部分已经

不能萌发 ( Wang 等，2004) 。因此，一般需要在

种子成熟后的十月至十二月份采集种子，但是播

种却在第二年春天的三四月份，生产上如何贮藏

竹柏种子就显得很重要。
林业生产上常用半干藏的方法贮藏顽拗性种

子，并有一些成功的实例，如橡胶种子用半干藏

法贮藏 13 个月后仍有约 20%的萌发率 ( Noor 和

Chin，1989) ，咖啡 ( Selmar 等，2008) ，南洋杉

( Tompsett，1984) 和龙脑香 ( Tompsett，1987) 用

此法贮藏也延长了寿命。该方法的关键点是确定

最适宜的种子含水量和贮藏温度。本研究中的竹

柏种子，其最低安全含水量在 16. 86%左右。除

了在－18 ℃和－70 ℃下贮藏的种子完全丧失生命

力而失去贮藏价值外，在 15 ℃和 4 ℃这两个温

度下贮藏的种子均可以中短期保持生命力，其活

力都随贮藏时间的增长而降低。未经脱水处理的

种子在 4 ℃贮藏半年，成苗率仍高达 98%，脱水

到 18%的种子，4 ℃贮藏 9 个月后，成苗率仍然

高达 56%。然而当贮藏温度为 15 ℃ 时，即使只

是贮藏 3 个月，竹柏种子的成苗率已经非常低，

贮藏 6 个月的种子已全部死亡。我们的实验表明，

半干藏可以作为顽拗性竹柏种子短期贮藏的一种

方法，4℃低温保存可以延长贮藏期，且根据竹柏
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种子的脱水耐性对种子进行适度的脱水处理，有

助于降低种子的代谢强度，延长其贮藏寿命。
生产上另一种常用的中短期贮藏顽拗性种子

的方法是湿藏。通常的做法是把种子跟珍珠岩、
蛭石、锯末、椰糠、木炭或湿沙等持水介质混合

在一起，保持种子含水量相对稳定，避免贮藏期

间的脱水伤害。同样需要把种子贮藏在尽可能低

但又不至于导致寒害发生的温度下，使种子的劣

变减缓到最小。可以参考 Pritchard 等 ( 1995) 贮

藏南洋杉种子的方法，通过计算种子萌发速率的

基础温度确定种子湿藏的适宜温度。据报道，早

在 1943 年 Marrero 等就证明用控制温度和湿度的

办法，可延长多种热带植物种子的寿命。而后，

龙脑香 ( 宋学之，1982 ) ，海南坡垒 ( Song 等，

1984) 等植物的种子也用湿藏的方法延长了种子

的贮藏期。我们将竹柏种子与不同含水量的珍珠

岩混合后，贮藏在 15 ℃ 和 4 ℃ 两个温度。结果

表明，在 15 ℃ 情况下，因种子生命活动旺盛，

容易在贮藏期间发芽而失去保存价值。将贮藏 3
个月的种子取出，发现已经有竹柏种子开始大量

萌发，之后相当于幼苗贮藏。但是，我们注意

到，降低贮藏介质的含水量，可以有效减少贮藏

过程中种子的萌发。而在 4 ℃情况下，即便贮藏

12 个月，也没有发现种子在贮藏过程中萌发。
因此，用湿藏的方法保存竹柏种子，必须调节介

质的含水量，并且控制贮藏温度。
半干藏虽然可以适当延长竹柏种子的寿命，

但是其保存时间仍然很短。湿藏虽然取得了比半

干藏好的效果，但是，此方法增加了保存材料的

重量和体积，并可能导致种子在贮藏期间萌发。
竹柏种子的湿藏和半干藏均以 4 ℃贮藏优于 15 ℃
贮藏，这可能跟该物种原产于亚热带地区、种子

具有一定的低温耐性有关; 热带起源的顽拗性种

子，如坡垒，其安全含水量在 33% ～ 38%，贮藏

温度在 15 ～ 20 ℃ 时合适，当含水量下降到 20%
时全部死亡 ( 陈青度等，1982) ; 红椎种实在安

全含水量 32%～37%，温度在 15～20 ℃时贮藏合

适，过高或过低的含水量或温度都不利其贮藏

( 宋学之等，1992) 。
因此，半干藏和湿藏两种方法，都只能作为

顽拗性竹柏种子的中短期贮藏手段，而 超 低 温

保 存 成 为 长 期 贮 藏 竹 柏 种 质 资 源 的 唯 一 选 择

( Engelmann，2000，2004; Berjak 和 Pammenter，
2001，2004，2014; Pammenter 和 Berjak，2014) 。
有几种温带顽拗性种子和亚正常性种子，在超

低温 保 存 10 年 后 仍 保 持 80% 以 上 的 存 活 率

( Pence，2004) 。本研究发现，竹柏离体胚的脱

水耐性明显高于整粒种子，且在脱水到含水量低

于 15%后就可以耐受超低温处理，超低温保存 1
年后其活力没有发生明显的变化。虽然在本实验

中可能是因为培养基或培养条件不理想，我们没

有能够把竹柏离体胚，包括液氮冻存和未经过冻

融处理的离体胚培养成苗，但我们的研究证实超

低温长期保存顽拗性竹柏种子是有希望的，这就

为顽拗性竹柏种子的长期保存指明了方向。

4 小结
竹柏种 子 的 最 低 安 全 含 水 量 为 ( 16. 86 ±

0. 73) %，贮藏过程中保持竹柏种子含水量不低

于最低安全含水量，湿藏和半干藏均可以达到中

短期保存种子的目的，湿藏的种子可以保持较高

的生命力但易于在贮藏期间萌发，而半干藏的种

子避免了贮藏期间萌发但种子活力降低迅速，这

两种方法均以 4 ℃贮藏效果优于 15 ℃。
离体胚脱水到 7%及以下就可以耐受超低温

冻融处理，而且离体胚在液氮中保存一年后存活

率没有发生变化。超低温保存是长期保存竹柏

种质资源的唯一方法，下一步需要优化竹柏离体

胚培养的条件，实现超低温保存后离体胚的恢

复成苗。
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