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超低温保存后玉兰花粉的氧化应激和细胞凋亡研究
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摘要: 为了揭示花粉超低温保存的生理机制, 本研究以玉兰花粉作为试验材料, 对花粉超低温保存前后与氧化应激和细胞

凋亡相关的指标进行测定。结果显示, 活性氧水平和丙二醛含量在花粉超低温保存前后没有显著变化, 而质膜相对透性在

超低温保存后显著提高, 说明脂质过氧化不是造成细胞膜通透性增强的直接原因。超低温保存后过氧化氢酶活性显著升

高, 而抗坏血酸含量显著下降, 说明超低温保存引起了玉兰花粉细胞内抗氧化防御系统的显著变化, 细胞通过氧化/抗氧化

系统的自我调节取得了新的平衡, 因而使活性氧的水平在保存前后维持了稳定, 并未诱导氧化应激的发生。对磷脂酰丝氨

酸的外化水平和DNA片段化程度的测定表明, 超低温保存并未引起细胞凋亡现象的发生。这可能是维持超低温保存后玉

兰花粉高生活力的根本原因。
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Abstract: In order to reveal the physiological mechanism of pollen cryopreservation, pollen of Magnolia denu-
data was chosen and the oxidative stress and apoptosis-related indicators were measured. The results showed 
that there was no significant difference on reactive oxygen species generation and malonic dialdehyde content, 
whereas significantly increase was observed on relative conductivity, which indicated that lipid peroxidation 
was not a direct cause for enhanced membrane permeability. Significant increase on catalase activity and obvi-
ous decrease on ascorbic acid content were discovered, which suggested that cryopreservation had caused a sig-
nificant change in antioxidant defense system of the magnolia pollen cell and a new balance had achieved via 
self-regulation of oxidant/antioxidants system, resulted in nonsignificant change on reactive oxygen species 
generation and no oxidative stress occurred. The results on phosphatidylserine externalization and DNA ladder 
measurements revel that apoptosis did not exist in magnolia pollen cryopreservation. These may be the reasons 
why high germination level of pollen was remained after cryopreservation.
Key words: pollen; cryopreservation; oxidative stress; apoptosis

超低温保存是指将生物材料保存在−80 ℃以

下的低温(通常为液氮−196 ℃)的生物技术(Baust 
2002)。由于具有“永久性”保存生物材料的特点, 
生物材料经历极端低温后又有正常存活的奇妙现

象, 更重要的是由于超低温保存技术在医学、畜

牧和动植物相关领域广泛应用后获得的鼓舞人心

的成功案例, 使其成为近30年来低温生物学的研

究热点之一。

近年来在人类和动物材料超低温保存中的研

究显示, 超低温保存过程中形成的活性氧引起的

氧化应激, 可能是除了胞内冰结晶、渗透压冲击

和冷冻保护剂的毒性之外造成生物材料超低温保

存损伤的另一个主要原因(Baumber 2003; Blesbois
等2005; Zribi等2010)。进一步的证据还表明超低
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温保存中出现的氧化应激不仅可以直接造成细胞

损伤, 还可能诱导了细胞凋亡(Liu等2008; Li等
2010)。

超低温保存是花粉长期保存的适宜方式, 并
且已经成功地应用于多种物种的花粉保存(宋尚伟

等2007; 张亚利等2007; Akond等2012)。作为少数

几种可以无需经过复杂的脱水和冷冻保护剂的参

与即可直接投入液氮, 成功实现超低温保存的单

细胞材料, 花粉无疑是超低温保存机制研究的理

想模板。

本文在课题组前期园林植物超低温保存花粉

库建立的基础上(Li等2011; Xu等2014), 选择玉兰

花粉作为研究对象, 对其展开细胞生理层面的研

究, 探讨超低温保存对玉兰花粉细胞氧化应激和

细胞凋亡的影响, 从而研究花粉超低温保存的相

关生理机制。

材料与方法

1  试验材料

花粉于2012年4月盛花期采自露地生长于北

京林业大学校园内的玉兰(Magnolia denudata 
Desr.)。
2  花粉的采集和处理

于晴朗上午的9:00~11:00, 将当天盛开的花朵

带回实验室。用镊子将花药轻轻地剥离花朵, 并
尽可能彼此分离地置于硫酸纸上。在(22±2) ℃、

湿度(20±5)%的环境下放置24 h, 直到花药开裂花

粉散出。将含有花药的花粉过筛 ,  并在解剖镜

(Leica, 德国)下用解剖针除去杂质。将纯净的花粉

充分混匀后, 按试验所需精确称量, 用铝箔纸分别

包裹, 其中新鲜样品直接用于各个指标测定, 其余

两个处理的样品装入冻存管中, 液氮保存2 d和1年
后取出, 经自来水冲洗5 min化冻, 然后用于各个指

标测定。

3  花粉生活力的测定

花粉的生活力测定使用悬滴萌发法进行(胡适

宜1993)。花粉培养液为5% (W/V)蔗糖+0.01% (W/
V)硼酸。25 ℃条件下培养4 h。花粉的萌发情况在

光学显微镜(Leica, 德国)下确定。花粉管伸长为花

粉粒直径的2倍或2倍以上界定为萌发的花粉。花

粉萌发率按以下公式计算: 花粉萌发率=视野中萌

发的花粉粒数/视野中总共的花粉粒数×100%。

4  花粉生理指标的测定

花粉活性氧的测定使用DCFH-DA (2',7'-二氯

荧光素二乙酸酯)作为荧光染料, 按照的LeBel等 
(1992)的方法, 在FACSCalibur流式细胞仪(Becton 
Dickinson, 美国)上进行。花粉细胞质膜相对透性

的测定参照《植物生理学实验指导》(陈建勋和王

晓峰2002), 在电导率仪(上海雷磁)上进行。花粉丙

二醛含量的测定按照《植物生理生化实验原理和

技术》(李合生2000), 在紫外分光光度计(Thermo, 
美国)上进行。花粉过氧化氢酶活性的测定按照

《植物生理生化实验原理和技术》(李合生2000), 
采用高锰酸钾滴定法进行。花粉抗坏血酸含量的

测定参照《植物生理学实验指导》(陈建勋和王晓

峰2002), 在紫外分光光度计(Thermo, 美国)上进

行。试验中所用各个试剂均按大体积配置, 并选

用同一生产商的同一批次药品进行, 以避免由药

品本身、试剂制备过程等带来的试验误差。

磷脂酰丝氨酸的外化检测使用南京碧云天公

司的Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒进行; 
DNA片段化检测使用南京碧云天公司的细胞凋

亡-DNA Ladder抽提试剂盒进行。

5  数据的处理与分析

数据使用Excel进行整理, 部分百分数数据

经反正弦转化后, 采用SPSS 18.0软件进行统计学

分析。

实验结果

1  超低温保存对花粉生活力和与氧化应激相关指

标的影响

花粉生活力和与氧化应激相关的指标测定结

果如表1所示。新鲜花粉和保存2 d的花粉生活力

比保存1年的略高, 但差异不显著。活性氧水平三

者差异也不显著, 并且花粉的活性氧水平随保存

时间略有下降趋势。尽管超低温保存2 d的花粉相

对电导率与新鲜花粉差异不显著, 但保存1年后电

导率显著上升(P<0.05), 从(42.3±0.6)%上升到了

(56.1±2.8)%, 说明保存1年后细胞内部分电解质发

生外渗, 细胞膜受到了一定程度的破坏。花粉在

超低温保存前后丙二醛含量没有显著变化, 说明

超低温保存并未造成花粉细胞质膜脂质过氧化程
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度的变化, 从而排除细胞膜破坏是由脂质过氧化

造成的可能性。对细胞内两种主要抗氧化剂的测

定结果表明, 花粉过氧化氢酶活性随着超低温保

存时间的延长有明显的升高趋势, 保存2 d和保存1
年的花粉与新鲜花粉差异显著(P<0.05); 而花粉抗

坏血酸含量随着超低温保存时间的延长有明显的

降低趋势, 其中保存1年的花粉与新鲜花粉差异显

著(P<0.05), 暗示超低温保存对花粉细胞内的抗氧

化系统存在显著影响。

2  超低温保存对花粉与细胞凋亡相关指标的影响

磷脂酰丝氨酸的外化和DNA片段化分别是细

胞凋亡早期和晚期的重要指标。如图1所示, 新鲜

花粉和保存2 d、保存1年的花粉差异不显著, 说明

超低温保存并未造成花粉细胞磷脂酰丝氨酸的外

化。从图2可得, 新鲜花粉和保存2 d、保存1年的

花粉均没有典型的DNA ladder产生, 且彼此间差异

不显著, 说明超低温保存并未造成花粉细胞DNA
链的断裂。

表1  超低温保存对花粉生活力和与氧化应激相关指标的影响 

Table 1  Effect of cryopreservation on pollen viability and indicators related to oxidative stress

       
处理 花粉萌发率/% 活性氧水平

 细胞质膜相 丙二醛含量/ 过氧化氢酶活性/ 抗坏血酸含量/
   对透性/% nmol·g-1 mg·g-1·min-1 μmol·g-1 

新鲜 50.6±4.4a 26.5±2.2a 42.3±0.6b 32.3±2.8a 33.8±0.3c 26.3±0.1a

液氮保存2 d  50.1±2.7a 25.4±2.7a 45.8±1.9b 30.2±2.6a 39.2±0.2b 24.6±1.0a

液氮保存1年 47.5±3.5a 22.5±0.8a 56.1±2.8a 32.3±2.2a 42.3±1.2a 20.6±0.1b

        表中数据表示为3个重复的平均值±标准误。经Duncan新复极差测验, 同一列中不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。

图1  超低温保存后花粉细胞磷脂酰丝氨酸的外化的流式细胞仪检测

Fig.1  Flow cytometry study of phosphatidylserine externalization in pollen after cryopreservation
a: 未染色花粉; b: 新鲜花粉; c: 保存2 d的花粉; d: 保存1年花粉。

讨　　论

1  超低温保存对花粉细胞质膜的影响

超低温保存会造成细胞膜的大范围破坏, 因
此往往将细胞膜的完整性作为成功的超低温保存

的最低标准(Tchir和Acker 2010)。本研究对细胞质

膜相对透性的测定结果表明, 超低温保存2 d 后, 花
粉的相对电导率尽管略有上升, 却未到达显著水

平, 而保存1年后花粉的相对电导率显著上升。这

与课题组前期在芍药多个品种花粉超低温保存不

同时间测定的细胞膜通透性变化趋势基本一致(尚
晓倩2005), 说明随着超低温保存时间的延长, 细胞

膜损伤的程度在逐渐加深。

在众多超低温保存造成细胞膜损伤的因素中, 
细胞内冰晶的形成被认为是其中的主要原因(Motta
等2010)。研究还表明, 任何显著数量的细胞内冰

的形成都是致命的(Pegg 2010)。本研究中, 无论是

在超低温保存的2 d后或是1年后, 花粉的萌发率与

新鲜花粉并不存在显著差异, 说明细胞膜通透性

的增强, 并未对细胞造成致死的伤害, 这也在一定

程度上排除了玉兰花粉细胞膜的损伤是由细胞内

冰晶的形成所造成的。

活性氧的过量产生所引起的脂质过氧化, 同
样也可以改变细胞膜的通透性和流动性, 造成细
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胞膜的损伤(Sicherle等2011)。丙二醛作为脂质过

氧化的产物, 其含量经常被用来作为判断超低温

保存细胞脂质过氧化程度的指标(Roca等2005; 
Uchendu 2009; 邵丽2011)。本研究对活性氧水平

和丙二醛含量的测定表明, 超低温保存对花粉细

胞的活性氧生成量和质膜的脂质过氧化水平并没

有产生显著影响, 这在一定程度上说明, 脂质过氧

化同样不是造成细胞膜通透性增强的直接原因。

研究表明, 除以上两大因素之外, 在冻融过程

中发生的质膜相变同样可能导致细胞膜渗透性的

增加和特定的磷脂、胆固醇或蛋白质的彼此分离, 
从而造成细胞膜的损伤(Stoll和Wolkers 2011)。但

本研究中玉兰花粉细胞超低温保存1年后细胞质

膜相对透性的显著增强是否是由质膜相变造成的

还有待进一步的研究证实。此外, 课题组在玉兰

花粉超低温保存的最新蛋白质组学研究的结果还

表明, 超低温保存过程中存在蛋白质尤其是酶类

的激活或抑制变化, 其中获得有效鉴定的催化细

胞内脂肪酸合成的烯酰(基) ACP还原酶在超低温

保存中就处于下调表达(徐瑾2014), 而脂肪酸合成

的缺乏可能会导致细胞膜因缺乏原料而无法修复

由超低温保存冻融过程所造成的损伤, 从而在生

理上表现为细胞膜通透性的增强。

2  超低温保存对花粉细胞氧化/抗氧化系统的影响

在众多的活性氧中, 过氧化氢被认为是毒性

最强的种类, 因为它可以自由穿越细胞膜, 抑制酶

的活性和细胞的功能, 从而降低抗氧化系统的防

御能力(Michael等2007)。过氧化氢酶和抗坏血酸-
谷胱甘肽循环在对过氧化氢的清除中发挥着重要

作用(Dat等2000)。本研究也主要测定了过氧化氢

酶的活性和抗坏血酸的含量, 结果表明, 花粉细胞

内的过氧化氢酶活性随着超低温保存时间的延长

有明显的升高趋势, 而花粉细胞的抗坏血酸含量

随着超低温保存时间的延长有明显的降低趋势, 
这看似相悖的两个结果可能与过氧化氢酶和抗坏

血酸清除过氧化氢的特性相关。研究表明, 抗坏

血酸几乎存在于所有的细胞区室内, 对过氧化氢

的亲和性高, 因此负责清除具体位置的少量过氧

化氢; 而过氧化氢酶只存在于过氧化物酶体中, 尽
管对过氧化氢的亲和力较低, 却具有很高的反应

速率, 在应激状态下大量的活性氧产生时, 负责清

除大量的过氧化氢(Dat等2000; Ahmad等2008)。因

此本研究认为抗坏血酸含量的减少正是由于其作

为底物与活性氧反应的结果, 而活性增强的过氧

化氢酶同样是为了更有效地催化过氧化氢的分解

反应 ,  从而平衡因超低温保存增加的活性氧含

量。这可能是超低温保存前后活性氧水平没有发

生显著变化的直接原因, 并且与玉兰花粉生活力

在超低温保存前后没有显著变化相关。

3  超低温保存对花粉细胞凋亡的影响

细胞凋亡是一个普遍发生的、受到严格监管

的生理性细胞死亡过程(Martin等2007)。近年来的

研究表明它可能是造成超低温保存后猪肝细胞

(Matsushita等2003)、牛精子(Martin等2004)和人类

半月板(Villalba等2012)等生物材料功能降低或丧

失的直接原因。本研究为了探讨玉兰花粉超低温

保存是否同样存在细胞凋亡, 选择了磷脂酰丝氨

酸的外化和DNA的片段化这两个指标来对比超低

温保存前后的花粉。其中磷脂酰丝氨酸是细胞膜

内层磷脂上的一种组成成分, 在早期凋亡的细胞

中会发生转位而暴露于细胞膜的外侧(Kadirvel等
2012)。DNA的片段化是细胞凋亡的最终结果之

一(Baust 2002)。本研究的结果表明, 玉兰花粉超

图2  超低温保存后花粉DNA片段化检测

Fig.2  DNA ladder test of apoptosis in 
pollen after cryopreservation

M: DNA 2000 marker; 2: 新鲜花粉; 3: 保存2 d的花粉; 4: 保存

1年花粉。



植物生理学报920

低温保存前后这两个指标均没有发生显著变化, 
说明玉兰花粉的超低温保存中并不存在细胞凋

亡。鉴于细胞凋亡往往是由活性氧诱导的, 如活

性氧可以作为上游信号触发p53基因的激活, 或者

作为p53的下游因子介导细胞凋亡(Liu等2008), 因
此本研究的结果表明正是由于细胞内的氧化/抗氧

化系统通过自我调节取得了新的平衡, 没有发生

氧化应激, 从而及时遏制了高水平活性氧的危害, 
避免了细胞凋亡现象的产生。这可能也是玉兰花

粉在超低温保存前后生活力没有受到显著影响的

直接原因。

综上所述, 超低温保存引起了玉兰花粉细胞内

抗氧化防御系统的显著变化, 细胞通过氧化/抗氧

化系统的自我调节取得了新的平衡, 因而并未引起

氧化应激和细胞凋亡等生理现象的发生, 从而有效

维持了超低温保存后玉兰花粉的高生活力。
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