
第26卷第3期 
2OO6年 6月 

上 饶 师 范 学 院 学 报 J0URNAI．OF S}L̂NGRAO NORMAL COLLEGE ．26．No．3 

Jun．2OO6 

离 体 保 存 技 术在 植 物 种 质 资源 保存 中的应 用 

洪森荣，郭连金 

(上饶师范学院，江西 上饶 334001) 

摘 要：植物种质资源的保存研究对于生物多样性保护和新品种选育均具有十分重要的意义。文章介绍了利 

用组培技术和低温生物技术对不同植物组织器官进行组织培养保存、超低温保存的研究现状和应用前景，并提出 

了有待继续研究的相关问题。 
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种质资源是大自然留给人类的宝贵遗产，是物种进化、遗传学研究及植物育种的物质基础，是保障人类 

良好生存环境和衣食住行必不可少的财富，是关系到一个国家和民族竞争力的重要战略物质。因此，植物种 

质资源保存已成为全球性关注的热点课题⋯。 

种质资源的保存方式从大的方面分为两大类l2】：原地保存(in situ conservation or on—site maintenance)和 

异地保存(ex situ conservation or off—site maintenance)，这两种方法保存植物种质资源均需要大量的土地和人 

力资源，成本高，且易遭受各种自然灾害的侵袭l3l【4】l5l【引。所以寻找一种更好的保存方法迫在眉睫。自1975 

年Henshaw和Morel首次提出离体保存(conservsfion in vitro)植物种质的策略以来，该项技术受到植物界的高 

度重视。常用的离体保存方法有组织培养保存法(tissue culture conservation)和超低温保存法(cryopreserva— 

tion)。前者适合中短期保存，后者用于长期保存。 

1 组织培养保存法 

利用组织培养技术保存种质资源的理论基础是植物细胞具有全能性的学说。该技术只适合于试验材 

料、育种材料等的短期保存，一般采用正常生长的途径，也就是将带有腋芽的茎段接种在 MS半固体培养基 

上或液体培养基的滤纸上，然后放在 20一 ℃的条件下培养，并适时进行继代培养，一般6o一90 d繁殖一 

次。按组织培养技术保存种质的原理 ，可将该保存方法分为常温继代保存法(1oom temperature subculture con— 

servation)和缓慢生长保存法(slow growth conservation)LT]。 

1．1 常温继代保存法 

指在常温条件下，每隔一段时间，将植物细胞或组织进行新一轮的继代培养 ，以达到保存种质的目的lL8】。 

芋无根试管苗在MS+BA 8 mg·L +N&A 0．2 mg·L +8 g·L 琼脂的培养基中，可在常温下保存370 d，苗 

存活率达 92％ 。 

1．2 缓慢生长保存法 

缓慢生长保存，是指通过在培养基中加入化学物质或采用一些物理方法，限制或延缓培养物的生长，使 

组织或细胞的生长速率降至最小限度，但不死亡，从而达到延长继代培养时间的目的l1。。。限制细胞生长速 
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度的途径主要有：改变培养物最适生长温度；调整培养基养分水平；应用渗透性化合物或生长抑制剂；降低培 

养环境中氧含量等。 

1．2．1 降低培养温度 

降低培养温度是植物组织培养物缓慢生长保存最常用的方法。较低温度可以减缓植物的生长速度，在 
一 定温度范围内试管苗的存活率随保存温度的降低而提高，这种方法适合于保存中短期的种质材料。一般 

用 1—9~C低温保存外植体，但热带、亚热带植物在 10—25℃之下也能延缓外植体的生长。此法已在众多无 

性繁殖的园艺植物上应用，如葡萄、草莓、苹果和一些茄属植物等。张玉进等ü (1999)指出花魔芋 

(Amorphophallus Konjac K．Koch)的不定芽在附加 6一BA 1 mg·L +NAA 0．05—0．1 mg·L 的 MS—NN4 培 

养基上，在4~C黑暗条件下保存 180 d后，存活率仍为 100％；兰芹英等 (2004)在 12~C、18~C和24℃条件下 

对蒙自凤仙花茎尖进行离体保存，结果表明，蒙自凤仙花茎尖最适保存温度为12~C，保存 1 a(年)后存活率为 

100％；刘月学等[1 (2004)研究了低温条件下枇杷(Eriobotryajaponica l_ind1．)试管苗离体保存的效果，结果 

表明，在低温条件下，枇杷试管苗生长缓慢，保存时间较长，在 II~C和 15~C条件下，品种“解放钟”和“早钟6 

号”1 a后的死亡率分别为 20％、25％和 15％、20％。 

1．2．2 调整培养基养分水平 

植物生长发育状况依赖于外界养分的供给，如果养分供应不足，植物生长缓慢，植株矮小。通过调整培 

养基的养分水分，可有效限制细胞生长，使培养植物处于最小生长阶段，也称“饥饿法”。Zee和 Munekata【l4J 

(1992)在无菌水、完全 MS及 1／4 MS(即无机盐浓度只有完全 MS的25％，有机物含量与完全 MS等同)等几种 

培养基中保存菠萝试管苗(Ananas spp )，结果显示在无菌水中保存 1 a后，81％的植株仍保持活力_，且比保 

存在完全的MS培养基中的试管苗活力强，在 1／4 MS培养基中保持菠萝试管苗效果最好，存活率及再生率都 

达到 100％；铁皮石斛试管苗接种在 MS、1[2 MS和1／4 MS培养基上，在低温下保存80 d后发现，MS培养基上 

的植株生长势最旺，但根少而短，保存 1 a后，情况发生了变化，MS培养基保存效果最差，存活率只有 

41．67％，而1／4MS和 I[2MS培养基上的存活率分别为91．67％和100％Ll ；咖啡分生组织培养的小植株在无 

蔗糖的 l，2MS培养基上，可保存 2—2．5 au副。 

1．2．3 添加化学物质 

生长抑制物质是一类天然的或人工合成的外源激素，具有很强的抑制细胞生长的生理活性。试验表明， 

完善和调整培养基中的生长调节剂配比，特别是添加生长抑制物质，利用激素调控技术，不仅能延长培养物 

在试管中的保存时间，而且能提高试管苗素质和移植成活率。目前，常用的生长抑制物质种类有 CCC、 、 

PPl弼、$3307、ABA、TIBA、膦甘酸、甲基丁二酸等。在Ms+IBA 0．984／．anol·L-1培养基中添加0．216—28．8 tm~ol 
· L 浓度的PP ，可使甘薯品种“徐薯18”试管苗在常温下保存1 a以上，外源赤霉素能消除甘薯试管苗的多 

效唑处理后效应，0．289—0．434tm~ol·L-l浓度的赤霉素可使保存后的甘薯试管苗生长量恢复到正常水平[1 ； 

PlP弼与6一BA，NAA配合使用明显抑制水稻试管苗上部生长，促进根系发育，延长常温保存时间 副；但 PP 

对草莓试管苗保存成活率差异不十分明显【l9】。$3307能显著抑制葡萄试管苗茎叶的生长从而促进其根系的 

加粗，提高根冠比，使试管中扦插的葡萄茎段产生极度缩小的微型枝条，宜于在试管内进行中长期保存[∞1。 

在室温(10—30~C)条件下，含有0．1 ug·g ABA的Ms培养基可以有效地减少猕猴桃试管苗继代培养的次 

数，延长保存时间，随着ABA浓度的增加和保存时间的延长，猕猴桃试管苗丙二醛含量积累，超氧化物歧化 

酶活性下降 u；适宜含量的脱落酸也具有延缓葡萄试管苗的生长效果，可用于葡萄试管苗的常温保存，延长 

转接时间 1。 

在培养基中添加一些高渗化合物，如蔗糖、甘露醇、山梨醇等，也是一种常用的缓慢生长保存手段。对蒙 

自凤仙花茎尖的离体保存研究结果表明，添加 1％一5％甘露醇的Ms培养基对茎尖的生长有抑制作用，甘露 

醇最适浓度为3％，保存 1 a后存活率为 100％ ；附加不同浓度甘露醇的Ms培养基，具有增加百合离体种 

质存活率的作用，其中MS+2％甘露醇的处理效果最好，保存 1 a后的存活率高达 92．9％[圳；但权银等 笱 

(1996)发现用高浓度甘露醇取代蔗糖不利于柑桔种质的离体保存，培养物用蔗糖保存 1 a后的成活率为6o 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


上 饶 师 范 学 院 学报 2006(第26卷) 

～ 70％。而用2％甘露醇取代蔗糖的处理，其成活率仅为50％。 

在培养基中同时添加不同的化学物质，也可达到较好的保存效果。铁皮石斛试管苗在 l／2 MS+O．5 nag。 

L一-NAA+20 nag．L 蔗糖+O．5 g·L 活性炭+7 L 琼脂的培养基上，连续保存 l a，存活率达100％ ；马铃 

薯茎尖在含有脱落酸和甘露醇或山梨醇的培养基上保存 l a后，生长很健壮，转移到MS培养基上生长正常 。 

1．2．4 降低培养环境中氧含量 

降低培养环境中氧气浓度或培养基中氧分压，抑制外植体的细胞生理活动，减慢培养材料的生长速度， 

也可以达到种质保存的目的。最简单的方法是在保存材料上加盖一层如液态石油、石蜡等物质，从而使其氧 

气量降低 。Bridge和Staby (1981)首次采用降低培养物周围的氧含量来保存烟草、菊的小植株，保存42 

d后取出，其整个生长发育过程中没有发生表型变化；Dorion (1994)的研究表明，桃及桃×柠檬杂种茎尖在 

低氧(O．20％～0．25％)条件下保存 l～2 a，不仅全部成活，而且后期再生能力强，但是如果氧的含量降得过 

低，则其生长速度下降，并导致毒害。因此，有关低氧对离体保存的影响还有待研究。 

2 超低温保存法 

l9世纪末，诞生了一门新的科学——低温生物学(Cryobiology)。1949年发现了甘油可以防止冰冻对活 

细胞的伤害，对低温生物学有重要贡献，从而导致了在许多不同领域内广泛应用低温保护技术n训。超低温 

保存是指在一8O℃(干冰温度)到一196℃(液氮温度)甚至更低温度下保存生物材料，是目前植物种质资源长 

期稳定保存的最好方法，它是将低温生物学和微型繁殖(Micropropagation)相结合的一种新型的离体保存技术 

(或称细胞工程技术) J。自Nag和Street ̈ (1973)首次成功地超低温保存了胡萝卜的悬浮细胞以来，超低温 

保存技术日趋完善。到目前为止，利用超低温保存的植物材料涉及到细胞(悬浮细胞)、原生质体、愈伤组织、 

分生组织(茎尖)、芽、花粉、胚或体胚、种子等，大部分已成功地实现了植株再生【32】。 

2．1 种子的超低温保存 

种子蕴藏着极为丰富的遗传信息，它的长期保存是解决当前及今后品种退化问题、增强抗性的基础，同 

时还可防止由于单一保存无性系可能造成的基因特异性丧失。郑郁善等[33 (2002)研究了板栗种子的超低 

温保存，结果表明，超低温保存后板栗种子能保持较高的萌发率，其离体胚也能维持较高的脱氢酶和a一淀 

粉酶活性；刘燕等 (2OO1)对 l8个科47种花卉种子进行了超低温保存研究，认为花卉种子在自然含水量状 

态即可存于液氮(LN)中，超低温保存对一些花卉种子萌发表现出促进作用；通过控制芝麻种子的含水量和 

冷冻速率，Stanwood (1987)成功地保存了芝麻种子，超低温保存后存活率可达80％以上。 

2．2 芽及茎尖分生组织的超低温保存 

芽的超低温保存是保存无性繁殖植物种质的方便途径。章志宏等 (2000)对水稻单倍体不定芽的超 

低温保存进行了研究，发现经继代培养的不定芽超低温保存后的存活率为 2l％～29％，再生出苗率为 14％ 

～ 18％，而未经继代培养的不定芽超低温保存后的存活率仅为8％，且均不能再生成苗；大麦幼穗经添加0．5 

mol’L 蔗糖的2 d预培养，用玻璃化保护剂冰浴处理5 min后，直接投入液氮贮存，三个品种“81G1”、“戈贝 

纳”和“旭9”的存活率分别为 100％、82．5％和50％，存活的幼穗能形成愈伤并能再生植株 ；Yakuwa H和 

Oka S (1988)报道，桑树芽经液氮保存后，能够再生正常植株。 

茎尖分生组织作为种质超低温保存的材料，具有许多独特的优越性如茎尖分生组织在遗传上更稳定，具 

有更快的营养繁殖方式，能产生无病植株并且可经受突然的冷冻 】。因此，茎尖离体培养不仅逐渐发展成 

为农作物无性系的繁殖和脱毒的重要手段，而且是超低温保存植物种质的理想材料和可靠的途径，还可借此 

建立无病毒的种质库。王子成等 (2004)对印度酸橘(Citrus reticaulata)和飞龙枳(Poncirus tr；foZi口t口)杂 

交植株的茎尖进行了玻璃化法超低温保存，结果表明，柑橘体细胞杂种茎尖超低温保存后，可获得 92％的再 

生率；曾继吾等Ḧ (2~34)研究了番木瓜(Carica papaya L．)茎尖的玻璃化法超低温保存，发现 3～5 cm番木 

瓜茎尖超低温保存后，其成活率和再生率分别为53．7％和52．6％，再生植株生根后可移栽成活；赵艳华等 

(2001)对 “品丽珠”葡萄离体茎尖的包埋干燥法超低温保存进行了研究，发现葡萄侧芽茎尖，经蔗糖预培养3 
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d、干燥5 h，两步降温和直接在 MS培养基上培养，存活率可达40％；Fukai等 (1991)对石竹科的5个属38 

个种和栽培种进行了茎尖的液氮保存，冻后所有种的茎尖均能存活并发育为正常植株；Dereuddre等 

(1988)从离体培养的石竹植株上切取茎尖分生组织成功地进行了超低温保存，并且认为茎尖分生组织冻后 

发育的离体植株无病毒，生长容易控制，所以它们是种质保存的更佳来源。 

2．3 花粉的超低温保存 

超低温保存花粉可延长花粉寿命，解决花期不育和异地植物的杂交因难，减少病虫害传播。建立起花粉 

种质库，可以为国际间的种质交换提供便利。王家福等 (2OO4)采用花粉干冻法对枇杷花粉超低温保存进 

行了研究，结果表明，脱水至30％左右的含水量能够保证超低温保存后花粉的生活力，解冻温度及方式对超 

低温保存后花粉的生活力没有明显的影响；王玉萍等 (20o3)报道，冷冻前干燥处理 18 h的马铃薯花粉，超 

低温保存后其生活力优于干燥处理 12 h和24 h的花粉，超低温保存对花粉萌发表现出某些促进作用；玉米 

自交系“黄早四”和“郑 1142”的花粉在超低温(一196℃)保存 1～2 a后，冷冻花粉的过氧化物酶同工酶谱类 

型没有发生变化，冷冻保存的“郑 1142”花粉授粉后所产生的种子的过氧化物酶同工酶和可溶蛋白电泳图谱 

没有发生变化，并且其花粉母细胞减数分裂时染色体数目和结构均属正常，保持了原自交系的特征L47】。 

2．4 幼胚及胚状体的超低温保存 

幼胚诱导形成愈伤组织的分化能力很强，通过分离出顽拗型种子胚或其片段进行超低温保存，是解决其难 

以长期保存这一难题的有效途径，所以胚种质库在种质资源保存中起着非常重要的作用【鹄】。陈礼光等【棚 

( 0o1)对锥栗种子离体胚的超低温保存进行了研究，结果表明，锥栗种子离体胚含水量为20％时，其冻后脱氢酶 

活性最高；黄纯农等 (1992)研究了大麦幼胚的超低温保存，认为山梨醇预培养2 d可提高大麦幼胚的存活率， 

4 C预处理4 h对胚存活率的影响不大，但它使幼胚分化能力下降，冻后幼胚经过恢复培养，可长出绿苗。 

2．5 愈伤组织及悬浮培养细胞的超低温保存 

愈伤组织和悬浮培养细胞也可进行超低温保存。胡明珏等 副(2oo4)报道了拟南芥悬浮细胞系的玻璃 

化法超低温，指出冻后细胞能恢复生长，恢复生长的细胞能够保持植株再生能力；陈勇等 (2004)对瓯柑愈 

伤组织的玻璃化法超低温保存进行了研究，指出瓯柑愈伤组织在液氮中保存 24 h后，用TIE法检测，其存活 

率可达85．62％，冻后的愈伤组织转移到Ms+6一BA 0．5 IIlg·L 继代培养基上，存活率可达76．32％；Kuriya— 

Ilia A等 (199o)发现，薰衣草细胞冻后恢复生长时，其培养基成分需做适当改变，若培养基中加人活性炭则 

可大大提高其存活率；Chulafieh L．等 (1994)研究了山药 Dioscorea caucasica“psky和 Dioscorea balcaaica 

Kosarfin体细胞胚的离体培养，并且对其器官诱导出来的愈伤组织成功地进行了超低温保存。 

2．6 原生质体的超低温保存 

原生质体具有多种用途，特别是在开辟作物育种新途径方面有着广阔的应用前景。它是进行细胞杂交 

和基因工程的基础材料，也是进行植物生理学和植物病理学研究的良好的实验体系，对原生质体进行超低温 

保存的初步研究结果表明，这种保存不仅是必要的，而且冷冻原生质体优于冷冻细胞，由于原生质体没有细 

胞壁，排除了冷冻期间细胞中产生的张力，所以受伤害较少，存活率提高，同时能筛选出抗逆性强、生长处于 

优势的细胞系。但原生质体的超低温保存由于操作复杂、技术难度大，故成功的例子不多。王子成等 

(20o2)对柑橘原生质体的超低温保存进行了研究，发现玻璃化保护剂加入小牛血清蛋白对原生质体的超低 

温保存有利，不同品种的胚性愈伤组织原生质体超低温保存后的成活率不同，不同倍性的“伏令夏橙”原生质 

体超低温保存后的成活率也不同，其中二倍体成活率最高，其次为四倍体、六倍体成活率最低；马锋旺等 

(1998)研究发现，不同品种和不同供体材料的原生质体超低温保存的效果不同，“龙王帽”杏悬浮培养物分离 

的原生质体超低温保存后的成活率可达40％，保存后成活的原生质体分裂频率和植板率均有所提高。 

3 结语 

离体保存技术由于其具有省时、省地、省空间和无病虫害侵染等优点，目前正广泛用于生产实践的各个 

领域。我国从20世纪7O年代开始试管苗种质资源保存技术的研究，通过大量试验研究已解决了试管苗离 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


上 饶 师 范 学 院 学报 2006(第26卷) 

体保存的一系列技术条件。离体保存技术的应用可保存特殊基因型、无病毒材料，也可保持愈伤组织和细胞 

株(系)的特殊生化能力和其形态发生的潜能以及降低其代谢水平，延缓衰老等。此外，用于植物种质资源离 

体保存的设备简单，不需要大量的基本建设投资，这也是此项技术具有广阔应用前景的一大优点。 

植物种质的离体保存技术目前虽已取得一定进展，但因时间短，已有的结果应该是较初步的，许多问题 

尚需进一步探讨，例如，已有保存试验的存活率一般还较低，特别是目前保存的时间还较短，在长期(10年、 

2o年甚至更长时间)保存后，材料的生活力和存活率如何?能否再生植株?这些都还没有实践的先例。另 

外，离体保存技术在植物育种和生物多样性保护上的巨大潜力还有待于进一步研究开发。离体保存技术的 

进一步改进以及保存后植株遗传稳定性的研究都将是今后植物离体保存的研究重点。相信随着研究工作的 

不断拓展和深入以及技术设施的不断改进，离体保存技术将日臻成熟，有望在不久的将来得到广泛的应用。 
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Germplasm Resources Conservation 
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A ：The~ rvation research 0fplant germplasm res0urc鹤 has the extremely vital si朗击canoeforthe biolosy multiplicity 

tectian and selective breeding 0fthe new variety．The article introduoed recem advances 0f c0 a in vitro 0fplant geⅢIpl蛐  

res0uI懒  llg tissue culture technology and low temperature biological technology．The probhras and the perspective 0f this field 

were also discussed． 
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