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　　摘要：以桃叶卫矛（ＥｕｏｎｙｍｕｓｂｕｎｇｅａｎｕｓＭａｘｉｍ．）为材料，选用茎尖作为外植体进行超低温保存，以期探索桃叶卫
矛种质资源保存的新途径。桃叶卫矛茎尖超低温保存中茎尖最适长度为２～３ｍｍ；在预培养阶段，预培养液中蔗糖最
适浓度为０．４ｍｏｌ／Ｌ，最佳预处理时间为２ｄ；在装载液处理阶段，最佳装载时间为１０ｍｉｎ；在ＰＶＳ２溶液处理阶段，最佳
处理时间为６０ｍｉｎ；在卸载液处理阶段，最佳处理时间为１０ｍｉｎ；当茎尖洗涤完毕后应将其接种于１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的
ＭＳ培养基上进行恢复培养，暗培养７ｄ后转入正常光照下进行培养，茎尖成活率可达７０％以上。
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　　桃叶卫矛（ＥｕｏｎｙｍｕｓｂｕｎｇｅａｎｕｓＭａｘｉｍ）不仅是华北地区
良好的园林绿化观赏树种，而且在工业、食品、医疗等方面也

具有一定的应用价值。为了能对桃叶卫矛的应用潜力有进一

步的开发利用，对其种质资源的保护势在必行。

常规的离体保存须要经常继代，耗费大量人力、物力，而

且易污染和变异。而玻璃化法超低温保存具有操作简单、效

果和重演性好等优点［１－２］，是目前较为理想的植物种质资源

长期稳定的保存方法。另外茎尖具有良好的分生能力，因此

目前已经广泛地将其应用于植物种质资源的离体保存，同时

玻璃化法是目前国内茎尖超低温保存采用的主要方法，在胚

状体、悬浮细胞、原生质体的超低温保存中也有所报道［３－５］。

尹明华等采用包埋玻璃化法对江西山药（Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｏｐｐｏｓｉｔａ
Ｔｈｕｎｂ．）茎尖进行超低温保存并对其遗传稳定性进行检
测［６］。张艳秋等对菊花（Ｄｅｎｄｒａｎｔｈｅｍａｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ）茎尖玻璃
化法超低温保存技术进行了研究［７］。韩丽对菊芋（Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ
ｔｕｂｅｒｏｓｕｓ）品种茎尖超低温保存进行了研究，最终建立了菊芋
茎尖超低温保存体系［８］。本试验以桃叶卫矛为研究材料，选

用茎尖作为外植体进行超低温保存，以期探索桃叶卫矛种质

资源保存的新途径。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验所采用的材料为桃叶卫矛的茎尖，采自东北林业

大学园林学院苗圃内３年生桃叶卫矛树。
１．２　试验方法
１．２．１　超低温保存方法　无菌条件下剥取长度分别为１～
２、２～３、３～５ｍｍ的无菌组培苗的茎尖，分别放入装有不同浓
度（０．１～０．５ｍｏｌ／Ｌ）的蔗糖中进行预培养。预培养环境条件

为２５℃暗培养，培养时间为０、１、２、３ｄ。茎尖经过预培养处
理后再用无菌牙签将茎尖挑入装有 Ｌｏａｄｉｎｇ溶液的冷冻管
中，室温下装载 ０、１０、２０、３０ｍｉｎ。然后转入在玻璃化溶液
ＰＶＳ２中，在０℃冰盒中处理０、２０、４０、６０ｍｉｎ后投入液氮中
保存。有文献显示，保存１ｄ和保存１０个月的樱桃（Ｃｅｒａｓｕｓ
ｐｓｅｕｄｏｃｅｒａｓｕｓ）在保存效果上没有明显区别［９］。而茎尖在液氮

中保存１ｈ以上后，其保存时间将不再影响保存效果，因此本
试验中选择保存１ｈ。
１．２．２　化冻、再培养　将装有茎尖的冷冻管从液氮中捞出后
迅速投入４０℃水浴锅中化冻７０ｓ，然后转入Ｕｐｌｏａｄｉｎｇ溶液中
处理０、１０、２０、３０ｍｉｎ，洗涤过程在无菌环境中进行。后接种在
不同的恢复培养基上进行培养，培养条件为先在２５℃人工气
候箱中暗培养７ｄ，然后转入组培苗培养室进行培养。根据不
同生长调节剂的配比将恢复培养基设置为：（１）ＭＳ；（２）ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；（３）ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ。
１．３　试验数据的处理与分析

正交试验采用Ｍｉｎｉｔａｂ进行设计，并利用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅ
Ｅｘｃｅｌ２００７和 ＳＰＳＳ２０．０对试验数据进行统计、分析以及
制图。

２　结果与分析

２．１　桃叶卫矛茎尖长度对超低温保存后茎尖成活率的影响
在桃叶卫矛茎尖剥离的过程中，通过体视显微镜可以观

察到桃叶卫矛茎尖部位是对称型，因此在剥离过程中可以依

据所剩幼叶的对数来确定茎尖长度。本次试验中共设置１～
２ｍｍ（不包含叶原基）、２～３ｍｍ（包含１对叶原基）、３～５ｍｍ
（包含２对叶原基）３个梯度。试验结果表明，桃叶卫矛茎尖
长度对超低温保存后茎尖成活率有显著影响。当茎尖长度为

２～３ｍｍ时，超低温保存后茎尖成活率可达８３．３３％，远大于
长度为１～２、３～５ｍｍ的茎尖（图 １）。当茎尖长度为 １～
２ｍｍ时，由于茎尖分生组织外面没有幼叶包被，使得分生组织
承受较大损害，最终失活；而当茎尖长度为３～５ｍｍ时，虽然茎
尖分生组织得到良好的保护，但是由于茎尖体积过大，导致在

玻璃化过程中茎尖分生组织部位脱水不彻底，进而使得在超低
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温保存过程中形成结晶破坏细胞结构，最终使得茎尖失活。

２．２　预培养液蔗糖浓度对超低温保存后茎尖成活率的影响
将剥离的茎尖放入不同蔗糖浓度的预培养液中进行预培

养后，茎尖经过超低温保存后的成活率各有不同，试验结果如

图２所示。当蔗糖浓度在０．１～０．２ｍｏｌ／Ｌ范围内时，超低温
保存后茎尖的成活率不足１０％；而随着蔗糖浓度的进一步升
高，茎尖成活率逐渐增加；当蔗糖浓度增至０．４ｍｏｌ／Ｌ时，茎
尖成活率最高可达６０％；当蔗糖浓度为０．５ｍｏｌ／Ｌ时，茎尖成
活率降至１０％。由此可以看出，预培养液中蔗糖浓度过低或
过高都会导致茎尖成活率不高。

２．３　预培养时间对超低温保存后茎尖成活率的影响
将茎尖放入０．４ｍｏｌ／Ｌ蔗糖预培养液中培养不同时间，

超低温保存后茎尖成活率如图３所示。当茎尖未经预培养阶
段直接进行下一程序时，茎尖全部失活，由此可知，桃叶卫矛

茎尖超低温保存中预培养步骤是至关重要的；随着预培养时

间的增加，茎尖成活率呈现出先升高后降低的趋势，预培养时

间为２ｄ时，茎尖成活率升至最高，可达６６．６７％；而随着预培
养时间的进一步延长，茎尖成活率出现下降趋势，当预培养时

间为３ｄ时，茎尖成活率下降２６．６７百分点。由此可知，最佳
的预培养时间为２ｄ。

２．４　装载液处理时间对超低温保存后茎尖成活率的影响
为了减少ＰＶＳ２对茎尖的损害，所以采用２ｍｏｌ／Ｌ丙三醇

（甘油）＋０．４ｍｏｌ／Ｌ蔗糖组成的装载液对茎尖进行处理，装
载液处理时间对超低温保存后茎尖成活率的影响如图４所
示。结果表明，茎尖经过装载液处理和对照组之间存在显著

差异，当茎尖不经装载液处理直接进行 ＰＶＳ２脱水处理时，茎
尖成活率仅为６％；当装载液处理时间为１０ｍｉｎ时，茎尖成活
率可达７０％；而随着装载时间的进一步延长，处理１０ｍｉｎ的
成活率与处理２０、４０ｍｉｎ的结果没有显著性差异，因此装载
液最佳处理时间为１０ｍｉｎ。
２．５　ＰＶＳ２溶液处理时间对超低温保存后茎尖成活率的影响

ＰＶＳ２溶液具有良好的脱水效果，它可以缓慢渗入植物材
料，使植物组织脱去水分呈玻璃化状态，从而在超低温环境下

保护植物细胞结构不受损害。但由于ＰＶＳ２溶液中含有二甲
基亚砜等有毒物质，会对植物组织造成损害，因此在对植物材

料进行ＰＶＳ２脱水处理时，须要严格控制处理时间。本次试

验将装载液处理过的茎尖转入装有ＰＶＳ２溶液的冷冻管中并
于０℃环境下处理不同时间，茎尖成活率如图５所示。当茎
尖未经ＰＶＳ２溶液处理直接投入液氮中保存后，茎尖在恢复
培养时全部失活变白；当ＰＶＳ２处理时间为６０ｍｉｎ时，茎尖成
活率最高可达７３．３％，而当处理时间进一步延长至 ８０ｍｉｎ
时，成活率降低至５０％。
２．６　卸载液处理时间对超低温保存后茎尖成活率的影响

当茎尖从液氮中取出化冻后，为了避免 ＰＶＳ２溶液对茎
尖造成二次毒害，所以应立即对茎尖进行洗涤。卸载液中高

浓度的蔗糖有助于去除茎尖外部残留的 ＰＶＳ２溶液，减少茎
尖受到的毒害，提高成活率。试验结果表明，当不经过卸载液

处理的茎尖直接进行恢复培养时，茎尖全部死亡，说明茎尖外

部仍有残留的ＰＶＳ２溶液；利用含１．２ｍｏｌ／Ｌ蔗糖的 ＭＳ盐溶
液对化冻后的茎尖洗涤１０ｍｉｎ后，茎尖成活率可达８０％以
上，洗涤时间对茎尖成活率的影响不显著（图６）。

２．７　恢复培养基对超低温保存后茎尖成活率的影响
经过卸载液洗涤后的茎尖应立即转入预先配制的恢复培

养基中进行培养，本试验中共设置３种不同的恢复培养基。结

果（表１）表明，茎尖在不添加激素的培养基中的成活率低于添
加激素的培养基；此外还可以看出，在只添加６－ＢＡ的恢复培
养基中，茎尖恢复效果优于添加６－ＢＡ和ＮＡＡ的恢复培养基，
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表１　恢复培养基对超低温保存后茎尖成活率的影响

培养基编号
成活率

（％） 茎尖生长状况

１ ２５．７±２．０８ａ 少数变绿，无愈伤组织形成

２ ７５．００±５．００ｃ 茎尖大部分转绿，多数形成愈伤组织
３ ５７．３３±２．５２ｂ 茎尖大部分转绿，部分形成愈伤组织

由此可知６－ＢＡ对于超低温保存后茎尖成活率具有显著影响。

３　讨论

茎尖的剥离是获得茎尖超低温保存材料的必经途径。茎

尖剥离时，茎尖长度直接影响茎尖超低温保存后的成活率。

试验结果表明，长度为１～２、３～５ｍｍ的茎尖超低温保存后
的成活率远小于长度为２～３ｍｍ的茎尖，这与王贞等在研究
扶芳藤（Ｅｕｏｎｙｍｕｓｆｏｒｔｕｎｅｉ）茎尖玻璃化超低温保存时的研究
结果［１０］一致。原因在于茎尖长度过小时虽然脱水程度彻底，

但成活率低；而茎尖长度过长又会使细胞内残留水分，进而在

液氮中形成冰晶破坏细胞结构，影响最终成活率。由此可见，

适当的茎尖长度是影响茎尖超低温保存的重要因素之一。

茎尖预处理是为了提高茎尖对超低温环境的耐受性。常

见的预处理方式主要有低温锻炼和预培养。低温锻炼主要是

针对茎尖取自无菌苗的试验，由于本试验中茎尖取自实生苗，

所以仅对茎尖进行预培养。试验结果表明，最佳的预培养方

式为将茎尖投入蔗糖浓度为０．４ｍｏｌ／Ｌ的 ＭＳ盐溶液中暗培
养２ｄ。前人研究表明，预培养对提高植物材料超低温保存的
成活率具有很大的影响［１１］。王贞等在研究扶芳藤茎尖玻璃

化超低温保存时对茎尖直接进行装载液处理［１０］，而韩丽在研

究菊芋品种茎尖超低温保存时用含有０．４ｍｏｌ／Ｌ蔗糖的液体
ＭＳ培养基预培养３ｄ，２种植物的茎尖超低温保存后的效果
均表现良好［８］，所以针对不同的植物是否需要茎尖预处理以

及如何处理是因植物材料而异的。

装载液处理是为了进一步降低细胞内自由水的含量，平

衡细胞内外的渗透压。本试验采用含 ２ｍｏｌ／Ｌ甘油和
０．４ｍｏｌ／Ｌ蔗糖的 ＭＳ盐溶液装载１０ｍｉｎ，结果表明，茎尖成
活率为７０％左右，而对于不经过装载液处理的试验组，茎尖
最终全部死亡，由此可见，装载阶段对于桃叶卫矛茎尖超低温

保存具有显著影响。

利用ＰＶＳ２溶液对茎尖进行脱水处理是茎尖超低温保存
过程中的关键步骤。由于 ＰＶＳ２溶液中的二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）既是一种渗透性保护剂，又存在一定的毒性作用，因
此，探究ＰＶＳ２溶液处理时间对超低温保存后茎尖成活率的
影响是必不可少的。Ｓａｋａｉ等的研究表明，茎尖在０℃条件下
与ＰＶＳ２溶液接触所受到的毒害要小于在２５℃条件下所受
毒害［５］，因此本试验研究了０℃条件下利用 ＰＶＳ２溶液对桃
叶卫矛茎尖处理不同时间，结果显示，适当的 ＰＶＳ２溶液处理
时间对超低温保存后茎尖成活率影响较大，在０～６０ｍｉｎ内，
随着ＰＶＳ２溶液处理时间的延长，茎尖成活率在逐渐升高，并
在６０ｍｉｎ时茎尖成活率达到最高；当处理时间进一步延长
时，茎尖受到的毒性也在不断增大，使得茎尖成活率开始下

降。不同植物茎尖进行ＰＶＳ２溶液脱水处理的时间也各有不
同，如柑橘（ＣｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａＢｌａｎｃｏ）茎尖超低温保存中 ＰＶＳ２
处理时间为 ６０ｍｉｎ［１２］，另外菊花［１３］和白苜蓿草（Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ

ｒｅｐｅｎｓ）［１４］经过ＰＶＳ２处理１５ｍｉｎ，欧洲板栗（Ｃａｓｔａｎｅａｓａｔｉｖａ）
经过ＰＶＳ２处理１２０ｍｉｎ才能达到最高存活率［１５］，Ｎｉｉｎｏ等认
为处理时间与材料的大小也有关系［１６］。

茎尖从液氮中取出并化冻，由于仍然处于 ＰＶＳ２溶液中，
此时如果直接将茎尖接种在恢复培养基上，那么残留的ＰＶＳ２
溶液会继续对茎尖造成毒害。因此，须要使用卸载液对茎尖

进行洗涤。本试验研究了不同洗涤时间对茎尖成活率的影

响，结果表明，对于桃叶卫矛茎尖最佳的洗涤方法为 ２５℃ 条
件下用含１．２ｍｏｌ／Ｌ蔗糖的ＭＳ盐溶液洗涤１０ｍｉｎ，茎尖成活
率可达８０％以上。石茹等研究发现的最佳洗涤方法为用含
１．２ｍｏｌ／Ｌ蔗糖的ＭＳ盐溶液在２０～２５℃条件下洗涤２～３
次，每次１０ｍｉｎ。

将茎尖接种于培养基上进行恢复培养，是检测茎尖超低温

保存效果的直接而高效的方法，而恢复培养的环境条件以及培

养基的配方对于茎尖能否成活显得尤为重要。在恢复培养的

条件下，在试验过程中发现当茎尖处于正常光照条件下时，全

部变白死亡。因此参照矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａｈｙｂｒｉｄａ）茎尖超低温保
存恢复培养过程中的方法［１７］，先将茎尖放入人工气候箱中，

２５℃ 条件下暗培养７ｄ后，转入正常光照条件下培养，７ｄ后
发现茎尖开始逐渐变绿。而对于恢复培养基的配方，本试验

共设置了３组培养基，试验结果表明，茎尖在含有 １．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ的ＭＳ培养基上成活率较高，因此桃叶卫矛茎尖超低
温保存后恢复培养最佳方案为：在 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ培
养基上暗培养７ｄ后转入正常光照条件下进行培养。

４　结论

本研究建立了桃叶卫矛茎尖超低温保存体系（图７）。结
果表明，桃叶卫矛茎尖超低温保存中茎尖最适长度为 ２～
３ｍｍ；在预培养阶段，预培养液中 蔗糖最 适浓度为
０．４ｍｏｌ／Ｌ，最佳预处理时间为２ｄ；在装载液处理阶段，最佳
装载时间为１０ｍｉｎ；在ＰＶＳ２溶液处理阶段，最佳处理时间为
６０ｍｉｎ；在卸载液处理阶段，最佳处理时间为１０ｍｉｎ；当茎尖
洗涤完毕后应将其接种于６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ的 ＭＳ培养基上
进行恢复培养，培养环境为暗培养７ｄ后转入正常光照下进
行培养，茎尖成活率可达７０％以上。随后再利用茎尖组织培
养体系将其培养成苗。
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