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　　摘要：以江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗为试验材料，从温度、培养基养分水平、培养基物理状态、渗透压调节
剂、生长抑制剂、活性炭等方面对铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗进行离体保存，从ＤＮＡ分子标记、气孔参数、光合参数
和叶绿素荧光参数等方面衡量江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存后的遗传稳定性，并对江西铅山红芽芋超

低温疗法脱毒苗离体保存后相关基因表达水平进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ检测。结果表明，５℃低温、１ｍｇ／Ｌ多效唑（ＰＰ３３３）、

１８ｇ／Ｌ蔗糖、０．６ｇ／Ｌ琼脂、１／８ＭＳ、２ｇ／Ｌ活性炭、２０ｇ／Ｌ甘露醇、０．５ｍｇ／Ｌ脱落酸均有利于江西铅山红芽芋超低温疗
法脱毒苗的离体保存，并且可以显著提高其离体保存过程中蔗糖合成酶、超氧化物歧化酶［Ｃｕ－Ｚｎ］、过氧化物酶、多
胺氧化酶、衰老相关半胱氨酸蛋白酶、Ｌ－抗坏血酸氧化酶等基因的表达水平。与常温继代苗对照组相比，江西铅山红
芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存后复苏苗经ＳＳＲ检测，电泳峰型一致，遗传距离为０，遗传相似系数为１，可以聚为一
类；铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存后复苏苗和常温继代苗对照组的气孔长径、短径、周长、气孔数量、气孔密

度、净光合速率（Ｐｎ）、气孔导度（Ｇｓ）、细胞间 ＣＯ２浓度（Ｃｉ）、蒸腾速率（Ｔｒ）、实际光化学效率 ΦＰＳⅡ、捕获激发能效率

Ｆｖ′／Ｆｍ′、光化学猝灭系数（ｑＰ）、非光化学猝灭系数ＮＰＱ均无显著差异。由此可见，铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离

体保存可以保证其种质遗传稳定性。
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　　江西铅山红芽芋（ＣｏｌｏｃａｓｉａｅｓｃｕｌｅｎｔａＬ．Ｓｃｈｏｏｔ
ｖａｒ．ｃｏｒｍｏｓｕｓ‘Ｈｏｎｇｙａｙｕ’）属天南星科芋属多子芋
类型，其食用部分以地下子芋和孙芋为主，主产于

江西铅山，为国家地理标志农产品［１］。江西铅山红

芽芋药食品质兼优，食用具有营养丰富、口感滑糯、

肉质细腻等优点［２］，药用则能补脾益肠止泻、增强

人体免疫、润肠通便止秘［３］。江西铅山红芽芋多以

子芋、孙芋进行无性繁殖，容易积累芋花叶病毒、黄

瓜花叶病毒等病毒，使其种性严重退化，直接影响

其产量、品相和品质，从而降低江西铅山红芽芋的

生产效益，给江西铅山芋农创收脱贫造成极大损

失［４］。笔者所在课题组通过超低温疗法和逆转录

ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）检测获得了江西铅山红芽芋脱毒
苗，并将其应用于大田生产［５］。结果表明，随着江

西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗种植年限的延长，

芋花叶病毒、黄瓜花叶病毒等病毒会重新侵染，同

样会造成其种性再次退化［６］。由此可见，对江西铅

山红芽芋超低温疗法脱毒苗种质进行一定条件的

无变异保存具有重要的现实意义。

　　离体保存法作为植物种质资源圃的活体保存
替代技术，是保证植物种质资源遗传多样性的一种

新兴途径［７］。１９７５年Ｈｅｎｓｈａｗ和Ｍｏｒｅｌ首次提出植
物种质离体保存策略，并指出通过在培养基内添加

生长抑制剂、调节渗透性物质、降低培养温度、添加

活性炭等方法可以限制无菌苗生长，从而延长继代

时间，实现植物种质的中期保存［８］。离体保存具有

占用空间小、操作简便、所需人力物力少、延长继代

周期、易于种质交流等特点，现已被应用于多种植

物种质资源的离体保存［９］。为了克服江西铅山红
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芽芋超低温疗法脱毒苗大田种质逐年退化的缺点，

保存江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗种质，不断

为江西铅山芋农提供优质脱毒苗，开展江西铅山红

芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存研究迫在眉睫。

本研究以江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗

为试验材料，从温度、培养基养分水平、培养基物理

状态、渗透压调节剂、生长抑制剂、活性炭等方面对

铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗的离体保存进行研

究，从ＤＮＡ分子标记、气孔参数、光合参数和叶绿素
荧光参数衡量江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗

离体保存后的遗传稳定性，并对江西铅山红芽芋超

低温疗法脱毒苗离体保存后相关基因的表达水平

进行ｑＲＴ－ＰＣＲ检测，以期为江西铅山红芽芋超低
温疗法脱毒苗的种质离体保存优化、组培产业化及

种质创新提供技术和理论支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
江西铅山红芽芋试管苗，由上饶师范学院生命

科学学院提供。

１．２　试验方法
１．２．１　江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗的获得
　江西铅山红芽芋超低温疗法参照文献［５］的方法
进行处理，江西铅山红芽芋超低温疗法再生苗的脱

毒效果也参照文献［５］的方法进行ＲＴ－ＰＣＲ检测。
１．２．２　江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗的离体
保存　江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗的离体
保存采用单因素试验进行设计，试验时间为２０２０年
９月至２０２１年５月。单因素包括多效唑（ＰＰ３３３）、脱
落酸（ＡＢＡ）、活性炭（ＡＣ）、甘露醇、蔗糖、琼脂、ＭＳ
大量元素和温度。多效唑离体保存培养基为 ＭＳ＋
１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０～２ｍｇ／ＬＰＰ３３３＋
３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋０．６ｇ／Ｌ琼脂，脱落酸（ＡＢＡ）离体保

存培养基为 ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０～２ｍｇ／ＬＡＢＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋０．６ｇ／Ｌ琼脂，活性
炭离体保存培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋０．２ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋０～２ｇ／Ｌ活性炭＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋０．６ｇ／Ｌ琼
脂，甘露醇离体保存培养基为 ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０～８０ｇ／Ｌ甘露醇＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋
０．６ｇ／Ｌ琼脂，蔗糖离体保存培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
ＫＴ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１２～３６ｇ／Ｌ蔗糖 ＋０．６ｇ／Ｌ
琼脂，琼脂离体保存培养基为 ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋０～０．６ｇ／Ｌ琼脂，
ＭＳ大量元素离体保存培养基为 １／１６～１ＭＳ＋
１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋
０．６ｇ／Ｌ琼脂，温度离体保存培养基均为 ＭＳ＋
１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋
０．６ｇ／Ｌ琼脂，保存条件设为冰箱（５℃）和常温
（２５℃）黑暗２种。上述８个单因素试验每个处理
接种１５瓶，每瓶接种３个长１．０～１．５ｃｍ的江西铅
山红芽芋超低温疗法脱毒苗单芽，每个处理重复３
次。培养温度为（２５±１）℃，光照度为１５００ｌｘ，光
照时间为１４ｈ／ｄ。离体保存时间设计为６个月，６
个月后统计上述８个单因素试验每个处理的成活
率，计算公式：成活率＝存活数／接种数×１００％。
１．２．３　江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离体保
存后相关基因表达的ｑＲＴ－ＰＣＲ检测　江西铅山红
芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存６个月后，按照文
献［６］的方法对江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗
离体保存后相关基因（蔗糖合成酶、超氧化物歧化

酶［Ｃｕ－Ｚｎ］、过氧化物酶、多胺氧化酶、衰老相关半
胱氨酸蛋白酶、Ｌ－抗坏血酸氧化酶）在叶片中的表
达水平进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ检测。引物设计见表１，每
个样品以ＧＡＰＤＨ为内参。
１．２．４　江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离体保
存后复苏苗遗传稳定性的检测　在筛选得到

表１　ｑＲＴ－ＰＣＲ的引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
目标序列大小

（ｂｐ）
熔解温度

（℃） 说明

蔗糖合成酶 Ｆ：ＧＣＣＣＣＧＴＣＴＴＡＴＴＣＡＴＡＣＣＣＴＣＧ；Ｒ：ＣＡＴＧＣＴＴＴＴＣＣＣＡＴＴＴＴＧＴＣＣＴＣＡ １７３ ５４．６

超氧化物歧化酶［Ｃｕ－Ｚｎ］ Ｆ：ＣＴＧＡＧＧＣＡＡＣＧＡＴＴＧＴＧＧＡＴＡ；Ｒ：ＣＣＣＧＴＧＣＴＡＡＧＧＣＴＡＡＧＴＴＣＡＴ １３０ ５３．２

过氧化物酶 Ｆ：ＣＣＡＡＣＴＣＣＣＡＧＧＡＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣＣ；Ｒ：ＣＴＧＧＣＴＧＧＣＴＡＧＴＧＧＴＧＣＴＴＧＴＴ １３６ ５７．９

多胺氧化酶 Ｆ：ＧＡＧＴＡＧＡＡＧＧＴＴＣＧＧＡＧＴＴＴＧＡＧ；Ｒ：ＣＡＴＣＣＴＧＧＡＧＧＣＧＡＣＡＧＡＴ １６２ ５５．４

Ｌ－抗坏血酸氧化酶 Ｆ：ＴＧＴＣＧＧＴＧＡＣＧＧＣＡＧＡＡＴＣ；Ｒ：ＧＣＡＡＣＡＧＧＴＧＡＡＧＧＧＴＧＧＡＧ １２７ ５４．７

衰老相关半胱氨酸蛋白酶 Ｆ：ＧＧＣＴＣＡＴＧＧＡＣＴＡＴＧＣＣＴＴＣＧ；Ｒ：ＧＧＴＴＧＧＴＴＧＧＡＣＡＣＴＧＣＣＴＴＣＴ １９３ ５５．２

甘油醛－３－磷酸脱氢酶 Ｆ：ＡＴＣＡＡＧＣＣＣＴＣＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＡＡ；Ｒ：ＧＣＣＡＡＧＡＡＧＧＴＣＧＴＣＡＴＣＴＣＡＧＣ １７９ ５４．８ 内参ｅ
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“１２２”节中８个单因素的最优条件后，进行脱毒
苗的培养，将培养成活的幼苗转移到ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
ＫＴ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋０．６ｇ／Ｌ琼脂
培养基上进行复苏。复苏培养温度为（２５±１）℃，
光照度为１５００ｌｘ，光照时间为１４ｈ／ｄ。复苏５０～
６０ｄ后，按照“１．２．２”节的８个最佳单因素试验条
件得到江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗成活苗

的复苏苗（离体保存后重新接种到新培养基上长出

的新苗）后，按照文献［１０］的方法对其与江西铅山
红芽芋超低温疗法脱毒苗的常温继代苗（对照组）

进行遗传稳定性的 ＳＳＲ检测。１０对引物（Ｐ１０、
Ｐ１１、Ｐ１８、Ｐ２３、Ｐ２４、ＸＰ３、ＸＰ５、ＸＰ７、ＸＰ８、ＸＰ１０）的序
列见表 ２。ＰＣＲ反应体系（共２０μＬ）：１４．８μＬ
ｄｄＨ２Ｏ，０．４μＬｄＮＴＰ，２μＬ缓冲液（５００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＣｌ，ｐＨ值８．３的１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，１５ｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２），０．３μＬＦ（２０μｍｏｌ／Ｌ），０．３μＬＲ（２０μｍｏｌ／Ｌ），
２μＬＤＮＡ模板，０．２μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶。ＳＳＲＰＣＲ
扩增程序：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５４℃ ３５ｓ，７２℃
４０ｓ，３５个循环；７２℃ ３ｍｉｎ。　

表２　ＳＳＲ引物序列

引物代码 引物名称 方向 引物序列（５′→３′）

Ｐ１０ ＨＫ３４ Ｆ ＴＴＡＣＴＣＣＡＡＡＣＧＡＧＧＣＡＡＡＣ

Ｒ ＣＣＴＴＣＡＡＧＡＴＧＴＴＡＣＣＡＡＡＴＧＣ

Ｐ１１ ＨＫ３５ Ｆ ＴＡＣＴＡＧＡＡＣＣＣＣＧＴＣＡＧＴＣＴ

Ｒ ＣＧＴＣＧＡＴＴＴＡＴＣＡＧＴＧＡＧＣ

Ｐ１８ ｕｑ９１－２６２ Ｆ ＧＴＣＣＡＧＴＧＴＡＧＡＧＡＡＡＡＡＣＣＡＧ

Ｒ ＣＡＣＡＡＣＣＡＡＡＣＡＴＡＣＧＧＡＡＡＣ

Ｐ２３ ｕｑ１１５－７１ Ｆ ＣＣＣＣＴＣＴＴＴＴＧＴＡＡＴＡＡＴＣＣ

Ｒ ＧＴＴＴＡＡＡＴＧＡＣＴＴＧＴＴＣＴＧＣ

Ｐ２４ ｕｑ１３２－１４７ Ｆ ＡＣＣＣＣＧＡＡＡＡＡＧＣＣＡＡＴＧ

Ｒ ＣＴＡＴＣＡＣＴＴＧＴＴＣＣＴＣＣＴＴＣＴＣ

ＸＰ３ Ｘｕｑｔｅｍ７３ Ｆ ＡＴＧＣＣＡＡＴＧＧＡＧＧＡＴＧＧＣＡＧ

Ｒ ＣＧＴＣＴＡＧＣＴＴＡＧＧＡＣＡＡＣＡＴＧＣ

ＸＰ５ Ｘｕｑｔｅｍ８８ Ｆ ＣＡＣＡＣＡＴＡＣＣＣＡＣＡＴＡＣＡＣＧ

Ｒ ＣＣＡＧＧＣＴＣＴＡＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧ

ＸＰ７ Ｃｅ１Ｆ１２ Ｆ ＣＴＴＡＧＣＧＴＴＧＴＴＣＣＣＴＡＣ

Ｒ ＧＡＴＧＣＣＴＧＴＣＣＴＴＡＴＧＴＴＴ

ＸＰ８ Ｃｅ１Ｈ１２ Ｆ ＴＡＧＴＴＡＧＣＧＴＧＣＣＴＴＴＣ

Ｒ ＣＡＡＣＡＡＣＴＴＡＡＴＧＣＴＴＣＡＣ

ＸＰ１０ Ｃｅ１Ｆ０４ Ｆ ＡＧＧＧＡＡＴＡＣＡＡＴＧＧＣＴＣ

Ｒ ＡＣＧＡＧＧＧＡＡＧＡＧＴＧＴＡＡＡ

　　气孔参数的分析。按照“１．２．２”节的８个最佳
单因素试验条件得到江西铅山红芽芋超低温疗法

脱毒苗成活苗的复苏苗后，采用透明胶粘贴法［１１］对

其与江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗的常温继

代苗（对照组）进行测定和分析。

光合生理的测定。按照“１．２．２”节的８个最佳
单因素试验得到江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒

苗成活苗的复苏苗后，用ＬＩ－６４００便携式光合仪按
照文献［１２］的方法对其与江西铅山红芽芋超低温
疗法脱毒苗的常温继代苗（对照组）进行检测。

１．３　数据处理和统计方法
本试验所有数据均表示为“平均值 ±标准差”，

数据用ＳＰＳＳ１９．０软件进行单因素方差分析（ｏｎｅ－
ｗａｙＡＮＯＶＡ），再进行最小显著性差异法（ＬＳＤ）检
验，Ｐ＜０．０５表示差异显著。

２　结果与分析

２．１　不同因素对江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒
苗离体保存后成活率的影响

本研究发现，多效唑、脱落酸、活性炭、甘露醇、

蔗糖、琼脂、ＭＳ大量元素和温度对江西铅山红芽芋
超低温疗法脱毒苗离体保存后的成活率具有显著

影响。从图 １可以看出，５℃低温、添加 １ｍｇ／Ｌ
ＰＰ３３３、添加 １８ｇ／Ｌ蔗糖、添加 ０．６ｇ／Ｌ琼脂、１／８
ＭＳ、添加２ｇ／Ｌ活性炭、添加 ２０ｇ／Ｌ甘露醇、添加
０５ｍｇ／ＬＡＢＡ有利于江西铅山红芽芋超低温疗法
脱毒苗的离体保存。

２．２　不同因素对江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒
苗离体保存后相关基因表达水平的影响

从表３可以看出，５℃低温、１ｍｇ／ＬＰＰ３３３、１８ｇ／Ｌ
蔗糖、０．６ｇ／Ｌ琼脂、１／８ＭＳ、２ｇ／Ｌ活性炭、２０ｇ／Ｌ
甘露醇和０．５ｍｇ／ＬＡＢＡ均可显著提高江西铅山红
芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存后蔗糖合成酶、超

氧化物歧化酶［Ｃｕ－Ｚｎ］、过氧化物酶、多胺氧化酶、
衰老相关半胱氨酸蛋白酶、Ｌ－抗坏血酸氧化酶在
叶片中的表达水平。

２．３　江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存
后复苏苗的ＳＳＲ检测

江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存

后，在８个单因素的最佳条件下（５℃低温、１ｍｇ／Ｌ
ＰＰ３３３、１８ｇ／Ｌ蔗糖、０．６ｇ／Ｌ琼脂、１／８ＭＳ、２ｇ／Ｌ活
性炭、２０ｇ／Ｌ甘露醇和０．５ｍｇ／ＬＡＢＡ）得到的８种
复苏苗，利用荧光标记毛细管电泳检测复苏苗和１个
对照组扩增产物的等位基因片段。１０对引物的９个
样品［８个最佳单因素处理（５℃低温、１ｍｇ／ＬＰＰ３３３、
１８ｇ／Ｌ蔗糖、０．６ｇ／Ｌ琼脂、１／８ＭＳ、２ｇ／Ｌ活性炭、
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２０ｇ／Ｌ甘露醇和０．５ｍｇ／ＬＡＢＡ）得到的复苏苗和１
个对照组］的电泳峰形相同。从图２可以看出，９个
样品的电泳峰形一致。经 ＰＯＰＧＥＮＥ３２软件和
ＵＰＧＭＡ法分析可知，９个样品的遗传距离为０，遗传
相似系数为１，９个样品聚为一类，表明９个样品无
遗传变异，铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存

可以保证其种质的遗传稳定性。

２．４　江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存
后复苏苗的气孔参数分析

从表４可以看出，在８个最佳单因素处理（５℃
低温、１ｍｇ／ＬＰＰ３３３、１８ｇ／Ｌ蔗糖、０．６ｇ／Ｌ琼脂、１／８
ＭＳ、２ｇ／Ｌ活性炭、２０ｇ／Ｌ甘露醇和０．５ｍｇ／ＬＡＢＡ）
下，与对照组相比，江西铅山红芽芋超低温疗法脱

毒苗离体保存后复苏苗的气孔长径、短径、周长、气

孔数量和气孔密度均无显著差异，表明江西铅山红

芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存后，其复苏苗在气

孔性状方面无显著变化。

２．５　江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存
后复苏苗的光合生理分析

从表５可以看出，在８个最佳处理因素（５℃低
温、１ｍｇ／ＬＰＰ３３３、１８ｇ／Ｌ蔗糖、０．６ｇ／Ｌ琼脂、１／８
ＭＳ、２ｇ／Ｌ活性炭、２０ｇ／Ｌ甘露醇和０．５ｍｇ／ＬＡＢＡ）
下，与对照组相比，铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗

离体保存后复苏苗的净光合速率（Ｐｎ）、气孔导度
（Ｇｓ）、细胞间ＣＯ２浓度（Ｃｉ）、蒸腾速率（Ｔｒ）、实际光
化学效率（ΦＰＳⅡ）、捕获激发能效率（Ｆｖ′／Ｆｍ′）、光化

学猝灭系数（ｑＰ）、非光化学猝灭系数（ＮＰＱ）均无显
著差异，表明江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离

体保存后，其复苏苗在光合生理方面无显著变化。

３　讨论

与保存种质资源所用的传统田间保存技术相

比，离体保存技术具有占用空间小、保存种质多、保

存成本少、可免除病虫害和自然灾害侵袭风险等优

点，且长期离体保存后可快速复苏，从而实现快速

繁殖，已经成为近年来新发展的且较为经济、有效、

理想的种质资源保存途径［１３－１４］。研究发现，培养基

的物理状态与培养物生长发育和培养物离体保存

密切相关［１５］，琼脂浓度越高，黄独［１６］和香青兰［１７］

试管苗的保存时间越长。但也有研究发现，琼脂浓

度对地枫皮丛生芽离体保存的影响不显著［１８］。

活性炭也可用于植物材料的离体保存［１９］。在

培养基中加入０．５ｇ／Ｌ活性炭后，铁皮石斛试管苗
低温保存 １年后的成活率达到 １００％［２０－２１］。本试

验结果也表明，添加一定量的活性炭均可显著延长

江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗单芽离体保存

的时间，究其原因，可能由于活性炭吸附了培养基中

的激素和营养成分，从而抑制了植株生长。ＭＳ培
养基的大量元素是试管苗生长发育的物质基础，适

当降低ＭＳ培养基中的大量元素含量可以抑制培养
物的生长，从而起到离体保存的目的［２２］。研究发

现，短瓣石竹［８］、地枫皮［１８］和弄岗唇柱苣苔［２３］试管
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表３　不同因素对江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存后相关基因表达水平的影响

因素 用量

基因相对表达量

蔗糖合成酶 超氧化物歧化酶 过氧化物酶 多胺氧化酶
衰老相关

半胱氨酸蛋白酶

Ｌ－抗坏血酸
氧化酶

多效唑 ０ｍｇ／Ｌ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｃ １．０±０．０ｅ １．０±０．０ｂ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｄ

０．５ｍｇ／Ｌ ２．３±０．３ｃ ２．５±０．１ｂ ４．２±０．２ｃ １．２±０．１ｂ ４．２±０．４ｂ ５．２±０．２ｂ

１．０ｍｇ／Ｌ ４．６±０．５ａ ３．３±０．２ａ ６．３±０．７ａ ２．３±０．１ａ ５．２±０．６ａ ６．８±０．５ａ

１．５ｍｇ／Ｌ ３．６±０．４ｂ ２．２±０．１ｂ ５．２±０．５ｂ １．３±０．３ｂ ２．９±０．３ｃ ４．８±０．４ｂ

２．０ｍｇ／Ｌ ２．６±０．４ｃ ２．３±０．３ｂ ３．１±０．６ｄ １．２±０．２ｂ ２．６±０．２ｃ ３．６±０．１ｃ

脱落酸 ０ｍｇ／Ｌ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｃ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｃ １．０±０．０ｃ １．０±０．０ｃ

０．５ｍｇ／Ｌ ４．２±０．３ａ ３．５±０．２ａ ６．１±０．４ａ ２．９±０．５ａ ５．４±０．４ａ ３．９±０．３ａ

１．０ｍｇ／Ｌ ３．２±０．２ｂ ２．１±０．５ｂ ４．２±０．４ｂ １．８±０．１ｂ ４．３±０．２ｂ ２．２±０．３ｂ

１．５ｍｇ／Ｌ ３．０±０．２ｂ １．２±０．１ｃ ２．３±０．２ｃ １．６±０．３ｂ ４．２±０．５ｂ ２．１±０．２ｂ

２．０ｍｇ／Ｌ ２．１±０．３ｃ １．１±０．２ｃ １．２±０．１ｄ １．５±０．４ｂ ３．９±０．８ｂ １．２±０．１ｃ

活性炭 ０ｇ／Ｌ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｃ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｃ

１．０ｇ／Ｌ ２．９±０．２ｃ ２．６±０．２ｃ ４．８±０．２ｂ ３．１±０．２ｂ ２．４±０．１ｃ １．９±０．１ｂ

１．５ｇ／Ｌ ３．８±０．３ｂ ３．５±０．１ｂ ５．１±０．５ｂ ３．３±０．１ｂ ３．６±０．６ｂ ２．１±０．２ｂ

２．０ｇ／Ｌ ５．２±０．２ａ ４．２±０．２ａ ６．２±０．７ａ ４．５±０．６ａ ４．９±０．４ａ ３．８±０．５ａ

２．５ｇ／Ｌ ４．１±０．５ｂ ３．４±０．３ｂ ４．６±０．３ｂ ２．１±０．１ｃ ２．５±０．２ｃ ２．０±０．２ｂ

甘露醇 ０ｇ／Ｌ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ

２０ｇ／Ｌ １．０±０．０ａ １．０±０．０ａ １．０±０．０ａ １．０±０．０ａ １．０±０．０ａ １．０±０．０ａ

４０ｇ／Ｌ ０．２±０．１ｂ ０．４±０．１ｂ ０．６±０．２ｂ ０．４±０．２ｂ ０．５±０．１ｂ ０．３±０．２ｂ

６０ｇ／Ｌ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ

８０ｇ／Ｌ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ

蔗糖 １２ｇ／Ｌ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｅ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｃ １．０±０．０ｄ

１８ｇ／Ｌ ４．８±０．３ａ ６．２±０．８ａ ７．９±０．８ａ ５．１±０．２ａ ３．４±０．２ａ ４．２±０．２ａ

２４ｇ／Ｌ ３．２±０．５ｂ ５．２±０．４ｂ ５．９±０．４ｂ ３．８±０．４ｂ ２．４±０．３ｂ ３．１±０．５ｂ

３０ｇ／Ｌ ３．１±０．２ｂ ４．３±０．６ｃ ４．３±０．５ｃ ３．６±０．６ｂ ２．３±０．４ｂ ２．３±０．２ｃ

３６ｇ／Ｌ ２．１±０．４ｃ ２．５±０．３ｄ ４．１±０．５ｃ ２．４±０．２ｃ １．１±０．１ｃ １．２±０．３ｄ

琼脂 ０ｇ／Ｌ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ ０．０±０．０ｃ

０．３ｇ／Ｌ １．０±０．０ｂ １．０±０．０ｂ １．０±０．０ｂ １．０±０．０ｂ １．０±０．０ｂ １．０±０．０ｂ

０．６ｇ／Ｌ ５．２±０．５ａ ４．２±０．３ａ ３．９±０．２ａ ５．８±０．８ａ ６．２±０．６ａ ４．８±０．７ａ

ＭＳ大量元素 ＭＳ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｃ １．０±０．０ｅ １．０±０．０ｄ １．０±０．０ｃ １．０±０．０ｄ

１／２ＭＳ ２．２±０．３ｃ １．８±０．１ｂ ２．３±０．２ｄ ３．２±０．４ｃ ２．２±０．１ｂ ４．２±０．５ｃ

１／４ＭＳ ３．１±０．４ｂ ２．３±０．３ｂ ３．５±０．５ｃ ４．５±０．５ｂ ２．３±０．２ｂ ５．１±０．６ｂ

１／８ＭＳ ４．９±０．６ａ ３．８±０．５ａ ５．８±０．６ａ ６．１±０．８ａ ４．３±０．４ａ ６．１±０．８ａ

１／１６ＭＳ ２．１±０．２ｃ ２．２±０．１ｂ ４．６±０．３ｂ ４．４±０．３ｂ ２．４±０．２ｂ ４．０±０．２ｃ

温度 ５℃ １．０±０．０ａ １．０±０．０ａ １．０±０．０ａ １．０±０．０ａ １．０±０．０ａ １．０±０．０ａ

２５℃ ０．４±０．１ｂ ０．３±０．０ｂ ０．４±０．１ｂ ０．２±０．０ｂ ０．３±０．１ｂ ０．２±０．０ｂ

苗在１／２ＭＳ培养基上离体保存１６０ｄ后的成活率
均超过５０％，而在１／４ＭＳ培养基上离体保存１６０ｄ
后的成活率不足４０％。本试验结果也表明，适当减
少ＭＳ培养基的大量元素更有利于江西铅山红芽芋
超低温疗法脱毒苗单芽的离体保存。培养温度可

以通过改变植物材料的培养条件而延长其离体保

存时间［２４］。在颖半夏胚性愈伤［２５］、甜叶菊种质［２６］

和姜种质［２７］离体保存的过程中，温度对保存时间的

影响占主导作用。本试验结果也表明，在５℃黑暗

保存１８０ｄ，江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗的成
活率还可达９０％以上。通过添加蔗糖、甘露醇等渗
透调节剂提高培养基渗透压，抑制培养材料对水分

和营养物质的吸收，抑制离体材料生长，可以实现

植物种质的离体保存［２８－２９］。在离体保存过程中，蔗

糖是培养物生长的主要碳源和能源，当蔗糖达到一

定浓度时，蔗糖的作用由碳源向渗透物质过渡，通

过调节渗透压，造成植株吸水困难，细胞生长受阻，

延缓植株生长，从而延长保存时间［３０］。研究发现，
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低浓度的蔗糖有助于植物种质离体保存。添加较

高浓度的蔗糖，可以显著提高铁皮石斛［２０］、甜叶

菊［２６］、花叶金线莲［３１］、南农橙乒乓和小洋菊［３２］及

薄荷试管苗［３３］离体保存的成活率。本试验结果与

之一致，江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗用

１８ｇ／Ｌ蔗糖离体保存１８０ｄ后的成活率最高。甘露
醇属惰性物质，不易被外植体吸收，可以降低细胞

膨压，提高培养基渗透势负值，造成水分逆境，细胞
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表４　江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存后复苏苗的气孔参数分析（１０×，５０ｍｍ×５６ｍｍ视野）

因素
气孔参数

长径（μｍ） 短径（μｍ） 周长（μｍ） 气孔数量（个） 气孔密度（个／ｍｍ２） 每个气孔叶绿体数量（个）

对照组 ８．５±１．１ａ ６．２±０．５ａ ２９．６±２．３ａ ３１．５±４．２ａ １８．７±２．５ａ １１．２±１．５ａ

多效唑 ８．２±２．１ａ ６．５±０．４ａ ３０．２±３．５ａ ３２．６±３．６ａ １９．６±２．９ａ １３．２±１．６ａ

脱落酸 ８．８±１．３ａ ６．８±０．６ａ ３１．２±４．２ａ ３０．８±５．２ａ １８．５±５．１ａ １０．９±２．１ａ

活性炭 ８．６±０．９ａ ６．１±１．１ａ ２８．６±５．２ａ ３１．９±８．２ａ ２０．４±４．３ａ １２．５±２．５ａ

甘露醇 ８．３±０．５ａ ６．５±０．９ａ ２９．４±３．９ａ ２９．８±６．２ａ １９．８±３．４ａ １１．８±０．９ａ

蔗糖 ８．７±０．８ａ ６．７±０．８ａ ３０．５±４．８ａ ３０．４±７．１ａ ２０．３±３．８ａ １２．４±０．８ａ

琼脂 ８．８±０．７ａ ６．６±０．４ａ ３２．４±２．８ａ ３１．７±２．６ａ ２１．４±４．６ａ １３．１±１．５ａ

大量元素 ８．５±１．１ａ ６．３±０．３ａ ２８．６±３．２ａ ３３．２±５．３ａ ２０．７±６．２ａ １０．８±０．６ａ

温度 ８．４±２．２ａ ６．５±０．７ａ ２９．８±２．１ａ ３４．２±４．８ａ １９．９±２．７ａ １２．４±１．４ａ

表５　江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗离体保存后复苏苗的光合参数和叶绿素荧光参数分析

因素

光合参数和叶绿素荧光参数

净光合速率

［μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
气孔导度

［ｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
细胞间ＣＯ２浓度
（μｍｏｌ／ｍｏｌ）

蒸腾速率

［ｍｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
实际

光化学效率

捕获激发

能效率

光化学

猝灭系数

非光化学

猝灭系数

对照组ＣＫ １０．２５±２．１３ａ ０．５６±０．０２ａ ２５３．６４±２２．３６ａ ３．１２±０．８６ａ ０．６２±０．０２ａ ０．８２±０．０８ａ ０．８８±０．０２ａ ０．３５±０．０１ａ

多效唑 １１．３４±１．３６ａ ０．６２±０．０３ａ ２４８．６６±３５．２１ａ ３．３６±０．９６ａ ０．７４±０．０３ａ ０．７９±０．０４ａ ０．７９±０．０３ａ ０．４１±０．０３ａ

脱落酸 １２．１４±２．１５ａ ０．７１±０．０５ａ ２５３．４１±１８．９１ａ ４．１２±０．５９ａ ０．７２±０．０２ａ ０．８３±０．２０ａ ０．７６±０．０８ａ ０．３２±０．０５ａ

活性炭 １１．１９±１．５８ａ ０．６４±０．０５ａ ２４６．５９±２３．２４ａ ３．４１±０．４２ａ ０．７８±０．０５ａ ０．７８±０．０９ａ ０．８１±０．０５ａ ０．４４±０．０２ａ

甘露醇 １２．３１±２．４５ａ ０．７４±０．０２ａ ２５６．３３±１６．５２ａ ４．２１±０．３６ａ ０．８４±０．０４ａ ０．８２±０．０４ａ ０．７７±０．０４ａ ０．３３±０．０５ａ

蔗糖 １０．３３±０．９６ａ ０．６１±０．０８ａ ２５６．８５±２２．１１ａ ３．４６±０．７４ａ ０．６９±０．０５ａ ０．８０±０．０６ａ ０．８４±０．０６ａ ０．３７±０．０７ａ

琼脂 １１．２１±１．１２ａ ０．６５±０．０４ａ ２５９．４４±３０．４２ａ ４．０８±０．５８ａ ０．７０±０．０６ａ ０．８６±０．０４ａ ０．８８±０．０３ａ ０．４２±０．０５ａ

大量元素 １２．０５±３．１４ａ ０．６３±０．０３ａ ２４９．５５±１８．５２ａ ３．５２±０．２９ａ ０．７１±０．０２ａ ０．８５±０．０３ａ ０．８１±０．０２ａ ０．３８±０．０３ａ

温度 １０．６５±２．１４ａ ０．５７±０．０８ａ ２５４．６８±１７．４５ａ ３．６２±０．６４ａ ０．６６±０．０７ａ ０．８９±０．０２ａ ０．８５±０．０５ａ ０．３９±０．０３ａ

水分与养分吸收困难，新陈代谢减弱，延缓植株生

长，从而达到离体保存效果［３４］。甘露醇作为一种渗

透性物质，对试管苗的保存效果及适用浓度依作物

种类而异［３５］。随着甘露醇浓度的增加，香青兰［１７］、

蒙娜丽莎黄和橙安娜［３２］、花叶金线莲［３１］试管苗的

成活率逐渐提高，本试验结果与之一致。植物生长

抑制剂可抑制细胞生长，延缓植株生长，使用合适

浓度的植物生长延缓剂（如 ＰＰ３３３、ＡＢＡ等）可以保
证离体保存的成功实现［３６］。多效唑可调节植物体

内的激素平衡，抑制茎枝伸长，促进分蘖和延缓生

长。较低浓度的ＰＰ３３３（１．０～２．０ｍｇ／Ｌ）可以显著延
长短瓣石竹无菌苗［８］、颖半夏胚性愈伤［２５］、香青兰

试管苗［１７］和甜叶菊组培苗［２６］的离体保存时间。本

试验结果与上述结果一致，如１ｍｇ／ＬＰＰ３３３可促进
江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗单芽的离体保

存。也有研究发现，较高浓度的ＰＰ３３３有利于有髯鸢
尾组培苗的离体保存，例如有髯鸢尾组培苗经

８．０ｍｇ／ＬＰＰ３３３处理 １２０ｄ后，其株丛成活率为

１００％［７］。脱落酸具有抗赤霉素的作用，可以降低

ＲＮＡ聚合酶的活性，抑制 ＤＮＡ合成，从而抑制材料
生长，起到离体保存的效果［３７］。添加较低浓度的

ＡＢＡ对有髯鸢尾组培苗的离体保存效果明显［７］。

研究发现，≥５ｍｇ／ＬＡＢＡ均不适用于南天竹的离体
保存［３８］，本试验结果与此相类似，＞０．５ｍｇ／ＬＡＢＡ
将对江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗单芽产生

毒害，显著降低其离体保存１８０ｄ的成活率。
离体保存是植物种质资源中短期保存一种方

便快捷的手段，但离体保存后必须时刻关注离体保

存材料的遗传稳定性。不同保存代数的青钱柳愈

伤组织经流式细胞术法和 ＳＳＲ分子标记技术检测，
细胞倍性恒定，扩增图谱无特异性条带，遗传稳定

好［９］。４个品种菊花离体保存后的复苏苗经 ＳＳＲ分
子标记分析，均未出现变异条带，说明离体保存后，４
个品种菊花复苏苗在ＤＮＡ水平上无变化，保持了良
好的遗传稳定性［３２］。由颖半夏胚性愈伤离体保存

复苏苗［２５］和甜叶菊复苏苗与常温继代苗的形态指
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标、生理生化指标（叶绿素、可溶性蛋白、过氧化物

酶、超氧化物歧化酶）、ＰＯＤ同工酶酶谱及 ＳＲＡＰ分
子标记扩增条带看出，离体保存不会造成材料的遗

传变异［２６］，本试验结果与此相似。与常温继代苗相

比，江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗单芽离体保

存复苏苗在气孔参数、光合生理指标以及 ＳＳＲＲ分
子标记扩增条带方面均无显著变化，表明本试验建

立的离体保存技术体系可以保证江西铅山红芽芋

超低温疗法脱毒苗的遗传稳定性。离体保存是一

种人为营造的生态因素逆境抑制培养物生长的方

法，在离体保存过程中肯定造成一些基因的上调和

下调。研究发现，多酚氧化酶基因（ＰＰＯ）在橄榄试
管苗不同离体保存阶段都有表达，ＰＰＯ基因在离体
保存１、２、３、４、５个月时的变化趋势不显著，当离体
保存时间到６、７、８个月时，ＰＰＯ基因显著上调［３９］。

在本试验中，江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗单

芽离体保存１８０ｄ后，蔗糖合成酶、超氧化物歧化酶
［Ｃｕ－Ｚｎ］、过氧化物酶、多胺氧化酶、衰老相关半胱
氨酸蛋白酶、Ｌ－抗坏血酸氧化酶等基因在各种离
体保存因素处理中均表现上调，表明在江西铅山红

芽芋超低温疗法脱毒苗单芽离体保存的逆境中，蔗

糖合成酶、超氧化物歧化酶［Ｃｕ－Ｚｎ］、过氧化物酶、
多胺氧化酶、衰老相关半胱氨酸蛋白酶、Ｌ－抗坏血
酸氧化酶等基因起到了重要的抗逆作用。
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性状分析［Ｊ］．分子植物育种，２０１９，１７（２２）：７５００－７５０６．

［５］洪森荣，李远芳，郁雪婷，等．红芽芋茎尖低温疗法脱毒的 ＲＴ－

ＰＣＲ检测［Ｊ］．分子植物育种，２０１８，１６（１４）：４６７８－４６８４．

［６］尹明华，张艺欣，邓雨晴，等．江西铅山红芽芋超低温疗法脱毒苗

的转录组分析［Ｊ］．福建农业学报，２０２０，３５（１０）：１０５０－１０６２．

［７］张全锋，尹新彦，庞　曼，等．有髯鸢尾种质离体保存研究［Ｊ］．

河南农业科学，２０１８，４７（１２）：１１６－１２０，１３１．

［８］韦　莹，黄　浩，黄宝优，等．植物生长抑制剂对短瓣石竹离体保

存的影响［Ｊ］．中药材，２０２０，４３（１）：２４－２７．

［９］冯　莹，林庆良，潘东明．青钱柳愈伤组织的离体保存［Ｊ］．林业

科学，２０２０，５６（９）：５８－６６．

［１０］尹明华，刘　燕，叶思雨，等．江西铅山红芽芋低温疗法脱毒苗

遗传稳定性的 ＳＳＲ检测［Ｊ］．分子植物育种，２０１８，１６（１１）：

３５８０－３５８７．　

［１１］陈佰鸿，李新生，曹孜义，等．一种用透明胶带粘取叶片表皮观

察气孔的方法［Ｊ］．植物生理学通讯，２００４，４０（２）：２１５－２１８．

［１２］洪森荣，尹明华．红芽芋驯化苗对盐胁迫的光合及生理响应

［Ｊ］．西北植物学报，２０１３，３３（１２）：２４９９－２５０６．

［１３］ＲｏｄｒｉｇｕｅｓＰＨＶ，ＡｒｒｕｄａＦ，ＦｏｒｔｉＶＡ．Ｓｌｏｗ－ｇｒｏｗｎｉｎｖｉｔｒｏ

ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＨｅｌｉｃｏｎｉａｃｈａｍｐｎｅｉａｎａｃｖ．Ｓｐｌａｓｈｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｌｉｇｈｔｓｐｅｃｔｒａ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉａＡｇｒｉｃｏｌａ，２０１８，７５（２）：１６３－１６６．

［１４］ＳｉｌｖａＳＳＤＳ，ＳｏｕｚａＥＨ，ＳｏｕｚａＦＶ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎａｎｄｉｎ

ｖｉｔｒｏｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＡｌｃａｎｔａｒｅａｎａｈｏｕｍｉｉ（Ｂｒｏｍｅｌｉａｃｅａｅ），ａｎ

ｅｎｄｅｍｉｃａｎｄｅｎｄａｎｇｅｒｅｄｓｐｅｃｉｅｓｏｆｔｈｅＢｒａｚｉｌｉａｎＡｔｌａｎｔｉｃＦｏｒｅｓｔ

［Ｊ］．ＡｃｔａＳｃｉｅｎｔｉａｒｕｍＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０２０，４２：ｅ５２９４０．

［１５］ＳｅｄｌａｋＪ，ＺｉｄｏｖａＰ，ＰａｐｒｓｔｅｉｎＦ．Ｓｌｏｗｇｒｏｗｔｈｉｎｖｉｔｒｏｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆ

ｆｒｕｉｔｃｒｏｐｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｅ，２０１９，１２３４：１１９－１２４．

［１６］洪森荣，陈子敏．糖类和琼脂对黄独生长发育和离体保存的影

响［Ｊ］．黑龙江农业科学，２０１１（８）：２３－２４．

［１７］兰　伟，徐培培，许树成．香青兰的离体保存研究［Ｊ］．热带作

物学报，２０１３，３４（４）：６７５－６８０．

［１８］张　乐，李林轩，韦坤华，等．珍稀濒危药用植物地枫皮离体保

存研究［Ｊ］．北方园艺，２０１５（１８）：１６８－１７１．

［１９］ＭａｌａｕｒｉｅＢ，ＴｒｏｕｓｌｏｔＭＦ，ＢｅｒｔｈａｕｄＪ，ｅｔａｌ．Ｍｅｄｉｕｍ－ｔｅｒｍａｎｄ

ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｉｎｖｉｔｒｏｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄｓａｆｅｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｅｘｃｈａｎｇｅｏｆ

ｙａｍ （Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｓｐｐ．）ｇｅｒｍｐｌａｓｍ［Ｊ］．ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９８，１（３）：１－１５．

［２０］史永忠，潘瑞炽，王小菁，等．铁皮石斛种质资源的低温离体保

存［Ｊ］．应用与环境生物学报，２０００，６（４）：３２６－３３０．

［２１］史永忠，潘瑞炽，王小菁，等．铁皮石斛种质室温离体保存［Ｊ］．

华南师范大学学报 （自然科学版），１９９９（４）：７３－７７．

［２２］ＣｈｅｒｕｙａｔｈｕｒＭＫ，ＮａｊｅｅｂＮ，ＴｈｏｍａｓＴＤ．Ｉｎｖｉｔｒｏｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎａｎｄ

ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＩｎｄｉａｎｓａｒｓａｐａｒｉｌｌａ，ＨｅｍｉｄｅｓｍｕｓｉｎｄｉｃｕｓＬ．Ｒ．Ｂｒ．

ｔｈｒｏｕｇｈｓｏｍａｔｉｃｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｓｙｎｔｈｅｔｉｃｓｅｅｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＡｃｔａＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉａｅＰｌａｎｔａｒｕｍ，２０１３，３５（３）：７７１－７７９．

［２３］张占江，李　翠，韦　莹，等．珍稀濒危药用植物弄岗唇柱苣苔

离体保存研究［Ｊ］．北方园艺，２０１４（４）：１３６－１３８．

［２４］ＧａｒｃｉａＲＯ，ＰａｃｈｅｃｏＧ，ＶｉａｎｎａＭＧ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｔｒｏｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆ

ＰａｓｓｉｆｌｏｒａｓｕｂｅｒｏｓａＬ．：ｓｌｏｗｇｒｏｗｔｈａｎｄｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｒｙｏ

Ｌｅｔｔｅｒｓ，２０１１，３２（５）：３７７－３８８．

［２５］刘修树，黄和平．道地中药颖半夏种质胚性愈伤的离体保存

［Ｊ］．分子植物育种，２０１８，１６（１７）：５７５２－５７５６．

［２６］何克勤，李刘东，吕　磊，等．甜叶菊离体保存技术研究［Ｊ］．分

子植物育种，２０１８，１６（６）：１９２９－１９３５．

［２７］韦坤华，李林轩，缪剑华，等．姜种质资源离体保存技术研究

［Ｊ］．北方园艺，２０１３（８）：１１２－１１６．

［２８］ＧｏｍｅｓＦ，ＣｌｅｍｅｎｔｅＭ，ＦｉｇｕｅｉｒｅｄｏＰ，ｅｔａｌ．Ｃａｓｔａｎｅａｓｐｐ．ｈｙｂｒｉｄ

ｃｌｏｎｅｓｉｎｖｉｔｒｏｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ：ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｓｅｅｄｓｖｓ．ｓｌｏｗｇｒｏｗｔｈｓｔｏｒａｇｅ

［Ｊ］．ＡｃｔａＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｅ，２０１７，１１５５：３７－４４．

［２９］ＶｅｔｔｏｒａｚｚｉＲＧ，ＣａｒｖａｌｈｏＶＳ，ＳｕｄｒｅＣ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇａｎｉｎｖｉｔｒｏ

ｏｐｔｉｍｉｚｅｄｐｒｏｔｏｃｏｌｔｏｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏｌａｎｄｒａｃｅｓｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｃｔａ

ＳｃｉｅｎｔｉａｒｕｍＡｇｒｏｎｏｍｙ，２０１７，３９（３）：３５９－３６７．
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［３０］ＣｈａｕｈａｎＲ，ＫｅｓｈａｖｋａｎｔＳ，ＪａｄｈａｖＳＫ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｔｒｏｓｌｏｗ－ｇｒｏｗｔｈ

ｓｔｏｒａｇｅｏｆＣｈｌｏｒｏｐｈｙｔｕｍｂｏｒｉｖｉｌｉａｎｕｍＳａｎｔ．ｅｔＦｅｒｎａｎｄ：ａｃｒｉｔｉｃａｌｌｙ

ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄｈｅｒｂ［Ｊ］．ＩｎＶｉｔｒｏＣｅｌｌｕｌａｒ＆ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ－

Ｐｌａｎｔ，２０１６，５２（３）：３１５－３２１．

［３１］陈艺荃，樊荣辉，叶秀仙．花叶金线莲离体保存技术研究［Ｊ］．

福建农业科技，２０１９（６）：２１－２４．

［３２］王小乐，迟天华，刘颖鑫，等．甘露醇和蔗糖对菊花低温离体保

存的影响［Ｊ］．核农学报，２０１９，３３（１）：６０－６８．

［３３］慈惠婷，汪　阳，周玉丽．薄荷试管苗的离体保存［Ｊ］．安徽科

技学院学报，２０１７，３１（４）：３９－４４．

［３４］ＲｏｕｓｓｏｓＰ Ａ． Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆｊｏｊｏｂａ

［Ｓｉｍｍｏｎｄｓｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌｉｎｋ）Ｓｃｈｎｅｉｄ］ｅｘｐｌａｎｔｓｃｕｌｔｕｒｅｄｕｎｄｅｒ

ｍａｎｎｉｔｏｌ－ｓｉｍｕｌａｔｅｄｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，

２０１３，１４７（２）：２７２－２８４．

［３５］ＴｈａｋｕｒＳ，ＴｉｗａｒｉＫ Ｌ，ＪａｄｈａｖＳＫ．Ｉｎｖｉｔｒｏａｐｐｒｏａｃｈｅｓｆｏｒ

ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＡｓｐａｒａｇｕｓｒａｃｅｍｏｓｕｓＷｉｌｌｄ［Ｊ］．ＩｎＶｉｔｒｏＣｅｌｌｕｌａｒ＆

ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ－Ｐｌａｎｔ，２０１５，５１（６）：６１９－６２５．

［３６］ＷｔｔｈｅｒｓＬＡ，ＷｈｅｅｌａｎｓＳＫ，ＷｉｌｌｉａｍｓＪＴ．Ｉｎｖｉｔｒｏｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆ

ｃｒｏｐｇｅｒｍｐｌａｓｍａｎｄｔｈｅＩＢＰＧＲｄａｔａｂａｓｅｓ［Ｊ］．Ｅｕｐｈｙｔｉｃａ，１９９０，４５

（１）：９－２２．

［３７］ＧｏｐａｌＪ，ＣｈａｍａｉｌＡ，ＳａｒｋａｒＤ．Ｓｌｏｗ－ｇｒｏｗｔｈｉｎｖｉｔｒｏｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆ

ｐｏｔａｔｏｇｅｒｍｐｌａｓｍａｔｎｏｒｍａｌｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｐｏｔａｔｏ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００２，４５（２／３／４）：２０３－２１３．

［３８］蔡　鹏，吴婵榕，刘华英，等．ＡＢＡ与ＣＣＣ对南天竹离体保存的

影响［Ｊ］．中国现代中药，２０１６，１８（９）：１１８０－１１８４．

［３９］荣　霞，赖钟雄，林玉玲，等．橄榄多酚氧化酶基因（ＰＰＯ）克隆

及其试管苗离体保存过程中的表达分析［Ｊ］．热带作物学报，

２０１４，３５（４）：７３８－７４５．

杨长琴，张国伟，李　凯，等．大豆“症青”植株生物量与养分累积及分配特征［Ｊ］．江苏农业科学，２０２１，４９（２１）：６６－７２．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２１．２１．０１０

大豆“症青”植株生物量与养分累积及分配特征

杨长琴１，张国伟１，李　凯２，王晓婧１，束红梅１，郭建秋３，刘瑞显１

（１．江苏省农业科学院经济作物研究所，江苏南京２１００１４；２．南京农业大学大豆研究所／国家大豆改良中心／

农业农村部大豆生物学与遗传育种重点实验室／作物遗传与种质创新国家重点实验室，江苏南京２１００９５；３．洛阳市农林科学院，河南洛阳４７１０２３）

　　摘要：通过在大田中取样“症青”植株和设置防虫网室内接虫和减荚试验验证，研究大豆“症青”植株生物量与养
分累积及分配特征。结果表明，与正常植株相比，“症青”植株营养器官生物量增加３１．２％ ～３２８．１％，而生殖器官生
物量降低３３．３％～７３．５％。营养器官中碳含量降低３．８％ ～８．０％，而氮、磷等营养元素含量增加，其中氮含量增加
６４．３％～８４３．５％；生殖器官中碳、氮含量分别降低３．５％ ～２２．９％ 和４．０％ ～３８．５％，而钙、镁、铁、锌含量呈增加变
化。相关分析表明，正常植株中碳含量与钙含量、氮镁含量与锌含量及磷与镁含量显著正相关，而“症青”植株中相关

不显著；正常植株中氮磷钾镁与钙含量、碳钾与锌含量相关不显著，而“症青”植株中相关显著。“症青”植株营养器官

中碳、氮、磷、钾等累积量均显著增加而生殖器官中显著降低，营养器官中碳、氮累积量分别增加了０．２～３．１倍和
１．８～３１．５倍，而生殖器官中分别降低了３５．４％～７７．９％和３６．３％～７９．７％，养分经济系数均显著降低。综上，养分
平衡关系和分配改变，增加了营养器官中养分累积而降低了生殖器官中的养分累积，是大豆“症青”植株营养器官生

物量增加而生殖器官生物量降低的生理原因。
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　　大豆“症青”是大豆茎叶持绿现象的俗称，表现
为植株正常生育期结束时大豆仍然叶绿枝青、无

荚、少荚或荚而不实［１－２］。近年来，黄淮海地区大豆

“症青”呈逐年加重趋势，严重影响大豆产量，已成

为大豆生产上亟待解决的重要问题［１－３］。

已有研究表明，点蜂缘蝽等在大豆结荚和鼓粒

期为害是“症青”发生的直接诱因，可引起果荚发育

停滞或脱落，导致源库关系失衡，“源”器官合成的

光合产物不能正常外运［４－７］，影响植株生物量累积

并改变其分配。植物生物量的形成以养分吸收为

基础，碳（Ｃ）、氮（Ｎ）、磷（Ｐ）、钾（Ｋ）、钙（Ｃａ）、镁
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