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　 　 芋〔Ｃｏｌｏｃａｓｉａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ （Ｌｉｎｎ．） Ｓｃｈｏｔｔ〕通常用球茎繁殖，
其种质保存方式主要为建立种质圃，但具有占用空间大、投入

较高、易遭受胁迫等问题［１］ 。 超低温保存技术具有稳定、经
济、有效等优点，适合无性繁殖和非正常性种子繁殖植物的种

质保存［２］ ，而玻璃化法作为一种更优的保存技术已成功应用

于多种植物的种质保存［３－４］ 。 目前，芋的玻璃化冷冻保存主

要以愈伤组织或体胚为材料［５］ ，但再生培养时易发生变异，而
利用茎尖或分生组织则能避免此类情况的发生［６］ 。

作者以芋品种‘红香芋’ （‘Ｈｏｎｇｘｉａｎｇｙｕ’）试管苗茎尖为

材料，研究了预培养、玻璃化保护液装载与脱水、化冻等过程

对其冻存效果的影响，以确定适宜的玻璃化法超低温保存技

术，为建立更加简单可靠的芋种质资源保存体系提供依据。

１　 材料和方法

１ １　 材料

供试芋品种‘红香芋’为江苏省金坛市优良地方品种，现
保存于南京农业大学园艺学院。 选择顶芽饱满、未感病的球

茎，割取顶芽、剥去外层鳞片，消毒后备用。

１ ２　 方法

１ ２ １　 茎尖继代培养 　 将供试顶芽置于 ＭＳ 培养基（含 １ ０
ｍｇ·Ｌ－１６－ＢＡ、０ １ ｍｇ·Ｌ－１ＮＡＡ、３０ ｇ·Ｌ－１蔗糖和 ６ ５ ｇ·Ｌ－１

琼脂）中继代培养。 培养条件为光照度 ３ ０００ ～ ４ ０００ ｌｘ、光照

时间 １２ ｈ·ｄ－１、温度（２５±１） ℃。
１ ２ ２　 蔗糖浓度和预培养时间筛选 　 剥取无菌苗 １ ｃｍ 茎

尖，分别接种在含 ０ ２、０ ４、０ ６ 和 ０ ８ ｍｏｌ·Ｌ－１蔗糖的 ＭＳ 培

养基上，按照上述培养条件分别预培养 ０、１、２、３ 和 ４ ｄ。 预培

养后的茎尖经过 ６０％ ＰＶＳ２（ＰＶＳ２ 由体积分数 ３０％甘油、体积

分数 １５％乙二醇、体积分数 １５％ＤＭＳＯ 以及含 ０ ４ ｍｏｌ·Ｌ－１蔗

糖的 ＭＳ 培养液组成）装载 ３０ ｍｉｎ，ＰＶＳ２ 脱水 １５ ｍｉｎ；将茎尖

放入装有新鲜 ＰＶＳ２ 的冻存管中，于液氮中保存；２４ ｈ 后取出

冻存管，４０ ℃水浴解冻 １ ｍｉｎ；用含 １ ２ ｍｏｌ·Ｌ－１蔗糖的 ＭＳ 培

养液洗 ２ 次，各 １０ ｍｉｎ，然后用 ＴＴＣ 法［７］检测茎尖存活率。
１ ２ ３　 装载与脱水条件筛选　 将茎尖接种在含 ０ ６ ｍｏｌ·Ｌ－１

蔗糖的 ＭＳ 培养基中预培养 ３ ｄ，然后按照 ＣＫ（对照）组以及

Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３ 和 Ｔ４ 处理组的设置分别装载与脱水。 对照组直接

置于液氮中保存 ２４ ｈ；Ｔ１、Ｔ２ 和 Ｔ３ 处理组分别先用 ６０％ＰＶＳ２
装载 １０、２０ 和 ３０ ｍｉｎ，再用 ＰＶＳ２ 脱水 １５ ｍｉｎ；Ｔ４ 处理组依次
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用 ＰＶＳ２ 处理 ２０ 和 １５ ｍｉｎ。 从对照组和各处理组分别取出一

批茎尖，用滤纸吸去表面水分，称量鲜质量；然后于 ８０ ℃烘干

至恒质量，称量干质量，计算茎尖含水量。 其余茎尖进行冻存

和化冻后测定茎尖存活率。
１ ２ ４　 化冻条件筛选　 将茎尖接种在含 ０ ６ ｍｏｌ·Ｌ－１蔗糖的

ＭＳ 培养基中预培养 ３ ｄ，经过 ６０％ＰＶＳ２ 装载 ３０ ｍｉｎ，ＰＶＳ２ 脱

水 １５ ｍｉｎ，放入冻存管，液氮保存 ２４ ｈ；然后，分别置于 ３０ ℃、
４０ ℃、５０ ℃和 ６０ ℃ 的水浴中化冻，化冻时间分别为 １ 和 ２
ｍｉｎ，按照上述方法分别测定茎尖存活率。
１ ２ ５　 茎尖再生培养　 以上述筛选的最优条件冻存的茎尖

为实验材料进行再生培养。 培养基为含 ０ ５ ｍｇ·Ｌ－１ ６－ＢＡ、
０ １ ｍｇ·Ｌ－１ ＮＡＡ、０ ０９ ｍｏｌ·Ｌ－１蔗糖和 ６ ５ ｇ·Ｌ－１琼脂的 ＭＳ
培养基，暗培养 ２ 周后转入光下培养 ３５ ｄ［８］ ，培养条件同上。
观察植株生长状况并统计成苗数，计算再生率。

上述各处理使用的培养基或培养液 ｐＨ 值均为 ６ ８，以 ２１
个茎尖为 １ 个重复，各处理均设 ３ 个重复，结果取平均值。
１ ３　 数据计算和统计分析

按照公式“含水量＝〔（茎尖鲜质量－茎尖干质量） ／茎尖鲜质

量〕×１００％”、“存活率＝（完全显深红色的茎尖数 ／经 ＴＴＣ 处理的

茎尖总数）×１００％”和“再生率＝（再生成苗的茎尖数 ／冻存茎尖总

数）×１００％” 分别计算茎尖的含水量、存活率和再生率。
采用 ＥＸＣＥＬ ２００３和 ＳＰＳＳ １６ ０统计分析软件对相关实验数

据进行处理和统计分析。

２　 结果和分析

２ １　 蔗糖浓度和预培养时间对茎尖存活率的影响

不同蔗糖浓度和预培养时间对冻存后‘红香芋’茎尖存

活率的影响见表 １。 结果显示：蔗糖浓度和预培养时间均对茎

尖存活率有明显促进作用。 在蔗糖浓度 ０ ２ 和 ０ ４ ｍｏｌ·Ｌ－１

的条件下茎尖存活率随预培养时间延长而逐渐增大；而在蔗

糖浓度 ０ ６ 和 ０ ８ ｍｏｌ·Ｌ－１的条件下茎尖存活率先升高后下

降，分别在第 ３ 天和第 ２ 天达最高。 预培养第 ０ 天和第 ４ 天，
各处理组的茎尖存活率均无显著差异；预培养第 １ 天至第

３ 天，蔗糖浓度 ０ ６ 和 ０ ８ ｍｏｌ·Ｌ－１处理组的茎尖存活率总体

上显著高于其他 ２ 个处理组；总体上看，茎尖存活率随培养基

表 １　 蔗糖浓度和预培养时间对冻存后‘红香芋’茎尖存活率的影响１）

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｅ⁃ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ ｏｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｈｏｏｔ ｔｉｐ ｏｆ Ｃｏｌｏｃａｓｉａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ‘ Ｈｏｎｇｘｉａｎｇｙｕ ’
ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ１）

蔗糖浓度 ／ ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｃｏｎｃ． ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ
预培养不同时间后茎尖的存活率 ／ ％　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｈｏｏｔ ｔｉｐ ａｆｔｅｒ ｐｒｅ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

０ ｄ １ ｄ ２ ｄ ３ ｄ ４ ｄ

０ ２ ６ ３５±２ ７５ａ １２ ７０±２ ７５ｂ １７ ４６±２ ７５ｂ ２６ ９８±５ ５０ｃ ３９ ６９±４ ７６ａ
０ ４ ６ ３５±２ ７５ａ １５ ８８±２ ７５ｂ ２５ ４０±２ ７５ｂ ３６ ５１±２ ７５ｂｃ ４２ ８６±４ ７６ａ
０ ６ ６ ３５±２ ７５ａ ２０ ６４±２ ７５ｂ ４１ ２７±９ ９１ａ ５５ ５６±７ ２７ａ ４６ ０３±５ ５０ａ
０ ８ ６ ３５±２ ７５ａ ３４ ９２±２ ７５ａ ４６ ０３±７ ２７ａ ４４ ４４±７ ２７ａｂ ４１ ２７±２ ７５ａ

　 １）同列中不同的小写字母表示差异显著（Ｐ＜０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０ ０５） ．

中蔗糖浓度提高而增大。
２ ２　 玻璃化装载与脱水对茎尖含水量和存活率的影响

玻璃化装载和脱水方式对‘红香芋’茎尖含水量和存活

率的影响见图 １。 结果显示：各处理组的茎尖含水量均显著低

于对照组，Ｔ４ 处理组的茎尖含水量最低（为 ３１ ５７％），Ｔ１、Ｔ２
和 Ｔ３ 处理组间无显著差异。 对照组的茎尖存活率为 ０％，而
Ｔ３ 处理组的茎尖存活率最高（达 ６５ ０８％），显著高于 Ｔ１、Ｔ２
和 Ｔ４ 处理组；总体上看，茎尖存活率随装载时间延长而增大。
综合分析结果显示：经 ６０％ＰＶＳ２ 装载 ３０ ｍｉｎ，再经 ＰＶＳ２ 脱水

１５ ｍｉｎ，茎尖的含水量适宜、存活率最高。
２ ３　 化冻温度和时间对茎尖存活率的影响

化冻温度和时间对‘红香芋’茎尖存活率的影响见图 ２。
结果显示：在化冻温度 ３０ ℃ ～ ６０ ℃条件下，茎尖均能快速解

冻，且相同化冻温度下化冻时间对茎尖存活率无明显影响；而
在化冻时间相同的情况下，化冻温度为 ４０ ℃ ～ ６０ ℃，茎尖存

活率总体上无显著差异。 故茎尖经液氮保存后，在 １ ～ ２ ｍｉｎ
内于 ４０ ℃ ～６０ ℃快速化冻即可。

□： 含水量 Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ； ■： 存活率 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ．

ＣＫ： 对照 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｔ１， Ｔ２， Ｔ３： ６０％ＰＶＳ２ 分别装载 １０、２０ 和 ３０
ｍｉｎ， ＰＶＳ２ 脱水 １５ ｍｉｎ Ｌｏａｄｅｄ ｆｏｒ １０， ２０ ａｎｄ ３０ ｍｉｎ ｂｙ ６０％ ＰＶＳ２，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｔｈｅｎ ｄｅｈｙｄｒａｔｅｄ ｆｏｒ １５ ｍｉｎ ｂｙ ＰＶＳ２； Ｔ４： 用 ＰＶＳ２ 依次处
理 ２０ 和 １５ ｍｉｎ Ｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ ２０ ａｎｄ １５ ｍｉｎ ｏｒｄｅｒｌｙ ｂｙ ＰＶＳ２． 同一指标的
不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｉｎｄｅｘ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０ ０５） ．

图 １　 玻璃化保护液装载和脱水方式对‘红香芋’茎尖含水量和存活
率的影响
Ｆｉｇ． １ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｌｏａｄｅｄ ａｎｄ
ｄｅｈｙｄｒａｔｅｄ ｍｅａｓｕｒｅｓ ｏｎ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｈｏｏｔ ｔｉｐ
ｏｆ Ｃｏｌｏｃａｓｉａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ‘Ｈｏｎｇｘｉａｎｇｙｕ’
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□： 化冻 １ ｍｉｎ Ｔｈａｗｉｎｇ ｆｏｒ １ ｍｉｎ； ■： 化冻 ２ ｍｉｎ Ｔｈａｗｉｎｇ ｆｏｒ ２ ｍｉｎ．

不同的小写字母表示同一化冻时间不同化冻温度间差异显著（Ｐ＜
０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｔｈａｗｉｎｇ ｔｉｍｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｈａｗｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ （Ｐ＜０ ０５） ．

图 ２　 化冻温度和时间对‘红香芋’茎尖存活率的影响
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈａｗｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｎ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ
ｓｈｏｏｔ ｔｉｐ ｏｆ Ｃｏｌｏｃａｓｉａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ‘Ｈｏｎｇｘｉａｎｇｙｕ’

２ ４　 茎尖再生植株的生长状况观察

‘红香芋’茎尖经玻璃化法超低温保存后接种于再生培

养基上，其生长状况见图 ３。 结果表明：化冻后的茎尖接种在

再生培养基中均能够恢复生长，暗培养 ２ 周后转至光下培养

１０ ｄ 后茎尖萌动长出幼芽，光下培养约 ３５ ｄ 后茎尖再生成幼

小植株（图 ３－Ａ），再生率为 ３９ ６８％。 与正常茎尖的试管苗

（图 ３－Ｂ）相比，两者在形态上没有明显差异。

Ａ： 培养约 ５０ ｄ 玻璃化茎尖形成的试管苗 Ｐｌａｎｔｌｅｔ ｆｒｏｍ ｖｉｔｒｉｆｉｅｄ ｓｈｏｏｔ
ｔｉｐｓ ａｆｔｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ａｂｏｕｔ ５０ ｄ； Ｂ： 正常茎尖形成的试管苗 Ｐｌａｎｔｌｅｔ
ｆｒｏｍ ｎｏｒｍａｌ ｓｈｏｏｔ ｔｉｐ．

图 ３　 ‘红香芋’玻璃化茎尖与正常茎尖的再生状况比较
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖｉｔｒｉｆｉｅｄ ｓｈｏｏｔ ｔｉｐ
ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｓｈｏｏｔ ｔｉｐ ｏｆ Ｃｏｌｏｃａｓｉａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ‘Ｈｏｎｇｘｉａｎｇｙｕ’

３　 讨论和结论

影响植物离体茎尖玻璃化法超低温保存效果的因素有很

多，包括预培养方式、玻璃化保护液装载和脱水方式及化冻条

件等。 香石竹（Ｄｉａｎｔｈｕｓ ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｕｓ Ｌｉｎｎ．）在含 ０ ５ ｍｏｌ·Ｌ－１

蔗糖的培养基中预培养 １ ｄ 后冻存的茎尖存活率最高［９］ ，本
研究结果与其有一定差异。 说明利用此技术保存不同植物种

质时，须筛选各自适宜的蔗糖浓度和预培养时间。
本研究中，脱水前先用 ６０％ＰＶＳ２ 处理 ３０ ｍｉｎ，茎尖存活

率大于直接利用 ＰＶＳ２ 脱水处理，可能由于低浓度保护液可缓

解剧烈脱水对细胞的伤害，也说明直接用高浓度玻璃化溶液

脱水，可使细胞渗透压剧烈变化，导致细胞损害［１０］ 。 本研究

中，用 ６０％ＰＶＳ２ 装载 １０～３０ ｍｉｎ，茎尖含水量无差异，但处理

３０ ｍｉｎ 茎尖存活率最高，是因为用玻璃化保护液处理茎尖，不
仅要降低含水量，还须使保护剂充分浸入细胞以提高茎尖抗

冻性，装载时间过短则无法有效抗冻。
化冻条件对存活率影响较大。 ‘红香芋’茎尖适宜的化

冻条件为在 ４０ ℃水浴中快速处理 １～２ ｍｉｎ；当温度升至 ６０ ℃
时，茎尖存活率无显著差异。 由于用较高温度化冻不易掌握

且重复性差，并易出现化学毒性伤害［８］ ，因此，４０ ℃是‘红香

芋’茎尖最合适的化冻温度。
综上所述，适宜于‘红香芋’茎尖玻璃化超低温保存的步

骤为：茎尖先用含 ０ ６ ｍｏｌ·Ｌ－１蔗糖的 ＭＳ 培养基预培养 ３ ｄ，
然后用 ６０％ＰＶＳ２ 装载 ３０ ｍｉｎ，再经 ＰＶＳ２ 脱水 １５ ｍｉｎ，将茎尖

置于液氮中冷冻保存。 经过超低温保存的茎尖在 ４０ ℃水浴

中化冻 １～２ ｍｉｎ，经过再生培养，即可获得正常试管苗。
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