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香石竹种质离体保存研究进展
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摘要：香石竹是世界四大切花之一，具有重要的观赏价值。其种质资源主要依靠田间种质圃和离体库进行保存。离体保

存包括试管苗保存和超低温保存，这两种方法作为田问种质圃保存的补充可以分剐对种质资源进行短中期和长期保存。本

文对香石竹离体保存的相关研究进行了概括总结，旨在为香石竹种质资源的保存提供参考。
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Abstract：Carnation is one of the world’S four cut flowers with important ornamental value．Its germplasm re—

sources are mainly conserved in field genebanks and in vitro genebanks，which including tissue
culture and eryopreser—

vation．As complementary to conservation in field genebanks，in vitro genebanks can conserve the germplasms in short，

medium and long·term．In this paper．the related researches in the carnation germplasms in vitro conservation were

studied summarily，aims at providing references to carnation germplasm conservation．
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香石竹(Dianthus caryophyllus L．)又称康乃馨，

属石竹科(Cary叩hyllaceae)石竹属(Dianthus L．)。

香石竹是世界四大切花之一，在花卉市场占有重要

的地位。由于人口增加、土地开发、环境恶化等原因

造成香石竹种质资源丢失，长期扦插繁殖引起品质

退化，现代农业的发展和商业品种的推广导致品种

单一，使得香石竹种质资源的保存更显重要。香石

竹种质资源主要依靠田间种质圃和离体库进行保

存。离体保存以其无菌培养、占用空间小、所需劳动

力和维持开支少、易于国际间交换等特点越来越受

到世界各国的重视⋯。

1香石竹试管苗保存

1．1培养条件

光照强度一般在2000—30001x，光照时间多为

12—14h／d，温度为20～25℃。MS培养基是最适合
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香石竹生长的基本培养基，pH在5．8～7．0时，香石

竹均可正常生长，但生根时以pH为6．7—7．0为

好旧。，这与其栽培上要求较碱性环境的特性相

符"1。最常用的激素有细胞分裂素(BA、KT)和生

长素(IAA、NAA)。细胞分裂素浓度在0．2～

2．0mg／L时，均可从茎段外植体上再生不定丛生芽。

对于芽增殖而言，一般认为BA较KT有效一1。生长

素的作用是促进生长和生根，浓度从0．01～1．0mg／L

不等，一般在0．1—1．0mg／L之间。

1．2外植体种类

在香石竹的组织培养中，目前已从茎尖、茎段、

叶片、萼片、花芽、花瓣、花托、花丝、花粉、胚珠、原生

质体及体细胞胚一’刊等多种外植体中获得了再生植

株，且多以器官直接再生不定芽为主。

1．2．1含分生组织的外植体 Aamir等‘81以顶芽

和腋芽为材料，接种6～7d后生成芽，其最适培养基

为MS+4．0mg／L BAP，顶芽效果优于腋芽；最佳增

殖和生根培养基分别为MS+1．0mg／L BAP和MS+

1．0mg／L NAA。哈梅娟等一1以顶芽为外植体的研

究认为，分化继代的最适培养基为MS+0．3mg／L 6一

BA+0．5—1．Omg／L IAA或MS+0．3mg／L 6一BA+

0．1—0．2 mg／L NAA，最适的生根培养基为I／2MS

+1．0mg／L IBA+0．01mg／L NAA。周长东¨0J以顶

芽为外植体时组培增殖阶段的最佳培养基为MS+

2．0mg／L 6一BA+0．3mg／L NAA，不定芽的分化系数

达到6．45，最佳生根培养基为I／2MS+0．5mg／L

NAA+0．5mg／L IBA+109／L AC，生根率达90％。

Miller等⋯1认为腋芽外植体再生不定芽的最佳培养

基为MS+15tJ，mol／L BA+0．5／LLmol／L a—NAA。房立

晶¨纠在大量实验的基础上总结出取用带腋芽的茎

段为外植体比叶片更有利于香石竹的快速繁殖。

6一BA和NAA浓度分别为2．Omtg／L和0．5mg／L的组

合时，腋芽和叶片的诱导率最高分别达到87．9％

和11．2％。

1．2．2不含分生组织的外植体除了分生组织，其

他不同种类的外植体也都已经被成功地再生。许多

研究证明在以叶、茎、花瓣为外植体时，分化一般发

生在该外植体与其他器官相分离的基部伤口处，如

以叶为外植体时，叶片基部与茎分离的伤口处直接

分化不定芽¨}”1；同样，茎节是在与叶片分离后的

伤口部位具有分化能力‘1“；花瓣在与花托连接的部

位才具有分化能力¨“。Van Altvost等¨纠认为叶片

的最佳分化培养基为MS+0．3mg／L NAA+0．9mg／

L BA，分化率达65％。余义勋等¨副认为BA和TDZ

两种激素均可诱导叶片分化不定芽，AgNO，(0—

25mmol／L)抑制不定芽的分化。暗培养和增加蔗糖

浓度有利于不定芽分化¨引。刘丽娜¨"公开了香石

竹茎段诱导无菌芽的培养基：MS+1mg／L 6．BA诱

导率为83．3％。Nakano等忙钊以香石竹花瓣、叶片

和茎段为外植体诱导不定芽，发现只有花瓣具有较

高的再生率，适宜的培养基为MS+1．1～2．2mg／L

BA和MS+0．9mg／L NAA。

1．3保存时间或周期

香石竹一般通过分生组织的培养得到再生植

株，通过切取带节的茎段进行无菌微繁殖。继代时

间一般为1—2个月，对如何延长香石竹试管苗的继

代时间国内外研究相对较少。目前主要通过降低温

度、提高渗透压、进行饥饿处理、添加生长延缓剂或

抑制剂、减少氧气供应、减少光照等来降低组织培养

物的生长速度，以达到延长保存时间的效果。De．

reuddre等。2刈研究认为香石竹试管苗在3～5℃或4h

光照下，生长显著减缓或停止，可被保存1年以上。

在本实验中，培养基中加入B9，香石竹试管苗可保

存9个月以上。

1．4保存过程中存在的问题

试管苗玻璃化现象是香石竹组织培养中的一大

障碍，多年来不少学者致力于研究其原因和克服方

法一2‘”o。采用强光照10000～200001x，延长光照时

间，在培养基中提高糖和琼脂的浓度，降低细胞分裂

素的用量，提高培养基中铁离子和镁离子的浓度，使

用透气性封口膜，筛选抗玻璃化无性系等来减少玻

璃化现象的发生∽昏2引。此外，周音等‘2引、沈宁东

等一驯认为AgNO，和活性炭可以有效防止或降低试

管苗的玻璃化现象。活性炭的作用机理可能是通过

吸附培养基中的生长调节剂(6-BA)从而降低玻璃

化现象发生。胡继金¨1|、高疆生等∽21认为青霉素

可以克服香石竹试管苗玻璃化现象，而赵艳岭等一副

认为青霉素对克服玻璃化苗无明显效果，对生根有

作用。

2香石竹超低温保存

2．1研究概况

香石竹的超低温保存在国外开展的较早，较为

成功。国内近两年才有相关研究报道。1976年

Seibert¨41以5％DMSO处理无菌分离的香石竹茎尖

后投入液氮，得到33％的存活率，这是香石竹超低

温保存的首例报道。1年后Seibert等一副采用4。C低

温锻炼3～10d后，进行超低温保存，80％的茎尖得
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到恢复生长。Uemura等¨引结合以上两种方法以

DMSO作为冷冻保护剂在0qc培养几天后两步降温

投入液氮，得到60％一80％的存活率。1991年Fu—

kai等一¨利用10％DMSO在0℃预培养1h，采用两

步冰冻法成功地对石竹科5个属38个品种的茎尖

进行了超低温保存，并将其中一个品种保存长达4

年，几乎得到100％存活率和再生率，冻存后的材料

能正常地生长和开花。1987年，Dereuddre等‘3引提

出以高浓度蔗糖溶液预培养可以代替低温处理，这

在超低温保存技术上是一个很大的进步。Tannoury

等∞刊于1991年采用包埋玻璃化法对香石竹进行超

低温保存，获得70％以上的存活率，这是包埋玻璃

化法的首例报道。Halmagyi等㈣1于2002年对香石

竹顶芽玻璃化法超低温保存过程中的一些影响因素

如玻璃化液的种类、浓度、处理温度、处理时间等进

行了研究，结果表明：采用100％PVS2，即30％甘

油+15％乙二醇+7％二甲基亚砜(DMSO)在O℃下

处理10min效果较好。2007年，Halmagyi等H¨采用

包埋玻璃化法对3个香石竹品种的茎尖进行保存，

获得60％～73％的再生率。周旭红等H2J2011年采

用玻璃化法对香石竹茎尖进行了超低温保存，获得

了44．13％的存活率，具体程序如下：取继代30d的

无菌组培苗，切取1 cm的茎段于MS+0．5mol／L蔗

糖+5％DMSO预培养ld，2mol／L甘油+0．4mol／L

蔗糖装载40min，PVS2脱水40min。

2．2保存方法

已报道的香石竹超低温保存方法可以概括为传

统的两步降温法和现代的包埋脱水法、玻璃化法和

包埋玻璃化法。传统的超低温保存方法是20世纪

70、80年代发展起来的，主要包括低温冷冻剂处理

及随后的程序降温仪缓慢降温。该法的主要程序：

蔗糖或多元醇预培养一DMSO装载一冷冻诱导的细

胞脱水一投入液氮一快速化冻。该法主要是通过细

胞外结冰对细胞进行脱水。包埋脱水法是基于人工

种子的生产技术发展而来的。将香石竹茎尖包埋成

球后，在富含蔗糖的液体培养基中预培养18h，将包

埋球置于无盖培养皿中，在无菌空气流下脱水0—

6h。该程序脱水时间要受无菌空气流的温度和它的

相对湿度等参数的影响。玻璃化法是将茎尖用蔗糖

和(或)DMSO预培养后进行装载处理，然后用玻璃化

液脱水后快速投入液氮，并要求快速化冻。装载一般

用2M甘油+0．4M蔗糖或稀释的玻璃化液。该法主

要是通过高浓度玻璃化液诱导脱水，快速降温使细胞

连同玻璃化液迅速进入玻璃化态，快速化冻以避免升

温过程中次生结冰H0’4引。包埋玻璃化法将包埋脱水

法和玻璃化法相结合，以极端浓度混合的低温保护剂

在室温下脱水取代了冷冻诱导的脱水和无菌空气流

的脱水，降低了包埋脱水法中不可控因素的影响。

2．3影响因素

2．3．1 取材部位 香石竹超低温保存所选取的材

料有腋芽[42J和顶芽H叫的茎尖。香石竹顶芽的存活

率高于腋芽的存活率，随距离顶端节数的增加，存活

率下降。Dereuddre等H引以继代2个月的植株为材

料，以距离该植株顶芽的节数为对象进行研究。结

果表明：1—4节腋芽的抗冻性与顶芽相似，存活率

为90％，第5节存活率为68％，从第5节开始抗冻

性逐渐下降，接近茎基部的腋芽存活率为10％。继

代两个月的腋芽比来自相同植株的顶芽对深度低温

更敏感，且这种敏感性随距顶芽距离的增加而增加。

这可能与顶端优势产生的相关抑制物所导致的生理

差异密切相关，也可能与生理年龄、生理活性、内源

糖含量、含水量以及体积大小等因素有关。这种现

象在甘薯、欧洲板栗中也有类似的报道H44“。但刘

艳霞、艾鹏飞等分别在对菊花、柿、君迁子的研究中

认为，腋芽较顶芽数量多，容易剥取且不易造成机械

损伤，存活率也较高一”“。

2．3．2继代时间以继代两个月的植株5—9节的

腋芽为材料，对其进行茎段培养。4“，通过观察培养

天数与存活率的关系发现：没有进行茎段培养的腋

芽，存活率为30％(相同条件下顶芽的存活率

90％)，培养2d内，存活率迅速上升到61％，第3天

降为21％，4—5d存活率逐渐下降，在第5天以后存

活率逐渐上升，一直到14d达到相对稳定，在14d和

21d存活率分别为94％和98％。去掉顶芽后腋芽

的抗冻性在I一2d内被迅速激活，但需经过几周的

继代培养才能获得与顶芽相似的最大的抗冻性。这

似乎暗示了器官所处的生理阶段的重要性。

2．3．3预培养DMSO和蔗糖是香石竹预培养最

常用和最有效的两种物质。2“，DMSO的浓度影响存

活率。单独在含0．75mol／L蔗糖和1mol／L蔗糖的

培养基中预培养时，存活率为35％和42％。当

0．75mol／L蔗糖与2．5％DMSO混合时，存活率提高

到93％，与5％一15％DMSO混合时存活率将近

100％。产生100％存活率的DMSO的浓度也依赖

于蔗糖的浓度，即当蔗糖浓度为0．3mol／L时，达到

100％存活率所需的DMSO的浓度为10％一15％；

而当蔗糖浓度为0．5mol／L或0．75mol／L时，达到

100％存活率所需的DMSO的浓度则为5％一15％。
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对大多数植物而言，预培养可以显著提高其冻

后存活率，但也有一些植物不需预培养，如香蕉、石

楠、扶芳藤等H“50]。香蕉经预培养后并没有提高存

活率，且茎尖褐化变黑，推测可能是受损组织释放的

多酚物质发生氧化，在表面形成一种不可渗透的物

质，从而影响冷冻保护剂的渗透和组织脱水。

2．3．4装载和脱水 常用的装载液是2mol／L甘

油+0．4mol／L蔗糖或稀释的玻璃化液。但有一些

材料不需装载，如柿子、苹果、梨一“”1的茎尖及一些

物种的休眠芽等，推测可能是经过了自然或人工的

抗寒锻炼已经发生了保护性脱水及其他提高抗寒力

的变化。投液氮前一般用玻璃化液PVS2(30％甘

油+15％二甲基亚砜+15％乙二醇+0．4 mol／L蔗

糖)或PVS3(50％甘油+50％蔗糖)在00C对材料进

行脱水。Kim等”列以两种模式植物大蒜和菊花为材

料，对PVS2和PVS3玻璃化液及其改进液(改变

PVS2和PVS3中各组分的含量)进行研究，认为PVS2

适合中等大小、耐化学毒性、对渗透胁迫中度敏感的

材料，而PVS3适用于对化学毒性非常敏感、耐受渗透

胁迫的较大异质体材料。周旭红"引利用玻璃化法对

香石竹腋芽进行超低温保存，认为合适的装载(2mol／

L甘油+0．4mot／L蔗糖)和脱水(PVS2)时间均为

40min。Halmagyi等H¨则将含香石竹茎尖的包埋球

在0．75mol／L蔗糖中预培养2d后不经装载直接

PVS2脱水4h，二者都得到了较高的存活率。

可见不论是预培养、装载还是脱水最终目的都

是使材料达到超低温保存所要求的生理特性，使细

胞的含水量降到维持生理活性的最低水平，防止冷

冻和化冻过程冰晶的形成，提高材料的抗冻能力。

2．3．5冷冻和化冻 一般而言，在玻璃化程序中，

细胞或器官只有快速冷冻和化冻以避免冰晶的形

成，才能得到高的存活率。Tannoury¨引对香石竹超

低温保存过程中冷冻速度对存活率的影响进行了研

究：包埋的茎尖经0．75mol／L蔗糖预培养和空气干

燥后，直接投入液氮或两步冷冻投入液氮，都能获得

高的存活率，降温速率(0．5～200℃／rain)对存活率

没有显著影响。经过预培养和高浓度冷冻保护剂处

理后，香石竹茎尖包埋球含水量接近20％，认为此

时茎尖的存活率不依赖于冷冻和化冻的速率，而是

依赖于冷冻和化冻过程中对玻璃态转化的耐受力。

目前最常见的是快速化冻，即冻存材料经40℃

水浴化冻后用含1．2mol／L蔗糖的MS液体培养基洗

涤2—3次或在室温下直接用此培养基洗涤2～3次。

2．3．6恢复培养冻存后的材料对光照比较敏感，

一般要先进行一段时间的暗培养，再放到光下培养。

另外，有的材料化冻后需要先在渗透势较高的半固

体培养基中过渡培养一段时间，然后转到正常的恢

复培养基中。恢复培养基通常需要加一定的激素，

如赤霉素、细胞分裂素、玉米素等以促进存活和再

生。细胞分裂素、玉米素分别对白杨和白桦的存活

和再生是必需的"4巧5|。香石竹恢复培养基中一般

添加6．苄基嘌呤(6一BA)、生长素(IAA)、萘乙酸

(NAA)。周旭红等E42]，Halmagyi等i41]，Halmagyi

等”0|采用的恢复培养基分别是Ms+0．2mg／L BA

+0．1mg／L NAA．MS+1．5mg／L BA+0．5mg／L

IAA，MS+1．0mg／L BA+0．2rng／L NAA。一般恢复

培养一段时间需要转到新鲜的培养基中。

2．4超低温保存效果的评价

2．4．1存活率的鉴定 冻后存活率的快速鉴定通

常采用染色法，如荧光双醋酸酯法(FAD)、氯化三

苯四氮唑还原法(TTC)、Evans蓝法、FDA-酚藏红花

双染色法等。近年来发展了一些物理手段，如检测

材料产生挥发性碳氢化合物(如乙烯、乙烷)的含

量，检测某一部位离子流或分子流的情况等。染色

法有时不能完全反映细胞或组织的再生能力，不足

以衡量冻后材料的活力状况，而物理手段目前还没

有得到广泛的应用。

2．4．2遗传稳定性的检测 许多研究都证明超低

温保存后材料未发生染色体或DNA水平的变

化。5“5。川，说明超低温保存在保持种质资源遗传稳定

性方面具有其他保存方法所不具有的优越性。但是

目前为止还没有关于香石竹冻存后再生莓遗传稳定

性的研究报道。

3问题及展望

香石竹种质资源离体保存主要包括试管苗保存

和超低温保存。对于试管苗保存，国外开展研究较

早，成果较多，技术较为成熟。相比而言，国内主要

存在两个问题：(1)多以分生组织及茎段为外植体

再生植株，而关于花瓣、花药、花丝等器官再生的报

道相对较少。(2)关于延长继代时间的限制生长保

存也鲜有报道。今后可以在这两个方面进行更多的

研究，以完善国内试管苗保存体系。

对于香石竹种质资源的超低温保存，国内研究

较少，虽国外早期研究颇多，但仍存在一些问题：

(1)保存材料多局限于茎尖分生组织，可以对其他

器官如花粉和种子进行保存，以完善香石竹超低温

保存体系。(2)冻后存活率的鉴定目前还只停留在

万方数据
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通过观察恢复培养后离体器官或组织的形态发生能

力。该法虽然直观准确，但所需周期较长。期待建

立一种简单准确、不污染、不损伤材料的方法来快速

鉴定材料的存活情况。(3)有必要对冻存过程中细

胞内部结构、再生植株牛理生化、遗传稳定性等方面

进行深入研究。(4)有研究证实香石竹顶芽的存活

率高于腋芽。因此，很有必要对影响顶芽和腋芽存

活率的相关生理机理进行深入系统的研究。
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位推行惠益机制，以及建立执行机构。

5．5加强利用研究

通过成功利用的业绩来促进保护，是比较符合

目前经济建设需要的方法，可以通过加强种质创新，

以及与育种者合作来强化利用研究。加速野生稻优

异种质利用，从而促进野生稻保存条件的改善，达到

安全保存的目的。

5．6加强技术培训

广西野生稻保护涉及到行政部门领导、乡村干

部群众，也涉及到科研单位，是一个社会科学与自然

科学交汇的复杂系统工程。因此，必须加强沟通，强

化技术培训，才能做好保护工作。应利用现有电视、

广播、会议、墙板报等多重形式进行培训与宣传，普

及保护技术，提高意识，促进保护与利用。
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