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香蕉离体茎尖超低温保存研究

李俊慧1”，何 平1，陈晓玲2，卢新雄2，辛 霞2，张志娥2，辛萍萍2

(1西南大学生命科学学院，重庆400715；2中国农业科学院作物科学研究所，北京100081)

摘要：以香蕉(Muss spp．)试管苗为试材，对其离体茎尖小滴玻璃化法超低温保存的影响因素进行了研究。小滴玻璃化法

和玻璃化法超低温保存后再生率的差异表明，香蕉更适合用小滴玻璃化法进行超低温保存。香蕉小滴玻璃化法超低温保存

的方案如下：试管苗在609／L蔗糖的MS培养基上培养1—2个月，剥离带有1—2片叶原基的茎尖，室温下装载30min(可延长

至4h)，0℃下PVS2处理40一50rain。6个基因型的14个品种的再生率平均为46．9％。通过SSR分子标记检测，再生植株的

遗传稳定性没有发生改变。该结果为香蕉种质资源的长期保存提供了理论依据和技术支撑。
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Cryopreservation of in Vitro Shoot-Tips of Banana(Musa spp．)

LI Jun—huil”，HE Pin91，CHEN Xiao—lin92，LU Xin-xion92，XIN Xia2，

ZHANG Zhi—e2．XIN Ping—pin92
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Abstract：In vitro shoot-tips of banana(Musa spp．)were successfully eryopreserved by droplet vitrification

method．The factors affecting the post-thaw regeneration of shoot tips were analyzed．The results showed that the

droplet vitrification method was more suitable for cryopreservation of banana in vitro shoot-tips than vitrification

method．The optimal procedures were as follows：Shoot—tips with 1 or 2 leaf primordia excised from rooted讥vitro

plantlets which were cultured on MS medium supplemented with 60s／L sucrose for 1～2 months．30min loading

time could be prolonged up to 4h at room temperature，and the optimal treatment time of PVS2 was 40—50min at

0℃．The average post—thaw regeneration rate was 46．9％of 14 accessions belonging to six different genomic groups

of Musa spp．after cryopreservation by droplet vitrification method．There was no variation in the regenerated plant—

lets on SSR molecular level．

Key words：Banana；／n vitro shoot—tip；Droplet vitrification method；Cryopreservation；Genetic stability

香蕉(Muss spp．)是世界第二大水果，也是发展

中国家水稻、小麦、玉米之后的第四大食物来源⋯。

由于香蕉主要栽培品种多为三倍体，为营养性结实，

所以不能采用种子保存。而田问保存需要占用大片

土地和消耗大量的人力物力，且易受到病虫害的侵

袭。试管苗保存需要经常继代，易污染和发生体细

胞变异。玻璃化法超低温保存具有设备简单、易操

作和重复性好等优点。在玻璃化法基础上发展起来

的小滴玻璃化法，冷冻和解冻速率更快旧o，存活率

更高。目前利用小滴玻璃化法已成功保存了马铃

薯、芦笋、甘薯、薯蓣、苹果、芋头、大蒜、番木瓜等多

种作物茎尖¨“1‘。

目前，香蕉超低温保存材料涉及种子¨21、合子

胚¨川、胚性悬浮细胞系¨“、高密度分生组织
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团¨“、试管苗顶端分生组织。种子和合子胚仅适

用于野生二倍体香蕉，胚性悬浮细胞系的诱导效

率很低，而且并不适用于所有基因型，高密度分生

组织团通常诱导出来的质量不高，冻后再生率往

往较低。1999年，Thinh等¨叫用玻璃化法保存香

蕉离体茎尖，再生率平均为69％，其他实验室用此

方法保存，得到的再生率普遍较低。2005年，Panis

等Ⅲo用小滴玻璃化法保存了来源于INIBAP的分

属8个基因组的56个品种。2006年，吴黎明

等¨副用玻璃化法保存了3个品种的香蕉茎尖，再

生率平均为53％。国内未见香蕉小滴玻璃化法超

低温保存的研究报道。本文研究了香蕉多个品种

的超低温保存，对香蕉离体茎尖小滴玻璃化法超

低温保存的影响因素进行了分析，以期尽早建立

香蕉离体茎尖超低温保存体系，为长期安全保存

香蕉种质资源奠定基础。

1材料与方法

1．1材料

供试材料是由国家果树种质广州香蕉圃提供的

分属6个基因型的14份种质资源，分别为ABB(东

大、广粉1号、小米)、AAA(大丰1号、大丰2号、抗

枯1号、抗枯5号、巴西、碧盛)、AAAB(SH3640、金

手指)、AA(海贡)、ABBB(粉杂l号)、AAB(中山龙

牙)。先将试管苗接种在MS+3mg／L BA+0．1mg／L

NAA+309／L蔗糖+7．09／L琼脂的培养基上进行扩

繁，培养温度为(25±2)℃，光照14h／d。然后将扩

繁的试管苗转移到无激素的MS培养基中生根，1个

月以后，将生根苗转移到含609／L蔗糖的MS培养

基中培养。

1．2超低温保存方法及程序

1．2．1 茎尖剥离 分别选取在含609／L蔗糖的MS

培养基上培养不同时间(半个月、1个月、2个月、3

个月)的健康植株，在无菌条件下，利用显微镜剥取

球茎直径大小为1．5—2mm的茎尖，保留不同数目

的叶原基(0、1、2、3片)。茎尖剥离后立即置于MS

培养基上，以防干燥。

1．2．2 装载 将剥离后的茎尖室温下装载不同

时间(30min、1h、2h、4h)，或者在含0．3mol／L、

0．4mol／L蔗糖的MS培养基上预培养2d后再装

载。装载液为MS+2mol／L甘油+0．4mol／L

蔗糖。

1．2．3脱水处理将装载后的茎尖转移到无

菌滤纸上，吸干表面液体，再转入玻璃化液PVS2

中，在O。C条件下分别处理不同时间(0、20、30、40、

50、60min)。PVS2的组成为MS+30％甘油+15％

乙二醇+15％二甲基亚砜(DMSO)+0．4mol／L

蔗糖。

1．2．4 液氮保存 小滴玻璃化法是将脱水处理

后的茎尖转移至铝箔条上的PVS2小滴上(约

15¨1)，将粘有茎尖的铝箔条在液氮里蘸一下，然

后直接装入盛满液氮的冷冻管中，投入液氮保

存。玻璃化法则是将脱水处理后的茎尖转移到

装有1 ml新鲜PVS2的冷冻管中，再投入液氮

保存。

1．2．5解冻、洗涤从液氮中取出装有材料的冷冻

管。如果材料是经过小滴玻璃化法保存的，取出冷

冻管中的铝箔条，室温下迅速投入MS+1．2mol／L

蔗糖卸载液中解冻，几秒钟后，茎尖释放，再将茎尖

转入新的卸载液中洗涤15min。如果材料是经过玻

璃化法保存的，则将装有茎尖的冷冻管在40。C水浴

中快速解冻80s，再转入卸载液中洗涤15min。

1．2．6恢复培养 将洗涤后的茎尖先在MS+

0．3mol／L蔗糖的半固体培养基上暗培养2d(培养

基上放一层无菌滤纸)，然后在MS+0．5mg／L BA

的恢复培养基上暗培养1周，之后转入光下培养，1

个月后，观察并统计结果。

1．3单因子试验

以碧盛香蕉为试材，对茎尖叶原基数目、预培

养、装载时间、PVS2处理时间、PVS种类等几个因素

进行单因子试验。试验时只变化单因子，其他处理

相同，即选取609／L蔗糖的MS培养基上培养1个

月以上的健康苗，剥离带有1片叶原基的茎尖，室温

下装载30min，0℃下PVS2处理40rain。每个处理选

8～12个茎尖，3次重复。

1．4遗传稳定性检测

参照Creste等【1引方法对超低温保存后的再生

植株用SSR法进行遗传稳定性检测。香蕉叶片

DNA提取用CTAB法。正常生长的试管苗为

对照。

1．5数据统计分析

使用SPSS 1 1．5和Excel软件对实验数据进行

统计分析。每个处理的实验结果以平均值和标准误

来表示，均值之间差异显著性采用邓肯氏新复极差

检验(P<0．05)方法进行评估。
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2结果与分析

2．1 茎尖叶原基数目对再生率的影响

茎尖叶原基数目对再生率的影响结果见图1。

叶原基数目为l片或2片时的再生率显著高于没有

叶原基和3片叶原基，最高为50％。1片和2片之

间差异不湿著。叶原基数目反映了茎尖生长点被叶

原基包裹的状态，没有叶原基，生长点完全裸露，1

片叶原基半包裹生长点，2片叶原基较l片包裹面

积大，但仍没有完全包裹，而3片叶原基则完全包裹

生长点。所以，生长点半包裹比完全裸露和完全包

裹可以获得更高的再生率。

0 l 2 3

叶原基数目(片)

圈1叶原基数目对再生率的影响

Fig．1 Effect of the leaf primordium number

on the regeneration rate

2．2预培养对再生率的影响

预培养可以减少细胞内自由水含量，增加组织

中可溶性糖等保护性物质的含量，使细胞能经受低

温胁迫旧⋯。本研究以蔗糖作为渗透性保护物质，结

果如图2所示，0．3mol／L蔗糖预培养与不预培养之

间没有显著差异，而蔗糖浓度升至0．4mol／L时，再

生率屁著下降。由图2可见，预培养时的变黑率都

很高，这是由于茎尖预培养时，受损组织释放的多酚

物质发生氧化，从而褐化变黑，而非超低温保存后存

在的酶反应。褐化后在表面形成一种不可渗透的物

质，从而影响冰冻保护剂的渗透和组织的脱水，导致

再生率的降低。所以，对于香蕉茎尖不宣进行预培

养处理，这样既能保证再生率，同时也简化了方法。

2．3装载时间对再生率的影响

装载处理是一个渗透保护的处理过程，可以初步

降低组织的含水量，避免由于渗透压变化太强而对材

料造成伤害心¨。本试验用装载液处理时，发现茎尖在

室温下装载至4h仍没有明显影响冻后再生率(图3)。

因此，香蕉茎尖装载时间不同不会影响再生率。
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图2预培养对再生率的影响

Fig．2 Effect of preculture on the regeneration rate
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图3装载时间对再生率的影响

Fig．3 Effect of loading time on the regeneration rate

2．4 PVS2处理时间对再生率的影响

将装载后的茎尖在0。C条件下用玻璃化液

PVS2处理0—60rain，结果见图4。PVS2处理Omin

再生率为0。随着PVS2处理时间的延长再生率先

升高后降低，50min时最高，达62．5％。处理60min

时，再生率下降至36．3％。处理30rain、40rain与

50rain之间差异不显著，而与20min和60min差异

显著。所以，PVS2处理以30—50min为最佳。
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图4 PVS2处理时间对碧盛再生率的影响

Fig．4 Effect of different time exposed to

PVS2 on the regeneration rate
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2．5不同PVS液对再生率的影响

不同玻璃化液处理的茎尖超低温保存后再生率

结果见表1。PVS2效果最好，其次是PVS4，但是

PVS4处理的结果稳定性不好。所以，PVS2最适于

香蕉超低温保存。

袭1不同玻璃化液对再生率的影响

Table 1 Effect of different PVS on the regeneration rate

处理

Treatment

再生率(％)

Regeneration rate

PVSl

PVs2

PVS3①

PVS3②

PVs4

TowiU

7．9±4．0b

52．8±12．5a

11．1±5．6b

9．5±4．8b

33．3士17．2ab

15．7±7．9b

PVSI：MS+22％甘油+13％乙二醇+15％二甲基哑砜+13％聚乙二醇

PVS2：MS+30％甘油+15％乙二醇+15％二甲基亚砜+o．4moL／L蔗糖

PVS3①：MS+40％甘油+10％乙二醇+10％二甲基亚砜十45％蔗糖

PVS3②：MS+50％甘油4-50％蔗糖

PVS4：MS+35％甘油+20％乙二醇+0．6moL／L蔗糖

Towill：MS+35％乙二醇+1moVL二甲基亚砜+10％聚乙二醇+

0．4mol／L蔗糖

2．6小滴玻璃化法与玻璃化法的比较

以5个品种为试材，比较小滴玻璃化法与玻璃

化法保存的效果，结果见图5。5个品种用小滴玻璃

化法保存后再生率都高于玻璃化法，平均高

25．7％。方差分析表明，碧盛和东大两个品种用两

种方法保存的结果达到显著差异(P<0．05)。所

以，小滴玻璃化法更适用于香蕉超低温保存。

喜||70¨d．置hn j

2．7不同品种再生率差异

根据单因子试验优化的香蕉小滴玻璃化法超低

温保存条件和方法，即选取继代培养l一2个月的健

壮植株，剥取带有l一2片叶原基的茎尖，室温下装

载30min，O。CPVS2处理50min，对分属于6个基因

型的14个香蕉品种的茎尖进行了超低温保存研究，

结果见表2。不同基因型之间经邓肯氏新复极差检

验差异不显著(P<0．05)。

表2香蕉不同品种小滴玻璃化法超低温保存后的再生率

Table 2 Regeneration rate of different banana cultivars

after cryopreservation using droplet vitrification method

2．8超低温保存后材料的表现类型

按照优化出的超低温方法保存后恢复培养1个

月，可观察到4种不同类型的茎尖，A：茎尖呈白色，表

明在投入液氮时立即死亡；B：茎尖完全或部分变黑，

说明超低温保存后存在多酚化合物的氧化；c：形成愈

伤组织，原因是顶端分生组织以外区域的生长；D：茎

尖再生(图6中的A—D)。对于以长期保存为目的

的种质资源保存来讲，再生率是最有效的参数。

2．9超低温保存后植株再生及遗传稳定性

香蕉茎尖超低温保存后多数可以直接再生植

株，不经过愈伤组织(图6一E、F)。再生植株通过诱

导可以增殖和生根(图6．G、H)。这种通过器官发

生途径再生成植株可减少变异发生的频率。从再生

植株的形态特征上看，没有变异。21对SSR引物扩

增电泳图谱分析，未发现超低温保存前后材料的遗

传差异，其电泳图谱如图7。
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图6超低温保存后材料的表现类型及再生情况

Fig．6 Exhibition of eryopreserved material and regeneration

A：白色苇尖；B：变黑茎尖；c：愈伤组织；D：再生茎尖；E、F：再生茎尖恢复培养2周和6周；G、I-I：再生植株的增殖和生根

A：White meristem；B：Blackening meristem；C：Calli formation；D：Regenerated shoot-tip；E，F：Regenerated shoot—tips after 2 weeks(E)and 6 weeks(F)

regrowth；G，H：Proliferation(G)and rooting(H)of plandet

图7超低温保存前后SSR图谱

Fig．7 SSR pattern of regenerated plantlet detected by 21 primer pairs

M：DNA分子量标准；O：保存前材料；1：保存后材料

M：DNA marker；0：Noneryopreserved；1：Cryopreserved

3 讨论

与玻璃化法相比，小滴玻璃化法具有更高的冷

冻和解冻速率，在冷冻时更容易形成玻璃化状态，解

冻时又可以避免去玻璃化的发生。这可以避免细胞

间冰晶的形成对细胞造成致死伤害。更快的冷冻速

率可以通过以下两种方法获得：(1)直接用一208。C

的部分固化的氮代替一196。C的液氮p o；(2)让冷冻

组织与冷源(液氮)直接接触。玻璃化法通常是将

样品放在装有1ml玻璃化液的冻存管中后投入液氮

保存，这种方法的冷冻速率约为6。C／s。而小滴玻

璃化法是将铝箔条上的小滴直接与液氮接触，冷冻

速率可以达到130。C／s[2]。本研究中，小滴玻璃化

法较玻璃化法适用于更多香蕉品种，说明冷冻和解

冻速率高对于一些香蕉品种获得高再生率是很有必

要的。

剥取茎尖前将生根苗转移到含609／L蔗糖的

MS培养基进行培养。蔗糖浓度是普通MS培养基

的2倍，具有使小植株初步脱水的作用。本试验中

发现材料培养时间长短影响其生理状态，从而影响
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再生率，培养1—2个月的小植株健康、粗壮、生根

好、球茎大，保存后再生率高。

高浓度蔗糖预培养没有显著提高香蕉冻后再生

率，这点与其他植物不一样。我们的研究目标是建

立既可获得高再生率，方法又要相对简单的超低温

保存方案，所以，香蕉茎尖不进行预培养，直接装载，

本试验中装载4h也没有降低再生率。剥取茎尖是

一项很费时的工作，从得到第一个茎尖到最后一个

茎尖的时间间隔很长，因此可将剥好的茎尖直接放

人装载液，直到所有的茎尖准备好后同时进行下一

步的脱水工作。目前，装载的保护机理还不完全清

楚，可能是因为装载液存在于质壁分离细胞的原生

质周围，不仅减轻了PVS2严重脱水引起的渗透压

变化心⋯，而且通过改变细胞结构和稳定膜结构而增

加脱水耐性旧。“1。

本研究用小滴玻璃化法成功保存了包含二倍

体、三倍体和四倍体的6个不同基因型的14个品

种，有望成为香蕉超低温长期保存的常规方法。鉴

于香蕉之前被认为是较难进行超低温保存的热带植

物，相信小滴玻璃化法也可以为其他热带植物和顽

拗型种子植物的超低温长期保存提供借鉴。
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