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离体保存技术在无性繁殖蔬菜
种质资源保存中的应用

王海平，李锡香，沈镝，宋江萍
(中国农业科学院蔬菜花卉研究所，北京100081)

摘要：概述了无性繁殖蔬菜种质赘源的重要性及保存现状、离体保存技术及其国内外研究进展，着重介绍了我国无性繁

殖蔬菜种质资源离体保存技术的研究进展和应用情况，展望了离体保存技术在无性繁殖蔬菜种质保存中的应用前景。
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Application of／n Vitro Conservation Technique in

Vegetative Vegetable Germplasm Resources
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(Institute of Vegetables and Flowers，Chinese Academy of Agrucultural Sciences，Beijing 100081)

Abstract：Importance and conservation status of vegetative vegetable germplasm resources were reviewed in this

paper．Brief methods of in vitro conservation were given．The paper mainly focused on the status and advance of in

vitro conservation of vegetative vegetable germplasm in china．Some emergent questions and prospect of伽vitro con-

servation were presented and discussed．
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无性繁殖蔬菜既是构成我国蔬菜产业特色的重

要作物，又是生物多样性的重要组成部分。我国无

性繁殖蔬菜种质资源丰富，分布广泛；各种无性繁殖

蔬菜的生物学特性各不相同，异地保存存在适应性

问题；田间保存、收获、贮藏过程中不仅需要大量的

人力和物力，同时易受自然灾害，使种质资源安全保

存面临技术挑战。离体保存技术可在一定程度上解

决无性繁殖蔬菜种质资源田间保存中的部分问题，

受到了国内外研究者的高度重视，在技术研究和应

用方面都取得了很大成效。我国在大蒜、姜和百合

等无性繁殖蔬菜种质的离体保存技术方面研究较为

深入，并成功地应用于资源的复份保存。由于无性

繁殖蔬菜种类繁多，基因型对离体保存技术影响很

大，所以离体保存技术在研究与应用方面任重道远。

1 无性繁殖蔬菜种质资源保存现状及

离体保存技术的重要性

1．1 无性繁殖蔬菜种质资源的重要性及保存现状

无性繁殖蔬菜包括姜、薯芋、芋头、魔芋、豆

薯、葛等薯蓣类蔬菜，大蒜、葱、韭菜等葱蒜蔬菜，

食用百合、竹笋、黄花菜、芦笋、香椿、枸杞等多年

生蔬菜⋯。无性繁殖蔬菜在世界人民膳食结构和

经济生活中占有重要的地位，又是生物多样性的

重要组成部分。无性繁殖蔬菜也是构成我国蔬菜

产业特色的重要作物，是蔬菜出口创汇的主要种

类。我国的大蒜、姜、百合等无性繁殖蔬菜的生产

不仅在国内占有很大比重，在世界蔬菜贸易上也

占据相当份额。
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世界各国非常重视无性繁殖蔬菜种质资源的收

集和保存，如印度、法国、德国、英国、美国、俄罗斯等

都保存有相当数目的无性繁殖蔬菜种质资源，并开

展了相关的离体保存技术研究。

通过国家基础性工作项目“无性繁殖蔬菜种质

资源的收集整理和保护”及国家科技基础条件平台

项目“无性及多年生繁殖蔬菜资源标准化整理、整

合与共享试点”的实施，中国农业科学院蔬菜花卉

研究所率先在全国28省(市)抢救性地收集了736

份无性繁殖蔬菜种质资源(包括葱蒜类、薯蓣类、多

年生和野生蔬菜种质资源)，分属26科，58属、102

种，保护了一批濒临灭绝的名、特、优蔬菜地方品种

和野生资源。首次建立了我国规模较大的综合性无

性繁殖蔬菜资源圃，整理入圃种质656份，填补了我

国蔬菜种质资源保护领域的一项空白。这些无性繁

殖蔬菜种质资源主要以田间种植的方式保存于资源

圃，通过各种田间保存技术的研发和设施的改善，已

经能够保证资源的正常生长，但田间保存费用高、费

工、易受病虫害的侵染。对这些资源，尤其是珍稀、

濒危的资源进行室内离体复份保存，是确保种质安

全保存的重要途径旧1。。

1．2离体保存技术的缘起与重要性

对无性繁殖蔬菜种质资源而言，因为不能以种

子形式进行低温保存，所以离体保存技术是理想的

保存途径之一。离体保存是将植物外植体在无菌环

境下进行组织培养，将这些外植体贮存在各类生长

抑制条件下，使其缓慢生长或停止生长，以达到长期

保存的目的。此项技术由Henshaw和Morel在1975

年首次提出，并受到植物界的极度重视。1980年，

国际植物遗传资源委员会增加了对无性繁殖材料收

集、保存研究的支持，1982年专门成立了离体保存

咨询委员会，随后，许多国家和相关国际组织相继建

立了植物种质离体基因库，许多不能用常规种子保

存的植物已经采用这种方法得以保存¨。。

离体保存技术与田间种植保存相比具有明显的

优点：首先，离体保存所占空间小，在较小的空间内

可保存大量的基因资源，克服了田问保存需占用土

地面积大、管理费用高的缺点；离体保存技术在无菌

条件下进行保存，易于控制，同时可在离体保存的任

何阶段进行脱毒处理，避免了病害及自然灾害，减少

了田间保存过程中易发生自然变异和种质退化的现

象；离体保存技术打破了植物生长的季节性，可以在

人工条件下繁殖不同生育阶段的植物体，以保证引

种者的不同需要；离体保存技术可在很短的时间内

繁殖大量的种质个体，繁殖个体小，便于运输，从而

更有利于种质资源的分发、交换和利用；离体保存技

术对一些稀有、珍贵和濒危植物资源的保存具有极其

重要的意义。所以，离体保存作为种质资源圃活体保

存的补充甚至替代技术，大大提高了种质资源保存的

安全性，已成为资源研究领域的重要课题和热点。

2 无性繁殖蔬菜种质资源离体保存

技术

植物种质资源保存主要有原生境保存和非原生

境保存，非原生境保存包括种质库、种质圃、离体保

存，有的学者将离体保存作为第3种保存方式"。。

离体保存，就是利用超低温库、组织培养室等保存植

物的配子体、枝条、花粉、组织、细胞等，来达到保存

植物种质资源的目的。离体保存技术是指通过无菌

操作，使植物体的各类结构材料(外植体)在人工控

制的环境条件下，进行离体培养的一套技术与方法，

其中植物的细胞与组织培养，是在上述条件下将植

物外植体接种于培养基上保存。与其他植物一样，

用于无性繁殖蔬菜种质资源常用的离体保存方法有

缓慢生长保存(slow growth conservation)和超低温保

存(crypreservation)，前者适合中短期保存，后者用

于长期保存。

2．1 缓慢生长保存

缓慢生长保存是指通过调节培养条件，抑制培

养物生长，但不死亡，从而延长继代培养时间，减少

操作和劳力的保存方法H。。抑制培养物生长的途

径主要有：降低培养温度，调整培养渗透性，控制养

分水平，应用化合物或生长抑制剂，控制培养基营养

物质，降低培养环境中氧含量，调节光照和应用适当

的包扎物等。

降低培养温度降低培养温度是缓慢生长保存

最常用的方法，得到了国内外学者广泛的研究，已经

在许多植物的保存中得到研究和应用。如草莓、苹

果、梨、猕猴桃和属于无性繁殖蔬菜的芋头和马铃薯

等作物，通过降低培养温度，都得到了很好保存效

果¨J01。正确选择适宜低温是提高保存存活率的关

键，不同植物乃至同一种植物不同基因型对低温的

敏感性不一样¨“。

提高培养基渗透压提高培养基渗透压也可以

抑制培养材料的生长。一般是在培养基中添加一些

高渗物质化合物以提高培养基的渗透势负值，造成

水分逆境，降低细胞膨压，使细胞吸水困难，减弱新

陈代谢活动，延缓细胞生长。研究实验证明，通过增
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加如蔗糖、甘露醇等高渗物质，可延长生姜、百合等

离体保存的时间¨。121。

培养基中添加生长调节物质在常规培养基中

添加生长延缓剂或生长抑制剂，可有效地抑制保存

材料的生长，延缓其继代周期。目前，常用的生长抑

制剂有：氯化氯胆碱(矮壮素，CCC)、N，N．二甲基胺

琥珀酸(B9)、多效唑(PP333)11⋯、高效唑($3307)、

脱落酸(ABA)、三碘苯酸(TIBA)、膦甘酸、甲基丁二

酸等‘81。

培养基的营养控养植物生长发育依赖于外界

养分的供给，如果养分供应不足，植物生长缓慢，植

株矮小。国内外学者通过对生姜、百合、香蕉、咖啡

等¨¨2，14。1纠作物的研究，表明降低培养基中的养分

水平也可有效地限制细胞生长，达到保存的目的。

降低培养环境中的氧气浓度 1959年Cap—

lin¨钊提出低氧分压用于植物组织培养物保存的设

想。1981年Bridgin等¨71采用降低培养物周围的大

气压力或改变氧含量来保存植物组织培养物。Do-

rion¨驯用矿物油覆盖技术成功地保存了多种植物愈

伤组织。但此项技术的研究尚不成熟，尤其有关低

氧对细胞代谢功能影响还有待进一步研究。

调节培养光照 愈伤组织需要在黑暗中保存，

植物组织培养物一般在缓慢生长过程中对光照的需

要因材料不同，要求不一。一些研究认为，适当缩短

光照周期有利于延缓培养物生长；也有的研究认为，

强光有利于保存⋯J。

适合的包扎物研究表明，包扎物对试管中材

料的保存效果影响也很大。辛淑英¨州在甘薯种质

苗的保存研究中发现，以铝箔封口保存效果最佳；周

明德H叫也报道了在马铃薯种质保存中铝箔的封口

效果较好，长期保存草莓种质试管苗以塑料薄膜封

口效果好；在柑橘的保存中，棉塞+聚乙烯膜和封口

膜的效果较好心¨。所以在具体的保存实践中，可能

需要根据不同作物和培养容器，选择合适的包扎物。

2．2 超低温保存

低温保存操作简便，适于中短期种质保存，但需

多次继代培养才能延长保存期。而多次继代后，又

会引起染色体和基因型的变异，如多倍体、非整倍

体、染色体缺失和易位等结构变异¨川。超低温保存

技术在一定程度上克服了上述缺点。离体保存技术

中的超低温保存除了要求设备较简便，不需要大量

的基本建设投资外，在长期保持遗传的稳定性上具

有明显的优势；另外，经过超低温保存后的再生植

株，有可能产生高抗寒性的新品种。利用超低温保

存的植物材料涉及到细胞(悬浮细胞)、原生质体、

愈伤组织、分生组织(茎尖)、芽、枝条、花粉、活体胚

等，大部分已成功地实现了植株再生⋯以引。近年来

关于植物材料的超低温保存的报道越来越多，特别

是在以无性繁殖为主的园艺植物的种质保存方面研

究更多⋯22。6|。

超低温常指低于一80％的低温，现在较常用的

超低温保存技术有：逐步冰冻法、脱水干燥方法、玻

璃化方法、胶囊化／脱水方法、胶囊化／玻璃化方法

等。在无性繁殖蔬菜种质资源超低温保存中主要以

玻璃化方法研究最热，技术相对更成熟。玻璃化超

低温保存是指在液氮中保存植物组织的一种方法。

一般是以足够快的降温速度，使植物液相固化成无

定形的玻璃化状态而非尖锐的冰晶形式，即所谓的

玻璃化状态。玻璃化状态是一种透明的“固态”，没

有冰晶和溶液效应对细胞造成损伤，植物的物质代

谢、生命活动几乎完全停止，而细胞活力和形态发生

的潜能得以保存。这种保存方法，保持了培养物的

遗传稳定性，是植物种质保存的有效方法，近年来受

到国内外学者的广泛关注。

玻璃化法超低温保存原理是利用高浓度的复合

保护剂(如PVS2)等处理植物培养物一定时间后立

即投入液氮，以足够快的降温速度，使细胞连同保护

剂本身在快速降温中都进入玻璃化。玻璃化超低温

保存的关键在于脱水过程的控制以及保护剂对细胞

渗透以减轻化学毒性和溶液效应。玻璃化法超低温

保存的基本程序为：(1)材料的选择；(2)材料预处

理；(3)冰冻保护剂处理；(4)投入液氮；(5)化冻、

洗涤；(6)活力鉴定、再培养；(7)遗传性状的分析。

3 无性繁殖蔬菜种质资源离体保存

技术的研究进展及应用现状

3．1 国外离体保存技术研究和应用现状

蔬菜作物的离体繁殖技术已经取得了很大进

展，离体繁殖方法在很多蔬菜作物中的快繁方面得

到了较为广泛的研究和应用，如大蒜、石刁柏、花茎

甘蓝、抱子甘蓝、洋葱、大蒜、洋白菜、胡萝卜、木薯、

花椰菜、芹菜、黄瓜、茄子、羽衣甘蓝、菜豆、豌豆、莴

苣、辣椒、马铃薯、西葫芦、甘薯、番茄、参薯等11“。

离体保存技术的研究和应用也得到了一定的发

展。大蒜的离体保存技术应用于保存实践，如印度

利用常温离体保存技术保存大蒜种质85份。薯蓣

类蔬菜低温和超低温保存技术得到了广泛的研究，

部分技术已经应用于种质资源的保存。在法国，通
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过缓慢生长法中期保存薯蓣种质资源21种301份，

每6—8个月继代1次，已经保存两年。印度自20

世纪90年代开展姜种质资源的离体保存技术研究，

通过离体保存技术保存生姜种质120份⋯，至2006

年增加至160份旧“。

3．2我国离体保存技术的研究进展及应用现状

中国农业科学院蔬菜花卉研究所经多年的研

究，建立了大蒜¨’23‘、百合汹。91和姜¨11种质组织快

繁和低温离体保存技术体系；通过技术集成，建立了

我国第一个蔬菜低温离体保存种质库和超低温种质

保存装置，并成功地应用于种质保存实践，开辟了种

质资源低成本安全保存和有效利用的可靠途径。这

些技术解决了无性繁殖蔬菜种质资源田间保存中易

受自然灾害等一系列问题，在生姜、百合和大蒜种质

资源的安全保存和有效分发利用方面发挥了重要作

用。其中微型姜组织快繁关键技术大大提高了微型

姜苗健壮程度和快繁效率，降低了微型姜苗生产的

成本。该技术不仅可在姜t厂化种苗生产中应用，

还可用于姜种质资源离体保存和分发利用。利用相

关技术现已经复份保存大蒜种质资源146份，姜种

质资源46份，百合资源9份。

3．2．1大蒜种质资源离体繁殖和保存技术研究 中

国农业科学院蔬菜花卉所王艳军旧引、高霞¨o研究了

不同浓度的激素配比对大蒜多芽分化的影响，筛选

出了芽分化多、生长健壮、长势较均衡的大蒜多芽分

化培养基配方。

对大蒜低温保存技术研究结果表明：在大蒜试

管苗基本保存培养基中添加甘露醇(MNT)或脱落

酸(ABA)，对试管苗的生长均有抑制作用。但ABA

的抑制作用过于强烈。蔗糖浓度对试管苗株高的影

响无显著差异。1℃和5℃两种温度保存6个月的

试管苗长势良好，无死亡；15℃以上的温度不利于其

保存。低温和黑暗有利于大蒜试管苗的保存。筛选

出了适用大蒜种质的低温离体保存的培养基配方和

培养环境，其中研究发现40份大蒜种质可安全保存

24个月且不需继代¨“。

高霞【81系统地研究了大蒜茎尖超低温保存技

术，通过比较茎尖大小、预培养基蔗糖浓度及预培养

时问、冰冻保护剂及其处理方式、化冻方式等因素对

冻存茎尖存活率的影响，获得了优化的大蒜初生芽

茎尖超低温保存程序。对12份不同大蒜种质超低

温保存研究发现，不同的大蒜品种冻后成活率差异

较大，其中成活率最高可达到100％，最低的只有

53％。对大蒜超低温保存茎尖再生植株及其遗传稳

定性进行分子水平检测，结果发现再生植株、田间生

长植株和组培苗均未发现差异带。说明在大蒜组织

培养及超低温保存过程中，再生植株保持了种质的

原有遗传特性。

3．2．2百合种质资源离体繁殖和保存技术研究 张

玉芹等128。驯对百合低温和超低温保存技术进行了

较为系统的研究，分别筛选出了百合多芽分化、继代

扩繁培养及低温保存的培养基配方。通过比较同一

鳞茎不同部位的鳞片及同一鳞片上不同部位组织产

生芽的能力，结果表明：外层鳞片组织的芽分化数分

别是中层和内层鳞片组织的1．2倍和1．9倍，鳞片

下部组织的芽分化数分别是中部和上部组织的1．3

倍和1．8倍，即百合组织培养的最适外植体是外层

鳞片与鳞茎盘连接的下部鳞片。以鳞片组织快繁为

基础的百合试管苗保存技术研究结果表明：无论是

在培养基中添加MNT还是ABA，在常温下保存的

百合试管苗，每3个月继代1次。但在1—5℃低温

下，保存18个月时，大多数处理的百合试管苗生长

正常。但在低温下，加MNT各处理的成活率总体上

要高于加ABA各处理，生长受抑制程度低于ABA

各处理，且鳞茎发育良好。从芽成活率、单芽增殖数

及鳞茎大小等指标综合考量，筛选出了百合低温保

存的适宜培养基范围为：MS+MNTl0—209／L+蔗

糖30～609／L。在适宜的范围内，MNT浓度高时，蔗

糖可以适当降低；MNT浓度低时，蔗糖可以适当提

高。在1±1℃保存条件下，百合试管苗生长情况的

总体趋势与5±1℃相近，通过此离体保存技术已经

复份保存9份。

通过比较组培苗的继代时间、茎尖大小、冰冻保

护剂及其处理方式、预培养基蔗糖浓度及预培养时

间、化冻方式等因素对冻存茎尖存活率的影响，系统

研究了百合种质资源的离体超低温保存技术。筛选

获得百合组培苗茎尖超低温保存的程序和基本条件

如下：切取继代30～45d的百合无菌苗的茎尖2—

3mm，在0．5mol／L蔗糖的MS培养基上预培养1～2d

后，O℃下用100％PVS2脱水处理20min后，换用新

鲜的100％PVS2，然后将材料直接投入液氮。冻后

成活率最高可达到52．6％，并能再生植株。

3．2．3生姜离体快繁及种质资源离体保存技术研

究周逊¨¨通过对生姜离体快繁技术的研究，确定

了初生芽离体培养的适宜培养基为MS+NAA

0．1mg／L+6一BA 3．5mg／L，对生姜芽诱导和生根成

苗比较适宜，平均单株出芽数可达2．8个。同时发

现初代接种未出芽姜块的二次转接培养增殖率高，
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姜块二次培养比初次接种时的成苗快4倍左右；继

代培养的成苗时间短于初代培养，一般约需2个月。

多效唑(PP333)、NAA和6．BA在生姜继代培养中

的效果明显。单独使用PP333要明湿优于单独使

用NAA或6．BA的效果，经PP333处理的组培苗生

长健壮，芽分蘖多，根系发达，茎叶和根生长均衡，叶

色深绿，没有出现黄化现象，且基部略有膨大，培养

2个月的芽增殖倍数达15．4。以继代组培苗为试验

材料的试管姜诱导研究涉及蔗糖、6-BA、NAA和

PP333的浓度以及光照条件等因素。培养基中的蔗

糖浓度、添加适宜浓度的6．BA、NAA和PP333对试

管姜的诱导都有不同程度的促进作用，尤其是

PP333对试管姜形成的促进作用更为明显。

李锡香等旧叫通过研究，筛选出了诱导试管微型

姜适宜的培养基和培养条件：每升基本培养基MS

中含有80—1109蔗糖、0．003—0．00429多效唑、6．8

—7．29琼脂，pH为5．7～5．9。微型姜苗的根状茎

平均纵径0．81cm，茎粗0．72em，重达0．289。微型

姜苗增殖倍数高达21．69，平均株高4．45cm、根状茎

平均纵径为0．70em，根状茎粗0．63em、单个根状茎

重量0．249。按照此微型姜苗组培快繁培养基及组

培快繁方法，在无菌培养室中培养60—110d，可获

得大小不同的、可供保存或分发利用的微型姜苗。

将生姜继代组培苗接种在添加不同浓度的蔗糖

和甘露醇的培养基上，在20℃、光照强度2000Lux、

光照时间12h／d条件下，比较保存6个月的生姜试

管苗的生长量和死f率，结果显示：在培养基中加入

甘露醇和蔗糖均可以有效抑制试管苗生长，延长其

保存期。在一定范围内，蔗糖浓度越高，保存效果越

好，说明高浓度的蔗糖既能提供营养又能抑制植株

生长，达到试管苗保存的目的。甘露醇的抑制效果

较蔗糖更强烈。通过筛选利用生姜种质资源保存的

培养基，只需要每6个月继代1次，利用此技术已经

成功保存生姜资源46份。

4应用前景

离体保存技术由于其具有省时、省地、省空间和

无病虫害侵染等优点，尤其用于植物种质资源离体

保存的设备简单，不需要大量的基本建设投资，具有

广阔应用前景"“。

不可否认，植物种质的离体保存技术研究及其

应用已取得一定进展，但因其研究历史较短，已有的

结果仍是初步的，许多问题尚需进一步探讨。已有

保存试验的存活率一般还较低，特别是目前保存的

时间还较短，超低温保存在长期(10年、20年甚至

更长时间)保存后，材料的生活力和存活率、再生植

株的能力，这些问题都需要进一步研究H卜”·。在进

行多代的离体繁殖和保存过程中，可能会造成种质

遗传漂移。由于近亲繁殖也有可能造成种质原有生

长习性的衰退、生物竞争性和病害抗性的减弱。另

外，现有的技术还不能像非离体保存那样为育种者

及时提供所需要的大量的成株苗。

不过，离体保存技术在植物育种和生物多样性

保护上的巨大潜力已经得到国内外学者的公认。我

们相信通过技术和设施的不断改进，离体保存技术

将日臻成熟，必将在无性繁殖蔬菜，尤其是珍稀和濒

危种质资源的保存中发挥更大的作用。
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