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　 　 摘要:根据联合国粮农组织 ２０１０ 年发布的世界各国的«第二份世界粮食和农业植物遗传资源现状报告»以及有关国际会

议和相关文献资料ꎬ从超低温保存材料类型、基本程序、方法技术、理论基础、影响因素、保存费用、保存策略和保存现状、实际

应用等方面综述了全球植物种质资源超低温保存现状及其研究进展ꎬ展望了植物种质资源超低温保存技术的应用前景ꎬ旨在

加强非正常型种子植物种质资源的安全长期保存ꎮ 文章最后分析了我国存在的差距ꎬ提出了今后努力方向和发展的建议ꎮ
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植物种质资源可以分为 ４ 类ꎬ即正常性种子植

物、中间性种子植物、顽拗性种子植物和无性繁殖植

物ꎮ 能产生正常性种子的植物种质资源通常是在低

温库以种子形式进行保存ꎮ 不能产生正常性种子的

植物种质资源通常在田间种质圃、植物园、原生境保

护区(点)进行野外保存和在试管苗库、超低温库进

行离体保存ꎮ
随着环境的恶化ꎬ极端天气频发ꎬ强度不断增

大ꎬ野外保存资源的安全性受到的威胁日增ꎮ 试管

苗保存种质需要按期继代ꎬ有可能发生污染导致材

料丧失ꎮ 另外ꎬ随着培养时间的延长ꎬ试管苗在贮藏

时有可能发生一些变异ꎬ且变异的可能性将随着保

存时间的增加而增大ꎮ 超低温保存以其安全、稳定、
长期、经济的显著优点ꎬ正逐步发展成为与野外保存

并行且互补的长期安全有效保存方式ꎮ
植物种质资源超低温保存一般是在液氮( －

１９６ ℃)及液氮蒸汽相( － １５０ ~ － １８０ ℃)的超低温

条件下保存植物细胞、组织或器官ꎮ 植物材料在如

此低的温度下ꎬ调节和控制细胞生长代谢的各类酶

的作用受到极大抑制ꎬ新陈代谢活动基本停止ꎬ处于
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“生机停顿”或“假死”状态ꎮ 经过超低温保存后ꎬ处
于“假死”状态的植物材料能保持正常细胞的活性、
形态发生潜能和遗传稳定性ꎬ从而达到长期保存植

物材料的目的ꎬ理论上可以无限期保存种质资

源[１￣２]ꎮ 超低温保存将尽可能避免组织、细胞继代

培养及自然界中积累性突变等的发生ꎬ是非正常性

种子植物和无性繁殖植物种质资源长期安全保存方

法ꎬ也是生物技术材料有效、安全、稳定、经济、长期

保存的唯一方法ꎮ

１　 超低温保存研究进展

１􀆰 １　 超低温保存外植体材料类型

由于植物的繁殖特性、种属、基因型、抗冻性不

同ꎬ适宜进行超低温保存的种质外植体材料类型也

有所不同ꎮ 目前成功进行超低温保存的材料类型有

种子、休眠芽、茎尖分生组织、花粉、合子胚(胚轴)、
体细胞胚、悬浮细胞、愈伤组织、原生质体等ꎮ 各类

型材料的优缺点及适用物种见表 １ꎮ

表 １　 超低温保存材料类型的优缺点及适用物种

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｙｐｅｓꎬａｄｖａｎｔａｇｅｓꎬｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓꎬａｎｄ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｅｘｐｌａｎｔｓ

外植体材料类型

Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｅｘｐｌａｎｔｓ
优缺点

Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ
适用物种

Ｓｕｉｔａｂｌｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

种子 超低温保存操作简单ꎬ可大大延长种子寿命 珍稀、濒危、野生正常性种子、中间性种子(番木瓜、茶、杏、
杨桃、柑橘、油棕)、短寿命种子、顽拗性种子(橡胶)

茎尖分生组织 超低温保存的一种理想材料ꎬ可维持遗传稳定性ꎻ所
需保存空间较小

适用植物范围广ꎬ包括温带和热带植物

休眠芽(枝条) 超低温保存操作简单ꎬ可以避免超低温保存后进行组

织培养的污染问题ꎻ但需专用仪器设备如程序降温仪

等来精确控制降温速度ꎬ取材时间受季节限制ꎬ所需

保存空间较大ꎬ化冻复苏后需要熟练的嫁接技术

耐寒木本植物ꎬ如温带、亚温带植物(苹果、桑、李、柿、核
桃、柳树、榆木)ꎬ热带植物还未见报道

花粉 超低温保存操作简单ꎬ可保持特定的基因型ꎬ解决杂

交育种时的花期不遇或地理隔离等问题ꎬ也可免去每

年种植同一父本材料ꎻ取材时间受季节限制

短寿命的三核型花粉(禾本科、十字花科、菊科等)、顽拗性

种子植物(没有其他长期保存方案)

合子胚(胚轴) 超低温保存操作简单ꎻ体积小、具有形态发生潜力的

芽尖和根尖ꎬ解冻复苏后能生长成正常植株

正常性种子(花生)、非正常性种子(椰子、佛手瓜、榛子、
咖啡、橄榄、杏、茶、柑橘、木菠萝、棕榈)

愈伤组织和体细胞胚 相对容易ꎬ方法简单ꎬ需要预先建立完善的胚性愈伤

诱导组培体系ꎬ对超低温保存前需要确定愈伤组织维

持高度扩繁和再生能力的状态ꎮ 有的物种需要使用

程序降温仪进行降温速度精确控制ꎬ但超低温保存后

是否能维持较高的遗传稳定性ꎬ尚存在争议

很多物种ꎬ如冷杉属、云杉属、松属、栎属、油棕、柑橘属、苹
果、草莓、洋橄榄、甜樱桃、芦笋、甘薯、水稻等

１􀆰 ２　 超低温保存基本程序

超低温保存基本程序为:材料选择与准备→预

处理→降温冷冻→化冻→存活鉴定→遗传稳定性

分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １　 材料选择与准备 　 由于材料的特性(植物

的基因型、抗冻性及细胞、组织和器官的年龄、生理

状态等)、材料大小、取材部位均影响超低温保存效

果[３￣１３]ꎬ因此ꎬ应根据植物种类ꎬ选择适宜进行超低

温保存的不同材料类型ꎬ并适时取材ꎬ一般选择指数

增长期的细胞ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 预处理　 预处理目的主要是提高分裂相细

胞的比例和减少细胞内自由水含量ꎬ使材料达到最

适于超低温保存的生理状态ꎮ 预处理的方法有低温

锻炼和预培养ꎮ 茎尖分生组织、胚(轴)和顽拗性种

子预处理的一般方法是在 ０ ~ ４ ℃进行人工低温锻

炼 １ ~ ６ 周或用不同浓度蔗糖或甘露糖的培养基进

行 １ ~ ７ ｄ 的预培养ꎮ 在预培养时有的需要逐步提高

蔗糖浓度ꎬ有的需要添加 ＡＢＡ 等激素ꎬ有的则需缩短

光照时间ꎮ 休眠芽或枝条预处理的方法是在 ０ ℃进

行低温锻炼不同时间ꎮ 有的则需逐步在０ ℃以下温

度处理不同时间ꎬ如 － ３ ℃ꎬ１４ ｄ → － ５ ℃ꎬ３ ｄ →
－１０ ℃ꎬ１ ｄꎮ 花粉一般不需要进行预处理ꎬ有的则

在投液氮前需在 － ２０ ℃进行预处理ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 降温冰冻　 降温冰冻方式主要有 ４ 种:１)快

５１４



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １４ 卷

速降温ꎻ２)慢速降温ꎻ３)两步降温ꎻ４)逐级降温ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 化冻　 不同类型的保存材料以及用不同的

冷冻前处理和降温冰冻方式处理所得材料ꎬ其化冻

方法也相应不同ꎬ主要有常温化冻、快速化冻和慢速

化冻 ３ 种方法ꎮ 化冻方法的选择关键是防止化冻过

程中细胞内次生结冰和化冻吸水过程中水的渗透冲

击对细胞膜体系的破坏ꎮ 细胞再次结冰的危险温度

区域大约是 － ５０ ~ － １０ ℃ [１４]ꎮ 用玻璃化液处理后

的材料和采用快速降温法处理后的材料一般在３７ ~
４５ ℃温水浴中进行快速化冻 １ ~ ３ｍｉｎꎬ具体时间长

短依材料而定ꎬ如滴冻法处理的材料化冻时只需几

秒ꎮ 花粉通常在室温下进行常温化冻或置于 ３７ ~
３８ ℃温水浴中进行快速化冻ꎮ 休眠芽需在 ０ ℃缓

慢化冻或 ３７ ~ ３８ ℃温水浴化冻ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 存活鉴定　 超低温保存后存活鉴定及评价

指标与所用的超低温保存技术、材料类型及其再生

方式有关ꎬ主要有存活率(细胞活力快速染色法、再
培养法等)、再生率、萌发率、嫁接成活率、坐果率和

结实率等ꎬ各种方法的原理、适用材料类型及优缺点

详见表 ２ꎮ

表 ２　 超低温保存后材料存活检测方法

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｔｅｓｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

存活评价指标

Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃｅｓ
适用材料类型

Ｆｉｔｔｅｄ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌ
优缺点

Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

存活率(细胞活力快速染

色法ꎬ如 ＴＴＣ、ＦＤＡ 染色

法等)

所有外植体类型 快速鉴定ꎬ测定值可能高于实际存活率或再生率ꎻ进行快速染色鉴定后的样品已无

存活能力ꎬ不能继续进行长期保存以及活体细胞再生行为的后续观察

存活率(再培养法) 茎尖分生组织、 合子胚

(胚轴)、愈伤组织和体

细胞胚

体现实际存活状况ꎬ但在组织培养过程中面临污染的危险ꎬ部分存活组织有可能不

能再生

再生率 茎尖分生组织、 合子胚

(胚轴)、愈伤组织和体

细胞胚

体现实际再生状况ꎬ但周期长ꎬ在组织培养过程中面临污染的危险

萌发率 花粉、种子 花粉萌发率可能高于实际坐果率或结实率

坐果率、结实率 花粉 周期长ꎬ受气候、环境因素影响

嫁接成活率 休眠枝条或冬芽 需要熟练的嫁接技术ꎬ受气候、环境因素影响

１􀆰 ２􀆰 ６　 遗传稳定性分析　 保存后材料不发生遗传

变异是种质资源保存的一个关键点ꎮ 超低温保存中

材料经受了一系列逆境胁迫ꎬ易诱导超低温保存材

料及其再生植株产生变异ꎮ 因此ꎬ必须在利用超低

温进行常规大量长期保存植物种质资源前证实超低

温保存后材料遗传稳定ꎮ 目前采用多种方法从各个

水平对超低温保存后的遗传稳定性进行了评价ꎮ 细

胞、花粉、茎尖、种子等材料超低温保存后在表现型、
生化方面(可溶性蛋白和同工酶)、染色体结构和倍

性、分子水平(ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ 和 ＡＦＬＰ 等)以及细胞合

成次生代谢产物的能力均没有发生变化[１５￣２１]ꎮ 虽

然超低温保存在保持材料遗传稳定性方面比其他离

体方法有较好的保证[１５]ꎬ但用 ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ 分子标

记技术检测超低温保存的草莓、苹果、菊花和欧李茎

尖均观察到特异条带的产生[２２￣２５]ꎮ 另外ꎬ在欧李、
啤酒花和马铃薯超低温保存材料中检测到 ＤＮＡ 甲

基化状态的改变[２６￣２８]ꎮ 一方面组培本身会促进材

料的甲基化[２９]ꎻ另一方面由于以上遗传稳定性的改

变都是在玻璃化超低温保存材料上发现ꎬ其中一步

要用玻璃化液冰冻保护剂进行脱水处理ꎬ冰冻保护

剂中的二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)对植物材料有毒害作

用ꎬ会引起材料遗传稳定性的改变[３０]ꎮ 因此ꎬ目前

大部分观点仍认为变异是发生在组培继代阶段和保

护剂进行保护脱水过程中ꎬ而非超低温保存ꎮ
１􀆰 ３　 超低温保存方法及其理论基础

１􀆰 ３􀆰 １　 超低温保存方法技术的发展 　 １９２２ 年 Ｈ.
Ｅ. Ｋｎｏｗｌｔｏｎ[３１] 将金鱼草花粉冷冻到 － １８０ ℃后ꎬ仍
获得一定程度的萌发率ꎮ 这是超低温冷冻保存植物

种质的最早报告ꎮ １９５６ 年日本科学家 Ａ. Ｓａｋａｉ[３２]

首次报道耐寒桑树枝经冷冻脱水后超低温保存能存

活ꎮ １９６８ 年 Ｒ. Ｓ. Ｑｕａｔｒａｎｏ[３３] 报道亚麻培养细胞经

(ＤＭＳＯ)预处理后能够抗 － ５０ ℃低温ꎮ １９７１ 年 Ｒ.
Ｌａｔｔａ[３４]报道胡萝卜悬浮细胞在液氮( － １９６ ℃)中

保存成功ꎬ且再生出胚状体ꎮ １９７３ 年 Ａ. Ｓａｋａｉ 等[３５]
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报道白杨愈伤组织超低温保存成功ꎮ １９７６ 年 Ｍ.
Ｓｅｉｂｅｒｔ[３６]首次报道麝香石竹茎尖超低温保存成功ꎬ
指出具有 ２ ~ ３ 对叶原基的效果最好ꎬ之后超低温

保存技术在植物种质资源保存方面的研究逐渐深

入ꎬ应用不断扩大ꎮ 已有近千种植物成功进行了

超低温保存ꎬ并且一些植物种质资源实现了规模

化超低温保存ꎬ如苹果、桑树休眠芽和马铃薯

茎尖ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 超低温保存方法的基本原理　 依据不同原

理可将超低温保存方法分为两类:一类是依据冷冻

脱水的原理ꎬ结合程序降温的传统保存技术ꎻ另一类

是依据植物细胞玻璃化原理ꎬ采取快速降温方式的

新技术[３７￣３８]ꎮ
１)传统技术:传统技术需要程序降温仪或连续

降温冰冻装置等昂贵的仪器设备来控制降温速度ꎬ
成本较高ꎮ 存活关键在于降温冷冻环节ꎬ而非脱水

环节ꎮ 主要应用于保存形态、大小较一致的培养物ꎬ
如悬浮细胞、愈伤组织和耐寒植物顶端分生组

织[３９]ꎮ 传统技术主要为两步降温法ꎬ另外还有慢速

降温法和逐级降温法等[１４]ꎮ
两步降温法:第 １ 步以一定的降温速度先从

０ ℃降到一定的预冻温度( － ３０ ~ － ５０ ℃)后ꎬ停留

一段时间(１ ~ ３ ｈ)ꎬ使细胞达到适当的保护性脱水ꎮ
第 ２ 步迅速投入液氮ꎮ 该方法中降温速度、预冻温

度以及达到预冻温度时停留的时间都因保存材料的

不同而有所不同ꎮ
２)新技术:新技术主要有包埋 － 干燥法、玻璃

化法和滴冻法这 ３ 种ꎮ 另外ꎬ在这 ３ 种方法基础上

改良的方法有干燥法、预培养法、预培养 － 干燥法、
包埋 －玻璃化法这 ４ 种ꎮ 新技术可以用于保存结构

复杂、含有各种形态、大小不一的细胞和体积比较大

的组织和器官ꎬ如茎尖、合子胚和体胚ꎮ 而且实验条

件要求也比较简单ꎬ不需要昂贵的程序降温仪ꎮ 存

活关键在于脱水环节ꎬ而非降温冷冻环节ꎮ 另外ꎬ新
技术比经典技术有更大的应用潜力ꎬ其应用范围更

广ꎬ有些技术只需稍做修改就可应用于各种形态的

细胞[４０]ꎮ
包埋 －干燥法:基于人工种子包被原理ꎮ 将外

植体用藻酸钙包埋成球后在含高浓度蔗糖(０􀆰 ３ ~
１􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ)的液体培养基中进行预培养后置于流动

的无菌空气流或硅胶中进行干燥脱水ꎬ使含水量降

至 ２０％左右(以鲜重为基础)ꎬ然后快速投入液氮中

进行冷冻保存ꎮ 通常采用逐级提高蔗糖浓度的方

法ꎬ以避免直接用高浓度蔗糖培养基培养的敏感性ꎮ

用这种方法保存的材料存活率高ꎬ可快速直接成苗ꎬ
不易形成愈伤组织ꎮ 这种方法已成功应用于多种植

物的茎尖、细胞悬浮液和体细胞胚的超低温保

存中[３８ꎬ４０￣４４]ꎮ
玻璃化法:将材料用冰冻保护剂进行渗透平衡ꎬ

然后用玻璃化溶液进行脱水处理ꎬ最后直接投入液

氮ꎬ使材料连同玻璃化溶液发生玻璃化转变ꎬ进入玻

璃态ꎮ 保存终止后ꎬ复温时要快速化冻ꎬ防止去玻璃

化的发生ꎮ 快速化冻后用 ＭＳ ＋１􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ 蔗糖溶液

或 ＭＳ ＋１􀆰 １７ ｍｏｌ / Ｌ 山梨糖醇进行洗涤ꎬ以去除玻璃

化液ꎬ然后进行恢复培养ꎮ 成功应用此法的报道比

较多ꎬ可用于细胞悬浮系、顶端分生组织、胚状体、原
生质体等多种外植体的超低温保存[４５￣５０]ꎮ

滴冻法:将材料茎尖用加有冰冻保护剂的液体

培养基进行预处理ꎬ然后将茎尖连同冰冻保护剂一

起滴在铝箔上使之成为小滴ꎬ最后将粘有小滴的铝

箔直接投入液氮中进行冷冻保存[５１]ꎮ 这种技术发

展得最晚ꎬ但成功应用此法的物种数量稳步增加ꎬ如
已成功应用于马铃薯茎尖、芦笋和苹果茎尖的冷冻

保存中[１２ꎬ５１￣５３]ꎮ
１􀆰 ４　 超低温保存影响因素

材料对超低温保存效果影响很大ꎮ 由于受植物

的种属、基因型、抗冻性以及不同器官、组织和细胞

的生理状态等因素影响ꎬ因此ꎬ种质材料的选择非常

重要ꎮ 材料的特性是影响超低温保存存活率和再生

率的基本因素ꎮ 材料的特性一般包括材料的遗传特

性和生理状态等ꎮ 植物材料对低温的耐受能力与植

物的种属、基因型以及器官、组织和细胞的生理状态

有密切关系ꎮ 不同基因型的植物材料用同一种超低

温方法保存后结果也不一样[１０￣１２]ꎮ 苹果茎尖超低

温保存时ꎬ６ 周龄的茎尖存活率只有 ２７％ ꎬ２９ 周龄

的存活率达到 ８６％ [５３￣５４]ꎮ 指数生长早期和滞后期

的细胞其细胞质稠密、没有形成大的液泡、细胞壁

薄、体积小ꎬ因此有较强的耐冻能力ꎬ液氮保存后存

活率高[５５]ꎮ 对于不同种类和不同生理状态下的植

物材料往往选用不同的保存方法ꎮ
超低温保存各步的处理是影响超低温保存存活

率和再生率的重要因素ꎬ每一步处理都会直接影响

超低温保存效果ꎬ即预处理中的低温锻炼、预培养、
脱水方式及程度、降温冰冻方式及速率、化冻方法和

恢复培养条件等ꎮ 如低温锻炼温度及时间、预培养

中蔗糖或渗透性化合物浓度及处理时间、装载液装

载时间、冷冻保护剂类型(ＰＶＳ１、ＰＶＳ２、ＰＶＳ３、ＰＶＳ４
和 ＰＶＳ５)及处理时间、再生培养基不同激素种类和
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比例以及光照处理等[１０￣１２ꎬ３６ꎬ５６￣５８]ꎮ 因此ꎬ应根据植

物种类ꎬ选择合适的材料类型ꎬ使其达到最佳的生理

状态ꎬ并采取合适的超低温方法及最佳的处理组合ꎬ
才能使超低温保存效果最好ꎮ
１􀆰 ５　 超低温保存机理研究

超低温保存过程涉及脱水、冷冻、化冻和再生培

养过程ꎬ很多研究通过完善和改进预培养和玻璃化

处理等关键步骤处理条件ꎬ提高成活率和再生率ꎬ效
果明显ꎬ但需经过多次尝试[５９￣６２]ꎮ 为了解决这些问

题ꎬ超低温保存领域开展了较多的超低温保存机理

研究ꎬ主要集中在低温物理学和冷冻生物学 ２ 个

领域ꎮ
１􀆰 ５􀆰 １　 低温物理学研究　 低温物理学研究主要集

中在水的相变及低温下的分子运动模型[６３￣６４]ꎮ 水

分含量及水的相变关系到植物能否经受住低温的考

验ꎬ一般认为ꎬ植物细胞达到玻璃化状态时即可避免

形成损伤细胞膜的细胞内冰晶ꎮ 温带植物在冬季来

临前都会出现含水量降低、胞质浓度升高的现象ꎬ是
一种自然形成玻璃化状态的现象ꎮ １９８５ 年 Ａ. Ｇ.
Ｈｉｒｓｈ 等[６５]首次使用示差扫描量热法(ＤＳＣꎬｄｉｆｆｅｒｅｎ￣
ｔｉａｌ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｙ)和冷冻电子显微镜对自然

冷冻锻炼的木本植物杨树进行研究ꎬ发现其可以成

功抵御液氮可能是因为存在 ３ 个明显的玻璃态转换

温度值ꎬ且在高温、低温以及玻璃态过程中均保持稳

定ꎮ 在以茎尖、胚、种子等为外植体材料进行超低温

保存过程中ꎬ水相的热力学变化研究也日益成为超

低温保存机理的研究重点ꎬ成为开发超低温保存体

系以及优化体系的重要内容ꎬ如 ２００９ 年 Ｈ. Ｈ. Ｋｉｍ
等[６６]以大蒜和菊花茎尖为材料应用 ＤＳＣ 技术模拟

超低温保存过程的放热峰和冷却峰ꎬ观察超低温保

存关键步骤的热力学事件ꎬ确定最适合的装载液组

成成分和最佳处理时间ꎮ
１􀆰 ５􀆰 ２　 冷冻生物学研究　 超低温保存对细胞结构

的影响ꎮ 在生物学研究方面主要通过研究超低温对

细胞超微结构以及细胞内含物质的影响ꎬ探讨超低

温保存中的伤害机理和对策[６７]ꎮ 超低温保存主要

涉及细胞对超低温的耐受行为ꎮ 研究细胞的应激反

应可以通过观察细胞显微和超显微结构来进行ꎮ 通

过观察细胞是否具备完整的细胞膜和细胞结构ꎬ判
断分生组织细胞的存活状态[６８]ꎮ 通过透射电镜对

超低温保存中细胞结构完整性的观察结果表明ꎬ此
方法还可以确定超低温保存技术环节中的关键步

骤ꎮ 如 ２０１０ 年 Ｂ. Ｗｅｎ 等[６９] 通过对玉米胚超低温

保存过程中细胞学和生理学变化研究表明ꎬ脱水和

冷冻导致了细胞学伤害ꎬ发生了质壁分离、线粒体膨

胀、异染色质增加、细胞核收缩等现象ꎮ 多个研究表

明ꎬ细胞超微结构的破坏主要发生在脱水、冷冻和解

冻过程ꎬ若材料在冷冻前经适宜的保护性处理ꎬ则冷

冻和化冻过程基本不对细胞产生新的损伤[６８ꎬ７０￣７４]ꎮ
超低温保存对抗氧化体系的影响　 在正常情况

下ꎬ细胞内自由基的产生和清除处于一种动态平衡

的状态[７５]ꎮ Ｓ. Ｆｌｏｗｅｒ 等[７６] 和 Ｄ. Ｙ. Ｓｕｎｇ 等[７７] 研究

发现由活性氧(ＲＯＳꎬｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ)导致的

抗氧化代谢和氧化胁迫是植物应答低温胁迫的重要

组成部分ꎮ ２００４ 年 Ｒ. Ｍｉｔｔｌｅｒ 等[７８] 研究表明ꎬ保持

稳定 ＲＯＳ 水平对应答胁迫十分重要ꎬ拟南芥维持

ＲＯＳ 水平至少涉及 １５２ 个基因ꎮ 细胞在冷冻过程中

受到不同程度的氧化损伤是影响超低温保存存活率

的重要原因[７８￣８０]ꎮ 超低温保存过程中水分和低温

对细胞产生了胁迫ꎬ一方面会诱导细胞的自由基防

御体系发生改变ꎬ另一方面会促进自由基的产生ꎬ加
速细胞内有害代谢产物的积累ꎬ造成次生伤害ꎬ受胁

迫的细胞还可以通过多种途径产生 Ｏ －
２ 、Ｈ２Ｏ２ 等自

由基ꎬ引发膜脂过氧化作用ꎬ同时细胞也存在着清除

这些自由基的多种途径ꎬ包括超氧化物歧化酶

(ＳＯＤꎬｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ)ꎬ过氧化氢酶(ＣＡＴꎬｃａｔ￣
ａｌａｓｅ)ꎬ谷胱甘肽转移酶 ( ＧＳＴꎬ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ￣
ａｓｅ)等在内的保护酶系统及内源抗氧化剂ꎬ防止或

终止脂质过氧化[８１]ꎮ 研究表明ꎬＲＯＳ 和自由基调节

过程可能在超低温保存过程中发挥着调节耐受性的

作用[８２]ꎮ ２０１０ 年 Ｂ. Ｗｅｎ 等[６９] 对玉米胚超低温保

存过程中的细胞学和生理学变化研究表明ꎬ脱水过

程增强了抗坏血酸过氧化物酶(ＡＰＸꎬａｓｃｏｒｂａｔｅ ｐｅｒ￣
ｏｘｉｄａｓｅ)和谷胱甘肽还原酶(ＧＲꎬｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃ￣
ｔａｓｅ) 活性ꎬ降低了 ＳＯＤ 和脱氢抗坏血酸还原酶

(ＤＨＡＲꎬｄｅｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ)活性ꎬ冷冻过程

进一步降低了 ＧＲ 和 ＳＯＤ 的活性ꎬ导致了极低的

ＤＨＡＲ 活性ꎮ 抗氧化酶活性快速响应以及产生 ＯＨ
在植物超低温保存机理研究中已被发现[８３￣８５]ꎮ

超低温保存对膜脂的影响　 膜体系是生命活动

的基础ꎬ超低温保存中细胞膜结构的损坏是影响超

低温保存效果的主要因素之一[８６]ꎮ 膜脂是细胞膜

的基本骨架ꎬ脂质结构的稳定对于稳定细胞骨架、提
高超低温保存存活率有积极作用[８７￣８８]ꎮ 此外ꎬ膜脂

中的类脂和脂肪酸成分会影响膜脂的物理特性ꎬ尤
其是相变温度和水合特性等ꎬ从而影响超低温保存

存活率ꎮ 玻璃化超低温保存中溶液处理及超低温保

存均会引起膜脂组分的变化[８９￣９０]ꎮ
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超低温保存对细胞含糖量的影响　 许多试验表

明糖在超低温保存中具有重要的保护作用ꎮ 可溶性

糖参与调控抗冻力的形成ꎬ抗冻锻炼中有可溶性糖

的积累并对冻害具有保护作用[９１￣９４]ꎮ ２０００ 年刘

燕[８９]和 ２００５ 年尚晓倩[９５] 分别报道ꎬ植物的含糖量

与耐液氮冻融性呈正相关ꎮ 温带植物为了适应低温

还普遍表现出细胞内可溶性糖浓度上升的现象ꎮ 而

且可溶性糖浓度的变化与植物的低温耐性呈显著的

正相关ꎮ
超低温保存对蛋白表达的影响 　 １)在超低温

保存前的预培养和低温锻炼期间有新的蛋白质合

成ꎬ其与能量代谢、脱落酸合成和盐逆境反应相关ꎬ
对抗冻性增强起到了积极的作用ꎮ 这些新蛋白多数

为糖蛋白ꎬ可以进入膜内或是附着于膜表面ꎬ对膜起

稳定作用[９４ꎬ９６￣９７]ꎮ ２００６ 年 Ｓ. Ｃ. Ｃａｒｐｅｎｔｉｅｒ 等[９８] 观

察香蕉分生组织超低温保存前经蔗糖预培养后分生

组织蛋白点变化的结果表明ꎬ蔗糖预培养影响了不

同蛋白的表达量ꎬ观察到与能量代谢、脱落酸合成反

应相关蛋白的特异表达ꎮ 冷冻适应锻炼能增加非饱

和脂肪酸水平ꎬ改变脂类和蛋白组成及比例ꎬ增加磷

脂比例稳定细胞膜ꎮ 有研究发现在冷冻锻炼过程

中ꎬ脂蛋白和 ＥＲＤ１４ 蛋白(脱水早期响应蛋白)表

达增加ꎮ ＤＲＥＢ１ 蛋白是 ＣＢＦ 冷冻应激反应通路中

３００ 多个基因的转录催化剂ꎮ 转录因子 ＣＢＦ１、
ＣＢＦ２、ＣＢＦ３ 在 ４ ℃条件下 １ ｈ 内可被诱导产生ꎬ这
些转录因子通过与顺式作用原件 ＤＲＥ / ＣＲＴ 相作

用ꎬ完成冷冻胁迫响应[９９]ꎮ ２)超低温保存引起材料

可溶性蛋白表达变化ꎬ一些特异表达的蛋白质可能

与细胞耐受液氮冻融有关ꎬ如牡丹、山茶花粉可溶性

蛋白含量升高[１００￣１０１]ꎻ马铃薯茎尖、拟南芥幼苗以及梅

花花粉等超低温保存后均有差异蛋白出现[８９ꎬ１０２￣１０５]ꎮ
３)２００４ 年林伟强等[１０６] 研究发现ꎬ铁皮石斛类原球

茎受到严重脱水时ꎬ分子量分别为 ２８􀆰 ７ ｋＤａ 和

３４􀆰 ３ ｋＤａ的 ２ 个热稳定蛋白大量积累ꎬ经免疫检测

２ 个蛋白均为脱水蛋白ꎮ 并由此推测脱水蛋白对细

胞耐受脱水胁迫可能起到保护作用ꎬ因样品含水量

的控制是超低温保存成功的关键因素ꎮ ４)蛋白质

组比较研究ꎮ 鉴定超低温保存中蛋白质的变化涉及

生命代谢活动相关的多个途径ꎮ ２００６ 年和 ２００７ 年

Ｓ. Ｃ. Ｃａｒｐｅｎｔｉｅｒ 等[１０７￣１０８] 利用脱水敏感和耐受基因

型的香蕉茎尖分生组织为材料进行超低温保存ꎬ比
较蛋白质组研究发现 ４１ 个不同的上调蛋白和 １９ 个

下调蛋白ꎬ下调蛋白与糖酵解、细胞修复防御、刺激

代谢、信号转导有关ꎬ而上调基因表达则与储存能量

的糖酵解途径以及维持细胞壁完整性有关ꎬ同时还

发现存在大量基因型特有蛋白和不同响应蛋白ꎬ影
响了碳水化合物代谢ꎬ促进了保持能量的糖酵解途

径ꎬ有助于维持细胞间蔗糖的渗透保护ꎮ ２０１０ 年

Ｃ. Ｒ. Ｆｏｒｎｉ 等[１０９] 以苹果变种 Ａｎｎｕｒｃａ 为材料进行

超低温保存研究结果表明ꎬ在超低温保存过程中伴

随着蛋白质组学的变化ꎬ鉴定出 ６ 个与胁迫响应相

关、涉及细胞循环的蛋白ꎮ
１􀆰 ６　 超低温的“永久”保存问题

长期以来ꎬ人们一直致力于寻找能实现“永久”
保存的技术而不断探索ꎮ 理论上超低温保存具有

“永久”保存的特点ꎬ因而倍受推崇ꎮ １９０３ 年获得诺

贝尔化学奖的瑞典物理化学家 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ 研究温度

对化学反应速度的影响结果表明ꎬ低温能抑制生物

体的生化活动ꎬ并得出了 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ 关系式:Ｋ ＝ Ａ􀅰
ｅｘｐ( － Ｅａ / ＲＴ)ꎬ式中 Ｋ 为反应速率ꎬＲ 为气体常数ꎬ
Ｔ 为绝对温度ꎬＥａ为活化能ꎬＡ 为 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ 因子ꎮ 对

于给定的反应ꎬＡ 是常数ꎮ 根据 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ 关系式可

推算出生物材料在液氮( － １９６ ℃)下可保存几个

世纪[６３]ꎮ
Ｓ. Ｏｚｋａｖｕｋｃｕ 等[１１０] 报道超低温保存 ５０ 年的牛

精子复温后的生活力和功能没有发生变化ꎮ 从超低

温保存 １１ 年到 ３４ 年的人红细胞结果可估算出超低温

( －１９６ ℃)可维持人血红细胞寿命至 ２７６ 年之久[１１１]ꎮ
在植物材料方面ꎬ超低温保存 ２８ 年的豌豆和草莓茎

尖生活力没有下降[１１２]ꎮ 超低温保存 ２０ 年的苹果

休眠芽嫁接后仍能成活[１１３]ꎮ 由于超低温保存技术

发展时间较短ꎬ其保存的极限时间仍需要更长的时

间来验证ꎮ

２　 超低温保存费用

理论上讲ꎬ超低温长期保存种质资源具有省时、
省地、省空间和无病虫害侵染等优点ꎬ比较安全、经
济ꎮ 用于超低温保存的设备简单ꎬ不需大量的基建

投资ꎬ只是前期建库时的仪器设备投入花费要大一

点ꎬ以后的维持费用较低ꎬ只需定期补充液氮而已ꎬ
省却了监测和繁殖更新费用ꎬ节省空间和人力ꎮ 实

际研究结果表明ꎬ超低温保存的费用确实比较低ꎮ
Ｋ. Ｅ. Ｈｕｍｍｅｒ 等[１１４] ２０００ 年报道在美国国家无性繁

殖种质资源圃(ＮＣＧＲꎬｎａｔｉｏｎａｌ ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ ｇｅｎｏｍｅ ｒｅ￣
ｓｏｕｒｃｅｓ)田间保存 １ 份温带果树每年需要 ７７ 美元ꎬ
离体试管苗库缓慢生长保存每年需 ２３ 美元ꎬ超低温

保存每年只需 １ 美元ꎬ但需一次性投入 ５０ ~ ６０ 美

元ꎮ Ｍ. Ｅ. Ｄｕｌｌｏｏ 等[１１５] ２００９ 年在拥有世界上最大
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的咖啡田间种质圃的哥斯达黎加热带农业研究和高

等教育中心组织(ＣＡＴＩＥꎬｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｔｉｐｓｙｃｈｏｔｉｃ ｔｒｉａｌｓ
ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ)对咖啡种质超低温保存

和田间种质圃植株保存的费用进行了比较研究ꎮ 结

果显示ꎬ每份资源超低温保存的费用比田间种质圃

保存的费用要低ꎻ而且随着超低温保存份数的增加ꎬ
费用越来越低ꎮ 在哥伦比亚国际热带农业研究中心

(ＣＩＡＴꎬｃｅｎｔｒｅ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｐｏｕｒ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｔｒｏｐｉｑｕｅ)
超低温保存 ５０００ 份木薯种质资源每年的费用约

５０００ 美元ꎬ而离体试管苗库缓慢生长保存每年需

３ 万美元[１１６]ꎮ

３　 超低温保存的其他用途

超低温保存技术除了应用于植物种质资源的保

存外ꎬ还应用于脱毒、抗性育种和遗传转化ꎮ
３􀆰 １　 超低温脱毒

１９９７ 年ꎬＭ. Ｂｒｉｓｏｎ 等[１１７] 用超低温保存结合茎

尖离体培养ꎬ成功地去除了李豆病毒ꎬ脱毒率达到

５０％ ꎬ比单纯的茎尖培养脱毒率(２０％ )高了很多ꎬ
开创了超低温疗法ꎮ 超低温疗法ꎬ即超低温脱毒ꎬ其
原理是通过超低温保存进行选择性地破坏细胞ꎮ 带

病的顶端分化细胞含水量高ꎬ在冷冻过程中会形成

冰晶而被杀死ꎮ 相反ꎬ进行增殖而引起顶端生长的

分生细胞的细胞质浓度大ꎬ因而冷冻后能存活[１１８]ꎮ
通过超低温保存可对感染病毒、植原体和细菌的植

株进行脱毒ꎬ以代替或补充传统的脱毒技术ꎬ如茎尖

分生组织培养、温热疗法以及温热疗法结合茎尖分

生组织培养[１１９]ꎮ 目前ꎬ通过超低温疗法已脱除了

香蕉、柑橘、葡萄、李、覆盆子、马铃薯和甘薯的严重

病原体ꎬ即香蕉条斑病(ＢＳＶꎬｂｏｏｔ ｓｅｃｔｏｒ ｖｉｒｕｓ)、黄瓜

花叶病毒(ＣＭＶꎬｃｕｃｕｍｂｅｒ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ)、葡萄病毒

Ａ(ＧＶＡꎬｇｒａｐｅｖｉｎｅ ｖｉｒｕｓ Ａ)、李豆病毒、马铃薯卷叶

病毒(ＰＬＲＶꎬｐｏｔａｔｏ ｌｅａｆ ｒｏｌｌ ｖｉｒｕｓ)、马铃薯 Ｘ 病毒

(ＰＶＸꎬｐｏｔａｔｏ ｖｉｒｕｓ Ｘ)、马铃薯 Ｙ 病毒(ＰＶＹꎬｐｏｔａｔｏ
ｖｉｒｕｓ Ｙ)、覆盆子丛矮病毒、甘薯羽状斑驳病毒

(ＳＰＦＭＶꎬｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｆｅａｔｈｅｒｙ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ)、甘薯褪

绿矮化病毒( ＳＰＣＳＶꎬｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｃｈｌｏｒｏｔｉｃ ｓｔｕｎｔ ｖｉ￣
ｒｕｓ)１０ 种病毒ꎬ甘薯小叶植原体和柑橘黄龙病细

菌ꎬ脱毒率大大高于传统脱毒技术[１１６ꎬ１２０￣１２７]ꎮ 目前ꎬ
对于超低温保存脱除病毒的机理还没有完整清晰的

认识[１１９ꎬ１２８]ꎮ
３􀆰 ２　 抗性育种

在超低温保存过程中ꎬ材料会经历一系列胁迫ꎬ
这些胁迫可能会作为一种选择压力ꎬ对不同基因型

的材料产生选择效应[１２９]ꎮ Ｌ. Ａ. Ｗｉｔｈｅｒｓ[１３０] 认为超

低温保存对不同材料的选择作用和材料的遗传稳定

性是相互关联的ꎬ异质群体中的不同基因型对超低

温保存的反应不同ꎬ从而导致选择作用产生ꎬ使保存

后成活的培养物不同于原始培养物ꎮ 熏衣草悬浮细

胞和挪威云杉胚性愈伤组织经多次超低温保存后存

活率逐步提高[１３１￣１３２]ꎮ Ｅ. Ｊ. Ｋｅｎｄａｌｌ 等[９７] 报道对小

麦愈伤组织反复进行冷冻 － 化冻处理ꎬ恢复生长的

小麦植株耐寒性提高ꎮ 同时ꎬ这些耐寒植株也产生

了不同的蛋白型ꎮ 可见超低温保存过程可能对抗冻

力较强的细胞进行了筛选ꎮ
３􀆰 ３　 遗传转化

超低温保存胚性组织可以提高水稻和葡萄的遗

传转化效率和转化细胞的植株再生率[１３３￣１３４]ꎮ 遗传

转化材料离体试管苗保存不仅费工费时ꎬ而且有可

能发生污染和产生变异ꎬ从而使基因丢失ꎮ 超低温

保存可在遗传转化的整个过程中具有潜在应用价

值ꎬ包括目标基因的准备、长期保存、胚性组织再生

能力的保持、遗传转化效率和转化细胞植株再生率

的提高、安全有效保存转基因材料[１３５]ꎮ

４　 植物种质资源超低温保存策略

由于植物种质资源类型不同ꎬ其长期保存策略

也不同ꎮ 对于大多数正常性种子植物而言ꎬ可以通

过低温库保存种子ꎬ以实现其资源的长期保存ꎮ 其

余植物种质资源ꎬ即珍稀、濒危、短寿命正常性种子

植物以及中间性种子植物、顽拗性种子植物和无性

繁殖植物种质资源的长期保存只能通过超低温保

存ꎮ 植物种质资源类型不同ꎬ其超低温保存材料、方
法和技术要求也不同ꎬ见表 ３ꎮ

５　 植物种质资源超低温保存现状

５􀆰 １　 各国超低温库保存植物种质资源情况

由于超低温保存具有安全、可靠、保存费用低等

优点以及具有“永久保存”的潜力ꎬ随着新技术的发

展ꎬ超低温保存技术也越来越多地应用到植物种质

资源保存领域ꎮ 目前已有包括美国、俄罗斯、法国、
印度、尼日利亚、日本等多个国家建立了植物种质资

源超低温库ꎬ对农作物、药用植物和林木等植物种质

资源进行保存[１１８ꎬ１３６￣１３８]ꎮ 各国超低温库保存植物种

质资源情况见表 ４ꎮ 尽管应用超低温进行常规保存

的实例有限ꎬ但是随着基于玻璃化理论的超低温保

存新技术的发展ꎬ将会使超低温保存得到广泛

应用[１１８]ꎮ

０２４
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表 ３　 植物种质资源超低温保存策略

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

植物种类

Ｐｌａｎｔ ｔｙｐｅｓ
保存材料类型

Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌｓ
保存方法

Ｓｔｏｒａｇｅ ｍｅｔｈｏｄｓ
超低温保存技术

Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
代表作物

Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｃｒｏｐｓ

正常性种子(大多数) 种子 低温库保存 空气干燥 水稻、小麦、玉米等

花粉 超低温保存 水稻、小麦

正常性种子(珍稀、濒
危、短寿命)

种子、花粉 超低温保存 空气干燥 地域特有种

中间性种子 花粉 超低温保存 空气干燥

胚、胚轴、体胚 超低温保存 空气干燥、包埋脱水、小滴玻璃化

离体茎尖 超低温保存 包埋脱水、小滴玻璃化、缓慢冷冻

咖啡、 柑 橘、 油 棕

榈等

顽拗性种子 花粉 超低温保存 空气干燥

胚、胚轴、体胚 超低温保存 空气干燥、包埋脱水、小滴玻璃化

离体茎尖 超低温保存 包埋脱水、小滴玻璃化、缓慢冷冻

椰子、可可、许多热

带或亚热带果树或

树木

无 性 繁 殖

植物

草本

植物

木本

植物

体胚 超低温保存 空气干燥、包埋脱水、小滴玻璃化

离体茎尖 超低温保存 包埋脱水、小滴玻璃化、缓慢冷冻

花粉 超低温保存 空气干燥

体胚 超低温保存 空气干燥、包埋脱水、小滴玻璃化

离体茎尖 超低温保存 包埋脱水、小滴玻璃化、缓慢冷冻

休眠芽 超低温保存 缓慢冷冻

块根、块茎类植物、
草莓、葱属、甘蔗等

果树

桑、茶、果树、树木

表 ４　 世界各国主要超低温库保存植物种质资源情况

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｌａｎｔ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｉｎ ｃｒｙｏｂａｎｋｓ ａｌｌ ｏｖｅｒ
ｔｈｅ ｗｏｒｌｄ

材料

类型

Ｔｙｐｅｓ

国家或国际组织

Ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ ｏｒ
ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｓ

植物种类

Ｐｌａｎｔｓ
保存数量(份)

Ｎｏ. ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ

正常性种

子(珍稀、
濒 危、 短

寿命)

美国 各种作物 ４３４００

印度 禾谷类 ２４０

黍类及饲料 ２８７

拟谷类作物 ７６

食用豆 ６３６

油料 ４７０

纤维 ６６

蔬菜 ４３３

药用和香料作物 ８４９

麻醉剂及染料 ３４

其他 １６

澳大利亚 珍稀、濒危植物 １１０

俄罗斯 濒危植物 ２５０ 种

中国 园林植物 ９５

农作物 １７

合计 > ４６９７９

表 ４(续)

材料

类型

Ｔｙｐｅｓ

国家或国际组织

Ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ ｏｒ
ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｓ

植物种类

Ｐｌａｎｔｓ
保存数量(份)

Ｎｏ. ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ

非正常性

种 子 ( 顽

拗性及中

间性)

印度 水果及坚果(扁
桃、柑橘、荔
枝、木菠萝)

２５０４

香料及调

味品(胡椒等)
１４８

林木 １６４０
经济作物 １０９５

其他 ２２
哥斯达黎加 小果咖啡 １８０

法国 葡萄、咖啡 几百份

合计 > ５５８９

休眠芽 美国 苹果 ２５０３
李 ５２
梨 １８７

印度 桑 ２６２
日本 桑 １２８３
法国 欧洲榆木 ４４０

中国 桑树 ３
苹果 ４
梨 ５

合计 ４７３９

１２４
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表 ４(续)

材料

类型

Ｔｙｐｅｓ

国家或国际组织

Ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ ｏｒ
ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｓ

植物种类

Ｐｌａｎｔｓ
保存数量(份)

Ｎｏ. ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ

离体茎尖 英国 梨属、黑莓 ２２３

甘薯 ７６

大蒜 １０３

草莓 １４５

啤酒花 ７３

野生紫苏 ２２

醋栗 ７８

悬钩子 １３６

柳树 ２５

马铃薯 １４１

蓝莓 １０
香蕉、薄荷、

黑麦草、狗牙根、
温柏、欧洲榛等

４０３

日本 草莓 ６０
辣根 ４０
蔺草 ４０

德国 马铃薯 １２４４
葱属 ６５
草莓 ２０
薄荷 ５６

国际马铃薯

中心(ＣＩＰ)

马铃薯 ８００

国际热带农业

研究中心(ＣＩＡＴ)

木薯 ６４０

比利时(ＩＴＣ 和

ＩＲＤ)

香蕉和大蕉 ８３３

捷克 马铃薯、苹果、
梨、大蒜、啤酒花

５０

俄罗斯 马铃薯、玫瑰、
草莓、覆盆子(树莓)

４７

苏格兰(ＵＡＤ) 醋栗 ３１

中国 马铃薯 ２３

香蕉 １４

李 ６

甘薯 ５

香石竹 ４

矮牵牛 ４

百合 ３

白术 １

山葵 １

其他园林植物 ２２ 种

合计 ５４４４

表 ４(续)

材料

类型

Ｔｙｐｅｓ

国家或国际组织

Ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ ｏｒ
ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｓ

植物种类

Ｐｌａｎｔｓ
保存数量(份)

Ｎｏ. ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ

花粉 美国 梨 ３７

印度 ４０ 种作物

(１５ 科)
９１２(有的

超过 ２０ 年)

日本 桃 ６０

中国 山茶属植物 １５

芍药属植物 １９０

梅花 ６０

桃 ８

合计 １２８２

胚轴 美国 榛 ５ 个种

中国 园林植物 ８ 个种

愈伤组织 英国 药用植物 １０００

中国 园林植物 １０ 个种

培 养 物、
胚性悬浮

细胞系

加拿大

法国

俄罗斯

中国

针叶树 几千份

香蕉、咖啡、可可 所有收集资源

油棕 ８０

稀有药用植物 ５１

园林植物 ６ 个种

其他 韩国 葱属 ５ 个种 １６５０

中国 园林植物 ２ 个种

表中有关数据来源于以下报告和国际会议:(１)联合国粮农组织«第
二份世界粮食和农业植物遗传资源现状报告»ꎬ２０１０ꎮ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｆａｏ. ｏｒｇ / ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ / ｃｒｏｐｓ / ｃｏｒｅ￣ｔｈｅｍｅｓ / ｔｈｅｍｅ / ｓｅｅｄｓ￣ｐｇｒ / ｓｏｗ / ｓｏｗ２ / ｃｏｕｎ￣
ｔｒｙ￣ｒｅｐｏｒｔｓ / ｅｎ / )ꎻ(２)比利时鲁汶:“第一届国际园艺植物超低温保存

会议”ꎬ２００９ 年ꎻ(３)印度新德里:“第五届国际植物遗传资源离体试

管苗保存和超低温保存技术培训班”ꎬ２０１０ 年ꎻ(４)中国杨凌:“第一

届国际园艺作物超低温保存会议”ꎬ２０１１ 年

Ａｌｌ ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｔａｂｌｅ ｗｅｒｅ ｓｏｕｒｃｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｒｅｐｏｒｔ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅｓ. (１) ＦＡＯ. Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｒｅｐｏｒｔ ｏｎ ｔｈｅ Ｓｔａｔｅ ｏｆ
Ｗｏｒｌｄ’ｓ Ｐｌａｎｔ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｆｏｒ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ:Ｃｏｕｎｔｒｙ Ｒｅ￣
ｐｏｒｔｓ [ ＥＢ / ＯＬ ]ꎬ ２０１０ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｆａｏ. ｏｒｇ / ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ / ｃｒｏｐｓ / ｃｏｒｅ￣
ｔｈｅｍｅｓ / ｔｈｅｍｅ / ｓｅｅｄｓ￣ｐｇｒ / ｓｏｗ / ｓｏｗ２ / ｃｏｕｎｔｒｙ￣ｒｅｐｏｒｔｓ / ｅｎ / . (２) Ｆｉｒｓｔ Ｉｎｔｅｒ￣
ｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ ｏｎ Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｂｅｌ￣
ｇｉｕｍ:Ｌｅｕｖｅｎꎬ２００９. (３)Ｆｉｆｔｈ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｃｏｕｒｓｅ ｏｎ Ｉｎ Ｖｉｔｒｏ
ａｎｄ Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｏｎ Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｆｏｒ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｒｅ￣
ｓｏｕｒｃｅｓ. Ｉｎｄｉａ:Ｎｅｗ Ｄｅｌｈｉꎬ２０１０. (４) Ｆｉｒｓｔ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ ｏｎ
Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｃｒｏｐｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ. Ｃｈｉｎａ:Ｙａｎｇｌｉｎｇꎬ２０１１

５􀆰 ２　 中国植物种质资源超低温保存及研究现状

郑光植等[１３９]１９８３ 年成功地对药用植物三分三

的愈伤组织及其悬浮培养细胞进行了超低温保存ꎬ
成为我国植物种质资源超低温保存研究的开创者ꎮ

２２４
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我国植物种质超低温保存研究起步虽比较晚ꎬ但经

近 ３０ 年的努力ꎬ已报道约 ２００ 余种植物超低温保存

成功ꎬ然而进行实际保存的事例却极少ꎮ 目前ꎬ我国

在许多果树、花卉、蔬菜和园林植物种质资源超低温

保存研究中均取得了成功ꎬ如苹果、梨、柑橘、柿、桃、
甜樱桃、李、香蕉、葡萄、百合、香石竹、菊花、魔芋、马
铃薯、芍药属植物等[５ꎬ１０￣１３ꎬ２５￣２６ꎬ２８ꎬ５３￣５４ꎬ５７ꎬ９５ꎬ１４０￣１４８]ꎮ 研

究的材料类型包括细胞、种子、花粉、茎尖、休眠芽、
合子胚(胚轴)、体细胞胚、悬浮细胞、愈伤组织、原
生质体等ꎮ 但顽拗性种子作物ꎬ如芒果、荔枝等超低

温保存仍很困难ꎮ 超低温保存研究主要集中在超低

温保存程序中各步骤条件的优化ꎬ如预处理、冷冻方

法、化冻和恢复培养等方面ꎮ 我国虽然在超低温保

存研究中取得了很大进展ꎬ但尚未建立起作物种质

资源超低温保存库ꎮ 我国国家长期库已成功进行了

人参种子ꎬ马铃薯、百合、香蕉、香石竹、李和山葵茎

尖ꎬ苹果、梨和桃花粉以及桑树休眠芽的超低温保存

研究ꎬ并正在进行实际保存应用ꎮ

６　 小结

６􀆰 １　 世界各国非常重视植物种质资源超低温保存

植物种质资源超低温保存方法研究始于 １９ 世

纪 ７０ 年代ꎬ２０ 世纪末得到广泛应用[１４９￣１５１] ꎮ 目前ꎬ
世界各国非常重视植物种质资源的超低温保存研

究ꎬ并将一些研究结果应用于实际保存工作中ꎬ如
印度、美国、日本、德国、韩国、加拿大、俄罗斯等国

家纷纷建立了植物种质资源超低温保存库ꎮ 印度

国家植物遗传资源局( ＮＢＰＧＲꎬｎａｔｉｏｎａｌ ｂｕｒｅａｕ ｏｆ
ｐｌａｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ)已成为国际植物遗传资源

试管苗保存和超低温保存培训中心ꎬ已成功举办 ６
期培训班ꎮ «全球植物保护战略 ( ２０１１￣２０２０ )»
(ＧＳＰＣꎬｇｌｏｂａｌ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｐｌａｎｔ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ)强调加

强对温带和热带物种的超低温保存研究ꎮ 比利时、
法国、英国等 ２１ 个国家共同签署的 Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ａｇｒｉ￣
ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｓｔ Ａｃｔｉｏｎ ８７１ 是专门关于欧洲作物超低温

保存研究计划(ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｏｐ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ Ｅｕ￣
ｒｏｐｅ)ꎮ
６􀆰 ２　 超低温保存中存在的问题及前景展望

目前ꎬ超低温保存技术已经成功地应用于上百

种植物ꎬ保存的材料包括植物悬浮细胞、愈伤组织、
原生质体、体细胞胚、花粉、茎尖和分生组织等ꎮ 但

是ꎬ这项技术发展得还不成熟ꎮ 目前的研究多侧重

于证实某种植物的超低温可贮性ꎬ以及保存技术的

试验ꎬ对冻存机理的研究尚不深入ꎮ

尽管大规模超低温保存植物种质资源的应用例

子不断增加ꎬ但由于超低温保存方法技术众多ꎬ各种

植物适宜进行超低温保存的材料类型不同ꎬ甚至同

一种植物不同品种用相同的方法和技术进行超低温

保存后效果也不一样ꎬ致使超低温保存大规模实际

应用存在一些问题ꎬ还没有形成普遍适用于各种植

物的超低温保存技术体系ꎬ从而限制了大规模实际

应用ꎮ 中国国家作物种质库对马铃薯离体茎尖用小

滴玻璃化法超低温保存后ꎬ斯诺顿存活率最高的可

达 １００％ ꎬ克新 １２ 最低的只有 ６􀆰 ６７％ ꎮ 日本国家种

质库从 １９９７ 年就开始进行桑树休眠芽的超低温保

存ꎮ 目前已保存了 １２８３ 份桑树资源ꎬ但仍有 １８７ 份

(约为 １３％ )资源无法用此方法保存ꎮ
虽然进行规模化超低温保存的物种数量仍有

限ꎬ但超低温保存植物种质资源具有广阔的发展前

景ꎬ尤其在保护珍稀濒危植物方面将具有更大的应

用价值ꎮ 超低温保存已被认为是无性繁殖植物和

顽拗性种子植物种质资源保存的理想方式ꎬ将在

粮食和农业植物遗传资源安全保存方面发挥关键

作用ꎬ为中国农业可持续发展提供坚实的物质

基础ꎮ
６􀆰 ３　 中国作物种质超低温保存努力方向和建议

我国一直十分重视植物种质资源的收集与保

存ꎮ 目前ꎬ已收集保存近 ５ 万份无性繁殖作物种质

资源ꎬ除了甘薯和马铃薯这 ２ 种作物建立了国家试

管苗库外ꎬ其他绝大多数资源均以单一形式分别保

存在 ４３ 个国家作物种质资源圃或 １２５ 个原生境保

护点中ꎮ 为了进一步完善我国作物种质资源保存体

系ꎬ以妥善安全保存我国作物种质资源ꎬ满足种质资

源收集、保存和利用的需要ꎬ２０１０ 年 ９ 月ꎬ国家发展

和改革委员会批复了中国农业科学院作物科学研究

所申报的“国家作物种质库建设项目工程”(发改农

经[２０１０]２０１４ 号)ꎬ其中试管苗库和超低温库是其

重要的建设内容之一ꎮ 该库的建成将为我国无性繁

殖作物种质资源妥善安全保存提供重要的设施

保障ꎮ
为了尽快缩短我国在植物种质超低温保存方面

与其他国家的差距ꎬ须加强无性繁殖作物种质资源

试管苗保存和超低温保存研究ꎬ同时也为新国家库

的建设进行必要的技术储备ꎮ 当前ꎬ应该加强以下

３ 个方面的工作:
１)对成功进行了超低温保存研究报道的作物ꎬ

首先要进行技术本土化的建立、优化及实际应用保

存试验ꎬ然后对其操作流程进行标准化ꎬ尤其是一些

３２４
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细节需要更加准确的描述ꎬ如外植体生长条件、所使

用的培养基及其培养时间、外植体的部位以及实验

室条件ꎬ如温度、湿度、超净工作台类型等ꎬ并制定出

相应的操作处理程序手册ꎬ以使实验室之间的超低

温保存技术及其流程能够顺利移植ꎮ 因为目前实验

室间技术的转移还存在许多问题[１５２]ꎮ
２)加强未成功进行超低温保存研究报道作物

的超低温保存技术体系的开发研究ꎬ尤其是我国特

有种ꎮ
３)加强超低温保存有关机理研究ꎬ促进超低温

保存技术的发展ꎮ
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ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ[ Ｊ] . ＣＲ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＩＩＩ￣Ｖｉｅꎬ１９９０ꎬ３１０
(８):３５７￣３６３

[１３３] Ｍｏｕｋａｄｉｒｉ ＯꎬＬｏｐｅｓ Ｃ ＲꎬＣｏｒｎｅｊｏ Ｍ Ｊ. Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｉｃ
ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｃｅｌｌｓ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｅｒｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｏｒ￣
ａｇｅ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ[Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｐｌａｎｔａｒｕｍꎬ１９９９ꎬ１０５(３):４４２￣
４４９

[１３４] Ｗａｎｇ Ｑ ＣꎬＬｉ ＰꎬＨａｎａｎｉａ Ｕꎬｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ￣
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔ ｒｅｇｅｎｅｒａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ. ｂｙ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｒｅｇｉｍｅｓ ａｎｄ ｕｔｉｌｉ￣
ｚｉｎｇ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉꎬ ２００５ꎬ １６８
(２):５６５￣５７１

[１３５] Ｗａｎｇ ＢꎬＺｈａｎｇ Ｚ ＢꎬＹｉｎ Ｚ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ｎｏｖｅｌ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｐｐｌｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｔｏ ｐｌａｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈｎｏｌ Ａｄｖꎬ２０１２ꎬ３０(３):６０４￣６１２

[１３６] Ａｇｒａｗａｌ ＡꎬＵｍａ ＳꎬＴｙａｇｉ Ｒ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｃｒｙｏｂａｎｋｉｎｇ ｏｆ ｂａｎａｎａ(Ｍｕ￣
ｓａ ｓｐｐ. )ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｉｎ Ｉｎｄｉａ:Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ａｎｄ ｍｏｌｅｃ￣
ｕｌａｒ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｐｌａｎｔｓ [ Ｃ] / / Ｔｈｅ １ｓｔ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ ｏｎ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｌｅｕｖｅｎ:
Ｔｈｅ ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｃｏｍｍｉｔｔｅｅꎬ２００９:２３

[１３７] Ｄｕｍｅｔ ＤꎬＫｏｒｉｅ ＳꎬＡｄｅｙｅｍｉ Ａ. Ｃｒｙｏｂａｎｋｉｎｇ ｃａｓｓａｖａ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ａｔ
ＩＩＴＡ[Ｃ] / / Ｔｈｅ １ｓｔ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ ｏｎ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ
ｉｎ ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｌｅｕｖｅｎ:Ｔｈｅ ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｃｏｍｍｉｔ￣
ｔｅｅꎬ２００９:３７

[１３８] Ｔａｙ ＤꎬＰａｎｔａ ＡꎬＺｅａ Ｂꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ｐｏｔａｔｏ ｃｒｙｏ￣ｂａｎｋ ａｔ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａ￣
ｔｉｏｎａｌ ｐｏｔａｔｏ ｃｅｎｔｅｒ [ Ｃ] / / Ｔｈｅ １ｓｔ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ ｏｎ
ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｌｅｕｖｅｎ:Ｔｈｅ ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｃｏｍｍｉｔｔｅｅꎬ２００９:３８

[１３９] 郑光植ꎬ何静波ꎬ王世林. 三分三愈伤组织及其悬浮细胞的冰
冻贮藏[Ｊ] . 植物学报ꎬ１９８３ꎬ２５(６):５１３￣５１７

[１４０] 赵艳华ꎬ吴雅琴ꎬ李春敏. 梨离体茎尖超低温保存方法的比较
研究[Ｊ] . 河北农业科学ꎬ２００４ꎬ８(４):９３￣９５

[１４１] 赵艳华ꎬ吴雅琴. 桃离体茎尖的超低温保存及植株再生[ Ｊ] .
园艺学报ꎬ２００６ꎬ３３(５):１０４２￣１０４４

[１４２] 赵艳华ꎬ吴永杰ꎬ周明德. 马哈利樱桃离体茎尖超低温保存的
研究[Ｊ] . 园艺学报ꎬ１９９９ꎬ２６(６):４０２￣４０３

[１４３] 赵艳华ꎬ吴雅琴ꎬ程和禾. 等. 李离体茎尖超低温保存及茎尖
存活快速检测[Ｊ] . 园艺学报ꎬ２００８ꎬ３５(３):４２３￣４２６

[１４４] 赵艳华ꎬ吴永杰. ‘品丽珠’葡萄离体茎尖超低温保存的研究
[Ｊ] . 园艺学报ꎬ２００１ꎬ２８(１):６２￣６４

[１４５] 刘艳霞ꎬ刘灶长ꎬ林田. 等. 菊花茎尖的玻璃化超低温保存研
究[Ｊ] . 植物遗传资源学报ꎬ２００９ꎬ１０(２):２４９￣２５４

[１４６] 张玉进ꎬ张兴国ꎬ刘佩瑛. 魔芋花粉的低温和超低温保存[ Ｊ] .
园艺学报ꎬ２０００ꎬ２７(２):１３９￣１４０

[１４７] 张玉进ꎬ张兴国ꎬ刘佩英. 魔芋不定芽的低温保存研究[ Ｊ] . 西
南农业大学学报ꎬ１９９９ꎬ２１(４):３０３￣３０６

[１４８] 王玉萍ꎬ张峰ꎬ王蒂. 马铃薯花粉的超低温保存研究[ Ｊ] . 园艺
学报ꎬ２００３ꎬ３０(６):６８３￣６８６

[１４９] Ｒｅｅｄ Ｂ ＭꎬＤｅ Ｎｏｍａ ＪꎬＣｈａｎｇ Ｙ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａ￣
ｔｉｏｎ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ａｔ ａ ｃｌｏｎａｌ ｇｅｎｅｂａｎｋ[Ｍ] / / Ｅｎｇｅｌｍａｎｎ ＦꎬＴａｋａ￣
ｇｉ Ｈ. Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｐｌａｎｔ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ￣ｃｕｒｒｅｎｔ ｒｅ￣
ｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ. Ｔｓｕｋｕｂａ: ＪＩＲＣＡＳꎬ ２０００:
２４６ ￣２４９

[１５０] Ｒａｙ ＡꎬＢｈａｔｔａｃｈａｒｙａ Ｓ. Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｇｒｏｗｎ ｎｏｄａｌ
ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｒａｕｖｏｌｆｉａ ｓｅｒｐｅｎｔｉｎａ ｂｙ ＰＶＳ２ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｃｒｙｏ
Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ２００８ꎬ２９(４):３２１￣３２８

[１５１] Ｎ′Ｎａｎ ＯꎬＨｏｃｈｅｒ ＶꎬＶｅｒｄｅｉｌ Ｊ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｂｙ ｅｎ￣
ｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ￣ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌｕｍｕｌｅｓ ｏｆ ｃｏｃｏｎｕｔ ( Ｃｏｃｏｓ ｎｕｃｉｆｅｒａ
Ｌ. )[Ｊ] . Ｃｒｙｏ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ２００８ꎬ２９(４):３３９￣３５０

[１５２] Ｒｅｅｄ Ｂ Ｍ. Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ￣ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ[Ｍ] / / Ｒｅｅｄ
Ｂ Ｍ. Ｐｌａｎｔ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ:Ａ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｇｕｉｄｅ. Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ:Ｓｐｒｉｎｇ￣
ｅｒꎬ２００８:３￣１３

７２４
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