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　 　 摘要:桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ(Ｌ. )Ｂａｔｓｃｈ)是我国重要的无性繁殖作物种质资源ꎬ目前主要保存于 ３ 个国家无性繁殖作物种质

圃ꎮ 随着以茎尖、花粉、休眠芽为保存载体的超低温保存技术的发展ꎬ超低温保存已成为无性繁殖作物重要备份保存方式ꎮ
本研究以 １５ 份桃种质花粉为研究对象ꎬ开展含水量、回湿处理和保存温度(４ ℃低温保存和液氮超低温保存)对保存后花粉离

体萌发率的影响研究ꎮ 研究结果:明确了桃种质花粉超低温保存的含水量ꎻ揭示了回湿处理对部分桃种质花粉超低温保存产

生显著影响ꎻ超低温保存后花粉离体萌发率最高可达 ８３％ ꎻ４ ℃低温保存和超低温保存比较研究结果表明ꎬ超低温保存 ４ 年后

１４ 份桃种质花粉离体萌发率仍可保持 ３０％以上ꎬ１１ 份桃种质花粉离体萌发率与保存前花粉离体萌发率相比无显著变化甚至

显著提高ꎬ而 ４ ℃低温保存的花粉离体萌发率降至 ０ꎮ 该研究为国家种质库建立花粉规模化超低温保存提供技术支撑ꎮ
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　 ４ 期 张金梅等:桃花粉低温和超低温保存方法比较研究

桃 Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ(Ｌ. )Ｂａｔｓｃｈ 是蔷薇科李属落叶

乔木ꎮ 我国作为桃种质起源中心ꎬ拥有 ４０００ 多年的

栽培历史以及遗传多样性丰富的种质资源[１]ꎮ 由

于桃的经济价值以及其自花授粉特性ꎬ桃已成为蔷

薇科模式植物和种质资源研究热点[２]ꎮ 与大部分

无性繁殖作物种质保存方式相同ꎬ桃种质主要以种

质资源圃形式保存ꎮ 我国自 ２０ 世纪 ５０ 年代开始进

行桃种质资源调查与收集保存工作ꎬ８０ 年代分别在

北京、南京、郑州建立了 ３ 个国家桃种质资源圃ꎬ截
至 ２０１５ 年底已分别入圃保存桃种质资源 ４８５、６４５
和 ８００ 份ꎮ 据报道美国农业部国家无性繁殖种质圃 －
戴维斯(Ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｌｏｎａｌ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｙ ｉｎ
ＤａｖｉｓꎬＣＡꎬＵＳＤＡ￣ＡＲＳ)已保存桃种质资源 ５９５ 份[３]ꎮ
种质圃保存有利于种质繁殖更新和种质分发交换ꎬ
但也存在着劳动成本高、极端天气及病虫害等威胁ꎮ
随着超低温保存技术的发展ꎬ植物种质资源超低温

保存取得了突破性进展ꎬ成为无性繁殖作物种质资

源的重要备份保存方式[４]ꎮ
超低温保存是将植物组织在液态氮( － １９６ ℃)

或气态氮( － １５０ ℃)中进行长期保存ꎬ保存载体涉

及花粉、茎尖、休眠芽、愈伤组织等[５￣７]ꎮ 花粉的长

期安全保存ꎬ可有效解决杂交育种中可能出现的父

母本花期不遇的问题ꎻ同时ꎬ可为花粉培养、遗传转

化和杂交育种研究提供技术支撑[８￣１０]ꎮ 据统计ꎬ国
内外已对包括主要农作物、果树、蔬菜、园林植物、经
济作物、药用作物以及经济林木等 １７０ 多种植物开

展了花粉超低温保存技术研究[１１￣２１]ꎬ同时也有利用

超低温保存的花粉成功用于杂交育种研究的

报道[９ꎬ２２]ꎮ
国内外以桃种质为研究对象开展的花粉超低温

保存研究较早[２３￣２４]ꎬ如 Ｍ. Ｏｍｕｒａ 等[２４] 报道了日本

国家种质库(Ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｇｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＮＩＡＳ)超低温保存了 ６０ 份桃种质花粉ꎻ我
国学者开展了八月香、晚丰 １８ 号、艳红桃等桃种质

花粉超低温保存技术研究ꎬ发现经干燥脱水法超低

温保存后花粉萌发率最高可分别达 ８５ ５％ 、６５ ５％
和 ８１ ６％ [２５￣２７]ꎮ 以往研究中报道了花粉干燥的处

理条件和时间ꎬ但对适宜超低温保存的含水量没有

明确报道ꎮ 由于缺乏详细的初始含水量、干燥含水

量等数据ꎬ可能会造成实验室间技术难以转移ꎬ实验

结果较难重复[２８]ꎮ 同时ꎬ且国内尚未开展桃种质花

粉超低温保存规模化实践研究ꎮ
中国农业科学院作物科学研究所国家作物种质

库一直从事无性繁殖作物离体保存研究ꎬ在以茎尖、

休眠芽、花粉等为保存载体的无性繁殖作物超低温

保存技术研发和优化方面取得显著进展[２９￣３７]ꎮ 本

研究以 １５ 份桃种质花粉为研究对象ꎬ利用干燥脱水

超低温保存方法ꎬ开展以下研究:(１)含水量对桃花

粉超低温保存的影响研究ꎻ(２)超低温保存化冻后

回湿处理对桃花粉离体萌发率的影响研究ꎻ(３)４ ℃
低温保存和液氮超低温保存后花粉离体萌发率的比

较研究ꎻ(４)４ ℃低温保存和液氮超低温保存 ４ 年后

花粉离体萌发率监测研究ꎮ 本研究旨为国家种质库

建立花粉规模化超低温保存提供技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

本研究所用的 １５ 份桃种质花粉样品ꎬ均采集于

北京市农林科学院林业果树研究所国家桃种质资源

圃ꎮ １５ 份桃种质分别为:９２￣７￣１０、９４￣１￣４０、９４￣２￣
４２、９４￣６￣６、９７￣３￣２９、ＢＲ１、Ｇ、Ｇ￣１２、Ｔ￣２５、花桃 ３、花
桃 ６、瑞蟠 ５ 号、新疆毛桃、意大利 ５ 号和早霞露ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 材料采集 　 花蕾于晴天 ９:００￣１１:００ 采集ꎬ
放入袋中ꎬ带回中国农业科学院作物科学研究所国

家作物种质库(北京ꎬ中国)实验室进行后续实验ꎮ
１ ２ ２　 花粉干燥脱水超低温保存　 花粉干燥脱水

超低温保存流程主要包括以下步骤:(１)室内剥取

花药ꎬ置于硫酸纸上散粉ꎻ(２)将花药置于室温干燥

(温度 ２２ ± ２ ℃ꎬ相对湿度 ２０％ ~ ３０％ )ꎬ测定干燥

后含水量ꎻ(３)将干燥后的花药密封包装于 １ ８ ｍＬ
冻存管(Ｎｕｎｃꎬ美国)中ꎬ投入国家作物种质库的液

氮罐(ＣＢＳ Ｓ３０００￣ＡＢ ＳＥＲＩＥＳꎬ美国)保存ꎻ(４)将装

有样品的冻存管从液氮中取出ꎬ在 ３８ ℃水浴中化冻

３ ~ ５ ｍｉｎꎻ(５)取化冻后的花药于安培瓶中ꎬ将安培

瓶置于含有过饱和硫酸铜的密闭容器中ꎬ室温下回

湿 ２ ~ ３ ｈꎮ
其中含水量的测定方法为:干燥安培瓶及瓶盖ꎬ

称量得数据 Ｍａꎻ放入样品后再称量ꎬ得数据 Ｍｂꎮ 敞

开瓶盖放置于 １３０ ℃烘箱内烘干 ２ ｈꎮ 取出后盖紧

盖子ꎬ置于干燥器中室温冷却 ２０ ~ ３０ ｍｉｎꎬ再称量得

数据 Ｍｃꎮ 根据计算公式获得含水量ꎬ即含水量 ＝
[烘前总重量(Ｍｂ) － 烘后总重量(Ｍｃ)] / [烘前样

品重量(Ｍｂ － Ｍａ)]ꎮ 每次测定 ３ 次重复ꎮ
１ ２ ３　 花粉 ４ ℃低温保存 　 将方法 １ ２ ２ 中步骤

(１)和(２)处理后的花药密封包装于 １ ８ ｍＬ 冻存管

后ꎬ置于国家作物种质库的 ４ ℃冰箱(海尔ꎬ北京)保
存处理ꎮ 回湿处理时按方法 １ ２ ２ 中步骤(５)处理ꎮ

１７６
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１ ２ ４　 花粉存活离体萌发测定　 利用悬滴离体萌

发法进行花粉存活离体萌发率测定:(１)将花粉置

于含有 １５０ ｇ / Ｌ 蔗糖和 １００ ｍｇ / Ｌ 硼酸的离体萌发

液体培养基上ꎬ２５ ℃暗培养 ４ ~ ８ ｈꎻ(２)花粉离体萌

发后ꎬ利用显微镜( ＳＺ × １６ꎬＯＬＹＭＰＵＳꎬ日本)照相

并统计离体萌发率ꎮ 统计时ꎬ萌发的花粉管长度超

过花粉粒直径 １ 倍视为有生命力的花粉ꎬ每次随机

选取 ４ 个视野ꎬ平均每个视野约 １００ 个花粉ꎬ每组做

４ 个重复ꎮ
１ ２ ５　 数据统计分析　 花粉萌发率以平均值和标

准方差表示ꎮ 利用 ＳＰＳＳ 软件 １８ ０ 进行数据分析ꎬ
应用最小显著极差法( Ｌｅａｓｔ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬ
ＬＳＤ)进行方差分析(ＡＮＯＶＡ)或进行 Ｔ 检验(Ｐ <
０ ０５ꎬＰ < ０ ０１)ꎬ以获得数据显著性差异的分析

结果ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 含水量对超低温保存花粉离体萌发率的影响

将 １５ 份桃种质花药干燥至不同含水量后进行

干燥脱水超低温保存ꎬ统计超低温保存后花粉离体

萌发率ꎬ以研究不同含水量对超低温保存后花粉离

体萌发率的影响ꎮ
研究结果表明ꎬ当花药尚未散粉完全时ꎬ即花药

平均含水量为 ５６ ４％以上时ꎬ超低温保存后花粉平

均萌发率均为 ０ꎻ当花药含水量干燥至 ３３ ７％ ~
３７ ３％时ꎬ５ 份桃种质花粉(９２￣７￣１０、９４￣１￣４０、９７￣３￣
２９、新疆毛桃和早霞露)超低温保存后花粉平均萌

发率 分 别 为 ６５ ５％ 、 ５７ ５％ 、 ５６ ２％ 、 ５８ ３％ 和

４８ １％ ꎻ当花药含水量干燥至 ２５ ２％ ~ ２６ ６％ 时ꎬ３
份桃种质(９４￣１￣４０、９７￣３￣２９ 和新疆毛桃)超低温保

存后花粉离体萌发率分别为 ８３ ３％ 、 ６８ ９％ 和

７９ ２％ ꎻ当花药含水量干燥至 １３ ３％ ~ ２０ ６％ 时ꎬ６
份种质(９４￣１￣４０、ＢＲ１、Ｇ、花桃 ６、瑞蟠 ５ 号和早霞

露)超低温保存后花粉离体萌发率分别为 ８３ ０％ 、
４３ ６％ 、４７ ２％ 、５０ ４％ 、４３ ７％和 ７０ ２％ ꎻ而 ３ 份种

质(９４￣６￣６、花桃 ３ 和意大利 ５ 号)超低温保存后花

粉离 体 萌 发 率 较 低ꎬ 分 别 为 ２８ ６％ 、 ２８ ０％ 和

２５ ５％ ꎻ当花药含水量干燥至 １１ ４％以下时ꎬ４ 份种

质(９２￣７￣１０、９４￣２￣４２、９４￣６￣６ 和意大利 ５ 号)超低温

保存后花粉离体萌发率分别为 ６１ ３％ 、５１ １％ 、
４０ ０％和 ４２ ９％ ꎻ７ 份种质(９４￣１￣４０、Ｇ￣１２、Ｔ￣２５、花
桃 ３、花桃 ６、瑞蟠 ５ 号和新疆毛桃)超低温保存后花

粉离体萌发率相对较低ꎬ分别为 ３４ ５％ 、２２ ８％ 、
３２ ８％ 、６ ０％ 、２６ ５％ 、１２ ０％和 ５ ７％ (表 １)ꎮ

表 １　 含水量对超低温保存桃花粉离体萌发率的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｇｅｒｍｉ￣
ｎａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｅａｃｈ ｐｏｌｌｅｎ ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

序号

Ｎｏ
品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

花药含水量(％ )
Ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

ｏｆ ａｎｔｈｅｒ

超低温保存后花粉

离体萌发率(％ )
Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ａｆｔｅｒ

ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

１ ９２￣７￣１０ ６７ ８ ± ２ ２ ０ ｂ
３６ ２ ± ０ ８ ６５ ５ ± ２ ４ ａ
９ ３ ± １ ７ ６１ ３ ± ８ ９ ａ

２ ９４￣１￣４０ ６１ ５ ± ０ ６ ０ ｄ
３３ ７ ± ２ ３ ５７ ５ ± ８ ８ ｂ
２６ ６ ± １ ３ ８３ ３ ± ０ ９ ａ
１７ ６ ± １ １ ８３ ０ ± ４ ９ ａ
７ ７ ± １ ６ ３４ ５ ± ４ ８ ｃ

３ ９４￣２￣４２ ７０ １ ± １ ４ ０
５ ０ ± ０ ８ ５１ １ ± ６ ６∗∗

４ ９４￣６￣６ ６４ ６ ± ０ ７ ０ ｃ
１８ ４ ± ２ ２ ２８ ６ ± ７ ９ ｂ
９ ６ ± ６ ３ ４０ ０ ± ３ ２ ａ

５ ９７￣３￣２９ ６６ ８ ± ２ ６ ０ ｃ
３４ ０ ± ８ ６ ５６ ２ ± １ ４ ｂ
２５ ２ ± ２ ８ ６８ ９ ± ４ ８ ａ

６ ＢＲ１ ５６ ４ ± ２ ９ ０
１７ ３ ± １ ０ ４３ ６ ± ９ ５ ∗∗

７ Ｇ ６７ ６ ± １ ６ ０
１４ ４ ± ３ ５ ４７ ２ ± ２ ８ ∗∗

８ Ｇ￣１２ ７０ ６ ± ３ ２ ０
１１ ４ ± ９ ３ ２２ ８ ± ６ ８ ∗∗

９ Ｔ￣２５ ６１ ５ ± ３ ３ ０
８ ６ ± ２ ３ ３２ ８ ± ４ １ ∗∗

１０ 花桃 ３ ６９ ０ ± ０ ８ ０ ｃ
３８ ０ ± ３ ７ ０ ｃ
１３ ３ ± ０ ８ ２８ ０ ± ３ ５ ａ
７ ９ ± １ ８ ６ ０ ± １ ２ ｂ

１１ 花桃 ６ ６５ ５ ± ３ ４ ０ ｃ
１４ ６ ± １ ３ ５０ ４ ± ２ ６ ａ
１０ ７ ± １ ７ ２６ ５ ± ８ ８ ｂ

１２ 瑞蟠 ５ 号 ６４ ４ ± １ ５ ０ ｃ
２０ ６ ± ２ ６ ４３ ７ ± ７ ６ ａ
１０ ３ ± １ ２ １２ ０ ± ２ ０ ｂ

１３ 新疆毛桃 ６４ ３ ± １ ４ ０ ｃ
３７ ３ ± ４ ８ ５８ ３ ± ８ ６ ｂ
２６ １ ± ４ ９ ７９ ２ ± ２ ３ ａ
８ １ ± ２ ７ ５ ７ ± ０ ９ ｃ

１４ 意大利 ５ 号 ６３ ６ ± １ ０ ０ ｃ
１３ ９ ± ２ ２ ２５ ５ ± ３ ２ ｂ
７ ４ ± ２ ０ ４２ ９ ± ６ ４ ａ

１５ 早霞露 ６５ ９ ± １ ０ ０ ｃ
３６ ７ ± ０ ９ ４８ １ ± ４ １ ｂ
１７ ７ ± ２ ９ ７０ ２ ± ９ ２ ａ

表格内数据为平均值 ± 标准差ꎻ字母代表存在差异显著性( ＬＳＤ)ꎻ
∗和∗∗分别表示经 Ｔ 检验差异显著和极显著(Ｐ < ０ ０５ 或 Ｐ < ０ ０１)

Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓꎬｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｙ ＬＳＤ ｔｅｓｔꎬ ∗ ａｎｄ ∗∗ ｄｅｎｏｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉ￣

ｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｔ ０ ０５ ｌｅｖｅｌ ｏｒ ０ ０１ ｌｅｖｅｌ(Ｔ ｔｅｓｔ)

２７６
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２ ２　 保存温度和回湿处理对保存后花粉离体萌发

率的影响

以 １３ 份桃种质为对象ꎬ通过干燥脱水处理ꎬ分别

于 ４ ℃低温和液氮超低温保存 １ 个月ꎮ 取出化冻后进

行花粉离体萌发率测定ꎬ结果如表 ２ 所示ꎮ 研究结果

表明ꎬ超低温保存效果显著高于 ４ ℃低温保存ꎮ １１ 份

桃种质花粉ꎬ即 ９２￣７￣１０、９４￣１￣４０、９４￣２￣４２、９７￣３￣２９、Ｇ、
Ｇ￣１２、花桃 ３、花桃 ６、瑞蟠 ５ 号、新疆毛桃和早霞露品

种ꎬ超低温保存 １ 个月后花粉离体萌发率(２８ ０％ ~
８３ ３％)显著高于 ４ ℃低温保存 １ 个月后花粉离体萌

发率(０ ~３１ ７％)ꎻ２ 份桃种质(Ｔ￣２５ 和意大利 ５ 号品

种)花粉超低温保存后和 ４ ℃低温保存后离体萌发率

无显著差别ꎮ 与保存前花粉离体萌发率相比ꎬ经超低

温保存后ꎬ９ 份种质即 ９２￣７￣１０、９４￣１￣４０、９４￣２￣４２、Ｇ、Ｔ￣
２５、花桃 ３、花桃 ６、新疆毛桃和早霞露花粉离体萌发率

显著增加ꎻ５ 份种质即 ９４￣６￣６、９７￣３￣２９、ＢＲ１、Ｇ￣１２、瑞蟠

５ 号花粉离体萌发率与保存前无显著变化ꎻ仅 １ 份种质

花粉显著降低ꎮ 而经 ４ ℃低温保存后ꎬ与保存前花粉

离体萌发率相比ꎬ９ 份种质花粉离体萌发率显著降低ꎮ
以 １５ 份桃种质花粉为研究对象ꎬ采用干燥脱水超

低温保存 ４ 年后ꎬ开展回湿处理对超低温保存后花粉

离体萌发率的影响研究ꎬ结果如表 ２ 所示ꎮ 研究结果

表明ꎬ回湿处理对部分桃种质超低温保存花粉离体萌

发率具有显著影响ꎬ存在品种特异性ꎮ ８ 份种质超低温

保存化冻后增加回湿处理的花粉离体萌发率比未进行

回湿处理的花粉离体萌发率显著提高 １２％ ~２４％ꎬ即
９２￣７￣１０ 从 ２６ ８％提高到 ４１ ９％ꎬ９４￣２￣４２ 从 １６ ８％提

高到 ３４ ５％ꎬＧ￣１２ 从 １５ ３％ 提高到 ３４ ９％ꎬＴ￣２５ 从

４２ ４％提高到 ６３ ４％ꎬ花桃 ３ 从 １９ ８％提高到 ３４ ２％ꎬ
花桃 ６ 从 ３９ ３％提高到 ６３ ２％ꎬ瑞蟠 ５ 号从 ３１ ２％提

高到 ４８ １％ꎬ意大利 ５ 号从 ３９ ５％提高到 ５１ ７％ꎻ而
９７￣３￣２９ 和早霞露 ２ 份种质超低温保存化冻后增加回

湿处理的花粉离体萌发率比未回湿处理的显著降低ꎬ
即分别从 ４８ ８％降低至 ３７ ２％ꎬ４１ ３％降低至 ２１ ９％ꎻ
其余 ５ 份种质花粉超低温保存后增加回湿处理对花粉

离体萌发率影响不显著ꎮ

表 ２　 保存温度和回湿处理对花粉离体萌发率的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｅａｃｈ ｐｏｌｌｅｎ ａｆｔｅｒ ｓｔｏｒａｇｅ

序号

Ｎｏ.
品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

花药含水量(％ )
Ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

ｏｆ ａｎｔｈｅｒ

保存前花粉离

体萌发率(％ )
Ｉｎ ｖｉｔｒｏ

ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ
ｂｅｆｏｒｅ ｓｔｏｒａｇｅ

保存１ 个月后花粉离体萌发率(％)
Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ

ｐｏｌｌｅｎ ａｆｔｅｒ ｓｔｏｒａｇｅ ｆｏｒ １ ｍｏｎｔｈ

保存 ４ 年后花粉离体萌发率(％ )
Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｐｏｌｌｅｎ ａｆｔｅｒ ｓｔｏｒａｇｅ ｆｏｒ ４ ｙｅａｒｓ

４ ℃ ＮＲ ＬＮＮＲ ４ ℃ ＮＲ ４ ℃ Ｒ ＬＮＮＲ ＬＮＲ

１ ９２￣７￣１０ ３６ ２ ± ０ ８ ２８ １ ± ３ ５ ０＃＃ ６５ ５ ± ２ ４∗∗ ꎬ＃＃ ０＃＃ ０＃＃ ２６ ８ ± ４ ２ ４１ ９ ± ２ １∗∗ ꎬ＃＃

２ ９４￣１￣４０ ２６ ６ ± １ ３ ４６ ３ ± ７ ２ １ ２ ± １ ２＃＃ ８３ ３ ± ０ ９∗∗ ꎬ＃＃ ０＃＃ ０＃＃ ３９ ７ ± ５ ２ ４２ ７ ± ４ ６
３ ９４￣２￣４２ ５ ０ ± ０ ８ ２７ ９ ± ３ ３ ６ ４ ± ２ ７＃＃ ５１ １ ± ６ ６∗∗ ꎬ＃＃ ０＃＃ ０＃＃ １６ ８ ± １ ２＃＃ ３４ ５ ± ２ ２∗∗ ꎬ＃

４ ９４￣６￣６ ９ ６ ± ６ ３ ３５ ７ ± ４ ９ / ４０ ０ ± ３ ２ ０＃＃ ０＃＃ ２８ ４ ± １ ４ ３０ ７ ± １ １
５ ９７￣３￣２９ ２５ ２ ± ２ ８ ６６ ７ ± １６ ７ ２６ ７ ± １ ７＃ ６８ ９ ± ４ ８∗∗ ０＃＃ ０＃＃ ４８ ８ ± １ ５∗∗ ３７ ２ ± ０ ３＃

６ ＢＲ１ １７ ３ ± １ ０ ４０ ２ ± ８ ４ / ４３ ６ ± ９ ５ ０＃＃ ０＃＃ ８ ８ ± ３ ６＃＃ ８ ５ ± ２ ５＃＃

７ Ｇ １４ ４ ± ３ ５ ３７ ０ ± ３ ３ ３１ ７ ± ２ ５ ４７ ２ ± ２ ３∗∗ ꎬ＃ ０＃＃ ０＃＃ １５ ５ ± ７ １＃＃ ３０ ４ ± １４ ７
８ Ｇ￣１２ １１ ４ ± ９ ３ ２２ ８ ± ６ ８ ２１ ０ ± ０ ３ ２３ ７ ± １ ４∗ ０＃＃ ０＃＃ １５ ３ ± ２ ２ ３４ ９ ± ４ ５∗∗

９ Ｔ￣２５ ８ ６ ± ２ ３ ２０ ９ ± ２ ９ ３７ ５ ± １１ ７＃ ３２ ９ ± ４ １＃＃ ０＃＃ ０＃＃ ４２ ４ ± ２ ２＃＃ ６３ ４ ± ４ ７∗∗ ꎬ＃＃

１０ 花桃 ３ １３ ３ ± ０ ８ ２２ ０ ± １ ７ １８ ０ ± ２ ３＃ ２８ ０ ± ３ ５∗∗ ꎬ＃＃ ０＃＃ ０＃＃ １９ ８ ± ２ ９ ３４ ２ ± ３ ９∗∗ ꎬ＃＃

１１ 花桃 ６ １４ ６ ± １ ３ ２０ ８ ± ７ ６ ２３ ５ ± ０ ５ ５０ ４ ± ２ ６∗∗ ꎬ＃＃ ０＃＃ ０＃＃ ３９ ３ ± ５ ３＃ ６３ ２ ± ０ ６∗∗ ꎬ＃＃

１２ 瑞蟠 ５ 号 ２０ ６ ± ２ ６ ４７ １ ± １２ ０ ２１ ７ ± ３ ９＃＃ ４３ ７ ± ７ ６∗∗ ０＃＃ ０＃＃ ３１ ２ ± １ ３ ４８ １ ± ２ ５∗∗

１３ 新疆毛桃 ２６ １ ± ４ ９ ４８ １ ± ４ ４ １７ ６ ± ２ １＃＃ ７９ ２ ± ２ ３∗∗ ꎬ＃＃ ０＃＃ ０＃＃ ４０ ４ ± ２ ４ ４２ ４ ± １ １
１４ 意大利 ５ 号 ７ ４ ± ２ ０ ５７ ７ ± ２ ５ ３５ ５ ± ３ ３＃＃ ４２ ９ ± ６ ４＃＃ ０＃＃ ０＃＃ ３９ ５ ± ４ ８＃＃ ５１ ７ ± ０ ４∗ ꎬ＃

１５ 早霞露 １７ ７ ± ２ ９ ４９ ２ ± ４ ５ ０＃＃ ７０ ２ ±９ ２∗∗ꎬ＃＃ ０＃＃ ０＃＃ ４１ ３ ±３ １∗∗ꎬ＃ ２１ ９ ± ２ ５＃＃

表格内数据为平均值 ± 标准差ꎻＬＮ 表示花粉经液氮保存ꎻＮＲ 和 Ｒ 分别表示花粉保存后未经回湿处理和经回湿处理ꎻ∗和∗∗分别表示经 Ｔ 检验

差异显著和极显著(Ｐ < ０ ０５ 或 Ｐ < ０ ０１)ꎬ用于保存 １ 个月后进行 ４ ℃和超低温保存后花粉离体萌发率差异显著性分析ꎬ以及保存４ 年后进行

超低温保存后未回湿处理和回湿处理的花粉离体萌发率差异显著性分析ꎻ＃和＃＃分别表示经 Ｔ 检验差异显著和极显著(Ｐ < ０ ０５ 或 Ｐ < ０ ０１)ꎬ
用于保存后和保存前花粉离体萌发率差异显著性分析

Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓꎻ ＬＮ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｔｏｒａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎻ ＮＲ ａｎｄ Ｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｐｏｌｌｅｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｒｅｈｙ￣
ｄｒａｔｉｏｎꎬａｎｄ ｗｉｔｈ ｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ∗ ａｎｄ∗∗ ｄｅｎｏｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｔ ０ ０５ ｌｅｖｅｌ ｏｒ ０ ０１ ｌｅｖｅｌ(Ｔ ｔｅｓｔ)ꎬｉｎ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ Ｔ ｔｅｓｔ ｏｆ
ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ４ ℃ ｓｔｏｒａｇｅ ａｎｄ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ １ ｍｏｎｔｈꎬａｎｄ ａｌｓｏ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｒｅｈｙｄｒａ￣
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｗｉｔｈ ｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｆｔｅｒ ４￣ｙｅａｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ. ＃ ａｎｄ＃＃ ａｌｓｏ ｄｅｎｏｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｔ ０ ０５ ｌｅｖｅｌ ｏｒ ０ ０１ ｌｅｖｅｌ(Ｔ
ｔｅｓｔ)ꎬｉｎ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ Ｔ ｔｅｓｔ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｆｔｅｒ ａｎｄ ｂｅｆｏｒｅ ４ ℃ ｓｔｏｒａｇｅ ｏｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

３７６



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １８ 卷

２ ３　 保存 ４ 年后花粉离体萌发率监测

以 １５ 份桃种质花粉为研究对象ꎬ测定 ４ ℃低温

保存和液氮超低温保存 ４ 年后的花粉离体萌发率ꎬ
结果如表 ２ 所示ꎮ 研究结果表明ꎬ１５ 份桃种质花粉

经 ４ ℃低温保存 ４ 年后ꎬ化冻后未增加和增加回湿

处理的花粉离体萌发率均降至 ０ꎻ而在超低温条件

下保存的花粉仍具有活力ꎮ 与保存前花粉离体萌发

率相比ꎬ超低温保存 ４ 年后通过增加化冻后回湿处

理ꎬ５ 份种质(即 ９２￣７￣１０、９４￣２￣４２、Ｔ￣２５、花桃 ３ 和

花桃 ６)花粉离体萌发率显著提高ꎻ６ 份种质(即 ９４￣
１￣４０、９４￣６￣６、Ｇ、Ｇ￣１２、瑞蟠 ５ 号、新疆毛桃)花粉离

体萌发率与保存前无显著变化ꎻ４ 份种质(即 ９７￣３￣
２９、ＢＲ１、意大利 ５ 号和早霞露)花粉离体萌发率显

著降低ꎮ １４ 份种质(除 ＢＲ１ 品种外)超低温保存 ４
年后其花粉离体萌发率仍可保持 ３０％以上ꎮ

３　 讨论

花粉含水量是超低温保存的关键影响因素ꎮ 国

内外以往对桃花粉超低温保存技术研究报道中ꎬ明
确了干燥时间(如 ８ ｈ 或 ２４ ｈ)ꎬ但没有明确适宜的

含水量范围[２４￣２５ꎬ２７]ꎮ 基于本研究结果ꎬ我们建议 ５
份桃种质ꎬ即 ９２￣７￣１０、９４￣１￣４０、９７￣３￣２９、瑞蟠 ５ 号

和新疆毛桃ꎬ用于超低温保存的花药可干燥至含水

量 ２０ ６％ ~ ３６ ２％ ꎻ６ 份种质ꎬ即 ＢＲ１、Ｇ、Ｇ￣１２、花
桃 ３、花桃 ６ 和早霞露ꎬ可干燥至含水量 １１ ４％ ~
１７ ７％ ꎻ４ 份种质ꎬ即 ９４￣２￣４２、９４￣６￣６、Ｔ￣２５ 和意大

利 ５ 号ꎬ可干燥至含水量 ５ ０％ ~ ９ ６％ ꎮ ９４￣１￣４０
经超低温保存 １ 个月后花粉离体萌发率最高可达

８０％ ꎬ该结果与宋尚伟等[２５]、宋常美等[２７] 研究报道

的八月香和艳红桃品种花粉超低温保存离体萌发率

相似ꎮ 不同桃品种花粉超低温保存出现的品种特异

性ꎬ在已报道的柑橘和椰子花粉超低温保存研究中

也同样发现[１８ꎬ ３８]ꎮ
Ｅ Ｐａｒｔｏｎ 等[３９] 研究表明ꎬ化冻后增加回湿处理

对凤梨科植物花粉超低温保存存在显著影响ꎮ 本研

究表明ꎬ回湿处理对部分桃种质离体萌发率具有显

著影响ꎬ存在品种特异性ꎮ 如 ８ 份种质(即 ９２￣７￣
１０、９４￣２￣４２、Ｔ￣２５、Ｇ￣１２、花桃 ３、花桃 ６、瑞蟠 ５ 号和

意大利 ５ 号)花粉经回湿处理后比未进行回湿处理

的离体萌发率显著提高ꎻ２ 份种质(９７￣３￣２９ 和早霞

露)花粉经回湿处理后比未进行回湿处理的离体萌

发率显著降低ꎻ其余 ５ 份种质 (９４￣１￣４０、９４￣６￣６、
ＢＲ１、Ｇ 和新疆毛桃)两种处理花粉离体萌发率差异

不显著ꎮ

有研究学者对芍药、辣椒、玉兰、山茶、扁桃等花

粉超低温保存研究表明ꎬ花粉经超低温保存后仍具

有较高的生活力[４０￣４４]ꎮ 对荔枝[４５]、 猕猴桃[４６]、
枣[４７]、石斛兰[４８]等种质花粉在 ４ ℃、￣２０ ℃、液氮保

存比较研究发现ꎬ花粉超低温保存显著延长了花粉

保存寿命ꎮ 本研究通过 １５ 份桃种质花粉在超低温

保存和 ４ ℃低温保存 １ 个月后离体萌发率的比较研

究发现ꎬ１１ 份种质花药超低温保存的花粉离体萌发

率显著高于 ４ ℃保存的花粉离体萌发率ꎮ 从保存 ４
年后的花粉离体萌发率监测结果发现ꎬ４ ℃保存的

花粉均丧失活力ꎻ而超低温保存的 １１ 份种质桃花粉

离体萌发率与保存前花粉离体萌发率相比无显著变

化甚至显著提高ꎬ１４ 份种质花粉的离体萌发率仍保

持 ３０％以上ꎮ 据报道ꎬ山茶、芍药、梅花等花粉可超

低温保存至少 １ 年[４９]ꎬ葡萄花粉可超低温保存至少

５ 年[５０]ꎬ美国山核桃的花粉曾被报道可超低温保存

长达 １０ 年[５１]ꎮ 本研究报道的桃花粉超低温保存可

至少保存 ４ 年ꎮ
随着对超低温保存的日益重视ꎬ国内外对部分

种质花粉已实现规模化超低温保存ꎬ如北京林业大

学超低温保存了山茶、芍药、梅等 １９ 科 ７１ 个物种 /
品种花粉[４９]ꎮ 为了增加种质资源保存的有效性、保
存载体的多样性ꎬ中国农业科学院作物科学研究所

国家作物种质库承担全国农作物种质资源 ４１ 万余

份正常型种子的长期保存工作ꎬ同时大力构建了以

花粉、茎尖、休眠芽等保存载体的无性繁殖作物种质

超低温保存技术体系ꎬ以提高我国国家作物种质库

保存种质的质量和数量[５２]ꎮ 本研究对桃种质花粉

进行超低温保存和低温保存比较试验ꎬ为我国新国

家种质库实现规模化花粉超低温保存提供了重要的

技术支撑ꎮ
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