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摘要　
 

[目的]
 

探索更有效的香石竹茎尖超低温保存方法,为球宿根花卉的超低温保存提供相关技术支持。 [方法]
 

以香石竹茎尖为材
料,研究预培养条件(蔗糖浓度、预培养时间)、玻璃化处理时间和玻璃化方法(常规玻璃化法、小液滴玻璃化法)对香石竹茎尖超低温保
存效果的影响。 [结果]在 0. 5

 

mol / L 的蔗糖浓度培养基上预培养 5
 

d 香石竹茎尖成活率最高,为 88. 3%;玻璃化处理 80
 

min 成活率最
高,可达 86. 7%;常规玻璃化法成活率及再生率在 80%以上,小液滴玻璃化法成活率可达 90%以上且全部再生,小液滴玻璃化法再生天
数比常规玻璃化法少 3~5

 

d。 [结论]小液滴玻璃化法是一种有发展前景的超低温保存方法。
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Abstract　 [Objective]

 

To
 

explore
 

a
 

more
 

effective
 

technique
 

for
 

Dianthus
 

caryophyllus
 

L.
 

shoot-tips
 

cryopreservation,
 

and
 

to
 

provide
 

techni-
cal

 

basis
 

for
 

the
 

bulbs
 

flowers
 

cryopreservation. [Method]With
 

D.
 

caryophyllus
 

shoot-tips
 

as
 

the
 

materials,
 

the
 

effects
 

of
 

pre-culture
 

treatments
(sugar

 

concentrations,
 

pre-culture
 

time),
 

vitrification
 

time
 

and
 

vitrification
 

methods
 

on
 

survival
 

rate,
 

regeneration
 

rate
 

and
 

regeneration
 

time
 

of
 

cryopreservation
 

were
 

studied.
 

[Result]
 

When
 

pre-cultured
 

in
 

the
 

medium
 

with
 

0. 5
 

mol / L
 

sucrose
 

for
 

5
 

d,
 

the
 

survival
 

rate
 

was
 

88. 3%.
 

The
 

survival
 

rate
 

was
 

up
 

to
 

86. 7%
 

under
 

the
 

vitrification
 

treatment
 

for
 

80
 

min.
 

The
 

survival
 

rate
 

and
 

regeneration
 

rate
 

of
 

conventional
 

vitrifica-
tion

 

method
 

were
 

above
 

80%,
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

droplet-vitrification
 

method
 

could
 

reach
 

more
 

than
 

90%
 

and
 

regeneration
 

rate
 

was
 

100%.
 

The
 

number
 

of
 

regeneration
 

days
 

of
 

droplet-vitrification
 

was
 

3-5
 

d
 

less
 

than
 

conventional
 

vitrification. [Conclusion]
 

Droplet-vitrification
 

is
 

a
 

promising
 

method
 

for
 

bulbs
 

shoot-tips
 

cryopreservation.
Key

 

words　 Dianthus
 

caryophyllus
 

L. ;Shoot-tip;Vitrification;Droplet;Cryopreservation

基金项目　 上海市科委研发平台专项(18DZ2293700)。
作者简介　 林田(1976—),女,广东揭阳人,硕士,助理研究员,从事植

物生物技术与种质资源保存技术工作。 ∗通讯作者,副研
究员,硕士,从事植物生物技术与种质资源保存评价工作。

收稿日期　 2018-03-13;修回日期　 2018-04-04

　 　 香石竹(Dianthus
 

caryophyfllus
 

L. )为石竹科石竹属常绿

亚灌木宿根花卉,是世界著名的四大切花之一,其栽培种及

野生种资源的有效保存对香石竹的国产化至关重要。 香石

竹种质资源通常通过品种圃扦插及组织培养定期继代保存,
但香石竹一旦被病毒侵染,长期的无性繁殖易导致病毒在植

物体内不断积累,难以有效长期保存种质,需寻找更安全长

效的保存方法。
超低温保存是指液氮(-196

 

℃ )下的低温保存。 在此条

件下,植物生命活动近乎停止,贮藏过程中的生理和遗传变

化能够控制在最低限度内,具有资源保存的长期性和稳定性

优点。 此外,病毒在超低温保存处理过程中会失活,因此可

通过超低温手段进行脱毒,这是营养繁殖植物种质资源长期

保存的最优选择[1] 。 超低温保存有多种方法,近年经常运用

的以 PVS2[2]作为冷冻保存液的玻璃化法,是将植物材料经

高浓度的保护液处理后,迅速投入液氮中,使其组织中的水

分转变为玻璃化状态,从而避免形成冰晶造成机械损伤,达
到有效保护植物的目的。 玻璃化法已被运用于 100 多种植

物不同组织的超低温保存中。 在常规玻璃化法上发展出来

的小液滴玻璃化法,是将植物材料经玻璃化处理后,在铝箔

上滴成小液滴,然后直接投入液氮进行迅速冷冻。 由于其冻

存及解冻速度快,组织不易形成冰晶,并且易成活再生,因此

是一种有发展前景的超低温保存方法[3] 。
国外关于香石竹的超低温研究始于 20 世纪 70 年代,其

成活率仅为 2%[4] 。 Uemura 等[5] 将 4 ~ 8
 

℃驯化处理的香石

竹茎尖通过慢冻法进行超低温保存,成活率提高到
 

70% ~
80%。 后通过两步冷冻法及程序降温法可使香石竹的成活

率达 90%[6-7] 。 随着玻璃化试剂的发明,Langis 等[8] 于
 

1990
年采用玻璃化法成功保存了香石竹茎尖。 此后,在常规玻璃

化方法上又发展出包埋玻璃化法及小液滴玻璃化法。 Hal-
magyi 等[9]将香石竹 3 个品种的茎尖用海藻酸钠包埋玻璃化

处理后进行冻存,成活率为 60% ~ 73%。 笔者分别采用常规

玻璃化法和小液滴玻璃化法对香石竹茎尖的超低温保存技

术进行探索,比较 2 种方法对超低温保存效果的影响,为搭

建球宿根花卉的超低温保存技术平台提供技术依据。
1　 材料与方法

1. 1　 茎尖准备　 供试材料主要为香石竹茎尖生长点。 茎段

诱导无菌苗在含 6-BA1. 0
 

mg / L+NAA
 

0. 1
 

mg / L+60
 

g / L 蔗

糖的 MS 培养基上,在温度为(25±2)
 

℃
 

、光照强度 2
 

000
 

lx、
光暗周期 16

 

h / 8
 

h 条件下培养,继代 30
 

d。 解剖镜下剥离切

取 2~3
 

mm、带 2 片护叶的茎尖生长点(图 1)。
1. 2　 常规玻璃化法冻存

1. 2. 1　 预培养。 将茎尖接种到含 0. 1、0. 3、0. 5、0. 7
 

mol / L
蔗糖的 MS 培养基中,在 10

 

℃下培养 1、3、5、7
 

d。
1. 2. 2　 装载及玻璃化。 将预培养后的材料在预处理溶液[10]

(含 2
 

mol / L 甘油及 0. 4
 

mol / L 蔗糖的 MS 液体培养基)中室

温下处理 30
 

min 后,转入玻璃化保护剂 PVS2 进行 80
 

min 的

冰水浴处理。 为得出最佳玻璃化时间,将在 0. 3
 

mol / L 蔗糖

浓度的 MS 培养基预培养 5
 

d 的茎尖分别进行 15、30、60、80、
120

 

min 的玻璃化处理。
1. 2. 3　 冻存及解冻。 将茎尖转移至装有预冷新鲜 PVS2 的

2
 

mL 冷冻管中(10 茎尖 / 管),迅速投入液氮中保存。 取出在

液氮中冻存 1
 

h 以上的冷冻管,立即放入 40
 

℃水浴中快速解
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图 1　 香石竹组培苗(右下角为剥取的茎尖)
Fig. 1　 Plantlets

 

of
 

D. caryophyfllus
 

(the
 

lower
 

right
 

corner
 

is
 

the
 

peeled
 

shoot
 

tips)

冻 2
 

min。 茎尖在室温下用含 1. 2
 

mol / L 蔗糖的 MS 培养液

洗涤 2~3 次,每次 5~10
 

min。
1. 2. 4　 恢复培养。 将洗涤后的茎尖在滤纸上吸干后,转移

至含 6-BA
 

0. 5
 

mol / L,NAA
 

0. 1
 

mol / L 和 GA3
 0. 5

 

mol / L 的

MS 半固体培养基中暗培养,等茎尖返绿并有萌动迹象时再

转入 MS 固体培养基中常光培养,培养条件同茎段诱导。 定

期观察,记录开始恢复生长的天数,20
 

d 后计算成活率及再

生率。 已恢复生长(萌发根、芽或愈伤组织)的茎尖视为成

活;茎尖直接分化而不形成愈伤为再生。 试验中每个处理 20
个茎尖,3 次重复。
1. 3　 小液滴玻璃化法冻存　 将“1. 1”所得茎尖按“1. 2”的优

化方案进行玻璃化处理。 仅在冻存前 5
 

min 将含有 1 个茎尖

的液滴(约 5
 

μL)滴在 5
 

mm×20
 

mm 的无菌铝箔条上(图 2),
再直接投入装满液氮的安培管中。 解冻时直接将含液滴的

铝箔条投入洗涤液中解冻 5 ~ 10
 

min,恢复培养同“1. 2. 4”。
对照为常规玻璃化程序冻存后恢复培养的茎尖。

图 2　 小液滴玻璃化法处理的香石竹茎尖

Fig. 2　 Shoot-tips
 

of
 

D.
 

caryophyfllus
 

after
 

droplet-vitrification
 

treatment

1. 4　 数据统计与分析　 试验中每个处理 20 个茎尖,3 次重

复。 成活率=成活茎尖数 / 处理茎尖数×100%;再生率=再生

植株数 / 成活茎尖数×100%。 试验结果用 SPSS
 

19. 0 统计软

件进行数据分析。

2　 结果与分析

2. 1　 预培养条件对成活率的影响　 由表 1 可知,在所设的 4
个蔗糖梯度下,冻存茎尖成活率随预培养时间增加而上升,
到 5

 

d 时达最高,预培养时间大于 7
 

d 时,成活率下降。 预培

养时间为 1
 

d 时,成活率随蔗糖浓度增加而减少,茎尖切面渗

出较多,其中 0. 7
 

mol / L 的培养基中茎尖明显变软呈水渍状,
成活率仅为 33. 3%。 较低蔗糖浓度下预培养 3

 

d 以上,茎尖

伤口愈合,成活率随蔗糖浓度增加而增加,但蔗糖浓度高于

0. 7
 

mol / L,预培养时茎尖易褐变及水渍化,成活率显著下降

(P<0. 05)。 在含 0. 5
 

mol / L 蔗糖培养基上预培养 5
 

d,可达

最高成活率 88. 3%。

表 1　 蔗糖预培养浓度及预培养天数对成活率的影响

Table
 

1　 Effect
 

of
 

sugar
 

concentrations
 

in
 

the
 

pre-culture
 

medium
 

and
 

pre-culture
 

time
 

on
 

survival
 

rate %

蔗糖浓度
Sugar

 

concentration
mol / L

成活率 Survival
 

rate

1
 

d 3
 

d 5
 

d 7
 

d

0. 1 63. 3±2. 9 66. 7±5. 8 73. 3±2. 9 66. 7±12. 6
0. 3 58. 3±2. 9 73. 3±5. 8 86. 7±2. 9 83. 3±5. 8
0. 5 46. 7±7. 6 71. 7±2. 9 88. 3±2. 9 50. 0±10. 0
0. 7 33. 3±5. 8 36. 7±2. 9 23. 3±10. 4 15. 0±13. 2

2. 2　 玻璃化时间对成活率的影响　 在对茎尖进行玻璃化处

理时,处理时间小于 15
 

min,由于保护剂处理时间过短,材料

成活率仅为 13. 3%,随玻璃化时间延长,成活率也上升,到
80

 

min 时可达 86. 7%,但随时间延 长 成 活 率 略 有 下 降。
120

 

min 时,成活率仍可达 72. 5%(图 3)。 冻后恢复培养茎

尖在 3~5
 

d 内萌动,在 5~15
 

d 内直接长出新芽,个别茎尖形

成愈伤组织。

图 3　 PVS2处理时间对成活率的影响

Fig. 3　 Effect
 

of
 

PVS2
 

treatment
 

time
 

on
 

survival
 

rate

2. 3　 小液滴玻璃化法茎尖冻存效果　 与常规玻璃化方法冻

存香石竹茎尖相比,小液滴玻璃化法在优化玻璃化程序下进

行冻存,成活率可达 95. 0%,显著高于常规玻璃化法的成活

率 86. 7%(P<0. 05)。 小液滴玻璃化法冻存恢复培养时,最

快 1
 

d 即可见茎尖萌动,再生时间较常规玻璃化法要短 3 ~ 5
 

d,成活植株全部再生,长势较常规玻璃化法冻存再生植株强

(表 2,图 4)。
3　 讨论

3. 1　 预培养对冻后成活率的影响　 茎尖的生理状态对冻后
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成活率有着显著影响。 通过低温驯化及短期高浓度蔗糖预

培养,可使组织较缓和地脱去部分水分,同时促使细胞分泌

保护物质,有利于冻后存活。 香石竹植株 4~8
 

℃冷驯化后冻

存,成活率可达 70% ~ 80%[11] 。 在薄荷[12] 及苹果[13] 茎尖冻

存中蔗糖预处理可显著提高成活率。 但渗透压过大,易对植

物组织造成伤害,需找到合适的浓度。 在该试验中以

0. 5
 

mol / L 的蔗糖浓度培养基预培养成活率最高,而蔗糖浓

度为 0. 7
 

mol / L 时因高渗透压对组织造成伤害,茎尖在预培

养时易褐变及水渍化,成活率显著下降。

表 2　 冻存方式对成活率及植株再生的影响

Table
 

2　 Effect
 

of
 

cryopreservation
 

method
 

on
 

survival
 

rate
 

and
 

regen-
eration

 

rate

冻存方式
Cryopreservation

 

method

成活率
Suvivial

 

rate
%

再生率
Regeneration

 

rate
%

再生天数
Regeneration

 

days∥d

常规玻璃化法 Vitrifi-
cation

86. 7±2. 9 90. 4±3. 2 7~15

小液滴玻璃化法
Droplet-vitrification

95. 0±5. 0 100±0 3~12

未经液氮冻存 With-
out

 

liquid
 

nitrogen
 

cryopreservation

100±0 100±0 0~7

图 4　 常规玻璃化法(左)及小液滴玻璃化法(右)冻存恢复培养 7
 

d后茎尖

Fig. 4　 Shoot-tips
 

cryopreserved
 

by
 

vitrification( left) and
 

drop-
let-vitrification(right)recovered

 

7
 

d

　 　 此外,Bouman 等[14]指出预培养一段时间除了提高抗冻

性外,还促进切取过程中的伤口修复,提高成活。 但如预培

养时间过长,则不利于茎尖成活,如在石蒜[15] 及百合[16] 的超

低温保存中预培养时间超过 7
 

d,茎尖褐变及生长点顶端闭

合,成活率下降。 在该试验中,预培养 1
 

d 时成活率随蔗糖浓

度上升而下降,蔗糖浓度为 0. 7
 

mol / L 时显著下降,这可能与

茎尖伤口在高浓度蔗糖下渗出较多、受伤害较大有关。 而预

培养 3
 

d 时,伤口修复,成活率上升;预培养 5
 

d 成活率最高;
预培养大于 7

 

d 则因护叶闭合、褐变而引起成活率下降。
3. 2　 玻璃化时间对成活率的影响　 玻璃化试剂可使组织脱

去水分,这样在冻存中可进入玻璃化状态而不形成伤害性冰

晶,有效地保护细胞。 但由于试剂的高渗压伤害及保护剂中

DMSO 使植物遗传物质改变的潜在性,需严格把握玻璃化处

理过程,使植物在达到一定成活率的同时,尽量减少暴露在

玻璃化试剂中的时间[17] 。 在超低温冻存中,不同植物所需

玻璃化时间不同,菊花超低温冻存中,玻璃化处理 15
 

min 可

达到最高成活率[18] 。 而该试验中玻璃化处理时间少于

15
 

min,由于保护剂处理时间过短,材料脱水不够,成活率仅

为 13. 3%,随时间延长成活率上升,到 80
 

min 时成活率最高,
若延长至 120

 

min 时,仍可达较理想的效果,可见香石竹在较

大时间范围内进行玻璃化处理,成活率变动不大,这样就使

操作时间相对宽裕。
不同冻存方法所需玻璃化时间也不同,如在香石竹包埋

玻璃化冷冻中,品种“Wanessa”在 PVS2 中处理 200
 

min,可达

到最高成活率[8] 。 相较而言,该试验采用未经包埋的茎尖进

行玻璃化冻存达到最高成活率只需 80
 

min,这可能是因为海

藻酸钠包埋层在茎尖与玻璃化试剂中起缓冲作用,从而需更

长的时间达到完全玻璃化。 小液滴玻璃化法因冻存体积小,
冻存解冻中容易玻璃化,故在保证一定成活率条件下,采用

时间更少,从而减少处理过程中变异及受伤害的可能。
3. 3　 冻存方式对成活率及植株再生的影响　 冷冻的方法因

材料及超低温冰冻方法不同可分为慢速冷冻及快速冷冻法。
现在被广泛使用的玻璃化法为快速冷冻,通常采用直接投入

液氮以达到快速降温,以躲过最易结冰的温度区间- 140 ~
-10

 

℃ ,使细胞内的水分还没来得及形成冰晶,就到达了
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℃的安全区。 解冻时在 40
 

℃左右的水浴中快速化冻,
避免解冻过程中重结晶现象对细胞造成伤害。 根据这个速

冻速溶的原理发展出的小液滴玻璃化法,由于冻存体积小,
冷冻及解冻速度远高于常规玻璃化法,冰晶不易形成,恢复

生长快,成活率高,目前已经成功应用于很多植物组织的超

低温保存[2] 。 较常规玻璃化法,小液滴玻璃化法可使香蕉的

成活率提高 40% ~ 50%
 [19] 。 Halmagyi 等[20] 用程序降温法、

包埋脱水法、直接投入液氮的小液滴玻璃化法和玻璃化法等

多种方法对菊花进行了超低温保存,结果表明小液滴玻璃化

法保存后得到了较高的成活率,这为植物的超低温保存开辟

了新途径。 香石竹的超低温保存曾采用慢冻法、二步冷冻

法、玻璃化法及包埋玻璃化法取得成功,笔者通过小液滴玻

璃化法对香石竹茎尖进行成功保存,证明其是一种有潜力的

超低温保存方法,为搭建球宿根花卉的超低温保存技术平台

提供了相关技术依据。
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3. 2　 重视植物生长的地下因子———绿地土壤质量　 城市绿

地土壤质量直接影响植物的健康生长,同时也影响绿地植物

景观功能和生态效益等方面的发挥,因此,要重视城市绿地

土壤的质量。 在建设城市绿地时尽量减少城市建筑垃圾的

填埋,采用适宜植物生长的土壤。 在城市绿地管养时尽量采

取有利于土壤健康持续发展的方式进行管养,关注土壤状

况,当发现土壤的质量不利于植物生长时要及时进行改良。
3. 3　 调整施肥结构,增加有机肥的施肥比例　 通过测土了

解土壤肥力状况,结合绿地植物需肥规律及肥料效应状况,
优化氮、磷、钾配比,促进大量元素与微量元素配合,并合理

利用有机养分资源,用有机肥代替部分无机化肥,增加有机

肥的施肥比例,弥补无机肥的缺点,实现有机无机结合,提升

地力水平。
3. 4　 减少化学农药的使用　 化学农药污染环境,危害人体

健康,城市绿地作为人们生活密不可分的一部分带给人们舒

适的环境而不是危害,因此应尽量减少对人体健康有害的化

学农药的使用,用低毒农药代替高毒农药,用生物农药代替

化学农药。 但这些都不是解决城市绿地化学农药的使用对

环境污染和人体健康损坏的根本方法,其根本方法是增加城

市绿地植物自身的抗逆性,减少病虫害的发生,这需要在精

准施肥技术的基础上配合科学的管理技术。
4　 结语

作为我国经济特区和全国经济中心城市,深圳从过去一

个人口不足 3 万的小渔村迅速发展成为一座人口超过千万

的现代化国际化大都市。 深圳在高速发展过程中始终坚持

生态优先的发展理念,注重保护城市的自然生态,走绿色低

碳的城市化道路。 2016 年 12 月,深圳市提出到 2019 年底要

用 3 年时间力争将深圳打造成优美、舒适、独具人文内涵的

“世界著名花城”。 打造“世界著名花城”就会有更多新植物

品种应用到城市绿地中,这就对周围生态环境尤其是土壤微

环境提出了更高的要求,因此要重视对城市绿地土壤的养

护。 粗放式的养护管理已不能满足深圳市对打造“世界著名

花城”的要求,打造“世界著名花城”离不开对城市绿地的精

心管养。 对城市绿地精心管养一个重要方面就是测土精准

施肥,对各城市绿地不再采取统一的管理方式,而是根据土

壤结构、土壤养分、绿地植物需肥规律以及肥料的肥效发挥

规律制定适合不同城市土壤和不同城市绿地的精准施肥方

案,在适当的时期采用适当的方法施用适当配方和数量的肥

料,满足各绿地植物健康生长,节约肥料,保护环境。
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