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摘  要：以马铃薯试管苗为试材，对其茎尖小滴玻璃化法超低温保存的影响因素进行了研究，并对

再生植株进行了遗传稳定性检测。结果表明，马铃薯茎尖依次在含有 0.3 mol · L-1和 0.5 mol · L-1蔗糖的液

体MS培养基中预培养各 1 d后，在 0 ℃下 PVS2处理 30 min，转到铝箔条上 PVS2小滴上（约 15 µL），

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，投入液氮至少保持 1 h。室温

下用含有 1.2 mol · L-1蔗糖的MS液体培养基解冻并洗涤 30 min后，接种到MS + 0.5 mg · L-1 Zeatin + 0.1 

mg · L-1 NAA＋1.0 mg · L-1 GA3恢复培养基上，存活率和再生率最高达 79.91%和 62.52%。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。 
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Cryopreservation of In Vitro Shoot Tips of Potato by Droplet Vitrification 
and Genetic Stability of Regenerated Plantlets 

BAI Jian-ming1,2,3，CHEN Xiao-ling1,*，LU Xin-xiong1，GUO Hua-chun2,*，XIN Xia1，ZHANG Zhi-e1，

and XIN Ping-ping1 
（1Institute of Crop Science，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100081；2 College of Agricultural Sciences 
and Biotechnology，Yunnan Agricultural University，Kunming 650201；3Institute of Economic Crops，Yunnan Academy of 
Agricultural Sciences，Kunming 650205） 

Abstract：Shoot tips from axillary buds of in vitro potato（Solanum tuberosum L.）were successfully 
cryopreserved by droplet vitrification. The optimum cryopreservation procedures were as follows. Shoot 
tips excised from 2–3 month-old plantlets were precultured on liquid MS medium supplemented with 0.3 
mol · L-1 and 0.5 mol · L-1 sucrose for 1 day each and then dehydrated with PVS2 for 30 min at 0 ℃. Five 
shoot tips were transferred to approximately 15 µL droplets of PVS2 solution on thin strips of sterile 
aluminum foil. The aluminum foil strips were folded to enclose the shoot tips. The foil envelope was then 
carefully immersed into liquid nitrogen（LN）using fine forceps. After immersion the strips were quickly 
transferred to 2 mL cryotubes and immediately plunged into LN and maintained for 1 h at least. The shoot 
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tips in the foil strips were then rapidly heated by immersion twice at 15 min intervals into 10 mL 1.2 
mol · L-1 sucrose MS medium at room temperature. The shoot tips were then unloaded from the foil，
rinsing the PVS2 from the shoot tips. The shoot tips were transferred to solid culture medium（MS + 0.5 
mg · L-1 Zeatin + 0.1 mg · L-1 NAA + 1.0 mg · L-1 GA3）for recovery and regeneration. The average survival 
rate and regeneration rate were 79.91% and 62.52%，respectively. There was no genetic variation in the 
regenerated plants based on assessment of SSR markers. 

Key words：potato；In vitro shoot tips；droplet vitrification method；cryopreservation；genetic stability 
 

无性繁殖的马铃薯栽培种资源通常是在缓慢生长的条件下进行离体保存。对于短期和中期保存

来说，试管苗保存是一种非常好的方法，保存材料易于利用。然而，对于不需要马上使用的材料来

说，在液氮中进行超低温长期保存可能是一种更好的选择。因为冷冻后只需要定期往容器里添加液

氮即可，像组培继发性感染或污染等其它风险将会避免（Schäfer-Menuhr et al.，1996）。 
已报道的马铃薯茎尖超低温保存方法中的包埋脱水法、包埋玻璃化法和玻璃化法保存后的存活

率均比较低（Bajaj，1977；Grout & Henshaw，1978；Bouafia et al.，1996；Hirai & Sakai，1999；王
永林，2006；宋继玲 等，2009）。在玻璃化法基础上发展起来的小滴玻璃化法，其冷冻和解冻速率
更快，存活率更高。利用小滴玻璃化法已成功保存了芦笋（Mix-Wagner et al.，2000）、薯蓣（Leunufna 
& Keller，2003）、芋头（Sant et al.，2008）、大蒜（Kim et al.，2007）、番木瓜（Ashmore et al.，
2001）等多种植物茎尖。Schäfer-Menuhr 等（1996）用小滴法超低温保存马铃薯时，平均存活率虽
为 80%，但平均再生率较低，只有 40%。目前，在国内还未见马铃薯茎尖小滴玻璃化法超低温保存
的报道。 
本文中分析了马铃薯离体茎尖小滴玻璃化法超低温保存的影响因素，并对再生植株的遗传稳定

性进行了检测，构建存活率和再生率都较高的马铃薯离体超低温保存技术，以期建立起适合马铃薯

种质资源长期安全保存的技术体系。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

供试材料为 4个马铃薯品种，分别是‘坝 10’、‘克新 4号’、‘东农 303’和‘克新 17号’，均
由国家种质克山马铃薯试管苗库提供。试管苗生长在添加 30 g · L-1蔗糖和 8 g · L-1琼脂的固体MS
培养基上。培养温度维持在（20 ± 1）℃，每天 16 h 光照。光源采用冷白色荧光灯管，光照强度为
50 µE · s-1 · m-1。每 3个月转接 1次。 

选取继代 2 ~ 3个月的马铃薯试管苗，在无菌条件下，利用双目解剖镜拨取大小约为 1 mm的茎
尖用于试验。 

1.2  预培养试验 

将拨取的茎尖依次转到含 0.3、0.5、0.7、1.0 mol · L-1蔗糖的液体MS培养基中，每个蔗糖浓度
的MS培养基中均预培养 1 d（表 1）。培养条件与试管苗相同。对照的茎尖不经过含高浓度蔗糖的
液体MS培养基预培养。 

将预培养后的茎尖和对照茎尖在 0 ℃用 PVS2玻璃化液处理 30 min。 
用吸管分别吸取 5滴玻璃化液（每滴 15 µL）滴到 0.03 mm厚，0.8 cm × 4 cm大小的铝箔条上，
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将脱水后的茎尖转到铝箔条上的玻璃化液滴里，每滴 5个茎尖。将粘有茎尖的铝箔条在液氮里蘸一
下，然后装入盛满液氮的 2 mL冷冻管中，投入液氮，并至少保持 1 h。 

从液氮中取出冷冻管中的铝箔条，室温下迅速浸入含 1.2 mol · L-1蔗糖的液体MS溶液，使茎尖
从铝箔条上脱落下来，然后再将茎尖转入新的含 1.2 mol · L-1蔗糖的液体MS溶液洗涤 30 min。 

将洗涤后的茎尖转到MS + 0.5 mg · L-1 Zeatin + 0.1 mg · L-1 NAA + 1.0 mg · L-1 GA3固体培养基

中进行恢复培养。先黑暗培养 7 d，然后微光培养 7 d，最后转到正常光照下培养。1个月后，观察
并统计结果。存活率（%）=（恢复绿色的芽数/总茎尖数）× 100；再生率（%）=（不经过愈伤直接
长成植株的芽数/总茎尖数）× 100。 

1.3  脱水试验 

选择预培养试验中最好的处理（0.3 mol · L-1蔗糖 1 d + 0.5 mol · L-1蔗糖 1 d）的茎尖转入不同玻
璃化液（表 2）中，并在 0 ℃条件下分别处理 0、15、30、60、90 min。之后的步骤同上。 

1.4  恢复培养试验 

选择上述试验中效果最好的预培养（0.3 mol · L-1蔗糖 1 d + 0.5 mol · L-1蔗糖 1 d）和脱水处理
（PVS2处理 30 min）的茎尖，经液氮保存并解冻洗涤后，转入到不同的固体恢复培养基（表 3）培
养。光照等条件同上。 

1.5  遗传稳定性检测 

参照 Ghislain 等（2004）的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。分
别取４个品种的试管苗 2株和超低温保存后的再生苗 10株提取 DNA（Hillis et al.，1990；Colosi & 
Schaal，1993）。DNA用 1 × TE 缓冲液稀释至 25 ng · µL-1备用。 

在选取的 75对 SSR引物中，53对参考 Feingold等（2005），22对参考 Ghislain等（2004）。引
物结合位点分别分布在 12条染色体上，每条染色体上有 2 ~ 11对引物结合位点。所有引物均由北
京三博远志生物技术有限公司合成。PCR反应体积为 20 µL：10 × PCR Buffer 2.5 µL，dNTPs（2.5 
mmol · L-1）1 µL，SSR引物（1 + 1）= 2 µL，Taq酶（5 U · µL-1） 0.5 µL，模板 DNA 4.0 µL，ddH2O 
10.0 µL。PCR反应中所用 Taq酶、dNTP、PCR buffer和 ddH2O购自天根公司。用梯度 PCR扩增的
结果确定不同引物的最佳退火温度，筛选出 75对引物进行 PCR扩增；SSR扩增程序为：94 ℃预变
性 5 min；94 ℃变性 1 min，56 ℃（不同引物有差别）退火 1 min，72 ℃延伸 1 min（循环 35次）；
72 ℃延伸 8 min。PCR扩增产物采用 6%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分离, 恒定功率 65 W，电泳
55 min。银染法检测并统计电泳结果。 

方差分析采用 LSD法。 

2  结果与分析 

2.1  预培养对存活率和再生率的影响 

马铃薯‘坝 10’茎尖经含不同浓度蔗糖的液体MS培养基预培养，用 PVS2处理 30 min后投入
液氮。不同的预培养存活率和再生率差异显著。以 0.3 mol · L-1 1 d + 0.5 mol · L-1 1 d的预培养处理
后的存活率（85.87%）和再生率（74.58%）最高（表 1）。 

从表 1中结果可以看出，随着预培养天数和液体MS培养基的蔗糖浓度的增加，超低温保存后
的存活率和再生率呈现出先升高后又降低的趋势，而没有经过高浓度蔗糖的液体MS培养基培养（对
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照）的茎尖存活率为 0。原因可能是较低蔗糖浓度的 MS 液体培养基预培养后，茎尖中含水量仍较
高，存活率较低；而随着预培养时间的延长和蔗糖浓度的增加，会引起组织细胞的过度脱水，对细

胞正常的生理代谢产生了不利的影响，造成存活率和再生率的下降。 

表 1  预培养对存活率及再生率的影响 

Table 1  The effect of pre-culture of shoot tips on survive rate and regeneration rate 

处理 
Treatments 

存活率/% 
Survive rate 

再生率/% 
Regeneration rate 

0.3 mol · L-1，1 d 67.32 ± 13.08 b 54.86 ± 0.11 b 

0.3 mol · L-1，1 d + 0.5 mol · L-1，1 d 85.87 ± 4.61 a 74.58 ± 13.38 a 

0.3 mol · L-1，1 d + 0.7 mol · L-1，1 d 68.81 ± 5.81 b 45.87 ± 7.45 c 

0.3 mol · L-1，1 d + 0.5 mol · L-1，1 d + 0.7 mol · L-1，1 d 69.99 ± 2.80 b 54.15 ± 4.80 b 

0.3 mol · L-1，1 d + 0.5 mol · L-1，1 d + 0.7 mol · L-1，1 d + 1.0 mol · L-1，1 d 34.44 ± 2.14 c 7.78 ± 2.14 d 

对照 Control 0 d 0 d 

注：同一列中相同字母表示差异不显著。下同。 

Note：The same letters in the same column indicated no significant difference. The same below. 

 

2.2  玻璃化液对存活率和再生率的影响 

马铃薯‘坝 10’依次在含 0.3 mol · L-1和 0.5 mol · L-1蔗糖的MS液体培养基各预培养 1 d后，
分别使用不同的玻璃化液处理 30 min，然后投入液氮。 

从表 2 的结果可以看出，在使用了含有 DMSO 的玻璃化液 PVS1和 PVS2后，马铃薯茎尖的存

活率和再生率要高于其它两种不含有 DMSO 的玻璃化液，PVS2 的存活率（85.13%）和再生率
（70.13%）与其它玻璃化液都达到了显著差异水平。说明 PVS2 可以使茎尖内组织适量脱水，便于

DMSO进入茎尖组织，将其快速冷冻，茎尖组织细胞便形成玻璃化状态，减轻对组织的伤害，从而
提高茎尖组织超低温保存后的存活率和再生率。 

表 2  玻璃化液对茎尖存活率和再生率的影响 

Table 2  The effects of different PVS solutions for survive rate and regeneration rate of shoot tips 

玻璃化液配方 The component of PVS solutions 
玻璃化液 
PVS solutions MS 

甘油/%
Gly 

乙二醇/% 
EG 

二甲基亚砜/%
DMSO 

蔗糖/（mol · L-1）

Sucrose 
聚乙二醇/%
PEG 

存活率/% 
Survive rate 

再生率/%  
Regeneration  
rate 

PVS1 MS 22 13 6 – 13 52.93 ± 3.80 b 27.23 ± 10.21 b

PVS2 MS 30 15 15 0.40 – 85.13 ± 7.53 a 70.13 ± 0.88 a 

PVS3 MS 50 – – 1.46 – 31.64 ± 1.60 c 15.03 ± 1.36 c 

PVS4 MS 35 20 – 0.60 – 45.38 ± 14.68 bc 23.25 ± 8.96 b 

2.3  PVS2处理时间对存活率和再生率的影响 

选择继代 2 ~ 3个月的‘坝 10’试管苗，拔取的茎尖经过含 0.3 mol · L-1和 0.5 mol · L-1蔗糖的

液体MS培养基预培养各 1 d后，用 PVS2分别处理 0、15、30、60、90 min。 
如图 1所示，没有用 PVS2处理而直接进行超低温保存，茎尖存活率和再生率都为 0。随着 PVS2

处理时间的延长，存活率和再生率迅速增高，当处理时间为 30 min时存活率和再生率为最高，分别
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为 95.09%和 93.98%，达到显著或极显著差异；然后随着 PVS2处理时间继续延长，存活率和再生率

开始下降。这种结果可能是因为随着 PVS2处理时间的延长，渗透到细胞内过多的 DMSO对细胞过
度毒害损伤所致。 

 

图 1  PVS2处理时间对存活率和再生率的影响 

Fig. 1  The effects of PVS2 treatment time on survival rate and regeneration rate 

2.4  恢复培养基对存活率和再生率的影响 

马铃薯‘坝 10’茎尖经过 1 d 0.3 mol · L-1和 1 d 0.5 mol · L-1蔗糖液体MS培养基预培养后，用
PVS2处理 30 min后投入液氮，解冻后的尖转到不同恢复培养基上，结果表明恢复培养基 A和 B的
存活率为 70.63%和 65.07%，高于其它恢复培养基。A的再生率最高，为 54.91%。 

恢复培养基 A和 B的成分只是 NAA和 IAA的差别，因此在恢复培养基中使用 NAA有利于马
铃薯茎尖超低温保存后的存活和再生。恢复培养基 C可能是因为激素的浓度较低，所以存活率和再
生率都较低。 

 

表 3  恢复培养基对存活率和再生率的影响 

Table 3  The effect of different recovery medium for survive rate and regeneration rate 

恢复培养基 
Recovery medium 

组成成分/（mg · L-1） 
Component 

存活率/%  
Survive rate 

再生率/%  
Regeneration rate 

A MS + 0.5 Zeatin + 0.1 NAA + 1.0 GA3 70.65 ± 0.89 a 54.91 ± 15.39 a 

B MS + 0.5 Zeatin + 0.1 IAA + 1.0 GA3 65.07 ± 14.44 a 47.59 ± 7.39 b 

C MS + 0.4 Zeatin + 0.08 NAA + 0.2 GA3 37.36 ± 3.65 b 12.92 ± 3.67 c 

D MS 38.74 ± 9.69 b 11.89 ± 6.55 c 

 

2.5  不同基因型马铃薯存活率和再生率的差异 

对 4 个马铃薯品种（表 4）采用以上单因子试验选出的马铃薯茎尖，用含 0.3 mol · L-1和 0.5 
mol · L-1蔗糖的液体MS培养基依次预培养各 1 d，0 ℃下 PVS2处理 30 min，化冻后转入MS + 0.5 
mg · L-1 Zeatin + 0.1 mg · L-1 NAA + 1.0 mg · L-1 GA3的恢复培养基培养。可以看出，坝 10和克新 4
号存活率和再生率最高（表 4）。 
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表 4  品种对存活率和再生率的影响 

Table 4  The effect of cultivars on survive rate and regeneration rate 

品种 
Cultivar 

存活率/%  
Survive rate 

再生率/%  
Regeneration rate  

坝 10 Ba 10 85.93 ± 9.56 a 76.03 ± 7.50 a 

东农 303 Dongnong 303 77.03 ± 4.95 b 47.05 ± 5.28 b 

克新 4号 Kexin 4 91.06 ± 2.63 a 73.09 ± 14.61 a 

克新 17号 Kexin 17 73.79 ± 17.14 b 51.75 ± 11.19 b 

2.6  再生植株的遗传稳定性分析 

75对引物总共扩增出 476个 DNA片段，不同引物的扩增条带数从 2 ~ 16条不等，平均每对引
物扩增 6.03条。保存前的试管苗和超低温保存后的再生植株的扩增条带完全相同（图 2），说明两
者之间没有发生变异。其中坝 10有 334条带，东农 303有 342条带，克新 4号有 321条带，克新
17号有 342条带。 

图 2  SSR引物STI021对各品种试管苗和超低温保存后再生苗的扩增情况 

1、2为试管苗，3 ~ 12为超低温保存后的再生苗。M为标准分子量。 

Fig. 2  DNA fingerprinting of varieties detected by SSR primer STI021 

1，2 are in vitro plantlet，3–12 are regenerated plantlets. M is DNA ladder. 

3  讨论 

在超低温条件（一般指液氮低温，–196 ℃）下几乎所有的细胞代谢活动和生长都停止，而细
胞活力和形态发生的潜能可保存，这样可保持细胞培养物的遗传稳定性（张江丽 等，2008）。 

超低温保存过程中，材料的预培养是保存后能够成活的重要步骤（梁宏和王起华，2005）。预
培养增强细胞分裂与分化的同步化，减少细胞内自由水的含量，降低冰点从而阻止冻存过程中冰晶

生长对细胞膜的伤害（卢利平和艾鹏飞，2007）。Kaczmarczyk 等（2008）认为较高可溶性糖浓度
可能是超低温保存后再生率提高的原因。可溶性糖在超低温保存冷冻过程中有使膜稳定

（Anchordoguy et al.，1987；Hincha，1990）和减少细胞渗透水含量（Hitmi et al.，1999）以防止细
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胞内结冰的作用。但本研究的结果表明，用含有 0.3 mol · L-1和 0.5 mol · L-1蔗糖的MS液体培养基
对马铃薯茎尖进行梯度脱水后，茎尖的存活率和再生率最高；当用含有更高浓度蔗糖 MS液体培养基

进行梯度脱水时，茎尖的存活率和再生率反而下降，这可能与马铃薯对高浓度蔗糖耐性差有关。 

DMSO属于渗透型的保护性物质，在 0 ℃时对细胞的毒害较轻（Matsumoto et al.，1995；Gupta 
& Reed，2006），在一定时间内能使细胞内自由水减少，保护性物质增多，但时间过长 DMSO会对
细胞造成伤害甚至死亡。在本试验中使用含有 DMSO的冷冻保护液对经过预培养的马铃薯茎尖进行
处理，得到了比较高的存活率和再生率，尤其是使用 PVS2在 0 ℃处理 30 min时的效果最好；因此，
冷冻保护液的处理时间和冷冻保护液的温度是影响超低温保存后茎尖存活率的重要因素（Niino et 
al.，1992；Takagi et al.，1997）。另外，经过超低温保存后的茎尖在恢复培养过程中，恢复培养基
含有 NAA要比含有 IAA产生更高的存活率和再生率，激素的种类和浓度也是影响存活率和再生率
的重要因素。 

试验结果表明，小滴玻璃化法保存的 4个马铃薯品种之间茎尖存活率和再生率差异显著，平均
存活率和再生率为 79.91%和 62.52%。其中克新 4号的存活率最高，为 91.06%，坝 10的再生率最高，
为 76.03%。通过研究预培养、玻璃化液、PVS2脱水时间和恢复培养基对坝 10茎尖存活率和再生率
的影响，初步构建了马铃薯茎尖小滴玻璃化法超低温保存体系，即将 1.0 mm 左右的茎尖顺序在含
有0.3 mol · L-1和0.5 mol · L-1蔗糖的液体MS培养基中预培养各1 d后，用PVS2于0 ℃下处理30 min，
然后液氮保存至少 1 h，在室温用含 1.2 mol · L-1 蔗糖的MS培养液化冻并洗涤 30 min，最后转入
MS + 0.5 mg · L-1 Zeatin + 0.1 mg · L-1 NAA + 1.0 mg · L-1 GA3恢复培养基上再培养。 

由于茎尖分生组织细胞分化程度低，在植物离体保存后的再生过程中，比其他细胞培养物的遗

传性稳定，所以茎尖分生组织是超低温保存的一种理想材料。在本研究中，超低温保存后的茎尖分

生组织直接长成完整的小植株，这样既可快速地进行无性繁殖，又避免了形成愈伤组织所产生的遗

传变异；尤其对那些易产生体细胞变异的营养繁殖作物来说，茎尖分生组织的超低温保存是保存种

质资源较为理想的技术手段。本研究中采用 SSR分子标记对经过超低温保存后的马铃薯再生植株进
行了遗传稳定性的检测，结果发现超低温保存前的试管苗与再生植株的扩增结果完全一致，没有检

测出遗传变异，从而为马铃薯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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