
园　艺　学　报　2001 , 28 (1) : 62～64
Acta Horticulturae Sinica

收稿日期 : 2000 - 06 - 26 ; 修回日期 : 2000 - 09 - 19
基金项目 : 河北省自然科学基金资助项目 (399485) ; 国际植物遗传资源研究所自然科学基金资助项目

‘品丽珠’葡萄离体茎尖超低温保存的研究
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摘　要 : 研究了包埋干燥法超低温保存‘品丽珠’葡萄离体茎尖的影响因素———芽的位
置、干燥时间、预冰冻温度及材料生理状态。选继代培养 4 个月以上的侧芽 , 蔗糖预培养
3 d、干燥 5 h , 两步降温和直接在MS培养基上培养 , 存活率达 40 %。
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1　目的、材料与方法

超低温保存作为植物种质长期保存的方法越来越受到人们的重视〔1 ,2〕。1989年 Ezawa

研究了葡萄休眠枝的超低温保存 , 认为经过冬季冷驯化的休眠枝经干燥处理后 , 超低温保

存可以存活。采用‘霞多丽’葡萄离体茎尖进行超低温保存 , 获得了较高的存活率 (40 %

～60 %)〔3 ,4〕。但目前葡萄离体茎尖的超低温保存仍仅限于对一个品种的固定程序的研究。

为进一步扩大试材范围 , 提高其实用性 , 我们对影响葡萄离体茎尖超低温保存因素进行了

研究。

试材来源于河北省农林科学院昌黎果树研究所无病毒苗木实验室 ,‘品丽珠’试管无

性系建立于 1994年 , 超低温保存试验时间为 1998年 11月～1999年 12月。试管无性系继

代培养基为 B5 + IAA 0. 1 mg/ L + IBA 0. 1 mg/ L +蔗糖 20 g/ L +琼脂 4. 5 g/ L。100 mL 的三

角瓶中加 60 mL培养基 , 培养温度 (25 ±2) ℃, 光照 16 h/ d , 光照强度 2 000～3 000 lx。

茎尖再生培养基MS + BA 0. 5 mg/ L + NAA 0. 1 mg/ L +蔗糖 30 g/ L +琼脂 5. 0 g/ L , 培养条

件同上。

基本程序 : 将继代培养 120 d的试管材料置于 5℃光照培养箱低温驯化 30 d , 无菌条

件下切取其茎尖 , 分别放在 0. 3、0. 7、1. 0 mol/ L蔗糖溶液中预培养各 1 d , 之后移入 3 %

藻酸钠中 , 用取液器吸取含一个茎尖的藻酸钠液体滴入 0. 1 mol/ L的 CaCl2溶液中 , 30 min

后取出凝固的包埋丸 , 放入无菌硅胶中干燥 5 h , 装入冷冻管以 0. 2℃/ min的降温速率降

至 - 40℃, 浸入液氮。25℃水浴快速化冻 2 min , 然后接种到再生培养基上。在其它因素

不变的前提下进行如下单因子试验 : (1) 蔗糖预培养 , (2) 干燥 , (3) 预冰冻温度 , (4)

芽着生位置 , (5) 继代培养时间 , (6) 超低温保存方法。每处理 20个茎尖 , 3次重复。

存活率为化冻后形成新的植株或叶片的茎尖数占茎尖总数的百分比。

2　结果分析与讨论

2. 1 　蔗糖预培养对茎尖存活的影响

切取离体培养的茎尖直接接种在 MS培养基上 (对照) , 90 %以上的茎尖能够再生 ,



并形成丛状芽。为使茎尖达到逐渐脱水的目的 , 对包埋的茎尖进行了蔗糖预培养处理。由

表 1可见 , 在经验浓度及处理时间范围内 , 7 种处理对茎尖的存活没影响 , 存活率均在

90 %以上。在以后的试验中采用 0. 3、0. 7、1. 0 mol/ L蔗糖处理各 1 d。

2. 2 　干燥时间对茎尖存活的影响

预培养后的包埋丸分别干燥处理 1、

2、4、5、6 和 8 h , 结果表明 (表 2) , 干

燥时间在 1～5 h 范围内 , 差异不显著 ( P

< 0. 05) , 茎尖存活率均在 60 %以上 , 随

着干燥时间的延长 , 存活率急剧下降 , 干

燥 6 h时为 33. 3 % , 8 h仅为 10 %。经方差

分析 (P < 0. 01) , 后 2 种处理与前 4 种处

理间差异极显著。以下研究各影响因素 ,

均以 5 h为临界。

2. 3 　芽的着生位置对超低温保存后茎尖

存活的影响

取不同着生位置的顶芽和侧芽 , 采用

相同的处理 : 包埋 →0. 3、0. 7、1. 0 mol/ L

蔗糖预培养各 1 d →干燥 →两步降温

(0. 2℃/ min , - 40℃) →液氮保存。化冻

后于 MS 培养基上再培养 , 20 d 后观察 ,

顶芽无一存活 , 侧芽存活率为 38. 7 %。在

以后的研究中全部采用侧芽。

2. 4 　预冰冻温度对超低温保存后茎尖存

活的影响

表 1　蔗糖预培养对茎尖存活的影响

Table 1　The effect of sucrose on the shoot

tip regeneration rate

蔗糖预培养浓度
Sucrose preculture (mol/ L)

存　活　率
Regeneration rate ( %)

0. 3 , 1 d 100

0. 5 , 1 d 95

0. 7 , 1 d 90

1. 0 , 1 d 97

1. 0 , 2 d 90

0. 3 , 1 d + 0. 7 , 1 d 95

0. 3 , 1 d + 0. 7 , 1 d + 1. 0 , 1 d 100

CK 90

表 2　干燥时间对茎尖存活的影响

Table 2　The effect of dehydration time

on the shoot tip regeneration rate

干 燥 时 间
Dehydration time (h)

存　活　率
Regeneration rate ( %)

1 71. 4

2 66. 8

4 60. 0

5 66. 8

6 33. 3

8 10. 0

　　将预培养和干燥后的包埋茎尖 , 按两步降温法进行预冰冻处理 , 其温度分别为 0、

- 10、- 20、 - 40℃, 前三者超低温保存后茎尖无存活 , 而后者 , 即 - 40℃预冰冻处理超

低温保存后存活率可达 23 %。

2. 5 　继代培养时间对超低温保存效果的影响

继代培养 20、60和 120 d 3种处理的对照茎尖再生率均为 100 %。将上述材料放入 5℃

培养箱驯化 30 d , 继代培养 20 d的茎尖无一存活 , 其他两种存活率为 100 %。将低温驯化

30 d的后两种材料用于超低温保存 , 在程序相同的情况下 , 继代培养 60 d的茎尖经超低

温保存后无一存活 ; 而继代培养 120 d的茎尖超低温保存后存活率 40 % (两步降温法) 。

2. 6 　超低温保存方法对茎尖存活的影响

比较极慢速降温法、玻璃化法和包埋干燥法 3种方法对葡萄茎尖存活的影响 , 结果前

二者超低温保存后茎尖无一存活 , 而后者茎尖存活率为 35 % , 因此认为包埋干燥法适宜

于品丽珠离体茎尖的超低温保存。

通过此项研究建立了较好的超低温保存技术程序 : 继代培养 4个月的侧芽→蔗糖预培

养 3 d→干燥 5 h →两步降温。同时利用所建的超低温保存技术程序保存了‘LN33’和
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‘霞多丽’葡萄 , 也分别获得了 10 %和 29. 5 %的存活率 , 初步验证了其可行性。今后需进

一步研究地域之间、品种和砧木之间、基因型之间的差异 , 以期建立完善的、具有广泛适

应性的超低温保存技术程序 , 为建成超低温种质库奠定基础。
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10. 早熟无核葡萄———希姆劳特无核　欧美杂交种 , 6月底成熟 , 平均粒重 8g , 平均穗重 750g , 完
全无核 , 果粒金黄透明 , 品质极上等 , 高抗黑痘病、霜霉病 , 用药量和喷药次数不到巨峰的 1/ 5 , 丰产 ,
大面积栽培平均亩产 4 000～6 000 kg , 是南方无核葡萄商品化栽培的代表品种。年育苗量 40万株。

11. 核桃和美国黑核桃　主要品种有漾濞核桃、薄壳香、中林 1号等 , 年育苗量 25万株。另可提供
部分美国黑核桃苗。

12. 大枣　主要品种有梨枣、牛奶枣、鸡蛋枣、大雪枣等 , 年育苗量 20万株。新引进品种有台湾大
青枣高朗一号、二十一世纪等 , 年育苗 5～10万株。

13. 杏　主要品种有红丰、新世纪、凯特杏等。年育苗量 15万株。
14. 蟠桃　拥有国内 12个优良蟠桃品种。
还可提供猕猴桃、板栗、银杏、杨梅、荔枝、龙眼、苹果、杜仲、桑、松、杉、小叶榕等苗木。
以上品种苗木健壮 ,“三证”齐全 , 无检疫性病虫害 , 保证品种纯度达 98 %以上。若品种不纯 , 我
方负责赔偿①全部购苗款 (含运费) , ②3年土地占用费和管理费 , 每年每亩土地占用费按 500 kg干稻谷
的当年当地价折价计算 (北方以小麦折价) , 管理费以实际发生额计算。凡发展 200亩以上的客户 , 我方
派专家免费规划和进行现场技术指导 , 直到挂果为止 ; 发展 1 000亩以上的客户 , 我方可派专家长期驻
园指导。我所育苗数量大 , 价格优惠 , 经营灵活 , 拟在全国范围内寻求地区代理 , 欢迎有识之士加盟和
前来实地考察。有关品种资料、价格等详情 , 请来函附 3元邮票索取彩印《高新果树品种汇编》一册。
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