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AAbstract:bstract: In the current potato germplasm resource preservation landscape, in vitro methods have gained

widespread acceptance. Exploring the preservation conditions for extending the subculture cycle of test- tube seedlings

can effectively reduce the risk and preservation cost. In this study, six different genotypes of potato materials were

selected from the germplasm resources, and the effects of pre-rooting, temperature, sucrose concentration and subculture

method on the preservation of potato test- tube seedlings were investigated using plant status, plant height and survival
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摘 要：试管苗离体保存是马铃薯目前应用最广泛的种质资源保存方法，探究延长试管苗继代周期的保存条件可以有

效减少风险并降低保存成本。从实验室种质资源库中挑选了6个不同基因型的马铃薯材料，以植株状态、株高和存活率作为指

标，探究不同预生根处理、保存温度、培养基蔗糖浓度和继代方式对马铃薯试管苗保存的影响，以探索广泛适用于马铃薯试

管苗长期低温保存的条件。不进行预生根处理的试管苗在低温保存的第60 d几乎不生长，随后死亡，说明预生根处理是试管

苗低温保存的必要条件。4℃条件下试管苗的生长比7℃更缓慢，在第90 d时的株高明显更小，4个材料的试管苗存活率仅为

53.75%，而7℃条件下存活率为100%，说明7℃更适于不同基因型马铃薯种质资源的低温保存。8%蔗糖浓度培养基中的试管

苗在第90 d时的株高明显低于4%蔗糖浓度，存活率统计显示4%蔗糖浓度培养基中的试管苗在7℃保存第270 d时全部死亡，

8%蔗糖浓度培养基中的试管苗存活率达到61.25%，表明8%蔗糖浓度能明显延长马铃薯试管苗的低温保存时间。由此可见，

可以采用8%蔗糖浓度培养基和7℃环境温度用于大部分马铃薯株系的长期低温保存。此外，探究了一种试管苗-组培盒苗交

替继代培养的方法，能有效改善长势弱的种质资源的保存，将这些材料在低温保存第 90 d的存活率从直接继代试管苗

22.50%提高到试管苗-组培盒苗交替继代95.00%。此研究对优化马铃薯种质资源的长期保存条件具有重要的指导作用。
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作物种质资源是人类赖以生存和发展的重要物

质基础和战略资源[1]。马铃薯是中国重要的粮食作

物之一，随着马铃薯产业发展和市场需求变化对品

种特性提出更高要求，中国马铃薯育种研究面临着

新的挑战，新品种选育至关重要。因此，马铃薯种

质资源的搜集、保存和利用等一直被中国马铃薯育

种者所重视 [1,2]。然而，中国马铃薯的种质资源研

究仍远落后于部分发达国家，需要更多的投入和

支持[3]。

目前，马铃薯种质资源保存方法主要包括传统

方法保存、超低温保存和试管苗离体保存等[1,4]。传

统田间种植保存主要采用马铃薯块茎保存，由于马

铃薯含水量高、繁殖器官体积大，在贮藏过程中容

易发芽，并且容易受到病虫害的侵扰，导致马铃薯

贮藏和保护方面投入大量的人力、物力和财力 [5]。

超低温保存是指在-80℃以下的极低温环境中保存

种质资源的生物技术。通过超低温保存，可以极大

延缓甚至停止材料的代谢和衰老过程，保持其稳定

性，减少生理代谢和遗传变异的风险，并且可以减

少工作量和污染的机会[6,7]。但目前超低温保存存在

操作技术难度大、保存存活率低等问题，还无法广

泛应用。试管苗离体保存是将马铃薯带腋芽的单节

茎段转入玻璃试管以培养基不断继代培养的中短期

保存方法，保存费用较低，相对节省空间，可以避

免田间病害的侵染，是目前应用最广泛的马铃薯种

质资源保存方法。但在不断继代培养过程中大批量

样品的保存易导致材料的污染、混淆甚至丢失。探

究如何延缓试管苗生长，延长每一次继代培养时

间，对提高马铃薯种质资源保存效果有重要意义。

降低温度是植物组织培养延长保存期的常用方法[8]。

然而，过低的温度又可能导致植株死亡，寻找合适

的低温才能有效延长保存时间。马铃薯是喜冷凉作

物，生长的最适温度为 16~20℃，研究者们通常以

4℃/2℃作为冷驯化温度[9]，4℃可能是保存马铃薯种

质资源的低温阈值。蔗糖在马铃薯离体培养中起着

重要的作用。适宜浓度的蔗糖可以为马铃薯试管苗

提供充足的碳源，促进其正常的生长和发育，而高

浓度的蔗糖可以通过渗透调节作用限制马铃薯试管

rate as indicators to explore the widely applicable conditions for long- term low temperature preservation of potato test-

tube seedlings. Test- tube seedlings without pre- rooting treatment showed minimal growth on the 60th day of low

temperature preservation and eventually died, suggesting that pre- rooting treatment is essential for the successful low

temperature preservation of test- tube seedlings. The growth rate of test- tube seedlings at 4℃ was slower compared to

those at 7℃, and the plant height was obviously smaller on the 90th day. However, the survival rate of test-tube seedlings

from four different materials at 7℃ was 100%, while it was only 53.75% at 4℃, indicating that a temperature of 7℃ is more

suitable for preserving potato germplasm resources with various genotypes. Furthermore, the plant height of test- tube

seedlings in a medium with 8% sucrose on the 90th day was obviously lower than those with 4% sucrose. Survival

statistics revealed that all test-tube seedlings in the medium with 4% sucrose died after being stored at a temperature of

7℃ for 270 days, whereas there was still a survival rate of approximately 61.25% for those in an 8% sucrose

concentration medium. These findings suggest that an 8% sucrose concentration could prolong the low temperature

preservation time for potato test- tube seedlings. In short, using a sucrose concentration of 8% in combination with an

ambient temperature of 7℃ could be effective for long-term low temperature preservation of most potato lines. Additionally,

a subculture method involving test tube culture seeding and alternate box culture seedling was explored, which effectively

improved the preservation of weak-growth germplasm resources and increased their survival rate from 22.50% (test tube

culture seeding) to 95.00% (alternate subculture of test-tube culture seedlings-box culture seedlings) on the 90th day of low

temperature preservation. This research provides valuable guidance for optimizing the conditions required for long-term

preservation of potato germplasm resources.

Key Words:Key Words: potato; germplasm resource; test-tube seedling; low temperature preservation
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苗的生长 [10,11]。本研究以 6个不同基因型的马铃薯

株系试管苗为试验材料，研究不同预生根处理、

保存温度、培养基蔗糖浓度和继代方式对马铃薯

试管苗保存效果的影响，以探索广泛适用于马铃

薯试管苗长期低温保存的条件，为马铃薯种质资

源保存提供技术支持和理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验材料来自于农业农村部马铃薯生物学与

生物技术重点实验室种质资源库，包括品种‘中薯

4号’和‘中薯 19号’，来源于杂交组合 395049.20
（E20）×395049.108（E108）[12]的群体材料MT252和
MT205，来源于AC142和 sm5083细胞融合的融合

材料St142/sm5083-20-2和St142/sm5083-48-2。
1.2 试验方法

选取20~25 d生长健壮的组培苗，由上至下剪

取 2个带腋芽的单节茎段插入含 2 mL培养基的试

管中。试验以MS培养基为基本培养基，pH为5.8，
琼脂浓度为 8 g/L；新茎段转入试管后，将试管苗

置于组培苗生长室（温度20℃，光周期16 h/8 h，光

照强度 400~1 000 μmol/m2·s）生长一周进行预生根

处理，待试管苗生根后转入低温冷库生长。

将继代于 4%蔗糖浓度MS培养基的马铃薯试

管苗，分别进行预生根处理和不进行预生根处

理，并对比其在 7℃冷库保存第 60 d时的植株状

态，以探究预生根处理对试管苗低温保存的影响。

将继代于 4%蔗糖浓度MS培养基的马铃薯试

管苗，预生根处理后分别放入 20℃组培苗生长室

（对照），4℃和7℃冷库（光周期16 h/8 h，光照强度

400~1 000 μmol/m2·s）培养，对比其在保存第 90 d
时的植株状态和株高，并统计保存到第180 d时的

存活率（每 30 d统计一次），以探究适合试管苗长

期保存的低温条件。

将试管苗分别继代于含4%（40 g/L）和8%（80 g/L）
蔗糖浓度的MS培养基中，预生根处理后对比其在

7℃冷库保存第 90 d时的植株状态和株高，并统计

保存到第270 d时的存活率（每30 d统计1次），以探

究蔗糖浓度对试管苗低温保存的影响。

将长势弱的马铃薯试管苗用两种方式继代，

其一为直接继代于含 8%蔗糖浓度MS培养基的试

管中，预生根处理后转入7℃冷库，另一种为试管

苗-组培盒苗交替继代方式，即将试管苗继代于含

4%蔗糖浓度培养基的组培盒中，在 20℃组培苗生

长室生长 20 d后再继代于含 8%蔗糖浓度MS培养

基的试管中，预生根处理后转入7℃冷库，对比两

种继代方式的试管苗在低温保存第 60 d时的植株

状态和株高，并统计保存到第 180 d时的存活率

（每30 d统计1次），以探究不同继代方式对长势弱

试管苗低温保存的影响。

每个株系每种处理20支试管。

1.3 测定项目及方法

株高测定：从每个株系每种处理 20支试管中

随机挑选5株，用标尺测定株高；对于长至顶部导

致植株弯曲的植株，将植株取出摆直后再用标尺

测定。

存活率统计：试管苗存活率（%）=试管苗存活

数（枯萎黄化即为死亡）/继代试管苗总数 × 100。
不同温度和蔗糖浓度处理的继代试管苗总数

为4个株系试管苗总数共80支，不同继代方式处理

的继代试管苗总数为2个株系试管苗总数共40支。

1.4 数据处理

采用GraphPad Prism 9.3.1软件进行试验数据处

理。用柱状图表示各处理各株系的株高，误差线

代表标准差（n = 5）；用折线图表示各处理在不同

天数时的试管苗存活率。

2 结果与分析

2.1 预生根处理对马铃薯试管苗低温保存的影响

相比于试管苗刚继代时的植株状态（图 1A），

进行了预生根处理的试管苗在冷库中正常生长（图1B），
而不进行预生根处理的试管苗在培养后的第 60 d
几乎不生长，且试管苗出现黄化或死亡现象（图1C）。

说明根系对于维持试管苗在低温下的正常生长至

关重要，预生根处理是试管苗低温保存的必要

条件。
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2.2 不同温度对马铃薯试管苗保存的影响

4℃（图 2A）和 7℃（图 2B）低温保存下马铃薯试

管苗的生长都明显缓慢于常温条件（图 2C），随着

温度的降低在保存第 90 d时植株株高明显降低

（图 3），说明降低温度能延长试管苗保存。对于个

别比较强壮的植株，4℃条件下试管苗生长相比7℃
更缓慢，更有利于试管苗的长期保存，但总体而

言，其余试管苗状态也明显弱于 7℃条件下生长的

植株，特别是本身植株生长较弱的株系（如‘中薯4
号’），试管苗容易黄化死亡（图 2A、2B）。存活率

统计结果表明低温相比常温条件能明显延长保存周

期，但 4℃条件下在保存第 90 d时存活率仅为

53.75%，而 7℃条件下第 90 d时试管苗存活率为

100%，在第 180 d时存活率为 95.00%，说明 7℃既

能满足试管苗的低温长期保存，又能避免某些较弱

的株系受低温胁迫而死亡，更适于大量不同基因型

马铃薯种质资源的低温保存（图4）。
2.3 不同蔗糖浓度培养基对马铃薯试管苗低温保

存的影响

在继代后的第90 d，试管苗在4%蔗糖浓度的培

养基中已经生长接近试管顶部，甚至开始结气生薯

（图5A），而试管苗在8%蔗糖浓度的培养基中生长

至试管中部（图5B），株高也明显低于4%蔗糖浓度

培养基（图6），表明8%蔗糖浓度明显减缓了试管苗

的生长且不影响植株的正常生长。此外，4%蔗糖

浓度培养基中的试管苗在7℃保存150 d后存活率由

93.75%迅速降低至 0，在第 270 d时全部死亡；而

8%蔗糖浓度培养基中的试管苗在 7℃保存第 270 d
时存活率仍能达到 61.25%（图 7），表明 8%蔗糖浓

度能明显延长马铃薯试管苗的低温保存时间。

注：A.继代后第0 d的试管苗植株状态；B.预生根处理试管苗低温保存第60 d的植株状态；C.不预生根处理试管苗低温保存第60 d的
植株状态。培养基为4%蔗糖浓度的MS培养基，低温保存温度为7℃。照片为试管苗在冷库中保存第60 d拍摄。

Note: A. Status of test-tube seedlings on 0 day after subculture; B. Status of test-tube seedlings stored on the 60th day after subculture under low
temperature with pre-rooting treatment; C. Status of test-tube seedlings stored on the 60th day after subculture under low temperature without pre-
rooting treatment. The culture medium is MS medium with a concentration of 4% sucrose, and the low-temperature storage temperature is 7℃. The photo
was taken on the 60th day after test-tube seedlings were stored in a cold storage.

图1 预生根处理对不同马铃薯株系低温保存的影响

Figure 1 Effect of pre-rooting treatment on low temperature preservation of different potato lines
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A

C

B

注：A~C分别为试管苗在4℃、7℃和20℃保存第90 d时的植株状态。培养基为4%蔗糖浓度的MS培养基，试管苗在预生根处理后转入

冷库。

Note: A-C represents the status of the test-tube seedlings stored at 4℃, 7℃, and 20℃ for 90 days, respectively. The culture medium is MS medium
with a concentration of 4% sucrose, and the seedlings were transferred to cold storage after pre-rooting treatment.

图2 不同温度对马铃薯试管苗保存的影响

Figure 2 Effect of different temperatures on preservation of potato test-tube seedlings

注：误差线代表标准差（n = 5）。下同。

Note: Error bar represents standard deviation (n = 5). The same below.
图3 不同温度下保存第90 d时试管苗株高

Figure 3 Plant height of test-tube seedlings stored at different temperatures for 90 days
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注：A. 4%蔗糖浓度培养基培养第90 d时试管苗的状态；B. 8%蔗糖浓度培养基培养第90 d时试管苗的状态。低温保存温度为7℃。

Note: A. Status of the test-tube seedlings on the 90th day of culture with 4% sucrose concentration medium; B. Status of the test-tube seedlings on
the 90th day of culture with 8% sucrose concentration medium. Cold storage temperature is 7℃.

图4 不同保存温度对试管苗存活率的影响

Figure 4 Effect of different storage temperatures on survival rate of test-tube seedlings

A

B

图5 不同蔗糖浓度培养基对马铃薯试管苗低温保存的影响

Figure 5 Effect of different sucrose concentration mediums on low temperature preservation of potato test-tube seedlings
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图6 不同蔗糖浓度培养基培养第90 d时试管苗株高

Figure 6 Plant height of test-tube seedlings on different sucrose concentration mediums for 90 days
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2.4 不同继代方式对马铃薯试管苗保存的影响

2个融合材料试管苗在直接用试管继代的情况

下，生根情况差，在保存的第 60 d植株仍难以生

长，长势很弱，如果不马上再进行继代容易死亡；

而先将试管苗继代于组培盒培养20 d后再转入试管

后，生根情况得到一定改善（图8），试管苗在第60 d
时的株高明显增加（图 9），说明试管苗-组培盒苗

交替继代确实能有效增强弱苗长势。另外，直接继

代的试管苗在7℃保存60 d后存活率由75.00%开始

迅速降低至第90 d的22.50%，随后全部死亡；而试

管苗-组培盒苗交替继代方式的试管苗在第90 d时
存活率为95.00%，并在180 d时仍有27.50%存活率

（图10），表明试管苗-组培盒苗交替继代方式能明

显延长长势弱的马铃薯种质资源的低温保存时间。

图7 不同蔗糖浓度培养基对试管苗存活率的影响

Figure 7 Effect of different sucrose concentrations mediums on survival rate of test-tube seedlings

注：A.细胞融合材料St142/sm5083-20-2通过试管苗继代和试管苗-组培盒苗交替继代后在低温保存第60 d时的植株状态对比；B.细胞
融合材料St142/sm5083-48-2通过试管苗继代和试管苗-组培盒苗交替继代后在低温保存第60 d时的植株状态对比。培养基为8%蔗糖浓度的
MS培养基，试管苗在预生根处理后转入7℃冷库。

Note: A. Comparison of plant status of the cell fusion material St142/sm5083-20-2 after subculture of test-tube seedlings and alternate subculture of test-
tube seedlings-culture box seedlings on the 60th day of low temperature preservation; B. Comparison of plant status of the cell fusion material St142/sm5083-
48-2 after subculture of test- tube seedlings and alternate subculture of test- tube seedlings-culture box seedlings on the 60th day of low temperature
preservation. The culture medium is MS medium with a concentration of 8% sucrose, and the seedlings were transferred to cold storage at 7℃ after pre-
rooting treatment.

图8 不同继代方式对马铃薯试管苗保存的影响

Figure 8 Effect of different subculture methods on preservation of potato test-tube seedlings
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3 讨 论

随着马铃薯基因功能研究和育种工作的推进，

需要不断的收集来自世界各地的马铃薯种质资源，

或创造出新的种质资源，使得需要长期保存的材料

越来越多。通常在常温情况下利用MS培养基保存组

培苗以满足日常工作需要，继代周期一般为1个月。

然而，频繁的继代过程中会因为污染等原因导致材

料丢失。因此，需要通过试管苗低温保存抑制植株

生长，以延长种质资源保存时间，减少继代次数。

前人的研究表明调节培养基渗透压（蔗糖浓度、琼

脂浓度、山梨醇等），添加植物生长抑制剂（脱落

酸，矮壮素等）以及降低温度等条件均可以抑制植

株的生长，以延长试管苗保存时间[13-16]。本研究主要

从预生根、保存温度、蔗糖浓度和继代方式处理探

索适合不同基因型马铃薯株系保存的条件，发现试

管苗转入低温冷库保存前，在常温组培室中培养一

周以促使试管苗生根对于植株在低温条件下的存活

十分重要（图 1）；8%蔗糖浓度和 7℃低温适合绝大

多数马铃薯株系的保存（图 2~7），在第 270 d时仍

图9 不同继代方式试管苗在低温保存第60 d时株高

Figure 9 Plant height of test-tube seedlings with different subculture methods on
the 60th day of low temperature preservation

图10 不同继代方式对试管苗存活率的影响

Figure 10 Effect of different subculture methods on the survival rate of test-tube seedlings
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有 61.25%的存活率（图 7）；对于某些长势弱的材

料，可以通过试管苗-组培盒苗交替继代培养的方式

来明显改善这些材料在低温冷库中的存活（图 8~
10），将这些材料在直接继代试管苗低温保存第

90 d时22.50%存活率提高到试管苗-组培盒苗交替

继代95.00%存活率，并在180 d时仍有27.50%的存

活率（图10）。
虽然试管苗低温保存是目前经济有效的马铃

薯种质资源保存方法，保存周期也相对较长，但

大量材料的保存仍然使得继代工作繁重，仍不可

避免遇到材料污染、遗失等情况而导致资源缺

失。超低温保存理论上可以在保持材料遗传稳定

性的同时实现无限期的保存时长，被视为迄今为

止最理想的长期保存种质资源的方法。虽然国内

外对马铃薯茎尖超低温保存的研究已有很多报

道，但仍没有可广泛应用的马铃薯茎尖超低温保

存技术[17-19]。在不断摸索现有的最佳试管苗低温保

存条件的同时，也需要加强对广谱性马铃薯超低

温保存技术的研究，这对于中国马铃薯种质资源

发展具有重要意义。
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