
我国的马铃薯资源收集整理等工作始于 20世
纪 50年代，随着历史的发展，不断传入和引进，
现初具规模。到目前为止，国家种质克山马铃薯试
管苗库已收集保存了包括 14个种的国内外马铃薯
优良种质资源近 1 800份，所有资源均采用试管苗
库与田间圃双轨保存。然而，随着数量的逐渐增
加，保存压力越来越大，不仅需要耗费大量的人力

和财力，而且资源长期安全保存没有保证，所以急

需建立起新的安全、长期稳定的保存方法。
在液氮条件下，活细胞内的物质代谢几乎完全

停止，植物材料处于相对稳定的生理状态[1]。为了
在液氮条件下保存种质资源，人们进行了大量的试

验研究，取得了很多进展。其中，近几年发展较快
的玻璃化法以其设备要求简单、材料处理步骤简
便、效果和重演性好等优点，成为较理想的植物种
质资源保存方法。本研究用玻璃化法进行马铃薯茎
尖的超低温保存，以建立起适于马铃薯资源长期安

全保存的技术体系。

1 材料与方法

1.1 试验材料
以马铃薯克新 4号的无菌试管苗为试材。

1.2 试验方法
1.2.1 预培养
取克新 4号试管苗，采用单节茎切断在 MS固

体培养基上扩繁。然后将继代培养20 d左右的试
管苗置于 4℃条件下低温锻炼 2周，无菌条件下剥
取带有叶原基的茎尖分生组织，约2~3 mm接种于
附加蔗糖的 MS培养基中预培养 1~5 d。
1.2.2 装载和玻璃化液处理
将预培养的茎尖用 MS + 0.4 mol·L-1蔗糖 + 2

mol·L-1甘油溶液装载 20 min后，转入冰冻保护剂
PVS2（30%甘油 + 15%乙二醇 + 15%DMSO+ 0.4 mol·L-1

蔗糖）中，在 0℃条件下分别处理不同时间（10 min，
30 min，50 min），然后将茎尖转移至盛有新鲜PVS2

溶液的冷冻管中，迅速投入液氮。
1.2.3 化冻与洗涤
在液氮中保存（1、7、15 d）后，取出冷冻管并

迅速投入 37℃水浴锅中解冻 2 min，除去冰冻保护
剂，加入 MS + 1.2 mol·L-1蔗糖液体培养基洗涤 2
次，每次 10 min。
1.2.4 接种
将经过水浴化冻和洗涤的茎尖接种到 MS + 0.3

mg·L-1 GA3 + 0.1 mg·L-1 NAA + 0.5 mg·L-1 6-BA +
30 g·L-1蔗糖的恢复培养基中，20℃下暗培养2周，
然后转置 20℃，光照强度为 1 500 lx条件下，培养
2周后统计存活率。
1.2.5 L9（34）正交试验设计

以材料的冷冻保存时间（A）、预培养培养基中
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因素

A

B

C

D

极差（R）

6.57

31.35

6.57

6.57

7.84

31.35

7.84

7.84

14.41

0

14.41

14.41

9.09

0

9.09

9.09

水平

1 2 3

代号 因素组合

1

2

3

4

5

6

7

8

9

A1B1C1D1

A2B1C2D2

A3B1C3D3

A1B2C2D3

A2B2C3D1

A3B2C1D2

A1B3C3D2

A2B3C1D3

A3B3C2D1

存活率（%）

23.53

43.24

27.27

0

0

0

0

0

0

表 2 正交设计 L9（34）试验结果

参选因素 代号

冷冻保存时间（d）

预培养培养基中蔗糖浓度（mol·L-1）

预培养时间（d）

PVS2处理时间（min）

A

B

C

D

1

0.3

1

10

7

0.5

3

30

15

0.7

5

50

水平

1 2 3

表 1 正交试验 L9(34)

蔗糖浓度（B）、预培养时间（C）和 PVS2处理时间（D）
作为试验因素，每个因素取 3个水平进行L9（34）正

交试验，具体设计见表 1。

1.2.6 遗传稳定性检测
将超低温保存后存活的茎尖接种至正常的继

代培养基上进行培养，观察植株的形态变化。以
再生植株为材料进行酯酶同工酶电泳，以正常条

件下生长的试管苗作为对照，从蛋白质分子水平

检测材料的遗传稳定性[2]。

2 结果与分析

2.1 多因素综合作用对存活率的影响
2.1.1 试验结果
由于超低温保存的影响因素很多，为了用较

少的试验次数得到较好的结果，以便从众多影响

存活率的因素中选出主要因素及其最优组合，本

试验采用了 L9（34）正交设计。试验结果见表 2。

由表 2可以看出，代号为 2的处理组合存活率
最高，达到 43.24%；代号为 1、3 的处理组合次
之，分别为 23.53%和 27.27%。其他处理组合存活
率均小于以上 3个处理组合。

2.1.2 试验结果的直观分析
以存活率为统计指标，对数据进行直观分析，

结果见表 3。从表 3看出，预培养培养基中蔗糖浓
度对存活率影响最大。根据各水平均值的大小，可
得最优水平组合为 A2B1C2D2，即选用蔗糖浓度为

0.3mol·L-1的预培养基中预培养 3 d，PVS2处理 30min，
保存 7 d。

2.1.3 试验结果的方差分析
以存活率为观测指标，对数据进行方差分析的

结果见表 4。分析结果表明，因素 B对存活率的影
响最大，达到极显著水平。因素 D、A，C三者对
存活率影响不显著。各个水平的效应值可以得出最
佳的处理组合方案为 A2B1C2D2，这与直观分析的结

果一致。

2.2 超低温保存后植株再生及遗传稳定性
玻璃化法超低温保存后存活的茎尖经恢复培养生

成再生植株（图 1），由于再生培养时茎尖直接萌发成
株，没有经过愈伤组织阶段，减少了引起遗传变异的

几率，在一定程度上保证了再生植株的遗传稳定性。
再生植株的形态特征及生长发育没有发生变化。通过
酯酶同工酶电泳图谱分析（图 2），未发现超低温保存
前后材料在蛋白质分子水平上的遗传差异。

因素

A

B

C

D

a1 = -2.61

b1 = 20.90

c1 = -2.61

d1 = 2.61

显著性

**

a3 = -1.36

b3 = -10.45

c3 = -1.36

d3 = -1.36

a2 = 3.96

b2 = -10.45

c2 = 3.96

d2 = 3.96

各水平的效应

表 3 L9(34)试验结果直观分析

表 4 L9(34)试验结果方差分析

**表示极显著水平（P<0.01）
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图 2 酯酶同工酶电泳图谱
（A为对照，B为处理）

3 讨 论

3.1 预处理对茎尖超低温保存存活率的影响
蔗糖对于提高植物组织的抗寒性有着重要作用[3]。
因此，用含有高浓度蔗糖的预培养培养基对材料进

行预培养会使超低温保存后的存活率明显提高。本
研究结果表明，对于马铃薯茎尖，用含有 0.3 mol·L-1

蔗糖的培养基进行预培养可提高冻存后的存活率。
3.2 PVS2处理时间对茎尖超低温保存存活率的影响

冷冻保护剂处理的目的是脱去材料中过多的水

分，使材料能够完全达到玻璃化状态，并使冷冻保

护剂渗入细胞，减轻在超低温保存过程中细胞所受

到的伤害[4]。但保护剂本身也有一定的毒性，所以，
要求精确控制其浓度和脱水的时间，有研究发现低

温能减轻这种毒性的伤害[5]。不同材料要求用保护剂

处理时间不同，一般为 20～120 min[6-8]，PVS2处理马

铃薯茎尖的最佳条件是 0℃、30 min。
3.3 茎尖在液氮中保存时间长短对存活率的影响
液氮超低温保存是植物种质资源长期保存的理

想方法，液氮中保存不同时间对相对存活率没有影

响，因为在-196℃情况下，生命活动基本停止。本
试验又做了验证，经各处理的马铃薯茎尖经液氮保

存 1 d、7 d和 15 d后，各组存活率无明显差异。
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Cryopreservation of in vitro Plants of Potato
Germplasm by Vitrification Method
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Abstract: Shoot tips from in vitro plants of the potato cultivar Kexin No.4 were cryopreserved by
vitrification method. Orthogonal design was used to analyze the effects of dominant parameters on survival rates of
the shoot tips, including sucrose concentration of preculture medium, duration of preculture and duration of
exposure to PVS2. There were no variations in the regenerated plants for morphology and isoenzyme zymogram
after cryopreservation. This vitrification method appears promising for cryopreservation of the in vitro potato
germplasm resources.

Key Words: potato germplasm resources; orthogonal test; cryopreservation

图 1 超低温保存的
再生植株
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