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量高时，植株体内磷量相应提高，根细胞膜磷脂成分

随之增加，根细胞膜透性降低，宿主向根外分泌的菌

根菌赖以生存的光合产物数量减少，导致侵染率降

低。在高磷条件下，植物根系无需菌根帮助就可吸收

所需的全部磷素，而菌根菌则需相当数量的光合产

物维持其生长发育。同时，菌根化的根比非菌根化的

根消耗更多能量[8]。因此，AM真菌与宿主对光合产

物的竞争导致了植株生长量的降低。因此可见，过高

施磷量不利于AM真菌生长发育及对宿主植物的侵

染，甚至对宿主植物生长有抑制作用。本试验结果也

证明了这一点。

柴胡接种AM真菌后，提高了植株叶片光合色

素和植株可溶性糖的量，并且同一施磷水平下接种

株各指标明显优于非接种株。这可能缘于AM真菌

促进了柴胡根系对土壤矿质元素(特别是磷素)的吸

收，提高了柴胡体内磷素等营养元素的量，而柴胡磷

量的提高，不仅有利于光合磷酸化等许多与光合作

用有关的环节正常运行，也可促进光合产物的运输

和分配[9]，光合产物向根的运输和分配又促进了

AM真菌的生长发育和对宿主根系的侵染[1 0。，如在

本试验中，由于AM真菌的旺盛生长依赖于宿主根

系光合产物的供应，造成接种混合菌剂的柴胡根系

可溶性糖的量始终低于对照株。

试验结果表明，不仅施磷量与AM真菌对柴胡生

长有明显的交互作用，而且不同菌种对柴胡的接种效果

也不同，即宿主植物和AM真菌之间存在一定的选择

性。总体而言，施磷与AM真菌两者组合比不接种相应

施磷水平的组合提高了柴胡根干质量和各生理指标量。

不论是柴胡根干质量，还是各生理指标的量，接种株在

低磷条件下的测定值都接近或超过高磷水平下未接种

株的测定值，并且施磷量与AM真菌之间存在最佳组

合关系。因此，接种AM真菌不仅对优质柴胡生产有积

极效应，而且在促进柴胡生长的同时，能够提高磷肥利

用率，减少磷肥用量。
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桔梗试管苗茎尖玻璃化法超低温保存及植株再生
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摘 要：目的 为桔梗Platycodon grandifl071zm种质资源的保存提供一条新途径。方法 采用玻璃化法研究了桔

梗试管苗茎尖超低温保存及植株再生。结果桔梗嫩梢在培养基(MS+5 0ADMSO+103 g／L蔗糖)上培养3 d，切

取2～3 miTt茎尖，室温(20℃)下装载液(60％PVS：)过渡20 min，0℃下玻璃化液(PVSz)处理90 min，投入液氮保

存1 d后，40℃水浴化冻，含410 g／L蔗糖的MS培养基洗涤20 min，接种于含0．6 mg／L KT、0．2 mg／L BA、0．05

rng／L NAA的MS培养基表面的滤纸上，暗处理1 d后转移到新鲜的上述再生培养基中，暗培养1周后转到正常光

下，80％以上成活，植株生长正常。结论桔梗种质资源的玻璃化法超低温保存操作简单、成活率高、再生植株正
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常，可用于生产实践。
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Cryopreservation of in vitro shoot—tips of jV口tycodon grandiflorum

by vitrification and plant regeneration
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Abstract：Objective To get a new approach to conserve the germplasm of Platycodon grandiflol^zAm．

Methods A method of vitrification was studied to cryopreserve in vitro shoot-tips of P．grandiflorum，

and the regenerated plantlets were observed subsequently．Results Shoot—tips，2—3 mm length，gotten

from in vitro shoots of P．grandiflorum precultured on MS medium supplemented with 5％DMSO and 103

g／L sucrose for 3 d，were 10aded with the 60％PVS2 for 20 min at 20℃，and incubated in PVS2 for 90 min

at 0℃prior to a direct plunging into liquid nitrogen(LN)and keeping for 1 d．After rapid thawing in

water at 40℃，the shoot—tips were rinsed in the MS medium supplemented with 410 g／L sucrose for 20

min，and plated on the filter paper sustained by the MS regeneration medium supplemented with o．6 mg／

L KT，0．2 mg／L BA，and 0．05 mg／L NAA for 1 d in dark and subcultured on the above regeneration

medium for one week in dark prior to exposure to the light．The survival of shoot—tips was up to 80％，arid

they grew normally．Conclusion The method of vitrification to cryopreserve the germplasm of P．

grandiflorum is simple in handling with high in survival and normal in regeneration and can be applied in

practice．

Key words：cryopreservation；vitrification；shoop—tips；Platycodon grandiflorum(Jacq．)A．DC．

桔梗Platycodon grandiflorum(Jacq．)A．

DC．为桔梗科桔梗属多年生草本植物，其根是我国

名贵药材之一[1]。近年来，由于肆意采伐，造成其野

生资源濒危灭绝。其种子保存有效期一般为一年，当

年的发芽率也只有70％左右；且种子繁殖易导致种

性退化和混杂现象，限制了生产的发展[1’2]。桔梗的

组织离体培养已见报道[2]。常规的离体保存需经常

继代，耗费大量人力、物力，且易污染和变异。玻璃化

法超低温保存是当前植物种质资源长期保存的理想

途径，已成功地应用于柑橘‘3|、柿‘4|、地黄‘引、马铃

薯嘲和芒果‘71等茎尖的保存。本研究以桔梗试管苗

为试材，研究影响其茎尖玻璃化法超低温保存的一

些因素，以期为桔梗茎尖超低温保存提供理论依据

和实践借鉴。

1材料和方法

1．1材料：以桔梗栽培品种腋芽为外植体，参照文

献方法[23建立桔梗茎尖试管苗无性系。

1．2方法

1．2．1茎尖的预培养：切取继代4周龄的桔梗试管

苗嫩梢(8--10 mm)，接种到添加有5％二甲基亚砜

(DMSO)和不同质量浓度蔗糖的MS培养基中，于

低温(6±1)℃和弱光照800 lx(12 h／d)下培养

1～5 d。

1．2．2装载与脱水：切取不同大小的茎尖，转移到

1．8 mL冻存管中(每管不少于10个茎尖)，加入装

载液60％PVS。(含51 g／L蔗糖的MS液体培养基

与PVS。溶液体积比为40：60)，室温(20℃)过渡

10～60 min，玻璃化液PVS2(30％甘油+15％乙二

醇+15％DMSO+137 g／L蔗糖)于室温或0℃下

脱水处理不同时间后，换成新鲜的PVS。后迅速投

入液氮保存。每次处理2管，重复3次。

1．2．3化冻、恢复培养与植株再生：保存1 d后，从

液氮中取出冻存管，分别于0～80℃水浴解冻(冻存

管中的PVS。刚好全部呈液态状)后吸去PVS。，410

g／L蔗糖的MS培养液洗涤2次，每次10 min。取出

茎尖，无菌滤纸吸去残留在其表面上的洗液，接种到

恢复培养基(MS+0．6 mg／L KT+0．2 mg／L BA+

0．05 mg／L NAA+30 g／L蔗糖)的滤纸上暗处理1

d，转接到新鲜的恢复培养基中，暗培养1周后转入

光下E(25±2)℃，1 500 1x]，1周后统计成活率[成
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活率一(长芽+长愈伤的茎尖数)／总茎尖数×

100％]。再生植株和对照(未冻存植株)在增殖培养

基MS+0．5 mg／L BA+0．05 mg／L NAA+30 g／L

蔗糖和生根培养基1／2MS+0．8 mg／L NAA+20

g／L蔗糖中进行比较实验。

2结果与分析

2．1 蔗糖浓度和预培养时间对茎尖保存后成活率

的影响：8～10 mm桔梗试管苗嫩梢接种到添加有

不同质量浓度蔗糖的MS培养基(含5％DMSO)

中，低温培养1～5 d，切取2 mm茎尖于室温60％

PVS2装载20 min、0℃下PVS。处理90 rain，液氮

保存后的结果见表1，较高的蔗糖质量浓度(171 g／

L)下培养1 d和适中的蔗糖质量浓度(103 g／L)下

培养3 d，两种组合处理都能获得较高的成活率

(75％以上)。但较高的蔗糖质量浓度(171 g／L)下培

养1 d的处理出现了不同重复间的试验结果一致性

较差。故以蔗糖103 g／L，预培养时间3 d更可取。

2．2装载时间对茎尖保存后成活率的影响：桔梗试

管苗茎尖2mm，室温下6 0％PVS。中装载0～60

表1蔗糖质量浓度和预培养时间对茎尖

超低温保存后成活率的影响

Table 1 Effect of sucrose concentration and preculture

time on survival rate of shoop—tips after

cryOpreservation

预培养时间，a——百ii——堕塑萼嚣爹兰里塑塑写翟雩箬}‰

图1 装载时间对茎尖超低温保存后成活率的影响

Fig．1 Effect of loading time with 60％PVS2 on survival

rate of shoot-tips after cryopreservation

min，O℃下PVS。处理90 min后液氮保存，结果如

图1所示，o～20 min内，茎尖成活率随装载时间的

延长在增高，20～60 min内，茎尖成活率基本保持

不变，故桔梗试管苗茎尖于室温下60％PVS。中装

载20 min即可。

2．3 PVS。处理温度和时间对茎尖保存后成活率的

影响：玻璃化液保护性处理是玻璃化法超低温保存

最关键的步骤之一。本试验采用桔梗预培养后的2

mm茎尖，60％PVS。预处理20 min，分别于0、20℃

下PVS。处理o～120 min后液氮保存，结果见表2。

没有经过PVS。处理的材料不能成活，经PVS。处理

后材料的成活率随处理温度和时间而变化，0 oC相

对20℃，处理效果普遍要好，其中0℃下90 min的

处理成活率最高(81％左右)。这可能是PVS。对茎

尖组织保护性脱水的同时引起了其化学毒害作用，

而0℃条件下化学毒害作用比在20℃下要小得多

的缘故。因此，0℃下PVS。保护性脱水90 min更

可取。

表2 PVS：处理温度和时间对茎尖超低温保存后成活率的影响

Table 2 Effect of temperature and time of exposing with PVSz on survival rate of shoot—tips after cryopreserVation

2．4茎尖大小对茎尖保存后成活率的影响：材料大

小对保护性脱水程度影响较大。材料大，不易脱水；

材料小，易于脱水，但冷冻保护剂对其毒害作用加

大。本试验采用预培养后的约1、2、3、4．5 mm4种长

度桔梗试管苗茎尖，60％PVS。20 min，0℃下PVSz

90 min后液氮保存，结果如图2所示，1、4．5 mm左

右的茎尖成活率相对较低，2、3 mm左右的较高，二

者都在80％以上。故茎尖大小宜在2～3 mm。

2．5化冻温度对茎尖保存后成活率的影响：化冻温

度是影响材料超低温保存效果的重要环节。本试验

IOO

80

《60

曩40
餐20

O
l 2 3 4．5

茎尖大小／m

图2茎尖大小对茎尖超低温保存后成活率的影响

Fig．2 Effect of size of shoot_tips on survival rate

of shoot—tips after cryopreserVatiOn
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设计了4个化冻温度，结果表明，液氮超低温保存后

的桔梗试管苗茎尖，随着化冻温度的升高，其成活率

相应增高，但过高的化冻温度(80℃)导致试验的重

复性差(表3)。这可能是因为茎尖化冻是一个瞬间

过程，化冻温度过低引起组织的次生结冰，而过高又

难以掌握，加剧化学性的生理毒害。故选择40℃的

化冻温度更理想。

表3化冻温度对茎尖超低温保存后成活率的影晌

Table 3 Effect of thawing temperature on survival

rate of shoot—tips after cryopreservation

处理 至旦些壅塑壅!塑堕堡皇!墅
0℃ 20℃40℃80℃

1 1l·23 35·11 81·58 91·98

2 12．11 37．24 82．37 75．23

3 10．05 33．98 80．96 85．35

±塑墼 !!：!i圭!：!i i!：!!圭!：!!!!：!!圭!：!!!!：!!圭!：!1

2．6再生植株的扩增、生根：液氮超低温保存后的

桔梗试管苗茎尖转接到恢复培养基MS+0．6 mg／L

KT+0．2 mg／L BA+0．05 mg／L NAA+30 g／L蔗

糖，暗培养1周后转入正常光照下培养，2～3 d后茎

尖转变为绿色；1周后，茎尖的叶原基发育成新叶

(图3-A)；4周后，茎尖直接发育成植株。再生植株

转接到增殖培养基MS+0．5 mg／L BA+0．05 mg／

L NAA+30 g／L蔗糖中进行扩繁。4周后，增殖倍

数达到16～20倍(图3一B)。再生植株与对照植株转

接到生根培养基1／2MS+0．8 mg／L NAA+20 g／L

蔗糖诱导生根，2周后，二者均能正常生根，生根率

都在95％以上(图3一C)。目前，再生植株生长和分化

正常，进一步遗传稳定性检测在进行中。

图3桔梗试管苗茎尖超低温保存后的再生

Fig．3 Regeneration of cryopreserved in vitro shoot。

tips of P．grandiflorum by vitrification

3讨论

材料预培养是超低温保存的重要环节[8]。不同

的植物材料，预培养方式也不相同。柑橘[3]试管苗茎

尖超低温保存中，5％DMSO预培养3 d成活率最

高；柿啪茎尖超低温保存中，103、171、2399／L蔗糖

各1 d的效果最好。而本试验中，在预备试验时单独

添加DMSO、甘油或蔗糖预培养，均没有提高保存

后材料的成活率，而用5％DMSO和103 g／L蔗糖

的组合处理中成活率得到了大幅度提高，且与培养

温度也有较大相关性。其原因可能是不同的植物材

料对预培养保护性脱水的“敏感度”不尽一样。

DMSO属于渗透性的保护剂，易渗透到细胞内使其

脱水不彻底；蔗糖是非渗透大分子物质，能让细胞胁

迫脱水，二者组合处理更能达到保护性脱水的目的。

具体原因有待探讨。

植物茎尖超低温保存中，不同材料、不同方法最

适PVS。处理时间也不相同[8。。一般来讲，较低温度

下(o℃左右)处理时间长些；较高温度下(20℃左

右)处理时间短些，但较高温度下加剧了对材料的化

学毒害作用。柑橘‘引、柿Ⅲ、地黄[引、马铃薯‘63和芒

果口3等茎尖的超低温保存中，选用的PVS：处理时

间各不一样。本试验结果也证实了这一点。

本试验采用玻璃化法超低温保存桔梗试管苗茎

尖，不仅成活率高，且保存后的再生植株生长和分化

正常，快速繁殖效率也高。其原因可能是低温保存过

程本身的筛选效应和低温处理的后滞效应共同导致

的结果。相关研究有待开展和深入。
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