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玻璃化法超低温保存怀山药种质的技术研究
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摘要：目的研究怀山药种质资源的玻璃化超低温保存技术。方法 以B号怀山药带芽茎段为材料进行玻璃化

超低温保存，并采用培养法检测保存后材料的成活率，从而筛选出最佳的玻璃化超低温保存技术体系。结果B号

怀山药带芽茎段玻璃化超低温保存较佳的技术体系是继代生长60 d的怀山药无菌苗置4℃冰箱低温锻炼7 d；在

无菌条件下切取1～1．5 em的带芽茎段，转至含5％蔗糖+3％甘露糖的培养基内，置4℃冰箱预培养2 d；用60％

的PVS，(22％甘油+13％乙二醇+13％聚乙二醇+10％二甲基亚砜)在0 C处理60 min，再用100％的PVS。在0

C条件下处理60 min，随即迅速投入液氮；保存24 h后，在37℃水浴中快速化冻，用含7％蔗糖的MS培养液洗涤

4次，每次停留10 min；转至再生培养基(MS+KT 2 mg／L+NAA 0．02 mg／L)再培养，成活率可达75％以上，再生

苗与常温苗形态指标差异不大。结论本试验成功地建立了怀山药种质资源玻璃化法超低温保存的技术体系，为

怀山药种质资源的长期保存提供了一条有效途径。
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CryopreserVation technique of Dioscorea opposita germplasm by vitrification
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Abstract：Objective To study the cryopreservation technique of Dioscorea opposita germplasm re—

sources by vitrification．Methods Stems with buds of B4 D．opposita germplasm were used as materials

for cryopreservation by vitrification and the survival rates were examined by culture method in order to op—

timize a cryopreseVation by vitrification technical system for D．opposita germplasm．Results A best pro—

cedure of cryopresevation by vitrification was as below：At first，the aseptic plantlets of stems with buds

of B。D．opposita subcuhured in vitro for 60 d were treated at 4℃for 7 d．The stems with buds of D op-
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posita about 1—1．5 cm in length were cUt and preeultured at 4℃for 2 d in 5％sucrose and 3％mannose

media，they were dehydrated with 60％vitrification solution(PVSl：22％glycerol+13％glycol+13％

polyethyleneglycol+10％dimethyl sulfoxide)at 0‘C for 60 min and then dehydrated with 100％vitrifiea—

tion solution at 0℃for 60 min．At last，the stems were immersed immediately into liquid nitrogen directly

and conserved for 24 h．After rapidly thawing in a water bath at 37 6C，the stems were washed four times

with MS medium supplemented with 7％sucrose and 1 0 min each time，then transferred and re—cultured on

the MS medium supplemented with KT 2 mg／L and NAA 0．02 mg／L．The survival rate was up to 75％．

The regenerated plantlets of D．opposita showed no more difference than the normal plantlets in morpholo—

gy． Conclusion This test sets up successfully a cryopresevation by vitrification system technique for D．

opposita germplasm，which provides an effective way for long—lasting conservation in vitro of D．opposita

germplasm resources．

Key words：Dioscorea opposita Thunh．；germplasm resources；vitrification；cryopreserVation

怀山药Dioscorea opposita Thunb．又名薯蓣，

是薯蓣科薯蓣属多年生缠绕性藤本植物，主产于河

南省焦作市的温县、武陟、沁阳等地(古怀庆府所

辖)，药食兼优。人药，具有健脾、补脾、固肾、益精、助

五脏、强筋骨、益气力之功效口3；食用，营养价值高，

为滋补佳品，故素有“怀参”之称，其产品不仅畅销国

内各地，还远销港澳地区和东南亚以及欧、美等地。

目前对怀山药主要开展了栽培管理、组织培养、药用

成分、加工工艺、药理作用以及病毒病和脱毒快繁等

一系列研究工作，而关于种质资源则主要采用田间

保存法，不仅需要大量的人力、物力和财力，而且还

不可避免地受到病虫害和各种自然灾害的影响。因

此，进行怀山药种质资源的离体保存研究就具有十

分重要的意义。

玻璃化法超低温保存是植物细胞和组织长期稳

定保存的较好方法，可以节省空间，避免继代、病虫

害和气候等因素造成的种质丢失，并且设备简单，操

作简便，已经成功地应用于苹果[2]、什薯[3]、紫罗

兰[43等植物种质资源的保存。有关山约的超低温保

存国外已有研究[5]，近年来本研究室对怀山药种质

资源的超低温保存也进行了系统的研究[6]，本实验

报道该研究的部分内容。

1材料与方法

1．1 材料：试验材料为河南师范大学“四大怀药”组

织培养室继代培养的B号怀山药无菌苗。

1．2方法：以怀山药带芽茎段为材料进行玻璃化法

超低温保存，并采用培养法检测保存后材料的成活

率，从而筛选出最佳的玻璃化法超低温保存技术体

系。该方法包括以下程序。

1．2．1 低温锻炼：继代生长60 d的怀山药的试管

苗分别置于4、7、9℃冰箱中低温锻炼o～30 d。

1．2．2预培养：在无菌条件下切取1～1．5 cm的带

芽茎段，转至含5％蔗糖+3％甘露糖的培养基内，

置4℃冰箱预培养2 d。

1．2．3玻璃化保护剂处理：本实验采用的玻璃化保

护剂(PVS)是参考刘云国瞳]对苹果茎尖进行玻璃化

超低温保存的方法设置的PVS，。其主要成分为

22％甘油+13％乙二醇+13％聚乙二醇+10％二甲

基亚砜。预培养后的茎段先用60％的PVS。在0’C

下处理60 min，再用100％的PVS。在0℃下处理

60 min，～

1．2．4材料的冷冻保存：将玻璃化保护剂处理过的

材料迅速放人液氮中，保存24 h。

1．2。5材料的化冻洗涤：将材料从液氮中取出，采

用37℃水浴快速化冻，化冻后用含1％～10％蔗糖

的MS培养液洗涤4次，每次停留0"'-'30 min。

1．2．6成活率检测：将玻璃化超低温保存化冻洗涤

后的怀山药茎段接种到再生培养基上进行培养，记

录成活率及恢复生长的时间，并在60 d时测定超低

温保存后的再生苗与常温保存试管苗的各项形态指

标和生理指标。

成活率=玻璃化超低温保存后成活的茎段数／保存的总

茎段数×100％

本试验均为单因子试验，每次处理25个带芽茎

段，实验重复4次。试验结果应用SPSSl0．0统计软

件进行Dunnett法数据分析。实验中所使用的培养

基均为MS+KT 2 mg／L+NAA 0．02 mg／L+3％

蔗糖+0．5％琼脂，培养温度为(25士2)℃，光照

14 h／d。

2结果与分析

2．1 低温锻炼温度和低温锻炼时间对怀山药玻璃化

超低温保存的影响：取继代培养60 d的B号怀山药，
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在4、7、9℃的低温条件下分别锻炼0、1、3、5、7、10、

15、30 d后，投入液氮保存，其冻后成活率见表1。

从表1可以看出：(1)怀山药茎段经过一定时间

的低温锻炼，其冻后成活率都比对照要高，并且随着

低温锻炼时间的延长，其成活率也得到不同程度的

提高，当低温锻炼时间达到7 d时，成活率都达到最

大。但当低温锻炼超过7 d时，其成活率开始下降。

可见，怀山药茎段的低温锻炼时间以7 d为好；(2)

低温锻炼温度对怀山药茎段冻后成活率也有显著影

响，在4℃低温下进行锻炼后，怀山药茎段的成活率

都高于在7和9℃低温下锻炼的效果，而7℃低温

锻炼的效果又优于9℃低温锻炼的效果。在进行怀

山药茎段的玻璃化超低温保存时，试管苗应先在4

、C低温下锻炼7 d，这样可获得较高的成活率。

2．2洗涤液蔗糖质量分数和洗涤时间对怀山药玻

璃化超低温保存的影响：玻璃化超低温保存后的材

料，用MS附加1％～10％蔗糖的洗涤液洗涤4次，

裹1低沮锻炼沮度和低疆锻炼时间对B号怀山药茎段

玻璃化法超低汪保存的影响

Table 1 Effect of temperature and time of low temper—

ature culture on cryopeservation of B4

D．opposita stems by vitrification

低温锻炼 不同低温锻炼温度冻后成活率／Z

时间／d 4℃ 7℃ 9 C

与对照组比较：一P<O．01

。。P<O．01 u5 control group

每次洗涤0、1、3、5、7、10、15、30 min，其洗涤后成活

率见表2。

从表2可以看出：(1)洗涤液蔗糖质量分数对怀

表2洗涤液蔗糖质量分数和洗涤时间对B号怀山药茎段玻璃化法超低温保存的影响

Table 2 Effect of sucrose concentration and washing time on cryopreservation of B。D．opposita stems by vitrification

与对照组比较：一P<O．01

’。P<O．01口s control group

山药的玻璃化超低温保存有显著影响。怀山药茎段

冻后的成活率随蔗糖质量分数的增大而增大，当蔗

糖质量分数为7％时，成活率达到最大。但当蔗糖质

量分数超过7％时，其成活率则开始下降。可见，怀

山药茎段超低温保存最佳的洗涤液以MS+7％蔗糖

为好；(2)洗涤时间对怀山药冻后成活率也有显著影

响，其中以每次洗涤10 min的效果最好，怀山药茎

段成活率可达76．99％。可见，在进行怀山药茎段的

玻璃化超低温保存时，应用MS十7％蔗糖洗涤4

次，每次洗涤10 min，这样可获得较高的成活率。

2．3玻璃化超低温保存后怀山药再生苗与常温保

存苗形态指标的比较：将经过玻璃化超低温保存后

的怀山药带芽茎段与常温保存的怀山药带芽茎段同

时接种到培养基上，前者10 d开始恢复生长，15 d

茎段开始长出新芽，20 d长出新叶，而后者7 d即可

恢复生长，13 d长出新芽，18 d长出新叶。60 d时测

定再生苗的形态指标，结果见表3。

从表3可以看出，超低温再生苗与常温苗的形

态指标基本一样，经Dunnett法检验，其株高、叶片

数、芽数和茎节长虽有差异，但未达显著水平。

衷3怀山药超低温保存后再生苗与常温保存

苗形态指标的比较(60 d)

Table 3 Comparison of mOrphOlOgicaI indexes of D．

opposita regenerated plantlets after cryo—

preservation by vitrification with normal

plantlets(cultured for 60 d)

方法 嚣饼翟兹
超低温保存后再生苗7．034-0．16 6．06-{-0．17 3．73-1-0．10 1．81士0．08

堂墨堡壹苎!曼坠! !：!!圭!：!!!：!!圭!：!!!：!!圭!：!!!：!!圭!：!1

2．4玻璃化超低温保存后怀山药再生苗与常温菌

生理生化指标的比较：将经过玻璃化超低温保存后

的B号怀山药带芽茎段与常温保存的B号怀山药
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带芽茎段同时接种到培养基上。60 d时测定再生苗

和常温苗的生理生化指标，结果见表4。

从表4可以看出，B号怀山药超低温再生苗与

检验，其叶绿素和可溶性蛋白的量以及POD活力虽

有差异，但未达到显著性水平。结合表3可以知道，

玻璃化超低温保存技术用来保存怀山药种质资源是

其常温苗的生理生化指标基本一样，经Dunnett法 合适的，能够保证遗传资源的稳定性。

表4怀山药玻璃化法超低温保存后再生苗与常温苗生理生化指标的比较(60 d)

Table 4 Comparison of physiological and biochemical characters of D·opposita regenerated plantlets after

cryopreservation by vitrification with normal plantlets(cultured for 60 d)

3讨论

在植物种质资源超低温保存过程中，低温锻炼

和预培养是保证成活率的重要步骤。低温锻炼可提

高植物体内脯氨酸、多胺的量及胞液的渗透势等，从

而增加植物的抗冻性。本实验发现，在怀山药茎段的

玻璃化超低温保存中，4 C低温处理效果最好。可

见，低温锻炼可以提高怀山药带芽茎段的耐冻力。刘

云国等[21将培养60 d的苹果无菌苗分别转入0～7

C下，培养1～42 d，发现，随着低温锻炼时间延长，

存活率增加，但28 d之后存活率基本保持不变，不

同的低温(0--7 C)处理中，4 C处理得到最高的存

活率；周小梅等[71将玉米幼胚在4 C冰箱中放置7 d

也获得较好的效果，玻璃化超低温保存后能诱导出

良好的愈伤组织；赵艳华等[81认为马哈利樱桃离体

茎尖随低温处理时间的延长，其冻后存活率逐渐提

高，与CK相比，处理90 d的材料玻璃化超低温保

存后茎尖存活率提高了60．8％。

对于玻璃化超低温保存材料，化冻后的洗涤被

认为很重要，这一过程不仅可除去高含量玻璃化保

护剂对细胞的毒性，而且也是一个后过渡，以防渗透

损伤，影响材料恢复和继续生长，因此需要除去玻璃

化保护剂。陈勇等[93发现，用含1．2 mol／L山梨醇的

MS培养基对胡萝b悬浮培养细胞和原生质体进行

洗涤能减轻细胞的复水损伤，提高其存活率。本实验

也表明，怀山药茎段经玻璃化超低温保存后，用

MS+7％蔗糖的培养液洗涤4次，每次洗涤10

min，存活率显著提高，达75％～77％。这是因为蔗

糖质量分数过低、洗涤时间过短或不洗涤，容易导致

玻璃化保护剂对怀山药茎段细胞的伤害，而蔗糖质

量分数过高或洗涤时间过长，则容易损伤细胞，这可

能与质壁分离和溶质平衡失调有关。但在某些材料

研究中发现，玻璃化超低温保存后的材料不经洗涤

直接转入再生培养基，数天后即可恢复生长，洗涤反

而有害‘10]。可见，在玻璃化超低温保存中，洗涤与否

以及洗涤液的质量分数和洗涤时间的长短必须依保

存材料的种类和特性而定。

本试验为怀山药玻璃化法超低温保存提供了一

个较佳的技术体系，不仅保持了较高的成活率，而且

设备简单、操作简便、节省空间和遗传变异机率极

小，是怀山药种质资源离体保存的一条有效途径。
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