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扁桃小滴玻璃化超低温保存研究
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摘 要：【目的】以扁桃休眠茎尖为试材，探讨小滴玻璃化法对扁桃离体超低温保存的影响, 为扁桃种质资源的长期保

存提供有效途径。【方法】采用小滴玻璃化法，通过正交设计试验和单因素试验对预培养蔗糖浓度、预培养时间、装载时

间和PVS2[30%（ω，后同）甘油+15%二甲基亚砜+15%乙二醇+0.4 mol· L-1蔗糖]脱水处理时间这4个因素影响扁桃休眠

茎尖超低温保存后成活率的情况进行分析。【结果】预培养时间对休眠茎尖超低温保存后成活率的影响极显著（P <

0.01），而预培养蔗糖浓度、装载时间和PVS2处理时间的影响不显著。建立了以‘莎车14号’为代表的扁桃茎尖小滴玻

璃化法超低温保存体系，最佳处理方案是：用0.5 mol· L-1预培养蔗糖液处理2 d，装载液处理20 min，PVS2脱水处理120

min，放入含新鲜PVS2小滴的铝箔纸上投入液氮24 h后，浸入用40 ℃温水预热过的洗涤液（1.2 mol· L-1蔗糖的MS）中

30 s，然后再将休眠茎尖转入新鲜的洗涤液中洗涤30 min。恢复后接种在MS+0.3 mg·L-1 6-BA+0.5 mg·L-1 IAA+0.3 mg· L-1 GA3

培养基上，扁桃成活率达80.44%。运用优化的方案对‘莎车1号’‘莎车11号’和‘莎车18号’3个扁桃品种进行超低温

保存，平均成活率分别为87.41%、85.44%和83.02%。【结论】利用小滴玻璃化法可提高扁桃超低温保存成活率，建立了

适合扁桃休眠芽超低温保存技术方法，为扁桃种质资源的长期保存提供理论和实践借鉴。
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Abstract:【Objective】Almond (Amygdalus communis L.) is an important fruit tree in the world, and

preservation of almond germplasm provides the basic materials for breeding of new varieties. This pa-

per studied the cryopreservation of almond germplasm resources in order to provide a practical refer-

ence for preservation of almond germplasm resources in China.【Methods】Dormant buds of almond

sterilized with 70% alcohol for 10 s and then with 0.1% HgCl2 for 7-8 minutes were used as the experi-

mental materials, and an orthogonal design and single factor tests were used to evaluate the cryopreser-

vation of dormant apical buds of almond by droplet vitrification. Factors including pre-culture sucrose

concentration, pre-culture time, loading time and duration of exposure to PVS2 were tested. The dor-

mant buds were suspended in 10 mL of liquid MS medium supplemented with 0, 0.1, 0.3, 0.5 or 0.7

mol ·L-1 sucrose and pre-cultured in the dark at room temperature for 2 day. The dormant buds were ex-

cised and loaded for 0, 10, 20, 30 or 40 min at (24±2) ℃ in filteration-sterilized loading solution (LS)

(2 mol · L- 1 glycerol and 0.4 mol · L- 1 sucrose dissolved in MS liquid medium). After loading, the buds
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扁桃（Amygdalus communi L.）又名巴旦杏，商品

名为“美国大杏仁”，是蔷薇科李亚科桃属扁桃亚属

植物，是世界上著名的干果和木本油料树种[1]。扁

桃的果仁营养和药用价值很高，是不可多得的滋补

佳品及明目、治疗肺炎、防治高血压等心血管疾病的

重要药材[2]，在国内外市场上具有广阔的前景。我

国扁桃的种植已有1 300 a（年）的历史，主要分布于

新疆喀什地区，其他地区尚未形成规模生产[3]。据报

道，全世界有扁桃品种4 000余个，我国自行培育和引

进的品种有200多个，其中新疆约有90个[4]。目前中

国生产上主要品种有‘纸皮’‘双软’‘多果’‘鹰咀’

‘晚丰’‘麻壳’‘克西’等[5]。新疆喀什地区的莎车县

和英吉沙县建立了扁桃品种资源圃，保存了34个扁

桃品种类型[6]。这些种和品种是进行扁桃遗传改良

were treated for 0, 30, 60, 90, 120 or 150 min with filteration-sterilized PVS2. At the end of the dehydra-

tion period, explants were transferred into 5 μL droplets of vitrification solution attached to aluminum

foil strips and rapidly immersed in LN for at least 24 h. For rewarming, the dormant buds were trans-

ferred to pre-heated (40 ℃) unloading solution (filteration-sterilized liquid MS medium with 1.2 mol·L-1

sucrose) for 30 s. After an equal volume of unloading solution (at room temperature) was added, the

samples were incubated for a further 30 min. The buds were inoculated in MS liquid medium at differ-

ent auxin concentrations, and the survival rate of almond was determined.【Results】Orthogonal test re-

sults showed that the effect of pre-culture time on the survival rate of dormant buds after cryopreserva-

tion was significant (P <0.01), while the effects of pre-culture sucrose concentration, loading time and

PVS2 treatment time were not significant. The effects of the 4 factors on the survival rate of dormant

buds after cryopreservation were pre-culture time > loading time > PVS2 treatment time > pre-culture

sucrose concentration. The method of cryopreservation of vitreous method was established. The optimal

treatment regimen was: pre-culture in MS liquid medium containing 0.5 mol · L- 1 sucrose for 2 days,

treatment for 20 min with the loading solution (MS +2 mol · L- 1 glycerol+0.4 mol · L- 1 sucrose), which

was sucked out with a sterile plastic dropper. After loading, the dormant buds were treated with filtera-

tion-sterilized PVS2 (30% glycerol, 15% dimethyl sulfoxide, 15% ethylene glycol and 0.4 mol · L- 1 su-

crose in MS liquid medium) for 120 min under ice-water mixture at 0 ℃ . Then 10 droplets of PVS2

each about 5 μl were placed on a sterile aluminum foil strip of 1 cm ´ 2.5 cm. A dormant bud was

placed into each of the droplet. The droplets with a dormant bud were quickly dipped in liquid nitrogen,

and placed into a freezing tube filled with liquid nitrogen, and sealed with a cover. These freezing tubes

were placed in a nylon yarn bag and placed in a liquid nitrogen tank. After storage in liquid nitrogen for

24 h, thawing was carried out at room temperature in a filteration- sterilized unloading solution (US)

(1.2 mol·L-1 sucrose dissolved in MS liquid medium) for 30 min. The solution remaining on the surface

of the dormant bud was removed with sterilized absorbent paper. After thawing and unloading of the sam-

ples processed by droplet vitrification, the buds were inoculated in MS liquid medium with 0.3 mol·L-1 su-

crose and 7 g· L- 1 agar and at a pH of 5.8, and incubated in darkness for 72 h. The explants were then

transferred to MS liquid medium with 0.3 mol· L-1 sucrose, 0.3 mg· L-1 BAP, 0.5 mg· L-1 IAA, 0.3 mg· L-1

GA3 and 7 g· L-1 agar at a pH of 5.8 and cultured at a 16-h photoperiod and 28 ℃. After 30 days of cul-

ture, the survival rate of buds was 80.44% . The optimized program of cryopreservation used for the

‘Shache 1’‘Shache 11’and‘Shashe 18’generated a survival rate of 87.41%, 85.44% and 83.02%, re-

spectively.【Conclusion】The droplet vitrification method increased the survival rate of almond dormant

buds after cryopreservation and proved to be viable for the long- term preservation of almond germ-

plasm.

Key words：Almond; Dormant buds; Cryopreservation; Droplet vitrification

368



，等：扁桃小滴玻璃化超低温保存研究第3期
的材料，随着扁桃生产日益市场化、专业化、规模化，

其品种布局结构和生产方向越来越依赖于市场需求

的变化，经过长期自然选择和人工选择的宝贵基因

资源如不加以保存，就可能从自然界中消失。另外，

扁桃优良品种全世界范围的融合与交流，能使扁桃

产量得到较大幅度的提高，但是也会造成基因资源

的流失。因此，扁桃种质资源的收集、保存、研究、评

价工作任重而道远。

超低温保存是离体保存与低温生物学相结合的

产物，是指-80 ℃以下的极低温度保存种质资源的

一整套生物学技术[7]。生物材料在超低温条件下，

其活细胞内的新陈代谢和生长活动几乎完全停止，

处于“生机停顿”的状态，因此能够有效保持生物材

料的遗传稳定性，是一种不需要继代便可安全、长期

保存植物种质的有效方法[8-10]。关于扁桃的超低温

保存技术已有报道[11-13]，采用了包埋玻璃化法超低温

技术来保存扁桃茎尖，但成活率不到 60%。为了提

高扁桃超低温保存后的成活率，寻找一种可靠的超

低温保存方法势在必行。自 1982年Kartha等 [14]将

木薯的茎尖置于玻璃化液滴中，再于程序化降温仪

中逐步降温。小滴玻璃化是在此基础上并结合传统

玻璃化法的主要程序，即用装载液及玻璃化液对材

料进行处理，而后将材料放在含有玻璃化液滴的铝

箔纸上并投入液氮冻存的一种高效超低温保存法，

具有广适性、存活率和再生率高、处理量大、操作简

易等优点[15]。利用小滴玻璃化法已成功保存了红芽

芋[16]、牛大力[17]、马铃薯[18]、杧果[19]、欧洲李[20]等植物，

但关于扁桃小滴玻璃化法超低温保存还未见报道。

休眠芽是植物为适应不良环境而形成的一种保护器

官，芽内积累着丰富的营养物质，在适宜的条件下很

快就可萌芽分化，健壮生长[21]。莎车扁桃属于优良

遗传资源的栽培种，因此，采用小滴玻璃化法对莎车

扁桃休眠茎尖进行超低温保存研究，通过正交设计

试验和单因素试验对扁桃休眠茎尖超低温保存后成

活率的主要因素进行分析，旨在完善国内扁桃种质

保存技术体系，为种类繁多的扁桃种质资源保存开

辟一条新途径。

1 材料和方法

1.1 材料

试验材料为‘莎车 14 号’‘莎车 1 号’‘莎车 11

号’和‘莎车 18号’扁桃休眠茎尖，均采自塔里木大

学园艺试验站。将采集好的休眠枝条带回实验室，

清水冲洗 0.5 h后，用蒸馏水冲洗 3~4次，70%（φ）酒

精消毒 10 s，0.1%（ω）HgCl2消毒 7~8 min，用无菌水

冲洗 3~4次，无菌条件下剥去外部鳞片至休眠茎尖

为2 mm进行后续试验。

1.2 试验设计

1.2.1 L9（34）正交试验设计 以材料的预培养时间

（A）、预培养蔗糖浓度（B）、装载时间（C）、PVS2

[30%（ω，后同）甘油+15%二甲基亚砜+15%乙二醇+

0.4 mol· L-1蔗糖]处理时间（D）作为4个试验因素，每

个因素取3个水平进行L9（34）正交试验，具体设计见

表1，每个处理3次重复，每个重复至少10个茎尖。

表 1 L9（34）因子水平

Table 1 L9（34）factor level table

水平

Level

1
2
3

预培养

时间（A）
Pre- culture
time (A)/d

1
2
3

预培养蔗糖

浓度（B）
Pre- culture of
sucrose concen-
tration (B)/( mol· L- 1)

0.3
0.4
0.5

装载

时间（C）
Loading
time (C)/
min

20
30
40

PVS2处理

时间（D）
PVS2

processing
time (D)/ min

70
90

120

1.2.2 休眠茎尖小滴玻璃化超低温保存单因素试验

研究 在进行本步骤试验时，只变化单因子，其他处

理按正交试验筛选出的最佳处理组合进行。

（1）预培养。将休眠茎尖放入含有 0、0.1、0.3、

0.5、0.7 mol· L-1蔗糖的 MS 培养基上，分别预培养

2 d，筛选适宜的蔗糖浓度。

（2）装载。预培养结束后将休眠茎尖放入 1.8

mL 的冷冻管中（10 个 · 管 - 1），3 次重复，用装载液

（MS+2 mol · L-1甘油+0.4 mol · L-1蔗糖）于（24±2）℃

处理0、10、20、30、40 min，选出最佳装载处理时间。

（3）PVS2玻璃化溶液脱水处理。用无菌胶头滴

管吸出装载处理液，加入玻璃化溶液PVS2并在0 ℃

冰水混合物条件下处理0、30、60、90、120、150 min，

选出最佳脱水处理时间。其中玻璃化液PVS2是由

30%甘油、15%二甲基亚砜、15%乙二醇和0.4 mol·L-1

蔗糖组成。

（4）小滴玻璃化处理。将PVS2脱水处理过的休

眠茎尖放到无菌铝箔条（长×宽为2.5 cm×1 cm）内含

PVS2液滴（约5 μL）上，每个铝箔条上有10个液滴，

每个液滴含1个茎尖，迅速在液氮中过一下，投入装

满液氮的冻存管中，盖好冻存管盖，将冷冻管放入尼

龙纱袋中绑好浸入液氮中，保存时间不少于24 h。
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（5）化冻、洗涤处理。休眠茎尖超低温保存15 d

后取出，用镊子将冻存管中含冷冻芽的铝箔条取出，

浸入用40 ℃温水预热过的洗涤液（1.2 mol · L-1蔗糖

的MS）中30 s，使休眠茎尖从铝箔条上脱落下来，然

后再将休眠茎尖转入新鲜的洗涤液中洗涤 3次，每

次10 min。

（6）TTC 染色法检测休眠茎尖活力与恢复培

养。化冻的材料除去保护液，用无菌纸吸干残留于

休眠茎尖表面的溶液，用 TTC 染色法检测其成活

率。在恢复培养中将化冻好的休眠茎尖接种于含不

同浓度的 IAA、GA3 和 6- BA 的 MS 培养基上，于

24 ℃黑暗条件下培养5 d，弱光培养5 d，转到正常光

照条件培养28 d左右，统计其成活率。

（7）测定指标。成活率/%=超低温保存后成活

的茎尖数/保存的总休眠茎尖数×100。

1.3 数据处理

试验结果用Excel进行输入，并计算平均值，用

DPS 7.5计算正交试验及方差分析。

2 结果与分析

2.1 扁桃休眠茎尖超低温保存正交试验

2.1.1 扁桃休眠茎尖超低温保存正交设计结果与极

差分析 由表 2 的超低温保存正交试验结果可以

看出，在影响‘莎车 14 号’扁桃休眠茎尖超低温保

存后成活率的因素中，极差大小顺序为：预培养时

间>装载时间>PVS2处理时间>预培养蔗糖浓度，R

值分别为 31.58、12.50、6.70、5.09，暗示预培养时间

对‘莎车 14号’扁桃休眠茎尖超低温保存后的成活

率影响最大，相较于其他 3 个因素，预培养蔗糖浓

度影响较小。预培养时间中以处理 2 d休眠茎尖成

活率最高，装载时间以 20 min效果最好，PVS2处理

时间以 120 min 脱水时间成活率最高，预培养蔗糖

浓度以含MS的 0.5 mol ·L-1蔗糖预培养液保存效果

最 好 。 在 本 试 验 的 9 个 处 理 方 案 中 ，处 理 6

（A2B3C1D2）即预培养时间为2 d、预培养蔗糖浓度为

0.5 mol·L-1、装载时间为 20 min、PVS2处理为 90 min

表 2 正交试验设计结果与极差分析

Table 2 Orthogonal test design results and range analysis

处理号

Processing number

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1

K2

K3

k1

k2

k3

极差R Extreme R

预培养时间（A）
Pre- culture time (A)/d

1
1
1
2
2
2
3
3
3

792.86
896.67
517.75
66.07
74.72
43.15
31.58

预培养蔗糖浓度（B）
Pre- culture of sucrose
concentration (B)/(mol· L- 1)

0.3
0.4
0.5
0.3
0.4
0.5
0.3
0.4
0.5

706.19
733.81
767.27
58.85
61.15
63.94
5.09

装载时间（C）
Loading time (C)/min

20
30
40
30
40
20
40
20
30

800.00
757.27
650.00
66.67
63.11
54.17
12.50

PVS2处理时间（D）
PVS2 processing
time (D)/min

70
90

120
120
70
90
90

120
70

696.80
733.33
777.14
58.07
61.11
64.76
6.70

成活率

Survival rate/%

65.71±22.83 abcAB
67.50±9.57 abAB
65.00±12.91 abcAB
77.50±17.08 aA
64.17±5.00 abcAB
82.50±15.00 aA
33.33±4.71 dC
51.79±3.57 bcdABC
44.32±18.14 cdBC

注：数值为平均值± SD。大小写字母分别表示在 0.01 和 0.05 水平上差异显著。下同。

Note：Values are means ± SD. The capital and small letters indicate significant difference at 0.01 and 0.05 level. The same below.

的超低温保存后成活率最高，达 82.50%。从正交

试验结果可以看出，对‘莎车 14 号’扁桃小滴玻璃

化超低温保存最佳的组合方案为：A2B3C1D3，但此

最佳试验方案并没在本试验处理中体现，对此试验

结果仍需进一步验证。

2.1.2 扁桃休眠茎尖超低温保存后成活率方差分

析 由表 3可以看出，在本试验中不同预培养时间

对‘莎车 14号’扁桃休眠茎尖超低温保存后成活率

的影响差异极显著（P < 0.01），而其他 3个因素（预

培养蔗糖浓度、装载时间和PVS2处理时间）的不同

处理水平对休眠茎尖超低温保存后成活率的影响差

异不显著，其中F值由大到小的顺序分别为：预培养
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图 1 预培养蔗糖浓度对保存后成活率的影响

Fig. 1 Effect of sucrose concentration during

pre-cultured on survival rate
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表 3 扁桃超低温保存后成活率方差分析

Table 3 Variance analysis of survival rate of almond buds after cryopreservation

变异来源

Source of variation

预培养时间Pre- culture time

预培养蔗糖浓度 Sucrose concentration during pre-culture

装载时间Loading time

PVS2处理时间 PVS2 processing time

误差Error

平方和

Sum of square

6 390.43

155.92

995.35

269.67

5 055.54

自由度

Degrees of freedom

2

2

2

2

27

均方

Mean square

3 195.21

77.96

497.68

134.84

187.24

F值

F value

17.06**

0.42

2.66

0.72

p-值
p-value

0.000 10

0.66

0.09

0.50

注：**表示在 0.01 水平差异极显著。

Note: ** indicates significant difference at 0. 01 level.

时间＞装载时间＞PVS2处理时间＞预培养蔗糖浓

度，与极差分析结果一致。

2.2 超低温保存单因素试验

单因素试验均在正交试验筛选出的最优方案下

进行，只变化单因子，其他处理按0.5 mol·L-1蔗糖预

培养液处理2 d、装载20 min、PVS2处理120 min的最

佳处理组合进行。

2.2.1 预培养蔗糖浓度对扁桃超低温保存后的影

响 为使‘莎车14号’扁桃休眠茎尖逐步脱水，将已

剥好的扁桃茎尖直接放置在含MS的不同浓度蔗糖

预培养液上培养2 d，结果见图1。试验结果表明，不

同预培养蔗糖浓度对扁桃茎尖的成活率影响较大，

随着预培养蔗糖浓度的增加，扁桃超低温保存后成

活率逐渐增加而后下降。预培养蔗糖浓度为 0.5

mol ·L-1时成活率最高，达 87.74%，显著高于其他各

处理，比对照0 mol·L-1的预培养蔗糖浓度成活率高

70.31%，蔗糖浓度为0.7 mol·L-1时成活率降低，原因

可能是随着蔗糖浓度增加，扁桃植株细胞渗透能力

逐渐增加，使细胞组织水分含量降低，当蔗糖浓度为

0.7 mol·L-1时，细胞产生了渗透胁迫，使部分细胞失

去活力，成活率降低。

2.2.2 装载液处理时间对扁桃超低温保存后的影

响 为了进一步降低扁桃组织的含水量，避免由于

渗透压变化剧烈对材料所造成的伤害，用一种高浓

度的冷冻保护混合液（即装载液）进行在不同时间内

处理，试验结果见图 2。用装载液处理不同时间扁

桃芽的成活率均比对照（装载 0 min）高，其中装载

20 min 扁桃成活率最高，达 80.56%，显著高于其他

装载时间，比对照高72.98%。装载0、10、40min扁桃

成活率差异不显著（P < 0.05）。试验中‘莎车14号’

扁桃处理时间过短装载液不能起到缓冲作用，成活

率低，但装载时间超过30 min，扁桃组织易受装载液

的毒害而使成活率下降。

2.2.3 PVS2 脱水处理对扁桃超低温保存后的影

响 玻璃化过程是超低温保存最重要的步骤。笔者

用玻璃化保护液PVS2处理脱去‘莎车 14号’扁桃组

织中过多的水分，使扁桃组织能够达到完全玻璃化，

并让冷冻保护液渗入细胞从而减轻在超低温保存过

程中细胞所受的伤害，结果见图3。试验发现，随着

PVS2处理时间的增加，扁桃组织的成活率增加，但

超过120 min后，扁桃材料由于受PVS2的毒害，成活

率反而降低。玻璃化保护液PVS2处理 120 min时，

扁桃茎尖存活率最高，达 85.44%，显著高于其他处

理，对照（0 min）与30 min处理下扁桃超低温保存的

图 2 装载时间对保存后成活率的影响

Fig. 2 Effect of loading time on survival rate after

cryopreservation
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成活率无显著差异（P < 0.05）。

2.2.4 冻存后扁桃茎尖恢复培养 扁桃茎尖经过小

滴玻璃化超低温保存后，能够恢复生长（图 4）。将

‘莎车14号’扁桃茎尖超低温保存15 d后化冻，洗去

保护液，无菌纸吸干残留于茎尖表面的溶液，接种于

恢复培养基上，24 ℃暗培养 5 d，弱光培养 5 d，转入

正常光照条件下培养，14 d后休眠茎尖长出小幼芽，

变绿（图 4-A）；继续培养 40 d，茎尖长成幼小植株

（图 4-B），成活率为 80.44%。图 5 是扁桃休眠茎尖

未经超低温保存在24 ℃正常光照培养下的苗，图4-

B 为茎尖经小滴玻璃化超低温保存后恢复培养的

苗，2者形态上无明显差异。

2.3 恢复培养基对扁桃休眠茎尖成活率的影响

‘莎车14号’扁桃休眠茎尖经过0.5 mol· L-1蔗糖

预培养液处理 2 d、装载 20 min、PVS2处理 120 min

后，放入含新鲜PVS2小滴的铝箔纸上超低温保存，经

化冻后转入不同恢复培养基上，结果见表4。可以看

出，不同恢复培养基对扁桃休眠茎尖超低温保存后

存活率的影响差异显著，处理 2 中 MS+0.3 mg· L-1

6-BA+0.5 mg· L-1 IAA+0.3 mg· L-1 GA3培养基扁桃成

活率最高，达80.44%，苗绿且直接长成植株；而另外

2个处理成活率不高，处理1中扁桃休眠茎尖恢复培

养时易产生愈伤组织，而处理 3培养基中恢复培养

的休眠茎尖长出后叶片易卷曲发黄。

表 4 恢复培养基对扁桃超低温保存后成苗率的影响

Table 4 Effect of recovery medium on seedling rate of

almond after cryopreservation

处理
Process

1

2

3

恢复培养基
Recovery medium

MS+1.0 mg· L- 1 6- BA+0.1 mg· L- 1

IAA

MS+0.3 mg· L- 1 6- BA+0.5 mg· L- 1

IAA+0.3 mg· L- 1 GA3

MS+0.3 mg· L- 1 6- BA+0.5 mg· L- 1

IAA+1.0 mg· L- 1 GA3

成活率
Survival rate/%

23.50 c

80.44 a

62.16 b

2.4 小滴玻璃化法对4个扁桃品种超低温保存后的

影响

按照正交优化试验和单因素试验结果，运用优

化的方案分别对‘莎车 14 号’‘莎车 11 号’‘莎车 1

号’和‘莎车18号’的休眠茎尖进行小滴玻璃化超低

温保存试验，即将剥好的休眠茎尖用 0.5 mol ·L-1蔗

糖预培养液处理 2 d，装载 20 min，PVS2 处理 120

min，放入含新鲜PVS2小滴的铝箔纸上超低温保存，

之后化冻恢复测其成活率。由图6可以看出，‘莎车

图 3 PVS2处理时间对保存后成活率的影响

Fig. 3 The effect of PVS2 treatment time on survival rate

after cryopreservation
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图 4 冻存后扁桃茎尖恢复培养

Fig. 4 Recovery culture of almond shoot tips after

cryopreservation
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图 6 超低温保存后优化试验

Fig. 6 Optimization test after cryopreservation
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14号’‘莎车11号’‘莎车1号’和‘莎车18号’4个扁

桃品种采用最佳处理方案进行超低温保存后成活率

分别为 86.67%、87.41%、85.44%和 83.02%，品种间

无显著差异。

3 讨 论

正交试验法是研究多因素、多水平的一种试验

设计方法，能够大幅度减少试验处理数，且不会降低

试验可行度的方法，是一种高效、快速、经济的试验

设计方法，可在研究中取得事半功倍的效果[22]。笔

者采用正交设计对扁桃休眠茎尖进行了超低温保

存，通过极差和方差分析可知，预培养时间是扁桃休

眠茎尖超低温保存后成活率高低的主要因素，这与

王跃华等[23]对华重楼超低温保存的正交试验结果类

似，其原因可能是预培养液渗入细胞内，经过一段适

宜的预培养时间，使细胞进行保护性脱水，细胞达到

超低温保存后最好的生理状态，有效避免由细胞内

外冰晶形成所造成的破坏。

选择适当的材料对超低温保存后植株的成活率

起决定因素。陈加利等[11]发现用‘莎车 18号’扁桃

茎尖进行包埋玻璃化超低温保存后成活率仅为

52.0%。Channutapipat等[24]用一步超低温法保存了2

种扁桃接穗及砧木的茎尖，成活率分别为 87.5%、

60.0%和 72.5%。试验均将扁桃茎尖进行组培后形

成的试管苗在4 ℃低温条件下驯化21~28 d，使整个

试验时间延长，部分苗叶片发黄，愈伤组织发褐，后

期操作易受污染。休眠茎尖由于经受了冬季的深冷

驯化和具有较低的含水量，因而成为超低温保存的

良好试材[25]。在杏[26]、柿[27]、麻花秦艽[28]等植物直接

选用休眠茎尖进行试验，减少了低温驯化这一步，简

化了整个试验程序。笔者选用‘莎车 14号’扁桃休

眠芽，直接用 0.5 mol· L-1的蔗糖预培养液培养 2 d，

获得较好的试验效果，污染率降低了，操作过程中的

繁琐步骤减少了，超低温保存后的成活率提高了，为

85.44%，从而为建立和优化扁桃超低温保存体系提

供了理论基础。

小滴玻璃化法操作简单、存活率高，具有一定的

广适性，此程序可广泛应用于同属的多个品种或者

基因型[15]。张守梅等[18]采用小滴玻璃化法对15个香

蕉品种的茎尖材料进行保存，存活率均在20%以上，

认为小滴玻璃化法可以广泛地应用于香蕉的超低温

保存中。笔者将‘莎车 14号’小滴玻璃化超低温保

存的正交试验优化结果运用到‘莎车 1号’‘莎车 11

号’和‘莎车18号’上，获得较好的试验效果，超低温

保存后的成活率均超过 80%，究其原因可能是小滴

玻璃化法具有良好的冻存效果，整个程序简单，在冷

冻和化冻时由于铝箔纸具有较好的热传导性，冷冻

时，铝箔纸上PVS2小滴内休眠茎尖与液氮接触，降

温速度快，均一晶核少，减少了冰晶对细胞的损伤；

化冻时从液氮中取出的扁桃休眠茎尖放入 40 ℃洗

涤液中，材料受热均匀，形成次生结冰的概率降低，

从而提高了扁桃超低温保存后的成活率。白建明

等[29]以‘坝 10’马铃薯为材料，建立了小滴玻璃化保

存程序，存活率为79.91%，4个马铃薯品种成活率差

异显著，而笔者利用小滴玻璃化超低温保存了 4个

扁桃品种，差异却不显著，这可能受扁桃自身因素的

影响，超低温保存后成活率均超过 80%。小滴玻璃

化法是否能广泛应用在扁桃其他种质资源上还有待

进一步试验验证。

4 结 论

用小滴玻璃化超低温保存技术能成功保存扁桃

休眠茎尖。将灭菌过的休眠茎尖，剥去外部鳞片后，

用0.5 mol· L-1预培养蔗糖液处理2 d，装载液处理20

min，0 ℃下用 PVS2脱水处理 120 min，放入含新鲜

PVS2小滴的铝箔纸上超低温保存 24 h 后，浸入用

40 ℃温水预热过的洗涤液（1.2 mol· L-1蔗糖的MS）

中 30 s，然后再将休眠茎尖转入新鲜的洗涤液中洗

涤30 min，在MS+0.3 mg· L-1 6-BA+0.5 mg· L-1 IAA+

0.3 mg· L-1 GA3恢复培养基中暗培养7 d后转到正常

光照下培养扁桃，成活率高达 80.00%，建立了扁桃

休眠茎尖小滴玻璃化法超低温保存体系。
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