
 

彭颖，陈友锋，乔谦，等. 红丽海棠茎尖超低温保存技术研究 [J]. 福建农业学报，2023，38（5）：566−573.

PENG Y, CHEN Y F, QIAO Q, et al. Cryopreservation of Malus Red Splendor Crabapple Shoots [J]. Fujian Journal of Agricultural Sciences，2023，

38（5）：566−573.

红丽海棠茎尖超低温保存技术研究

彭    颖，陈友锋，乔    谦，刘    燕*

（花卉种质创新与分子育种北京市重点实验室/国家花卉工程技术研究中心/城乡生态环境北京实验室/林木花卉遗传育

种教育部重点实验室/北京林业大学园林学院，北京　100083）

摘    要：【目的】 建立红丽海棠超低温保存技术体系，实现其种质资源保存。【方法】 以红丽海棠茎尖为试材，研

究蔗糖预处理浓度和时间、装载处理时间、PVS2处理时间对其超低温保存后的存活率的影响，并在此基础上，在

超低温保存程序中的不同环节添加 3种抗氧化剂 [过氧化氢酶（Catalase, CAT）、抗坏血酸（Ascorbic acid, AsA）和

谷胱甘肽（Glutathione, GSH）]和 2种细胞程序性死亡（PCD）抑制剂 [（乙烯利 Ethephon, Eth）和 NO供体（Sodium
Nitroprusside, SNP）]，探讨其对茎尖冻后存活率的影响。【结果】  （1）红丽海棠茎尖的玻璃化保存程序为：首先

将红丽组培苗切为 4～5 mm带顶芽茎段，接种在含 0.7 mol·L−1 蔗糖的预培养基后放入 4 ℃ 冰箱冷锻炼 2 d；再将其

切成约 1.5～2.0 mm的茎尖，置于 Loading溶液中，在室温下处理 20 min，随后于 0 ℃ 下 PVS2溶液处理 90 min，立

即投入液氮冻存；需用时将其从液氮罐取出后，快速放入 38 ℃ 水浴中化冻 1 min，再用 Unloading溶液在室温下震

荡洗涤 2次，每次 10 min。采用此方法红丽海棠茎尖液氮冻后存活率为 66.58%，恢复生长率为 16.67%。（2）不同

浓度的外源添加剂对红丽海棠冻后存活率影响不同。其中，CAT、AsA和 GSH最佳添加浓度分别为 200 U·ml−1、400
μmol·L−1 和 0.04 μmol·L−1，较对照冻后存活率分别提高了 20.28%、6.75%和 27.61%，添加 Eth和 SNP没有显示明显的

正向作用。【结论】  红丽海棠茎尖可以实现超低温保存，外源添加适宜浓度 GSH、CAT、AsA可以提高液氮冻存

后率，效果最好的 GSH可将恢复生长率从 16.67%提高到 41.39%。
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Cryopreservation of Malus Red Splendor Crabapple Shoots
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Abstract: 【 Objective】    Cryopreservation  technology  was  applied  for  the  conservation  of  the  ornamental  Malus  Red
Splendor  crabapple  germplasm. 【Methods】    Sucrose  concentration and time for  pretreatment  as  well  as  conditions  for  the
subsequent  loading,  PVS2,  and  unloading  treatments  on  the  shoot  tips  of  Malus  spp.  were  studied.  Under  the  selected
preservation conditions, additional improvement on the post-freezing survival of the shoots by application of antioxidants (i.e.,
CAT,  AsA,  and  GSH) and  PCD inhibitors  (i.e.,  Eth  and  SNP)  was  explored. 【Results】    (1)  The  procedures  employed for
vitrification to preserve the shoots included cutting the histoponic seedlings into 4-5 mm segments containing terminal buds,
inoculating the cut stems segments in a pre-culture medium containing 0.7 mol·L−1 sucrose at 4 ℃ for 2 d, cutting the tips into
approximately 1.5-2 mm in length and placing in a loading solution for 20 m at room temperature, treating with PVS2 solution
for 90 m at 0 ℃ followed by immediate submerging in liquid nitrogen, removing the cryogenically frozen tips to rapidly thaw
them in a water bath at 38 ℃ for 1 m, and rinsing twice with an unloading solution at room temperature with constant shaking
for  10 m each time.  The post-cryopreservation survival  rate  of  the shoot  tips  was 66.58%, and 16.67% of them recovered to
grow as normal. (2) The best improvement by the addition of various agents was found to be CAT at 200U·mL−1, AsA at 600
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μmol·L−1,  and  GSH  at  0.04  μmol·L−1,  which  increased  the  post-freezing  survival  rate  by  20.28%,  6.75%,  and  27.61%,
respectively,  over  control.  On  the  other  hand,  the  addition  of  Eth  or  SNP  posted  no  significant  effect  on  the  tip  survival.
【Conclusion】   The survival rate of the post-cryopreservation Malus Red Splendor shoot tips could be further improved by
the addition of  GSH, CAT or  AsA in appropriate  concentration.  GSH could most  significantly  raise  the rate  of  viable  plants
after the cryopreservation from 16.67% to 41.39%.

Key words: Ornamental crabapple；cryopreservation；antioxidants；programmed cell death

 

 0    引言

【研究意义】植物种质资源的收集与保存是植

物研究重要内容，其中超低温保存作为植物组织和

细胞长期保存的理想方法，尤其适合营养繁殖作物

的茎尖或分生组织的保存，具有直接再生完整小植

株、减少遗传变异等优点[1]。海棠是蔷薇科（Rosaceae）

苹果属（Malus）中果径较小（≤5 cm）的落叶乔木

或小乔木，其中观赏海棠（Malus sp.）观赏价值高，

是重要的优质绿化树种，研究海棠茎尖超低温保存

在生产上具有重要意义。【前人研究进展】超低温保

存后较高的存活率和再生率是主要的技术目标，已

有研究显示，玻璃化超低温保存中活性氧（Reactive

oxygen species, ROS）诱导的氧化应激是引起植物材

料冻存后存活率下降的原因之一，因此，可以采用

外源抗氧化剂来保护机体在超低温保存中免受伤

害，如过氧化氢酶（Catalase, CAT）[2]、超氧化物歧

化酶（Superoxide dismutase, SOD）[3] 等酶类抗氧化剂

以及抗坏血酸（Ascorbic  acid,  AsA）[4] 和谷胱甘肽

（Glutathione, GSH）[5] 等非酶类抗氧化剂，均可以有

效降低 ROS生成量，减少氧化应激的发生，显著改

善 超 低 温 保 存 效 果 。 此 外 ， 细 胞 程 序 性 死 亡

（Programmed cell death, PCD）作为一种基因编码主

动性的死亡方式，在植物超低温保存中也扮演了重

要的角色，添加细胞凋亡抑制剂 D-CHO[6]、NO供体

（Sodium  Nitroprusside,  SNP）[7] 和 乙 烯 （乙 烯 利

Ethephon, Eth）[8] 等抑制 PCD发生的物质可以提高存

活率。【本研究切入点】目前除了对苹果属一些种

类有少量超低温保存[9−12]，特别是涉及观赏海棠的超

低温保存研究极少，而极具观赏价值的北美海棠品

种之一——红丽海棠（Malus Red Splendor）超低温

保存鲜见报道。【拟解决的关键问题】本文以红丽

海棠茎尖为试材，研究其超低温保存技术程序，探

讨添加不同含量的抗氧化剂及 PCD抑制剂对茎尖超

低温保存冻后存活率的影响，建立红丽海棠玻璃化

超低温保存技术程序，为观赏海棠种质资源保存提

供一种技术思路，并为抗氧化剂和 PCD抑制剂在超

低温保存中的应用提供参考。

 1    材料与方法

 1.1    试验材料

供试材料为观赏海棠品种红丽，以健康且带有

饱满腋芽的当年生枝条为外植体（采自国家植物园

海棠栒子园），在 1/2MS+1.5 mg·L−1 6BA+0.1 mg·L−1

IAA的培养基中诱导无菌苗，并于 1/2MS+1.0 mg·L−1

6-BA+0.5 mg·L−1 IAA的培养基中进行继代培养，诱

导 和 继 代 培 养 条 件 ：（23±3）℃， 光 照 强 度 40

μmol·m−2·s−1，光照时间 14 h·d−1，取生长旺盛的组培

苗用于超低温保存试验。

 1.2    试验方法

 1.2.1   茎尖玻璃化法超低温保存　  根据初步预试验

设置玻璃化超低温保存的基本程序，再采用“逐步单

因子法”对关键环节进行优化。（1）预培养：将红

丽组培苗切成 5 mm左右的带顶芽茎段，分别接种在

不同蔗糖浓度（0.1、0.3、0.5、0.7、0.9 mol·L−1）的

MS培养基中 4 ℃ 下培养 2 d，然后继续下述程序：

（2）装载（Loading）：在双目解剖镜下，用镊子和

手术刀切下带 3～4片叶原基、大小为 1.5～2.0 mm
的茎尖；将切下的茎尖放入 1.5 mL 装有 1 mL MS溶

液的离心管中，吸出离心管中的MS溶液，加入 1 mL
Loading溶液（2 mol·L−1 丙三醇+0.4 mol·L−1 蔗糖，蒸

馏水配置， pH  5.8），在室温下静置处理 30  min；
（3）PVS2处理：吸出离心管中的 Loading溶液，加

入 1mL PVS2溶液 [30%（m/V）丙三醇+15 %（m/V）
乙二醇+15%（m/V）二甲基亚砜+0.4  mol·L−1 蔗糖，

1/2MS盐溶液配置，pH 5.8]，在 0 ℃ 于冰浴中处理

90 min；（4）液氮冻存：更换新的 1 mL PVS2溶液

后，封紧离心管口，立即投入液氮，冻存1 h；（5）化冻：

将装有 PVS2和茎尖的离心管从液氮中取出，迅速

放入38 ℃ 水浴中化冻1 min；（6）去装载（Unloading）：

将离心管中的 PVS2溶液吸出，加入 Unloading溶液

（用 1/2MS盐溶液配置的 1.2 mol·L−1 蔗糖，pH 5.8）
后在室温下震荡洗涤 2次，每次 10 min。然后用于存

活率或恢复生长率测定。相关步骤示意图见图 1。
关键环节的优化：在获得适宜预培养蔗糖浓度

基础上，分别设置不同预处理时间（1、2、3 d），不

同Loading溶液处理时间（0、10、20、30、40 min）和
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不同 PVS2溶液处理时间（0、30、60、90、120 min），

每个优化环节之前的步骤采用上一步已优化的处理

方法，之后的步骤采用上述基本程序，直至完成所

有关键环节的优化。每处理 10～15个茎尖，重复 3次。

 1.2.2   存活率测定　 采用氯化三苯基四氮唾（TTC）
法检测冻存后茎尖的存活率。将经过 Unloading溶液

处理的茎尖置于含 0.4%（m/V）的 TTC溶液的离心

管中，再放入 37 ℃ 的水浴中黑暗处理 30 min，将茎

尖取出后，置于体视显微镜下，观察其染色情况。

顶端分生组织被染红的茎尖记为存活的茎尖，而未

被染红的茎尖记为死亡的茎尖。存活率 /%=(被染红

的茎尖 /所有经过 TTC处理的茎尖)×100%。每处理

10～15个茎尖，重复 3次。

 1.2.3   恢复生长率测定　  将经过液氮保存后的茎尖

接种于 MS培养基中暗培养 2周后，然后转入正常光

照条件（与组织培养的条件相同）下培养，茎尖长

叶记为恢复生长。每处理 10～15个茎尖，重复 3次。

 1.2.4   外源抗氧化剂和 PCD抑制剂的添加　 在建立

的玻璃化超低温保存程序的基础上，根据课题组前

人研究结果 [4,  7−8,  13]，分别在预培养基中添加 Eth
（100、200、400、800 mg·L−1）；在 Loading溶液中

添加 CAT，使其终浓度分别为 50、100、200、400
U·mL−1 和硝普钠（SNP），使其终浓度分别为 50、100、
200、1 000 μmol·L−1；在 PVS2溶液中添加 GSH，使

其终浓度分别为 0.04、0.08、0.16、0.32 μmol·L−1；在

Unloading溶液中添加 AsA，使其终浓度分别为 100、
200、400、600 μmol·L−1，各处理均以原溶液为对照。

 1.2.5   数据处理及分析　  采用 SPSS 26.0和 Excel软

件分别对试验数据进行单因素方差分析和数据整

理、图表绘制。

 2    结果与分析

 2.1    红丽海棠茎尖玻璃化超低温保存程序的建立

 2.1.1   预培养基蔗糖浓度对液氮冻存后茎尖存活率的

影响　  将红丽海棠带顶芽茎段分别在含 0.1、0.3、
0.5、0.7、0.9 mol·L−1 蔗糖的预培养基上进行 2 d的培

养，之后采用后续的基本程序，测定液氮冻存后茎

尖存活率。如图 2所示，茎尖冻后存活率随蔗糖浓

度的升高先上升再下降，0.3 、0.5 、0.7 mol·L−1 蔗糖

浓度培养的茎尖存活率没有显著差异，但 0.7 mol·L−1

蔗糖浓度的预培养基上茎尖冻后存活率最高，为
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A.红丽海棠组培苗；B.预培养；C.切取 1.5～2.5 mm茎尖；D.茎尖在离心管中；E.经 TTC染色变红（左）与未染色（右）的茎尖；F.冻后

茎尖接种到恢复培养基中。

A: Crabapple tissue culture; B: pre-culture; C: 1.5-2.5 mm cut of shoot tip; D: shoot tip segment in centrifugal tube; E: TTC stained red (left) and original

(right) shoot tips; F: post-frozen shoot tips inoculated on recovery medium.

图 1    茎尖玻璃化超低温保存及存活率检测

Fig. 1    Survival rate of post-cryopreservation shoot tips
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不同小写字母表示不同差异显著 (P＜0.05)，下同。

Different  lowercase  letters  indicate  different  significant  differences

(P＜0.05), same as below.

图 2    预培养基蔗糖浓度对液氮冻存后茎尖存活率的影响

Fig. 2    Effect of sucrose concentration in pretreatment medium
on survival rate of post-cryopreservation shoot tips
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76.54%，显著高于 0.1 、0.9 mol·L−1 蔗糖浓度。因此

红丽海棠超低温保存程序中预培养基的最适蔗糖浓

度为 0.7 mol·L−1，浓度过低过高则会降低茎尖的存活率。

 2.1.2   预处理时间对液氮冻存后茎尖存活率的影响　

 将带顶芽的红丽海棠茎段接种于含 0.7 mol·L−1 蔗糖

的 预 培 养 基 上 ， 在 4 ℃ 条 件 下 分 别 培 养 1 、 2
和 3 d，继续超低温保存基本程序的后续环节，液氮

冻存后红丽茎尖存活率见图 3。随预处理时间的增

加，茎尖存活率逐渐升高，在 2 d时存活率最高达

到 79.24%，后又下降。表明液氮冻后茎尖存活率受

预培养环节冷锻炼时间的影响，适宜时长可以提高

茎尖的抗冻能力。
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图 3    预处理时间对液氮冻存后茎尖存活率的影响

Fig. 3    Effect  of  pretreatment  time  on  survival  rate  of  post-
cryopreservation shoot tips

 

 2.1.3   Loading溶液处理时间对液氮冻存后茎尖存活

率的影响　 红丽海棠茎段在含 0.7 mol·L−1 蔗糖浓度

的预培养 2 d后，将茎尖分别在 Loading溶液中处理

不同时间，继续超低温保存基本程序的后续环节，

从液氮取出化冻后茎尖存活率的结果如图 4所示。

Loading处理 20 min时茎尖存活率最高，为 60.61%，

而随着处理时间的继续延长逐渐下降，处理 40 min
时的茎尖存活率为 0。因此，Loading溶液处理时间

不宜过长，否则可能会造成茎尖过度脱水而降低存

活率。红丽海棠茎尖超低温保存的适宜 Loading处理

时间为 20 min。
 2.1.4   PVS2溶液处理时间对液氮冻存后茎尖存活率

的影响　 红丽海棠茎段在 4 ℃ 下，含 0.7 mol·L−1 蔗

糖浓度的预培养基上培养 2 d后，Loading溶液处理

20 min，分别采用 PVS2溶液处理不同时间，继续超

低温保存基本程序的后续环节，结果如图 5。未经

PVS2溶液处理的茎尖全部死亡，说明 PVS2处理对

玻璃化超低温保存过程起着至关重要的作用，随处

理时间的增加，茎尖冻后存活率逐渐升高，处理

90 min时茎尖存活率最高，为 62.88%，后随时间的

延长而显著下降。红丽海棠茎尖超低温保存 PVS2处

理适宜时间为 90 min。
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图 5    PVS2 溶液处理时间对液氮冻存后茎尖存活率的影响

Fig. 5    Effect  of  PVS2  treatment  time  on  survival  rate  of  post-
cryopreservation shoot tips

 

 2.2    外源添加剂对茎尖超低温保存效果的影响

 2.2.1   预培养环节添加外源 Eth对液氮冻存后茎尖存

活率的影响　 在红丽海棠茎尖超低温保存中预培养

环节添加 4个质量浓度的外源 Eth，继续超低温保存

优化后的后续环节，茎尖冻后存活率见图 6。添加

100～400 mg·L−1 与对照没有显著差异，200 mg·L−1
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图 4    Loading 溶液处理时间对液氮冻存后茎尖存活率的影响

Fig. 4    Effect of loading solution treatment time on survival rate
of post-cryopreservation shoot tips
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图 6    外源 Eth 对液氮冻存后茎尖存活率的影响

Fig. 6    Effect  of  added  Eth  on  survival  rate  of  post-
cryopreservation shoot tips
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时存活率稍高，而 100 、400 mg·L−1 时存活率稍低，

而质量浓度过高时（800 mg·L−1）存活率显著下降。

说明在预培养环节导入 200 mg·L−1Eth时可能起到一

定保护作用，小幅度提高冻后存活率，高浓度反而

会导致其存活率降低。

 2.2.2   Loading环节添加外源 CAT或 SNP对液氮冻存

后茎尖存活率的影响　 采用预培养优化方案后，在

Loading环节添加不同浓度的外源 CAT，之后继续超

低温保存优化后的后续环节，茎尖液氮冻存后存活

率见图 7。添加 200 U·mL−1 时，茎尖的存活率最高，

为 86.67%，显著高于其他处理；含量为 50 U·mL−1 稍

有提高，但差异不显著，其余含量显著下降。由此

可知，Loading环节添加适宜浓度的外源 CAT浓度可

以发挥抗氧化保护作用，显著提高茎尖冻后存活率。
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图 7    外源 CAT 对液氮冻存后茎尖存活率的影响

Fig. 7    Effect  of  added  CAT  on  survival  rate  of  post-
cryopreservation shoot tips

 

采用预培养优化方案后，在 Loading环节添加不

同浓度的外源 SNP，之后继续超低温保存优化后的

后续环节，茎尖超低温保存后存活率如图 8所示。

各浓度处理后冻后存活率均下降，但添加 100和 1 000
μmol·L−1SNP时与对照无明显差异，而添加 50和 200
μmol·L−1SNP时存活率显著下降，相比对照分别降低

了 23.25%和 13.25%。表明对 PCD有拮抗作用的

SNP在这里没有显示其作用。

 2.2.3   PVS2环节添加外源GSH对液氮冻存后茎尖存活率的

影响　  采用优化的预培养和 Loading方案后，在

PVS2环节添加不同浓度的外源 GSH，之后继续超低

温保存后优化的后续环节，茎尖液氮冻存后存活率

见图 9。添加各种浓度的 GSH，较对照均显著提高了

茎尖冻后的存活率，其中导入浓度为 0.04 μmol·L−1

时存活率最高，为 94.19%。由此表明，在 PVS2环

节导入外源 GSH可有效发挥抗氧化保护作用，提高

存活率。
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图 9    外源 GSH 对液氮冻存后茎尖存活率的影响

Fig. 9    Effect  of  added  GSH  on  survival  rate  of  post-
cryopreservation shoot tips

 

 2.2.4   Unloading环节添加外源 AsA对液氮冻存后茎尖

存活率的影响　 采用优化的保存程序后，在Unloading
环节导入不同浓度的外源 AsA，茎尖超低温保存后

存活率如图 10所示，除 200  μmol·L−1 存活率下降

外，其余浓度均可提高冻后存活率，效果最好的浓

度为 400 μmol·L−1，说明外源 AsA起到了一定的抗氧

化保护作用，小幅度提高了存活率。
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图 10    外源 AsA 对液氮冻存后茎尖存活率的影响

Fig. 10    Effect  of  added  AsA  on  survival  rate  of  post-
cryopreservation shoot tips

 

 2.3    红丽海棠茎尖超低温保存后恢复培养

采用优化后的超低温保存程序，在 PVS2环节添
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图 8    外源 SNP 对液氮冻存后茎尖存活率的影响

Fig. 8    Effect  of  added  SNP  on  survival  rate  of  post-
cryopreservation shoot tips
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加 0.04 μmol·L−1 的外源 GSH，之后继续超低温保存

后优化的后续环节，并进行恢复培养。没有添加 GSH

的对照组恢复生长率为 16.67%，添加 0.04 μmol·L−1

外源 GSH的恢复生长率为 41.39%，提高了 24.73%。

 3    讨论

冷锻炼能够提高植物茎尖的抗冻能力 [14]，通过

在含有一定浓度的高糖、山梨醇或 DMSO的培养基

中培养植物茎尖，可以显著提高冻存后茎尖的存活

率 [15]。在大部分苹果属玻璃化超低温保存中，都至

少需要 3～4周的 4 ℃ 或 5 ℃ 的冷锻炼[16−19]。本试验

通过 4 ℃ 预培养，起到冷锻炼作用，预培养 2 d，超

低温保存后的茎尖存活率可到 79.24%。在苹果属其

他茎尖超低温保存的研究中，有不使用 Loading处理

直接脱水处理[20−22]，本试验不经 Loading溶液处理也

可达到 36.11%的存活率，但经 Loading溶液处理

20 min的茎尖冻后存活率更高，因为装载阶段是实

现玻璃化而脱水处理的过渡阶段，能够避免高浓度

玻璃化溶液引起的剧烈渗透变化导致的材料损伤。

另外在本试验中 0 ℃ 条件下 PVS2处理 90 min后茎

尖冻后存活率最高，也有研究在室温下进行脱水处

理，如将苹果品种嘎啦、望山红在室温下用 PVS2处

理30 min[10] 或40 min[11] 后再生率分别为55.6%和17.9%，

但 Uragami等 [23] 认为低温能降低玻璃化溶液的高渗

作用导致的植物损伤，因此在大多数植物的超低温

研究中，玻璃化步骤均在 0 ℃ 下进行[24, 25]。

ROS是需氧生物中细胞有氧代谢的副产物，在

正常状态下，机体可以在 ROS的产生和清除之间保

持动态平衡，但当 ROS在逆境胁迫下产生过量时，

自身的抗氧化系统，包括 CAT、SOD和 POD等酶

类，以及 AsA和 GSH等非酶类系统会协同作用清除

抵抗 ROS可能带来的伤害，但当抗氧化能力不足以

清除过量的 ROS时，机体就会出现氧化应激。这启

发研究人员们通过导入外源抗氧化剂来抵御氧化损

伤，研究证明外源 CAT[4, 13, 26]、AsA[4, 27] 和 GSH[6] 均

有抑制氧化应激的作用。本研究结果也显示，外源

抗氧化剂 CAT、AsA和 GSH可以提高红丽海棠茎尖

冻后存活率，说明外源抗氧化剂可能抑制了 ROS
造成的氧化损伤。3种外源抗氧化剂在不同环节中使

用，分别提高了红丽海棠茎尖冻后存活率 20.28%、

6.75%、27.61%。

PCD作为一种自发性、有序的细胞死亡方式，

受基因调控，是生物生活的基本过程。多项研究表

明植物 PCD存在于植物的各个生长发育过程及植物

对非生物胁迫的响应中 [28]。有研究显示超低温保存

中预培养是 PCD的一个信号起始环节，PCD相关调

控基因显著上调 [7]，由于细胞凋亡存在一定的延迟

性，预培养后的 Loading环节也成为超低温保存中

PCD研究的另一重要环节。本试验在预培养和

Loading环节添加了 PCD抑制剂，结果显示预培养环

节添加外源 Eth只是小幅度提高了红丽海棠茎尖冻后

存活率，而在 Loading环节添加外源 SNP冻后存活

率反而下降了，SNP通过抑制 PCD信号分子 NO而

其作用，而 NO调控 PCD具有双重作用，可以促进

PCD的发生 [29, 30]，也可以抑制 PCD的发生 [31, 32]，而

添加环节对 NO在 PCD发生的作用也十分关键，如在

春石斛类原球茎中预培养环节导入 NO供体（SNP）

促进了 PCD的发生，降低了存活率，而在 Loading环

节添加则抑制了 PCD的发生 [7]，故推测外源 SNP对

不同的植物和不同添加环节可能有不同的影响效果。

 4    结论

红丽海棠茎尖采用以下程序可以实现超低温保

存：取组培苗 4～5 mm带顶芽茎段，接种在含 0.7

mol·L−1 蔗糖的预培养基，4 ℃ 冰箱培养 2 d；切取

1.5～2.0 mm的茎尖，Loading溶液室温下处理 20 min；

PVS2溶液 0 ℃ 下处理 90 min，可存入液氮保存；需

用时将其取出放入 38 ℃ 水浴快速化冻 1 min；在室

温下 Unloading溶液震荡洗涤 2次，每次 10 min；进

行恢复培养，存活率为 66.58%，恢复生长率为 16.67%。

在 Loading、PVS2和 Unloading环节导入适宜浓度的

抗氧化物质 CAT、GSH、AsA可明显提高冻后存活

率，最佳添加量分别为 200  U·ml−1、 0.04  μmol·L−1

和 400 μmol·L−1，较对照存活率分别提高了 20.28%、

27.61%和 6.75%，而添加 PCD抑制剂没有显示明显

作用
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