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木本植物种质资源超低温保存研究进展 
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摘 要：超低温保存是目前木本植物长期保存的理想方法。综述国内外超低温保存技术在木本植物种质资源保存

方面的应用现状和超低温条件下的低温伤害及细胞超微结构改变，阐述超低温保存技术的发展及各类超低温保存

技术的优缺点和影响因素，指出广谱适用性问题、保存方法的可重复性问题和可操作性问题、投入产出问题是影

响超低温保存技术推广应用的主要问题，认为扩大超低温保存木本植物资源的种类、根据植物种类和外植体类型

发展相应的超低温保存技术、根据保存目的合理选取保存材料及其保存方法、优先发展经济优势物种的保存技术、

增加财政投入以研发新型超低温保存技术是解决上述问题的重要途径。 
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Abstract: Cryopreservation is considered to be a valuable solution for long-term storage of plant germplasm especially 
for woody plant species．In this article, we summarized the application of cryopreservation in woody plant species, the 
damage and ultrastructural changes of freezing cell and the development of various cryopreservation techniques and their 
advantages and disadvantages. We pointed out that the spectrum, repeatability and maneuverability of cryopreservation 
plus high investment and low output of this technique were main problems existed at present. To solve these problems, 
various suggestions were put forward, such as expanding the woody plant resources for cryopreservation, developing 
cryopreservation techniques according to plant species, choosing the right conservation materials and methods based on 
the purpose of preservation, giving priority to development of preservation techniques for economic species and raising 
investment for developing new cryopreservation methods.  
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种质资源保存技术是食品安全与农业生物资

源多样性的重要保证。高产、优质和高抗新品种的

筛选与选育离不开丰富的种质资源[1]。品种的单一

区域化栽培替代了高度多样化的地方品种和传统

的农业–生态品种。森林砍伐、城市化进程加快、

环境污染、生境破坏、种质退化、外来物种入侵、

气候改变、市场经济的发展以及土地使用方式的改

变等，均直接或间接导致了植物种质资源遗传多样

性的缺失[1–3]。随着生物技术的发展，植物离体组

织培养技术和分子生物学技术已成为种质资源保

存和管理的重要工具和手段[1,4]，其中超低温(–196 ℃)

保存是目前种质资源长期保存的理想方法[3]。多年
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生木本植物是人类重要的林木用材，是食品、医药

等人类生存物质的重要来源。有许多宝贵的木本植

物资源，如水杉、珙桐、红豆杉等因自然环境恶化

或者过度开采而濒临灭绝。因此，开展多年生木本

植物超低温保存研究具有重大意义。笔者综述近年

来超低温保存技术在木本植物种质资源保存方面

取得的部分成果，以期对多年生木本植物资源进行

超低温保存提供参考。 

1 超低温保存技术在木本植物种质资源保

存中的应用 

超低温保存技术至今已有近 40年的发展历史，

是目前无性繁殖种质资源唯一可靠的中长期保存

方法，可作为大量收集和保存种质资源的有效手

段，已建立了多种保存方法，如二步降温法、预培

养法、干燥法、预培养干燥法、包埋干燥法、玻璃

化法、包埋玻璃化法和小滴冰冻法等[3,5]。超低温保

存技术具有操作简单和适合保存多种种质资源的

优势[5]。可用超低温保存技术保存的的材料种类众

多，如种子、茎段、茎尖、胚、胚状体、花粉、愈

伤组织、悬浮细胞等[3,5–6]。在液态氮的极端低温

(–196 ℃) 或者在其气化温度(–150 ℃) 条件下，超

低温保存种质资源的细胞分化、新陈代谢以及生

理、生化反应都将停止，因此，这些被保存的材料

都具有高度的遗传稳定性。 

植物种质资源保存是育种的重要环节。超低温

保存的最大优势是在理论上可以随时以低成本、占

用最小空间的方式来保存种质资源，不同类型的细

胞、组织和器官均可以作为被保存的材料。超低温

保存技术除了适合保存无性繁殖的植物外，还适合

保存种子繁殖的部分多年生木本植物。部分多年生

木本植物的种子属于顽拗性种子，常规保存或者脱

水保存都会失去活力。利用超低温保存技术可以保

存数量巨大的繁殖材料，以满足生产的需要[3]。 

超低温保存技术除了作为种质资源保存的手

段外，还是获得无病毒苗木的重要途径。在茎尖培

养过程中，利用超低温保存技术或超低温冰冻处

理，或者在超低温保存或超低温冰冻后结合热温疗

法，可以有效去除病毒浸染，获得无病毒苗木[7]。

已有用超低温保存技术获得无病毒苗木的报道[8–9] 

(采用玻璃化超低温保存方法，用 PPV 浸染的李属

种间杂种‘Fvereley–Jaspi’的茎尖，获得了 45%~60%

的无菌材料)。Wang等[10]利用茎尖超低温保存技术

成功去除了葡萄的葡萄 A病毒，脱毒率达 96%，且

脱毒率比单独使用茎尖培养技术高出了 84%。Wang

等[11]利用离体培养技术，将感染悬钩子丛矮病毒病

(RBDV) 的悬钩子通过昼温 38 ℃、夜温 26 ℃处理

28~35 d，然后切取约 1 mm的茎尖进行超低温保存

处理，获得了 33%~35%的 RBDV脱毒苗。 

2 超低温保存的低温伤害与超微结构改变 

在超低温保存过程中，被保存的生物材料主

要在物理和生物化学方面受到伤害，特别是超低

温保存过程中细胞内冰晶形成造成的伤害是不可

逆的[3]。在快速降温过程中，细胞内冰晶的形成会

引起机械损伤；胞间冰晶的形成使细胞动态脱水，

导致细胞损伤。细胞内冰晶的形成起初主要导致细

胞膜伤害[12]。谢玉明[13]通过对预培养荔枝花粉胚性

愈伤组织的超微结构观察，发现预培养可以使细胞

内的液泡化程度降低。细胞内的自由水含量降低是

细胞抗冻能力和抗脱水能力提高的标志；细胞核膜

皱缩导致核孔复合体破裂，细胞核变形，原生质收

缩，各种细胞器及膜结构受到破坏，导致细胞出现

致死伤害。曾继吾等[14]报道番木瓜茎尖细胞在经过

预培养、60% PVS2预处理和PVS2脱水处理后，细

胞质壁分离程度加重，细胞的抗冻力增加；细胞的

严重伤害主要发生在液氮保存的降温及解冻过程

中；部分细胞的细胞壁、细胞膜及细胞核膜均发生

了不可逆的损伤，可能是部分番木瓜茎尖细胞致死

的原因之一。Xu Xiao-bao等[15]认为，猕猴桃茎尖细

胞在超低温冰冻和冻融保存时，细胞壁、细胞膜和

细胞核膜均受到了伤害，但经过PVS2处理后，细胞

发生的质壁分离使猕猴桃茎尖细胞的复活率提高。 

综上所述，通过对超低温保存过程中超微结构

的观察，可以合理解释超低温保存过程中预培养、

预处理、脱水处理等对提高材料超低温保存成活率

的机理，也可为合理选择超低温保存方案提供辅助

手段。 
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3 超低温保存的常用方法 

大多数植物活体细胞含有的自由水和结合水

对 0 ℃以下的低温特别敏感。对这些活体细胞进行

超低温保存前都要进行脱水处理，以避免冰晶伤

害，但细胞过度脱水会造成细胞膜破坏、胞质内溶

液高度浓缩或者蛋白质变性等[4,16]，所以，超低温

保存应尽量减少以上两方面的伤害。 

3.1 传统的超低温保存方法 

传统的超低温保存方法始于对动物细胞的成

功保存。该类方法基于化学冷冻保护剂和慢速降温

程序，主要通过预培养、冷冻保护剂处理、控制降

温速率和转移温度等关键环节，创造合适的保护性

脱水条件，实现超低温保存[17]。根据降温方法，传

统超低温保存方法可分为快速冷冻法和慢速冷冻

法。基于慢速降温法的超低温保存方法又可分为两

步冷冻法和逐级冷冻法等。 

快速冷冻法是一种将材料在特定培养条件下

或者处理后直接投入液氮中保存的方法。该方法操

作简单，所需仪器设备少，较适合于保存一些高度

脱水的植物材料，如种子、花粉和经过冬季低温锻

炼后抗寒性较强的木本植物的枝条和芽[17]等。 

慢速冷冻法是在冷冻保护剂存在的条件下，以

0.1~10.0 ℃/min降温速率从 0 ℃降到－70 ℃后，再

直接浸入液氮中进行冷冻保存的方法。慢速冷冻法

必须借助程序降温仪，技术系统昂贵。两步冷冻法

是先用慢速冷冻法降温(降温速率 0.1~4.0 /min℃ )，

在降至转移温度(－70~－40 ℃) 后保持 0.5~2.0 h，

然后再直接投入液氮中保存。逐级冷冻法是将经 0 ℃

预培养的材料，依次经过不同温度(－10、－15、－23、

－40、－70 ℃等)的冰浴，每个温度梯度保持约 5 

min，然后再直接投入液氮中保存[17]。慢速冷冻法

结合了二甲基亚砜(DMSO) 等化学渗透调节物质

和冷驯化、高渗透物质处理，可以减少因细胞内结

冰而引起的伤害，显著改善细胞忍耐脱水的能力[18]，

适合于保存体积较大、液泡大、含水量较高的植物

材料，现已在细胞愈伤组织和悬浮细胞系的保存方

面取得了较大的成功[19]。针对不同种类植物材料及

其生理状态等采用不同降温程序可以获得较好的

再生率。ŠKRLEP等[20]利用二步降温法成功保存了

红豆杉的悬浮系细胞，冻融后成活率达 90% [20]。马

峰旺等 [21]将杏的愈伤组织经过冷冻保护剂

(10%DMSO+0.5 mol/L山梨醇或葡萄糖)处理后，以

1 ℃/min的降温速率降至－40 ℃，停留 2 h后投入

液氮保存，在 40 ℃水浴中化冻，得到的恢复培养

愈伤组织，该组织的生长与未经超低温保存愈伤组

织生长的差异不显著[21]。徐刚标等[22]将银杏愈伤组

织在含高浓度山梨醇或甘露醇的培养基上预培养 2 d

后，以 10%二甲基亚砜+0.5 mol/L山梨醇为冰冻保护

剂，以 1 ℃/min速率分别降温至－15、－35 ℃，再

分别停留 10、30 min后投入液氮中保存 1 d，其细

胞相对存活率可达 60%以上[22]。细胞预处理、选择

合理的冷冻保护剂、优化降温程序、冻融方法等是

传统超低温保存成功与否的关键，但对昂贵仪器设

备的依赖限制了这类超低温保存方法的推广。 

尽管传统超低温保存方法的应用已取得了较

好的成效，但其存在的缺陷也相当明显，如快速冷

冻法只适合于保存含水量较低的材料，慢速冷冻法

(二步降温法和逐级降温法)需要昂贵的仪器设备

等，因此，基于新技术、新理论的超低温保存方法

得到了快速发展。 

3.2  基于玻璃化的新型超低温保存方法 

近二三十年来，一类基于玻璃化的超低温保存

技术得到了较大的发展和应用。玻璃化是指利用高

浓度的冷冻保护剂，在较低温度条件下使液体由液

态转变为非晶态(玻璃态) 的固化过程，从而使冻存
材料在冷冻过程中经受得住冰晶形成的物理过程[23]。

基于玻璃化法的超低温保存法适合于保存多细胞

的个体，如茎尖、胚状体等，所需仪器设备简单，

保存程序只需进行较小的改变便可适应不同的细

胞类型[24]，使用范围广泛，具有传统超低温保存法

不可比拟的优势。 

玻璃化超低温保存法分为装载、脱水和液氮冷

藏[17]等 3个基本步骤。玻璃化超低温保存的材料只

有在玻璃化液中充分脱水而不产生伤害的条件下，

才能保证在液氮中快速冷冻时完成非晶态的转化[25]。
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玻璃化冷冻保存成功与否的关键是样品在玻璃化

液中精确地脱水。国内外已成功研究出了很多种适

合植物材料超低温保存的玻璃化液，其中应用最广

的是基于甘油的玻璃化液 PVS2和 PVS3。PVS2玻

璃化液主要由 30%的甘油、15%的乙二醇、15%的

二甲基亚砜(DMSO) 和 40%的蔗糖(pH 5.8) 组成；

PVS3 由 40%的甘油、40%的蔗糖和基本培养基组

成[26–28]。在玻璃化超低温保存中，可以通过对保存

材料进行合适的预培养、装载等处理来提高其对玻

璃化液毒害作用的忍耐力。已有大量研究[15,29–46]证

实了玻璃化法是成功的超低温种质资源保存方法

(表 1)。 

表 1  玻璃化超低温保存法成功保存的植物种质资源 

Table 1 List of plant germplasm resources cryopreserved 

using the vitrification technique 
植物名称 保存类型 引用文献

中华猕猴桃(Actinidia chinensis) 茎尖 [15] 

欧洲七叶树(Aesculus hippocastanum L.) 愈伤组织 [29] 

扁桃(Amygdalus communis L.) 茎尖 [30] 

番木瓜(Carica papaya L.) 茎尖 [31] 

欧洲白蜡树(Fraxinus excelsior L.) 茎尖 [32] 

芒果(Mangifera indica L.) 胚状体 [33] 

油橄榄(Olea europaea L.) 胚状体 [34] 

欧洲板栗(Castanea sativa Mill.) 胚、胚状体 [35] 

枳壳(Citrus aurantium L.) 茎尖 [36] 

圆金柑(Citrus madurensis) 胚状体 [37] 

沙梨木(Crateva nurvala Buch. Ham) 茎尖 [38] 

柿(Diospyros kaki) 茎尖 [39] 

云杉(Picea mariana) 胚状体 [40] 

银白杨(Populus alba L.) 茎尖 [41] 

河北杨(Populus hopeiensis Hu et Chow) 茎尖 [34] 

欧美杂种杨树(Populus tremula L.× 
Populus tremuloides Michx) 

离体芽 [42] 

巴旦杏(Prunus persica) 茎尖 [43] 

欧洲栎(Quercus robur) 茎尖 [44] 

刺槐(Robinia pseudoacacia) 茎尖 [45] 

玫瑰(Rosa rugosa) 茎尖 [46] 

包埋玻璃化法结合了包埋脱水法和玻璃化法

的优点，先将样品包埋在海藻酸钙的固化颗粒中，

然后再通过玻璃化冷冻保存。包埋玻璃化法主要用

于对植物茎尖进行超低温保存[30,47–52](表 2)。 

表2 用包埋玻璃化超低温保存法成功保存的植物种质资源 

Table 2 List of plant germplasm resources cryopreserved 

using the encapsulation-vitrification technique 

植物名称 保存类型 
引用

文献

扁桃(Amygdalus communis L.) 茎尖 [30]

葡萄(Vitis vinifera) 胚性悬浮系愈伤组织 [47]

希腊银冷杉(Abies cephalonica) 胚性愈伤组织 [48]

树莓(Rubus idaeus) 茎尖 [49]

苹果(Malus domestica Borkh) 茎尖 [50]

枳橙(Poncirus trifoliata (L.)Raf.× 
Citrus sinensis (L.) Osbeck.) 

茎尖 [51]

香果树(Emmenopterys henryi Oliv.) 茎尖 [52]

滴冻法被认为是对玻璃化法的一种改进，它最

先在德国联邦农业研究中心获得成功。研究人员把

马铃薯茎尖保存在 10%的 DMSO 溶液中，用锡箔
纸条包好，并迅速浸入液氮中。用该方法保存的马

铃薯茎尖恢复生长后较其他方式培养的复苏率高[53]。

该方法随后在多种苹果属植物[54]和悬钩子、樱杏[55]

等植物中得到了应用。 

3.3 其他新型的超低温保存方法 

除了传统的快速冷冻法、慢速冷冻法和玻璃化

法外，其他的超低温保存方法还包括干燥法、预培

养法、预培养/干燥法、包埋干燥法等。 
干燥法也称空气干燥法，是将材料干燥后直接

投入液氮中保存[56]，主要用于保存种皮较厚的种

子、受精发育成的合子胚、胚状体等[57]。 
预培养法是将种质资源在添加冷冻保护剂(如蔗

糖或者糖醇类物质) 的培养基上预培养不同时间后，
再直接投入液氮中保存的方法，较适合于保存某些

植物的合子胚或胚状体，如梨属植物[58]。 
预培养/干燥法是指将种质资源在添加冷冻保

护剂(如蔗糖或者糖醇类物质) 的培养基上预培养
不同时间后，再将其干燥后直接投入液氮中保存的

一种方法[56–58]。 
包埋干燥法适用于对高质量人工种子的保存。

尽管这种方法的最初目的是包埋单个胚状体来生

产人工种子[59]，但后来也广泛应用于茎尖、球茎、

茎段，甚至愈伤组织人工种子的生产。包埋的人工

种子经过适当预培养后，再结合适当的脱水和降温

处理，最后浸入液氮中保存。本方法已应用于对树

莓[50]等木本植物种质资源的保存中。 
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综上所述，超低温保存经历了 2 个发展阶段：
传统超低温保存方法阶段和新型超低温保存方法阶

段。传统超低温保存方法中的快速冷冻法适合于保

存含水量较低的材料，且所需设备简单，成本较低；

慢速冷冻法及基于慢速冷冻的两步冷冻法和逐级冷

冻法必须借助高成本的程序降温仪，其前期成本高，

且保存材料仅限于单细胞或多细胞团，很少有关于

对茎尖、茎段、芽等具有不同组织分化细胞团材料

保存的报道。新型超低温保存方法主要有 2 个发展
方向：其一是基于高浓度冰冻保护剂使用的方法，

如玻璃化法、包埋玻璃化法和滴冻法等；其二是先

将培养物在含高浓度蔗糖或糖醇类物质的培养基上

进行预培养，使培养物最大限度地失水，在超低温

保存后再恢复生长的方法，如预培养法、干燥法、

预培养/干燥法、包埋脱水法等。这类方法主要适合
于保存不同组织分化的器官，如茎尖、合子胚、胚

状体、多细胞团的愈伤组织等，而对但细胞或者细

胞悬浮系种质资源的保存均存在复苏率较低、保存

效率低下、复苏时间长(复苏唯一可靠的方法就是进
行恢复培养)、不适合大规模保存等缺陷。为了提高
保存后的成活率，需要对超低温保存程序进行大量

的预试验，如寻找合适的预培养处理，使外植体具

有较高的抗寒能力、耐受高浓度冷冻保护剂毒害作

用的能力或者减少其失水的能力等，也需要筛选合

适的冷冻保护剂种类、脱水时间、冻融程序等，保

存程序较繁琐，需要投入的人力较多。 

4 展 望 

经过多年的应用与发展，超低温保存方法已成

为木本植物种质资源长期保存的有效手段，且保存

种质资源的遗传稳定性好，具有广阔的发展前景。

目前，超低温保存在木本植物中的应用还仅限于对

少数种类的保存，但随着新的超低温保存方法的发

展，如玻璃化法、包埋法、包埋脱水法等，将会有

更多种类的木本植物得以保存。尽管如此，超低温

保存技术至今仍没有完全取代常规的种质资源保

存方式，这主要有四方面的原因：一是超低温保存

技术的广谱适用性问题。植物物种种类繁多，每个

物种的特性不同，适合对其进行保存的方法也不

同，如快速冷冻法较适合于保存含水量较少的材

料，基于玻璃化法和干燥脱水法的超低温方法较适

合保存已分化完全的多细胞组织。二是超低温保存

方法的可重复性问题。在实际应用中，同一物种的

生理状态、发育程度等因素的差异使得多次试验的

重复性较差，超低温保存技术的可靠性还有待证

实。三是超低温保存技术的成本问题。超低温保存

的投入与产出不成正比，如慢速降温法、两步冷冻

法和逐级冷冻法，在前期均需要投入足够的资金来

购买仪器设备；玻璃化法、滴冻法、包埋玻璃化法、

包埋干燥法等均需要购买液氮贮藏灌等设备，并且

还要定期添加液氮。四是超低温保存技术的可操作

性问题。只有当这些技术在应用过程中便于操作

时，才有可能将这些技术进行推广，要推广至广大

不发达地区尤其需要如此。 
为有效解决以上问题，可以采取以下措施： 
1) 虽然中国植物资源丰富，但许多宝贵的植物

资源已濒临灭绝。应针对这些濒临灭绝的植物资源

开展超低温保存的基础性研究工作，政府相关部门

应该加大支持力度，构建现代研究平台，培养高端

技术人才。 
2) 现代科学与技术的发展，为超低温保存技术

提供了更先进、更可靠的研究条件，因此，应依托

现代科学技术，研究和建立一整套完整的超低温保

存技术体系。该体系应具有效果良好、操作简便、

适应性强等特点。 
3) 针对资源特性等构建相应的植物资源超低

温保存技术体系。不同植物种类需要保存的外植体

形式存在差异，同种植物在不同生长发育时期的生

理状态不同，因此，有必要针对一些重要的植物种

质资源分别建立相应的超低温保存技术体系。 
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