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　　摘　要：玻璃化法超低温保存技术是一门新兴的生物技术，是目前植物种质资源长期稳定保
存的理想方法。现对玻璃化法超低温保存的原理、优点，对玻璃化法保存的程序、影响因素、关键
技术的最新成果和研究进展进行综述，并对其今后的发展进行了展望。
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　　植物种质资源作为一种可再生资源，是人类赖以
生存的最重要自然资源之一，是人类食物、药物及工业
原料的重要来源，也是农业可持续发展的基础。长期
以来，种质资源的多样性受到人为破坏［１］，特别是近些
年，随着自然资源、生态环境的破坏以及新品种、杂交
种的推广，种质资源流失越来越严重［２］。目前世界上
约有２５万种植物，其中就有２～２．５万种植物日益锐
减并面临灭绝的严重威胁；在我国分布的高等植物有
３万多种，其中４　０００～５　０００种受到灭绝的威胁，占总
数的１２％～１５％［３］。如今，随着植物育种技术的不断
进步，植物种质资源向简单化、单一化发展，人们对商
业利益的追求使得植物遗传基础越来越狭窄。因此，

保存植物种质资源已经刻不容缓。
１９８５年玻璃化法超低温保存技术第一次成功的
应用到小鼠胚胎的保存中，证明这项技术具有可操作
性［４］。１９８９年Ｕｒａｇａｍｉ等和Ｌａｎｇｉｓ等首次报道玻璃
化保存法在植物中的应用，证实了应用玻璃化法冻存
植物种质材料同样是可行的［５］。玻璃化法超低温保存
将为植物种质资源有用基因的长期利用和保护提供一

条有效途径，是目前植物种质资源保存技术中一种比
较理想的方法。

１　玻璃化法超低温保存
玻璃化法超低温保存是在冰冻前，用由一定比例

的渗透性和非渗透性保护剂组成的玻璃化溶液处理材

料，使之与玻璃化溶液在足够快的降温速率下过冷到
玻璃化转变温度，最终固化成无定形的玻璃化状态的
过程，并以这种状态在低温下保存。
１．１　玻璃化法超低温保存的原理
在超低温条件下（－１９６℃），所有细胞生长过程和

代谢活动几乎都会停止进行，植物材料的生物学状态
相对稳定［６］，并且材料经过高浓度玻璃化保护剂处理
后，快速投入液氮时，
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成冰晶或难以形成，就会进入一种人工的完全玻璃化
状态，从而达到长期保存的目的，且保持了种质的遗传
稳定性。此外，在这种状态下，水分子不会发生重组、
产生结构和体积变化，保证了细胞复苏后的活力，也使
植物材料的存活率大大提高。
玻璃化超低温保存方法成功的关键在于冷冻材料

进入液氮的瞬间即固化形成玻璃态，以及化冻时没有
再结晶现象发生，即由玻璃态固体直接变成液体，而液
氮中贮存时间的长短对冻后植株再生和细胞遗传的特

性几乎没有影响［７］。
１．２　玻璃化法超低温保存的优点
传统的植物种质资源保存方法中的原境保存（植

物保护区、农田种植保存）和异境保存中的种植保存、
储藏保存的缺陷日益明显。这些方法需要大量的人
力、物力、财力，并且在保存过程中易受空间、气候影响
发生变异或种质退化，从而改变了种质的遗传稳定性。
超低温保存方法可以克服传统保存方法的不足，能够
长期稳定的保存种质资源，但是它也存在不能同时处
理大量材料或者冻存后材料不易成活等问题。玻璃化
法超低温保存技术的出现，不但可以避免和克服上述
不足，而且因其设备简单、无需昂贵仪器、材料处理步
骤方便、效果和重演性好等优点备受人们的推崇，其正
在成为长期稳定保存植物种质资源及珍贵试验材料的

一条重要途径。
自从玻璃化法问世以来，该法在植物种质资源的

保存中取得了很大进展，尤其是近几年更是从其保存
机理上作了深层次的研究，使该方法不断趋于成熟与
完善。

２　玻璃化法超低温保存的程序及其研究进展
２．１　材料的选择
玻璃化法超低温保存适用于多种植物材料。在进

行超低温保存前，材料的选择十分重要。植物的基因
型、抗冻性、细胞和组织生长年龄及状态是决定冻存后
存活率的重要因素［８］。处于快速生长期的材料，其细
胞体积小且分裂旺盛、液泡小而少、细胞质浓度高，有
利于超低温保存。同时有研究表明，相同浓度的冰冻
保护剂随材料种类不同其保护效果也不同［９］。
从１９８９年开始，玻璃化法冻存的植物材料已涉及

胚、花粉、花药、种子、愈伤组织、悬浮细胞和原生质体，
随后又发展到冻存植物的茎尖、根尖、腋芽分生组织。
近几年，玻璃化法超低温保存发展迅速，技术不断完
善，成功保存的植物种质资源材料和相关报道也越来
越多（表１）。
２．２　冷冻前的预处理
２．２．１　低温锻炼　低温锻炼是一种常用的预处理方
法。一般来说，经过低温锻炼，细胞会发生保护性脱
水，可以避免细胞内大量结冰引起的细胞死亡，这对低
温敏感材料的超低温保存更是尤为重要。研究表明，
低温锻炼可以提高抗寒力，通过提高ＡＴＰａｓｅ活性或

　　表１　不同植物材料的玻璃化法超低温保存
物种 材料 参考文献

天仙子 根尖 Ｊｕｎｇ　Ｄ　Ｗ等，２００１［９］

柑桔 茎尖 王子成等，２００１［１０］

黑云杉 胚胎 Ｔｏｕｅｈｅｌｌ　Ｄ　Ｈ等，２００２［１１］

柿 休眠芽茎尖 艾鹏飞等，２００３［１２］

瓯柑 愈伤组织 陈勇等，２００４［１３］

拟南芥 幼苗 何艳霞，２００４［１４］

栗 茎尖 Ｎｉｅｖｅｓ　Ｖ等，２００５［１５］

悬钩子 茎尖 Ｗａｎｇ　Ｑ　Ｃ等，２００５［１６］

长鞭红景天 悬浮培养细胞 郭艳霞，２００６［１７］

高山红景天 愈伤组织 刘剑锋等，２００７［１８］

梅花 花粉 张亚利，２００７［２９］

罗汉果 茎尖 覃灵华等，２００８［２０］

荔枝 胚性悬浮细胞 谢玉明等，２００８［２１］

铁皮石斛 原球茎 Ｙｉｎ　Ｍ　Ｈ等，２００９［２２］

银条 茎尖 宋尚伟等，２００９［２３］

香果树 茎尖 Ｈｏｎｇ　Ｓ　Ｒ等，２００９［２４］

番木瓜 茎尖 Ｔｓａｉ　Ｓ　Ｆ等，２００９［２５］

月季 茎尖 王秋竹等，２００９［２６］

微绿苎麻 茎尖和腋芽 许英等，２０１１［２７］

促进其合成，从而释放出更多的能量来抵御低温的侵
袭［２８］；同时，Ｓｔｅｐｏｎｋｕｓ等［２９］认为低温锻炼是提高植物
抗冷性的一个很有效的途径，低温锻炼后植物细胞内
的溶液浓度、细胞忍受渗透和脱水的能力提高，有利于
细胞质玻璃化的形成；Ｖａｎｄｅｎｂｕｓｓｃｈｅ等［３０］认为冷冻
锻炼对细胞脱水和冰冻忍受的影响是由于糖的积累和

脂肪酸组成发生了变化。一些植物在预培养前需要对
其进行低温锻炼，如Ｓｈｉｂｌｉ等［３１］的研究表明，苜蓿悬浮
细胞经过２℃低温锻炼１０ｄ，存活率得到极大提高；宋
萍萍［３３］将怀菊花茎段在４℃下低温锻炼７ｄ再做相关
处理后成活率可达８０％。
２．２．２　预培养　预培养的目的在于诱导植物组织细
胞进行保护性脱水，减少细胞内自由水含量，防止细胞
在低温冰冻过程中结冰，避免细胞结构的损伤及死亡。
预培养对超低温保存后的存活率有很大影响，一般采
用高渗处理对材料进行预培养，即材料在添加０．３～
１．０ｍｏｌ／Ｌ蔗糖、甘露醇、山梨醇等渗透调节剂或在
５％～１０％ＤＭＳＯ等冷冻保护剂的培养基上培养，可
降低冰点、增加可溶性糖等保护性物质含量，提高胞液
渗透势［３３－３５］。如先用０．３ｍｏｌ／Ｌ蔗糖暗培养芋头茎尖
１６ｈ，再用０．１８ｍｏｌ／Ｌ甘油预培养２ｄ［３６］成活率相对
较高；６ｍｍ 长的甘薯无菌苗茎尖，接种在 ＭＳ＋
０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖＋５％ ＤＭＳＯ的培养基上预培养２ｄ
茎尖长势良好，３ｄ时部分茎尖发生褐化、死亡，４ｄ则
８６％以上茎尖死亡［３７］。然而一些材料如扶芳藤茎
尖［３８］、柿休眠茎尖［１２］、拟南芥幼苗［３９］的玻璃化超低温
保存则不需要预培养也可保存成功。
２．３　装载
在玻璃化之前，通常会选择用一定浓度的冷冻保

护剂处理材料，称为装载过程。该过程可增加细胞内
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保护剂的含量，减少对细胞的伤害［４０］。装载溶液一般
采用甘油和蔗糖混合液，或者为６０％ＰＶＳ２，少数采用
高于或低于６０％ＰＶＳ２［２９］。装载时间随选择材料的不
同而不同，一般在２０～６０ｍｉｎ，茶悬浮培养细胞［４２］用
６０％ＰＶＳ２装载２０ｍｉｎ，佛手茎尖［４２］则装载３０ｍｉｎ，甜
土豆茎尖［４３］用２ｍｏｌ／Ｌ甘油和１．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖的装载
液处理３ｈ。与预培养相似，有些材料如杨树的茎
尖［４４］、黑杉胚状体［１１］和马铃薯茎尖［４６］等不进行装载，
冻存后也能成活。
２．４　脱水或玻璃化
将处理后的材料投入高浓度玻璃化液中，之后在

２５℃或０℃下处理一段时间，随即投入液氮进行保存，
此时保存材料和冰冻保护剂溶液都会进入玻璃化状

态。冷冻保护剂有渗透型保护剂和非渗透型保护剂，
高浓度的保护剂可以降低冰点和水的过饱和点，阻止
冰晶生长，起到保护作用。但高浓度的玻璃化溶液在
保护细胞的同时也有毒害作用，所以综合２种类型的
复合保护剂比单一的效果好，它们可以相互协调、相互
作用以达到更好的保护效果。同时在整个脱水过程
中，玻璃化保护剂的处理时间也是一个关键的因素。
研究中多采用１００％ＰＶＳ２（３０％甘油＋１５％乙二

醇＋１５％二甲基亚砜＋０．４ｍｏｌ／Ｌ蔗糖＋ＭＳ培养基）
在０℃条件下处理，可以减轻玻璃化溶液对材料的毒
害［４６］。罗汉果茎尖用１００％ＰＶＳ２ 在０℃处理最佳脱水
时间为５０ｍｉｎ［２０］；甘薯茎尖是０℃、３０ｍｉｎ［３７］；小麦卵
细胞是０℃、２０ｍｉｎ［４７］。为避免ＤＭＳＯ直接接触植物
材料而造成的毒害作用，现在用ＰＶＳ４（ＰＶＳ４组成：
３５％甘油＋２０％乙二醇＋０．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖＋ＭＳ培养
基）来代替ＰＶＳ２［４８］。
２．５　冻藏
快速冷冻可以使细胞内的水分子跨过冰晶形成

区，迅速进入“玻璃化”状态，此状态下对细胞冷冻伤害
最小。研究表明在贮存过程中，只要不断补充液氮，就
可以长期保存植物种质资源，而对冻存后植株再生及
其遗传特性没有影响。
２．６　解冻及洗涤
植物的冻害常发生在冻存和化冻２个过程中，解

冻速度也是冻存的关键技术。贮藏于液氮的材料，缓
慢升温使溶液温度高于玻璃化温度，细胞内会再次结
冰，即去玻璃化。如若解冻时细胞内发生次生结冰，则
会因为渗透冲击而对细胞膜体系造成破坏导致细胞死

亡［３８］。现在采用３５～４０℃水浴１～３ｍｉｎ的快速化冻
法解冻，可以使材料迅速通过再次结冰的危险区域。
研究发现在常温（２５℃）或较高温度（３５～４０℃）下解
冻，细胞都有较高存活率且差别不大［４９］。但有一些情
况是例外的，如魔芋茎尖在４０～７７℃化冻能取得较好
的结果［５１］。
冻后洗涤是一个渗透压的过渡过程，用以快速除

去高浓度的玻璃化保护剂，避免对细胞造成伤害。洗

涤液的渗透压过低，可能导致细胞发生质壁分离，影响
其存活率。用含１．２ｍｏｌ／Ｌ蔗糖培养液在２５℃下洗涤
１０ｍｉｎ左右是最常用的洗涤方法。实际应用时往往会
因为彻底清除细胞内的保护剂而造成保存后的存活率下

降，因为连续的清洗可能造成去质壁分离或打破溶质平
衡，反而会进一步伤害到细胞，一般洗涤２～３次即可。
２．７　活性检测与再培养

ＦＡＤ荧光双醋酸法、ＴＴＣ（氯化三苯四氮唑）还原
法、Ｅｖａｎｓ蓝法等是快速鉴定冻后材料生活力的方法。
但是这些方法只能检测胞内某种酶活力，并不能反映
细胞膜或其它结构是否有损伤，因此冻存后材料的活
力不能仅以此衡量。最新的检测方法有电子顺磁共振
波谱测定法和测定Ｃａ２＋的细胞化学法，这２种方法可
以提高试验的预见性，但目前对其应用仍然比较少。
在大多数研究中，多采用冻后再生培养来检验材

料的存活率。这种方法虽然费时较长，却是检测保存
效果的最根本方法，将冻存的材料先在黑暗或弱光下
培养１～２周，可以减少培养中的光抑制，利于材料恢
复，然后转入正常光下培养，１５ｄ左右统计存活率，
３０ｄ统计再生率。
２．８　冻存后材料遗传稳定性的检测
植物种质资源保存的最根本目的在于保持植物遗

传基因的稳定性，使其遗传性状不发生变化。因此，冻
存后材料的遗传完整性的检测是十分必要的。主要是
从形态、细胞、生化、分子４个水平上检测。随着研究
的不断深入，细胞水平上既可进行细胞超微结构变化
的检测，也可从蛋白质变异，ＰＯＤ、ＳＯＤ等同工酶变异
生化水平上进行检测；分子水平上，已成功应用了
ＳＳＲ、ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ等分子标记技术，近年来
ＡＦＬＰ指纹图谱分析技术更是被广泛应用。
多项研究证明，玻璃化法超低温保存的材料在冷

冻前后未发生遗传性状改变，如刘云国等［５１］对苹果茎
尖玻璃化法冻存后的成活苗进行了可溶性蛋白和

ＰＯＤ同工酶等生化指标检测，并利用ＲＡＰＤ方法对
ＤＮＡ进行了检测，结果都未发现与未冻存的对照苗有
差异。其它材料如拟南芥［１４］、月季［５２］、柿和君迁子［５３］

以及香蕉［５４］再生植株的检测结果也表明冻存前后未

发生遗传变异，说明在超低温保存处理过程中没有造
成保存材料基因组ＤＮＡ序列的变化。

３　玻璃化法超低温保存技术的不断更新
目前，基于玻璃化法超低温保存技术的新方法－包

埋玻璃化法和小滴玻璃化法被迅速建立和发展起来。
包埋玻璃化法是在玻璃化法和包埋脱水法的基础上发

展起来的超低温保存植物种质的新技术［５５］。它具有
能将大量材料同时处理，降低脱水率，减缓细胞内外渗
透压，并且处理后恢复生长快、成芽率高等优点。它已
被成功的应用于马铃薯分生组织［５６］、铁皮石斛原球
茎［２２］、怀地黄［５７］及怀山药［５８］带芽茎段、葡萄胚胎细胞
悬浮液［５９］、高山红景天茎尖［６０］等２０余种植物，在植物

３３２
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种质资源的保存上显示出其巨大的应用潜力。例如凤
梨［６１］、酸莓［６２］、三俞菜［６３］用几种不同超低温方法保
存，其结果表明，包埋玻璃化法较其它保存方法可获得
更高的成活率，采用包埋玻璃化法冻存凤梨茎尖后成
活率为８３％，比玻璃化法法高出２９％。
在玻璃化法基础上发展起来的小滴玻璃化法，其

冷冻和解冻速率更快，存活率更高。利用小滴玻璃化
法已成功保存了芦笋［６４］、薯蓣［６５］、大蒜［６６］、芋头［６７］等
多种植物茎尖。用玻璃化法和小滴玻璃化法分别保存
５个品种香蕉离体茎尖，用小滴玻璃化法保存后再生
率都高于玻璃化法，平均高２５．７％［６８］。白建明等［６９］利
用小滴玻璃化法对马铃薯茎尖保存后，存活率和再生
率最高达７９．９１％和６２．５２％，通过ＳＳＲ分子标记检
测，再生植株的遗传稳定性没有发生改变。

４　展望
２０世纪８０年代以来，玻璃化法超低温保存方法
在保存器官和组织水平的结构完整性方面取得了很大

的进步，为医学的快速发展以及园艺作物品种改良、快
速繁殖及脱毒等奠定了基础。该法以离体培养技术为
基础，又综合了传统方法与超低温保存技术的优点，克
服不足，使之在植物种质资源保存中独具潜力与优势。
随着超低温保存技术的发展，我国现已建立了梅

花花粉的超低温种质资源库，填补了我国园林植物种
质资源库的空白。因此，采用玻璃化法建立专有物种
的超低温种质资源库已成为该领域今后发展的一个

趋势。
经过多年的发展，玻璃化法超低温保存研究虽然

取得了一些令人鼓舞的进展，但是针对这一新兴领域，
还有许多问题需要做进一步的探讨与研究。一是采用
玻璃化超低温保存方法研究时，对于不同的物种，并未
建立起与之相适应的完善的保存体系。在整个方法体
系中，针对不同材料的特性，选择与之相适应的冷冻保
护剂及其浓度成为该技术的难点和重点；二是对于已
保存的材料，在整个超低温保存过程中所发生的生理
生化反应并不能完全描述和明白，如低温锻炼的机理
现在仍不明确，所以应对玻璃化法保存植物的生化机
理进行深入研究，如在活性检测时，可利用电子顺磁共
振波谱测定法或测定Ｃａ２＋在细胞内外的动态变化等
新的方法与思路；三是可从植物组织结构探究超低温
保存程序中细胞的变化，并结合分子技术分析冻存的
机制，加强超低温保存后遗传完整性的研究，从而建立
一套简单、高效的冰冻保存体系；四是抗冻蛋白（ＡＦＰ）
作为一种新型冷冻保存剂，是目前的研究热点之一，但
至今为止超低温保存中对抗冻蛋白利用的实例依然很

少，同时应加强抗冻蛋白来源的开拓以及作用机理研
究；五是对已经被成功保存的植物材料，应将其投入到
大田应用中，通过对其相关指标的统计，探讨玻璃化法
超低温保存的实际应用效果。
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［２１］　谢玉明，曾继吾，张秋明，等．玻璃化法超低温保存荔枝胚性悬浮
细胞［Ｊ］．热带作物学报，２００８，２９（５）：６２２－６２５．
［２２］　Ｙｉｎ　Ｍ　Ｈ，Ｈｏｎｇ　Ｓ　Ｒ．Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ　ｃａｎｄｉｄｕｍ
Ｗａｌｌ．ｅｘ　Ｌｉｎｄｌ．ｐｒｏｔｏｃｏｒｍ－ｌｉｋｅ　ｂｏｄｉｅｓ　ｂｙ　ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ－ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．
Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｔｉｓｓ　Ｏｒｇａｎ　Ｃｕｌｔ，２００９，９８：１７９－１８５．
［２３］　宋尚伟，苗红霞，胡青霞，等．银条茎尖玻璃化法超低温保存及其
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