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• 生物多样性国际备受重视。

• 自然环境与生态平衡已遭到破

坏，而且在加剧。

• 大量物种在丧失或毁灭, 生物

多样性越发成了传说。

2⽣物多样性(biodiversity)
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• 影响生物多样性的因素(自然和人为)：

• 长期、大量、主观的人工选择及良种的大范围推广，农业种植品种

构成逐渐单一化，致使许多珍贵（或潜在的）种质资源丢失。

• 种质资源是植物育种工作的基础。

• 搜集和保存种质资源已受到世界各国的重视。

4加之人类社会文明及其发展的多样性，形成了人类自然生态的多样性



• 植物种质资源保存的方式，依据是否尊重其自然生存的传承选择，

大致可分为两类：

原生境保存

异生境保存
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在植物原来的生存地，采取适当保护性管理，使之可持续地生存下

去，并不断繁衍扩大，具体形式有：

主要针对植物的自然保护地。

综合性生态保护地，规模比较大，跨国界，跨州界。
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◆移植地保存

◆种质库保存

◆离体保存等

人为地使种质材料离开原来自然生存环境异地安家，避免自然灾害，

满足人的需要。
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主要形式:

◆植物种质资源圃

◆植物园

◆生态园保存等

可与城市建设、环境美化等相结合；

可与教学、科学研究、生产相结合。

8移植地保存(即异地保存)



利用温室等保护设施，建立专业性植物资源保存库，如小麦种质资

源及其远缘杂交材料。主要形式包括:

◆植物种质资源圃

◆植物园保存

可与教学、科学研究

以及生产相结合。
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人工实验条件或工厂化保存，主要形式:

◆利用组织培养手段保存

◆冷冻等限制生长手段保存

◆多种手段相配合的综合性保存

可与教学、科学研究、生产相结合。
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11

植物种质资源保存方式



• 原生境保存和移植地保存固然很重要，但要长期保存大量种质材料

很困难。

• 需要牦费巨大的人力、物力、财力和土地，实际上很难实施。

• 容易受到风、雨、地震、干旱、冷害、冻害等极端天气自然灾害的

危害，以及病虫害和草害的侵袭，人为破坏等，造成植物种质资源

的丧失。
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• 1992年和2000年两次大的冻害，福建省国家龙眼种质资源圃，野生

龙眼等极其重要的多份种质材料被冻死。

• 国家枇杷种质资源圃也因多种自然生态的不良因素破坏，造成多份

种质材料丧失。

这两种方式保存种质材料，难以有效保存运输，不利于种质资源

的交流及科研合作。
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：

◆种子生活力，随着贮存期延长会逐渐丧失。

◆无性繁殖植物(如香蕉)难于或不宜用种子保存。

◆有些植物用种子繁殖，后代会发生变异，也必须采用无性繁殖来

保持其优良性状（如果树）。
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◆顽拗型种子植物不宜种子保存（或保存难度很大）。

◆易遭自然灾害袭击而丢失。

◆人为破坏。

◆环境污染。
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• 20世纪60年代，人们开始利用组织培养技术，进行离体保存种质的研究。



• 对离体培养（小植株.器官.组织.细胞或原生质体等）材料，采用措施限制（延缓

或停止）其生长，使之保存，在需要时可重新恢复其生长，并再生植

株。

• 植物茎尖或分生组织、胚、花粉等也常直接用作超低温保存材料。
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◆所占空间较少,节省人力.物力.财力和土地。

◆便于种质资源交流利用。

◆当教学.科研.生产需要时，可用离体培养大量快繁。

◆避免自然灾害引起的种质丢失。

◆有利于开展教学与科学研究。
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◆限制或延缓生长处理需定期转移，连续继代培养，需要一定的经

费支持和人力物力投入。

◆易受微生物污染或发生人为差错。

◆长期多次继代培养可能造成遗传性变异及材料的分化。

◆再生能力可能逐渐丧失，即细胞全能性丧失。
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• 1970年以来，人们把冷冻生物学和植物离体快繁结合起来，发展了

离体冷冻保存技术或超低温保存技术。

• 离体种质保存技术不断发展，日趋完善，建立了各种生物材料的离

体种质保存库，极大地推动了教学、科研、生产的发展。
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：

◆低温处理 ◆提高渗透压

◆使用生长延缓剂( 或抑制剂 )   

◆降低氧分压 ◆矿物油覆盖 ---- 等。
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利用各种物理化学因素限制离体培养物的生长速度，以长时间保存

之。是离体种质资源保存的一种常用策略。

◆干燥



• 这些方法基本原理类似，即严格控制培养条件，限制培养物的生长，

使其以极慢的速度生长，继代间隔延长。

• 通过控制培养条件，可使继代间隔超过1年以上。

• ◆为了降低培养基水分蒸发速度，要注意贮存容器的类型和密闭方

式。在四季橘胚培养离体种质保存中，多数情况是培养基失水而导

致组培苗干枯死亡。
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• ◆有较大的变异可能性，必须定期对保存材料进行检测鉴定：

◆细胞学

◆遗传学

◆生产农艺性状

◆细胞全能性
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利用较低的温度限制(或抑制)生长，以长期保存生物种质材料。

是应用最广泛的种质材料保存方法。
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• 一般在1～9℃下培养，可适当提高培养基的渗透压。

• 一些热带、亚热带植物在10～20℃。

• 在这种条件下，培养物的生长受到限制，继代间隔达数月至1年以

上。合适于中短期种质保存。

• 一旦要利用这些种质材料，只要把培养物转移到常温下培养，即可

迅速恢复生长，并快速扩繁。
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• 葡萄再生植株9℃时几乎停止生长，只需1年继代1次，可保存15年。

• 1个分生组织每年可生产1 000万个以上茎段，即可获得大量种苗。

• 已成功保存了800个葡萄种质材料，每种样品设有6个重复，全部仅

占用2 m2。
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在附加高浓度钾和IAA 0.1mg／L的培养基上20℃12h／d光照培养形成

小苗。

将小苗移到无生长素、含低钾的 Knop培养基上培养。

当小苗10cm 高时，取出切成带叶的茎段转到新的培养基上，

20℃光照条件下再生小植株。

把小植株移到9℃条件下令其停止生长。

需要时，转移到20℃条件下，又可以恢复生长，并立即快速繁殖

• 若在田间保存同样数量的葡萄种质，则需要占地1hm2，还要花费大

量的人力物力，且易受环境影响及病虫害侵袭。
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低温保存已在柑橘、苹果、草莓、梨、香蕉、甘薯、甘蔗、马铃

薯、芋头等植物上得到应用。

苹果金冠茎尖，在MS培养基上1～4℃可保存12个月，移到 26℃

下便可恢复生长。1个0.25m3电冰箱，可保存2 000个试管，如要种

植这些苹果，则需约5.7hm2土地。

4℃暗保存培养的脱毒草莓，每3个月加几滴新培养液，可成功保

存6年。

一些热带亚热带植物，可在相对低温(20℃左右)下保存。
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柑橘试管苗可在普通培养室温度和光照条件下长期处于生长停滞

状态，转到新培养基上可迅速恢复生长。

四季橘胚培养苗，在约25℃下可连续无继代保存3年以上。

20℃保存四季橘花培苗，不需继代可保存8年，但在15℃条件下

培养，保存时间反而明显缩短，并发生落叶等症状。
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• 通过提高培养基渗透压，抑制培养物生长速度。

• 主要是通过影响离体培养物的吸收作用而减缓培养物的生长。
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• 一般来说，离体培养物正常生长所用培养基蔗糖浓度为2％～4％，

提高蔗糖浓度到10％左右，就可抑制培养物生长。
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添加甘露醇、山梨醇等不易被培养物吸收的惰性物质来提高培养基

的渗透压，可使其限制培养物生长的作用维持更久。

一般可用2％～3％蔗糖+2％～5％甘露醇处理。

甘露醇
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• 培养基加入8％蔗糖或3％甘露醇，可降低培养物生长速度，延长继

代间隔。

• 要注意渗透压太高可能导致培养物死亡。

• 培养基添加甘露醇，外植体不经继代保存14个月，培养物存活率

(以不添加为对照)见下表。
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甘露醇 6％ 4.5％ 3％ 1.5％

存活率 98％ 90％ 74％ 0



：

• 6％甘露醇培养基存活率最高，但甘露醇的浓度并非越高越好。

• 用 6％ 甘露醇保存的培养物恢复生长较慢，继代恢复生长培养数

周后，有50％外植体死亡。

• 保存在4.5％的甘露醇培养基中，虽然存活率为90％，但恢复生长

的情况正常。
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• 增加培养基中琼脂用量可提高渗透压。

• 猕猴桃离体茎尖组织培养，琼脂浓度由0.55％提高到0.8％，可有

效延缓培养材料的生长，继代时间延长达到3～6个月。

• 用此法成功保存了40多个猕猴桃离体种质材料。
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• 常规培养基，常添加生长素或细胞分裂素，促进外植体生长发育。

• 但是，离体种质资源保存，则采取一定措施来延缓或抑制培养物生

长，达到保存种质的目的。
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• 常添加外源生长抑制剂，抑制生命活动，延缓培养物的生长。

• 常用的天然生长抑制剂有脱落酸(ABA)具有抗赤霉素的作用， 阻碍

RNA聚合酶的活性，抑制DNA合成， 达到抑制材料生长的目的。
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• 在马铃薯等茄属植物中应用最多，在培养基中加入5～10mg/L ABA，

使外植体继代间隔延长至1年以上。

• 常用的还有青鲜素、 矮壮素、 二甲氨基琥珀酸酰胺(B9)、多效唑

等人工合成植物生长抑制剂。
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• 通过降低培养环境氧分压，改变培养环境的气体状况，能够抑制离

体培养物细胞的生理活性，延缓衰老，达到离体保存种质材料的目

的。

• 其原理类似于果蔬类的贮藏保鲜。

• 要严格控制氧分压，如果培养容器内氧分压太低，则会产生毒害作

用。
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• 1980年以来，此法用于烟草离体茎尖组织培养和愈伤组织培养保存。

• 把培养容器内可利用的氧气降低到60％，培养物的生长速度下降，

继续培养6周内生长量就减少了60％～80％。

• 但氧的含量如果降得过低，烟草离体培养的茎尖和愈伤组织生长速

度会急剧下降，而产生毒害。
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• 水是生物体的有机组分之一，也是生命活动的最重要的基质之一，

降低培养物的游离态水分的含量，生理生化代谢就会被抑制，其生

命活动就能够得以延缓而维持较长的时间。

• 这与传统的种子等生物材料的干燥贮存类似。
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• 将胡萝卜体细胞胚、愈伤组织放在空气流动的无菌滤纸上风干 4～

7d，进行脱水处理，然后置于加生长延缓剂或限制蔗糖的培养条件

下可长时间保存。

• 在不含蔗糖而其他条件正常的培养基上，可保存2年。

• 在保存过程中，脱水和限制糖的供给量常是一个正常种子成熟经历

的类似过程。
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• 利用限制生长方法进行植物无性系的离体保存，简便易行，材料恢

复生长快，适于现代化种质库的管理。

• 具体方法与品种特性和基因型有关。

• 不同植物、不同基因型或同一品种的不同材料，保存方法不同。

• 不同实验目的所采用的保存方法不同。

• 在实际操作中，常把多种保存方法结合使用，有助于延长保存年限。
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• 将植物离体材料(包括茎尖或芽、分生组织、胚胎、花粉花药、愈伤组织、悬浮细胞、

原生质体等)经过一定方法进行处理，置于超低温(即液氮温度，-196℃)条件

下进行保存。
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:

Nay和Street，首先证明植物悬浮培养细胞在液氮中经过长期保存

后，仍能恢复生长，从而导致了种质资源超低温保存技术的发展与

应用。
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:

• 英国采用超低温保存离体的苹果种质。

• 将苹果芽苗快速脱水后，放到液氮容器内冷冻保存，每年春季，从容器中取出

一批芽苗，重新解冻，观察能否复活生长。

• 经过连续几年观察比较，产自世界北部地区的苹果，芽苗复活率达到 100%，

其他地区的苹果芽苗复活率从 10％到 100%不等。
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草莓茎尖 苹果冬眠芽

香蕉茎尖 猕猴桃茎尖

薯蓣茎尖 马铃薯茎尖

苹果根尖 甘薯茎尖等

48



• 将离体种质材料经过一定方法进行处理然后保存在液氮中，几乎所

有的细胞代谢活动、生长都停止（滞）了，排除了遗传性状的变异，

保存了细胞的活力和形态发生潜能。

49
液氮中 (-196℃)



• 在降温冷冻过程中，如果生物细胞内水分结冰，细胞结构就会遭到

不可逆的损坏，导致细胞和组织死亡。

• 植物材料在超低温条件下经长期保存并能在离开保存环境后正常进

行细胞分裂和分化，在冰冻过程中有效避免了细胞内水分结冰的伤

害，在解冻过程中防止细胞内水分次生结冰损伤。
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• 植物细胞含水量比动物细胞高，在冷冻过程中，会形成冰晶和过度

脱水，在解冻过程中会重新形成冰晶和遭受温度冲击，保存难度大。

• 如果直接将材料投于液氮，由于细胞内水分结冰，引起组织和细胞

死亡。

• 植物种质材料超低温保存必须采取适当措施。
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选择细胞内自由水含量较少、抗冻能力强的植物材料。

采取一些预处理措施，提高植物材料的抗冻能力。

在冷冻过程中尽量减少冰晶的形成，控制冰晶的生长，避免组织

细胞过度脱水。

在解冻过程中，要避免冰晶的重新形成（即次生结冰），以及温度冲

击导致的渗透冲击等。
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种质材料超低温保存有一套比较复杂的技术操作程序。
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植物材料的选取

材料预处理

冷冻处理

冷冻贮存

升温解冻

培养再生植株



• 如果操作不当，例如冷冻、融化环节没掌握好，就会造成细胞的损

害：

细胞内形成大冰晶，超微结构发生空间位移或损伤，导致细胞器

和细胞瓦解。

细胞内的溶解物浓度达到毒害水平。

细胞活性物质漏出，造成细胞伤害。必须掌握好各个技术环节。

54



• 已经研究用过的植物材料有三类：

◆愈伤组织、悬浮细胞、原生质体。

◆花粉和花粉胚。

◆茎尖、腋芽原基、胚、幼龄植株。

• 超低温保存实际应用，需综合考虑材料的再生能力、变异性和抗冻

性。

• 选择遗传稳定性好、易再生和抗冻性强的材料是超低温保存成功关

键。
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• 早期离体种质保存研究，主要用悬浮细胞和愈伤组织为材料，建立

离体超低温保存的基本技术程序。

• 实际上悬浮细胞和愈伤组织并不是理想的离体种质保存材料，普遍

存在着遗传不稳定现象，现有技术条件，尚无有效控制措施，有些

植物的悬浮细胞和愈伤组织经长期保存，再生能力较差。
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• 采用茎尖、腋芽原基、胚、幼龄植株等有组织结构的离体材料，由

于其遗传稳定性好，易于再生，且细胞体积小、液泡小，含水量较

低，细胞质较浓，比含有大液泡的愈伤组织细胞更抗冻，因此是理

想的离体保存材料。

• 此外，选择合适生理状态和树龄的材料作为培养物，也是超低温保

存应考虑的重要因素。
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使材料适应低温条件，提高新分裂细胞的比例。新分裂细胞小，胞内

自由水含量少，在冷冻过程中细胞内不易有大冰晶形成，细胞不易受

害。

在实际操作中，往往采取一些措施提高材料的抗寒能力，提高冷冻后

材料的存活率和再生能力。
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• 常对材料低温预处理和加入冷冻防护剂。

• 将离体培养物置于一定的低温环境中，接受低温锻炼，提高抗寒力。

• 如苹果离体根尖要在4℃下锻炼4～5周，再超低温保存。

• 低温预处理有部分培养物死亡，但超低温保存后存活率比未经低温

预处理的高。
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• 冷冻前或期间，细胞脱水导致细胞内原生质中可溶物浓度增加，冷

冻防护剂可防止这种溶解效应

• 冷冻防护剂可提高水溶液的黏滞性，降低细胞内盐的浓度和冰晶的

形成，使细胞免受冻害。

• 冷冻防护剂可能直接或间接作用于细胞膜减少冰冻伤害。
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甘油 二甲基亚砜(DMSO)

脯氨酸 糖类

聚乙二醇 乙酰胺

糖醇 福美氧化硫
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DMSO是植物最好的防护剂，培养细胞的适宜使用浓度5％～8％。

• 浓度太高(10％～15％)会干扰RNA和蛋白质代谢。

• 但是，有一些植物可耐受5％～20％浓度。

实际操作时，常把几种冷冻防护剂混合使用，使各种冷冻防护剂

相互协调、共同作用，降低冷冻防护剂的毒性效应，提高细胞存活

率和再生能力。
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为了防止细胞的渗透冲击，防护剂应慢慢加入(30～60min )，如使用

甘油，还需延长时间(30～90min )，因为甘油的渗透性低。

• 脯氨酸对于许多植物来说也是较好的防护剂，最适浓度是10%。

冷冻防护剂用离体培养物的培养基来配制，整个处理期间，材料

应保持在 0℃ 左右，一般静置0.5h后，再进行冷冻操作。

63



• 冷冻前材料预处理方法：

选取生理状态良好和年龄适当的植物材料，在固体或液体培养基

上预培养一段时间，使细胞达旺盛分裂生长状态，频繁继代可提高

细胞的质量。

然后，把茎尖或细胞等培养物，放在提高蔗糖浓度、添加二甲基

亚砜和(或)脯氨酸、温度接近0℃的条件下培养数日。
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常采用四种冷冻方法：

❒慢速冷冻法 (slow cooling method)

❒快速冷冻法 (fast cooling method)

❒预冷冻法 (pre-freezing method)

❒干燥冷冻法 (dry-freezing method)
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• 离体生物材料冷冻时，细胞外的水首先形成冰晶核，冰晶增长速度

与溶液成分、降温速度有关，一般在-26 ℃ ～-60℃范围内冰晶增

长最快，形成较大的冰晶，以后减慢，到-140℃时完全停止增长。

• 快速冷冻时，细胞内的自由水来不及扩散到周围溶液中，在细胞内

形成冰晶，对细胞损害严重。
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• 缓慢冷冻时，细胞外水先结冰，水汽压产生变化，细胞内的自由水

可扩散到细胞外的冰晶表面结冰，细胞发生保护性脱水，可避免细

胞内形成冰晶。

• 然而温度下降太慢，导致细胞脱水过头，又会发生盐析效应，不利

于细胞存活。不过，在加防护剂之后，许多情况有所改善，细胞存

活率明显提高。

67



• 慢速冷冻法应用较普遍，材料投入液氮前先有一个降温过程。

• 基本操作：

先以1～5℃/min的速度缓慢降温至-30℃～-40℃或-100℃，静置

1h左右，细胞内游离态水分减少到最低限度。

再将样品放入液氮中(至-196℃)保存。
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• 慢冻法即使体积较大含水量高植物材料，也可得到好的保存效果，

适于多数植物种质保存，对茎尖和悬浮培养物尤其适用，要严格控

制降温速度。

• 草莓茎尖降温速度需严格控制在0.5～1.0℃/min，否则影响其存活率。

• 经低温锻炼苹果茎尖以0.1～0.2℃/min速度分步冷冻为佳，在10℃

停留15min，-40℃时停留1h．随后迅速置于液氮中。
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• 以100～1000℃/min的速度降温冷冻，直至-196℃保存。

• 冰晶增大的临界温度很快过去，细胞内形成的冰晶没达到使细胞致

死的程度。

• 如草莓茎尖60℃/min冷冻，材料不能成活，采用快速冷冻，茎尖则

能存活。
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• 20世纪90年代初发展起来的一种快冻法。

• 将预处理过的材料直接投入液氮中快速冷冻，冷冻速度约1000℃/min，

能够控制冰晶的形成，使细胞快速进入玻璃化状态，避免较大冰晶

形成造成的细胞损伤。

• 植物的花粉、种子等高度脱水的材料以及经低温锻炼的木本植物的

枝条和芽，均可用快冻法保存。

• 采用此法，已成功保存了一些植物的离体种质材料，如草莓、马铃

薯、薯蓣、苹果根。
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• 将植物材料放入液氮冷冻之前，先经过几个阶段的预冷冻处理，如

-20℃、-40℃、-50℃、-70℃等，然后再转入-196℃液氮中。

• 此法已较少使用。
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• 把样品放入烘箱内或真空中脱水，提高其抗冻性，再置液氮中保存

。

• 不易产生脱水损伤的植物材料，采用此法有利于提高冷冻保存的存

活率。

• 豌豆幼苗在27～29℃烘箱干燥后,水分由约75％降至约30％，在液

氮保存后全部存活。

• 香蕉茎尖、体胚、悬浮细胞脱水处理后，再快速冷冻超低温保存效

果好。
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液氮不断挥发，必须定时补充液氮以持续保存。

• 材料要在液氮中长期贮存，则需一个液氮罐。

• 一个冰箱大约保存4000个容量为2ml的样品瓶，每周消耗20～25L液

氮。

• 液氮贮存随着时间延长，细胞活力会下降，技术仍需改进。
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将液氮中保存的材料取出，使其融化，以便进一步恢复培养。

• 解冻速度是解冻技术的关键，解冻可分为快速解冻和慢速解冻两种

方法。

• 解冻速度慢，细胞内容易发生再结晶，导致细胞死亡；解冻速度快，

再结晶的过程来不及发生，或者即使发生时间也很短，细胞的存活

率高。
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• 取出冷冻的材料，迅速放入35～40℃(该温度下解冻速度一般为500～700℃/min)

温水浴中，小心而缓慢轻轻摇动(因为冷冻后的组织脆弱易受损伤)，直到材

料中的冰晶完全融化消失为止。

• 多数研究者采用快速解冻法。

• 一次保存样品的容量和大小需要按照标准制备，否则温度升降不易

精确控制。
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• 此法融冰的速度快，细胞内的水分来不及再次形成冰晶就已完全融

化，因而对细胞的损伤较轻。

• 如冷冻后的胡萝卜悬浮细胞，在37℃的热水浴中解冻的成活率高于

20℃下大气中的解冻成活率。

• 草莓茎尖冷冻保存材料的解冻，应放入36～40℃的温水浴中进行。

• 苹果超低温保存的茎尖，在40℃水浴中快速化冻3min为宜。

• 香蕉超低温保存的悬浮细胞，在40℃无菌水中快速化冻1～2min就

完成。

• 可见，不同类型的植物材料，化冻时间是有所差别的。
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• 把材料置于0℃或2℃～3℃的低温下，让冰慢慢融化。

• 少数超低温保存的材料只有采用慢速解冻才能存活。

• 解冻速度的选择应参考冷冻速度。

78

• 如：木本植物的冬眠芽，因其在慢速冷冻的过程中，经受了一个低

温锻炼过程，细胞内的水分已最大限度地渗透到细胞外，若解冻速

度太快，细胞吸水过猛细胞膜就会受到强烈的渗透冲击而破裂，进

而导致材料死亡。



解冻后，有的材料需用培养基洗几遍，以彻底去掉防护剂，再接种

到新鲜培养基上进行再培养。

• 有的材料洗涤后反而培养不成活，应直接接种于新鲜培养基上。
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• 有的材料在冷冻保存时被冻死，使得再培养的成活率达不到 100％，

需要测定培养物的活力，以剔除没有生活力的培养物。

：

◆FDA染色法

◆TTC还原法

◆Evans Blue染色法等

80

• 如玉米冷冻细胞不宜洗涤立即进行培养，应将融解后的样品直接置

于琼脂培养基上培养，1～2周后培养物即可正常生长。

• 香蕉的超低温保存也不需经过专门洗涤。



• 多数情况下，存活率在20％～80％之间。

• 木薯分生组织，超低温保存后，存活率为21％

• 曼陀罗悬浮细胞超低温保存后，存活率为40％。

• 不同植物材料及不同保存程序的超低温保存效果不同。

• 如低温(2℃)锻炼过的金冠和富士苹果的茎尖，超低温保存后成活

率可达80％。
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• 薯蓣的两个种D.a和D.b的茎尖超低温保存后，成活率分别为60％和

20％，并再生完整植株。

• 超低温保存已在香蕉、甘薯、芋头、马铃薯等植物上建立了较成熟

的技术，并用于大规模离体种质保存。

• 植物种质离体保存目的是保持其遗传稳定性。

• 在植物离体保存过程中，会出现不同程度遗传变异。

• 了解离体种质保存过程中的变异规律及影响变异的因素，以最大限

度地保持离体保存种质的遗传稳定性。
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83

第3节



• 遗传稳定性就是保持种质的原始状态。

• 种质保存成功与否就在于能否保持其遗传稳定性，在种质保存中保

持最低程度遗传变异，重新繁殖后能保持最大遗传相似性。

• 长期频繁继代，离体保存材料变异性常会增加，表现为染色体畸变

和基因突变。

84



• 无性繁殖的香蕉试管苗，继代15～20代后,开始出现形态异常(植株

矮小等)和染色体畸变的芽苗。继代15代时出现染色体的混倍体。

继代20、40、60代时，染色体的变异率分别达0.25％、1.25％、

4.64％。

• 非整倍体则在刚开始就出现，发生比例为0.25％；至60代时为

1.65％。

• 继代25代时，开始出现六倍体和九倍体等高倍体，表型为极度矮小、

散把、叶小而厚等。
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• 因此，必须对所保存材料，定期进行如下方面的检测：

◆细胞学

◆遗传学(生化、分子标记检测等)

◆生产性状的鉴定

◆遗传稳定性。
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• 影响离体保存种质遗传稳定性的因素很多主要有外植体的类型、培

养基成分、保存方法保存时间等。

• 为了提高离体保存种质的遗传稳定性，需全面考虑，尽量减少离体

种质保存过程中的遗传变异。

• 外植体在遗传上要能代表需保存植物材料的遗传特性。
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• 培养基中尽量减少易导致染色体畸变和基因突变物质的使用。特别

是 2,4-D 等生长调节剂，高浓度 2,4-D 常会明显增加组织细胞染

色体畸变频率。

• 采用限制生长保存，不管采用何种培养基，随着保存时间的延长及

继代次数增加，变异可能性就随之增大，因此要尽量减少继代次数。

• 检测遗传稳定性，要注意区分可遗传变异与非遗传变异。
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