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植物种质超低温保存遗传稳定性的研究进展
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提要: 超低温保存被认为是种质长期保存最有效的方法, 其中生物材料低温保存的遗传稳定性是植物种质资源保存中最受

关注的问题之一。本文对近年来超低温保存后植物材料的遗传稳定性及变异的研究情况进行了介绍, 涉及表型性状分析、

基因组遗传稳定性、表观遗传变化及超低温保存的筛选效应等, 为进一步研究超低温保存的应用提供参考。
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Abstract: Cryopreservation is considered as the most efficient method of long term plant germplasm conservation,
and plant heredity stability of biological materials in low-temperature preservation has become one of the ques-
tions which are most worth considering in plant germplasm conservation. In the paper, we reviewed genetic
stability and variation of plant materials after cryopreservation in recent years, and gave advice for further study
on cryopreservation application, involving phenotypic traits analysis, genome genetic fidelity, epigenetic changes
and the screening effect of cryopreservation, etc.
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超低温保存(cryopreservation)是在-80 ℃及其

以下的低温条件下保存种质资源的一整套生物学技

术。自 1973年Nag等首次超低温保存胡萝卜悬浮

细胞系获得成功以来, 国内外已对200多种材料进

行了超低温保存(梁宏和王起华 2005)。从理论上

讲, 植物材料在超低温保存过程中, 活细胞内的物

质代谢与生长活动近乎完全停止, 处于“生机停顿”
(suspended animation)状态, 因而可使植物材料在该

温度下不发生遗传性状的改变(肖洁凝和黄学林

1999; 马千余等2007), 使保存材料具有良好的生物

稳定性。但实际上, 超低温保存过程涉及到一系列

的胁迫(Basu 2008), 这些胁迫可能作为一种选择压

对不同基因型的植物材料产生选择效应, 并产生一

些生理及遗传的影响。近年来, 许多学者就超低温

保存后再生材料的遗传稳定性问题做了大量的研究

和对比分析。本文就目前超低温保存的再生材料

遗传变异的研究进展情况进行分析, 为该领域的进

一步研究提供参考。

近年来, 关于超低温保存材料的遗传稳定性研

究主要集中在3个方面: (1)超低温保存再生材料的

表型性状的比较; (2)超低温保存材料的基因组遗传

稳定性研究; (3)超低温保存再生材料的表观遗传变

异情况分析。此外, 超低温保存过程本身具有一定

的筛选效应, 使再生材料与未保存之前有一定的不

同, 利用该原理发展起来的超低温保存脱除植物病

毒也得以发展。

1  表型性状变异研究

大多数研究认为, 超低温保存再生植株的表型

性状没有明显的变化。Moukadiri等(1999a)对水稻

超低温保存后的愈伤组织研究表明, 超低温保存后

的再生后代的表型性状没有发生变异; 章志宏和胡

中立(2000)在研究水稻单倍体不定芽超低温保存的

再生后代过程中也没有发现表型特征的变化; 对苦

楝树和白桦超低温保存后再生材料的研究过程也有

相同结果(Scocchi 等 2004; Rypnanen 和 Aronen
2005); Sisunandar 等(2010)对椰子胚经超低温保存

后幼苗的形态学研究没有发现显著性变异。但最

近也有部分研究认为超低温保存后材料的部分性状
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会发生某些变化, 如超低温保存后的水稻更耐低温,
且更易进行基因枪法遗传转化(Moukadiri等1999b);
原生质体培养不易再生的材料, 超低温保存后, 原
生质体培养却获得了成功(何光存等1998); 超低温

保存过的胚性愈伤组织再生的白杉也发生了一定比

例的变异(DeVerno等 1999); 超低温保存后的菊花

叶绿素含量降低, 而除虫菊酯合成提高(Martin 和

Gonzalez-Benito 2005)。近来, Medina 等(2007)对
两个草莓品种的超低温保存再生材料、常规繁殖

材料与微繁材料的田间农艺性状进行了对比分析,
结果发现, 品种 ‘Andana’ 相对于常规繁殖材料, 微
繁材料和超低温处理材料产品产量比较高, 果实相

对较小; 另一品种‘Camarosa’的超低温处理材料与

另外两组相比在果实品质方面有一定的差异。表

型性状是在基因型和环境的共同作用下形成的, 其
中环境可以是外部的自然环境, 也可是植物体本身的

内部环境, 比如蛋白含量、物质积累、pH 变化等。

2  基因组遗传稳定性研究

对于超低温保存再生材料的基因组遗传稳定

性研究, 目前主要采用细胞学方法和各种分子标记

技术对再生材料与对照进行对比分析。研究表明,
多数材料没有发生染色体数目和 DNA 序列的变

异。Turner 等(2001)检测经过超低温保存 12 个月

后的袋鼠花(Anigozanthos viridis)的茎尖发现, 遗传

稳定性良好, 再生植株基因组没有发生遗传变异。

Hao 等(2001)研究了苹果的一种基因型(Malus
pumila cv. ‘M26’)超低温保存后再生的 8 个单芽系

的遗传稳定性, 与对照相比基因组没有发生变异。

另外, 在苦楝树、白桦、马铃薯和椰子的超低温

保存过程中也没有发现基因组的变异(Scocchi 等
2004; Rypnanen 和 Aronen 2005; 曲先和王子成

2010; Sisunandar 等 2010)。但也有少数报道认为

超低温再生材料发生了极少位点的变异。如超低

温保存后的冷杉用随机扩增多态性 DNA (random
amplified polymorphic DNA, RAPD)标记检测出

16.8% 的变异条带(Aronen等1999); 贯叶连翘经过

超低温保存后染色体数量没有发生改变，但是非

编码序列发生了微小的变化(Urbanova等2006); 用
扩增片段长度多态性(amplified fragment length
polymorphism, AFLP)技术检测, 发现微藻超低温保

存后发生了明显的变异条带( Mul l er 等 2 00 7) ;

Harding等(2000)发现在超低温保存的种子再生材

料中核小体与核糖体DNA结构发生了变化; Kaity
等(2008, 2009)在超低温保存木瓜过程中发现再生

材料基因组DNA发生了不同程度的改变, 在超低温

保存后的不同阶段存在 1.5%~10.07% 的基因组

DNA 变异。随着系统生物学的出现, 人们还发现,
环境的变化可以导致基因表观修饰的变化, 进而引

起基因突变。由此看来, 基因不会代表一切, 更不

能决定一切。个体在发育和生长过程中获得的环

境影响, 能够被遗传给后代。

3  表观遗传变异研究

对超低温保存中的DNA甲基化变化进行检测

和跟踪研究近年已引起该领域学者的重视, 已有的

研究表明, 超低温处理后, 材料的表观遗传信息确

实也会发生变化, 如 DNA 甲基化变化。Hao 等

(2001)应用甲基化敏感扩增多态性(methylation-sen-
sitive amplified polymorphism, MSAP)技术检测了超

低温保存后苹果再生植株的DNA甲基化状态, 发现

保存后材料的DNA甲基化水平均有所降低。Kaity
等(2008, 2009)在对超低温保存后木瓜的遗传和表

观遗传研究中发现再生材料在不同阶段DNA甲基

化发生了不同程度的改变, 另外超低温技术中的快

速冻融过程是影响植物存活率和基因组甲基化变化

的主要原因。运用 MSAP 技术, Peredo等(2008)研
究发现低温保存和超低温处理的蛇麻草(Humulus
lupulus)与对照植株相比, 36% 的位点发生了甲基

化。何艳霞和王子成(2009)对模式植物拟南芥所

做的研究表明, 超低温保存后材料发生了一定的

DNA甲基化变化, 并且这些变化的条带大部分可以

通过有性生殖进行遗传传递。Johnston 等(2009)
研究发现虎耳草科酷栗属的植物不同基因型经过超

低温保存后, 抗寒性的基因型具有DNA甲基化增加

现象, 而对低温敏感的基因型则发生去甲基化, 并
且发现 DNA 甲基化是一个可逆的表观遗传学机

制。陈芳等(2009)发现小麦经超低温保存后材料

发生了不同程度的甲基化变化。曲先和王子成

(2010)在对马铃薯茎尖超低温保存过程中发现有甲

基化变异情况。DNA甲基化在高等生物的生命活

动中具有维持基因组稳定及调节生长发育等重要功

能, 在植物发育和分化过程中, 其水平不足或过高,
都会导致生长发育的不正常和形态异常, 如植株矮
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化、叶片变小株成丛状等, 而且许多特征可以遗传

给后代(Chan 等 2005; 侯雷平和李梅兰 2001)。一

些生物和非生物逆境因素常可导致DNA甲基化的

变化, 从而产生表观遗传变异。

超低温保存过程中植物材料要经历脱水、冷

冻等处理, 本质上都是逆境处理, 在此过程中, 材料

经历了一系列胁迫。我们将 “cryostress” 译为超低

温逆境, 用来特指超低温保存过程中植物所受到的

胁迫。最近, 有人对超低温保存后拟南芥的基因表

达情况进行了分析, 结果表明, 超低温处理会诱导

一些缺氧、干旱、盐胁迫和低温等逆境诱导的基

因的表达(Basu 2008)。而近年的研究表明, 逆境

处理对植物的表观遗传信息会产生很大的影响, 当
植物暴露于各种逆境条件下, 不但其表观遗传修饰

会发生变化, 而且会建立起新的基因表达模式, 这
种新的基因表达模式有时可以连续遗传很多代

(Boyko和 Kovalchuk 2008)。目前该领域已成为国

际上植物表观遗传学研究的热点, 引起人们对生物

进化的更深层次的思考, 并可能用于植物的改良。

4  超低温保存的筛选效应

如前所述, 超低温保存的处理过程本质上涉及

一系列逆境处理, 这些逆境处理具有一定的筛选效

应, 如果处理材料本身具有某种异质性, 则会导致

再生材料发生分化。有研究表明超低温保存导致

了一些细胞系的次生代谢物合成能力以及胚性和恢

复生长能力的变化(Moukaridi 等 1999; Hitmi 等
1997; 何光存等1998), 可能就是某种选择效应造成

的。小麦愈伤组织在不添加任何冷冻保护剂的情

况下, 经过逐步降温法超低温保存后, 有不超过15%
的愈伤组织恢复了生长, 而将这些经过一次超低温

保存的愈伤组织再进行第二次相同程序的超低温保

存过程, 则有30%~40%的愈伤组织恢复了生长, 将
从这些恢复生长的愈伤组织中再生的植株进行研究

发现, 其抗冻性升高。经过分析发现在这些愈伤组

织中多了7个79~149 kDa的特异可溶性蛋白(Kendall
等 1990), 可见超低温保存过程可以导致对抗冻力

较高的细胞的选择。另外, 对于嵌合体材料, 由于

超低温保存后再生过程中并不是所有的细胞都能够

再生, 异质的细胞就有可能因再生过程而发生分离,
超低温保存对不同材料的影响和材料的遗传稳定性

是相互关联的, 异质群体中的不同基因型对超低温

保存的反应不同, 从而导致选择作用, 使保存后成

活的培养物不同于原始培养物。

1997年, Brison等(1997)首次报道超低温保存

不但可以保存植物种质,  而且还可以去除病毒。

Helliot等(2002)也发现感染香蕉花叶病和条纹病的

香蕉病株的分生组织经超低温保存后可以去除

30%的花叶病毒和90%的条纹病毒。Wang等(2003,
2008)及Wang和Valkonen (2008)用包埋-玻璃化法

成功地去除了葡萄A病毒(grapevine virus A, GVA),
成功率高达 97%; 最近, 他们对 0.5~1.5 mm 大小

(含有2~4个叶原基)的甘薯茎尖进行了玻璃化法超

低温保存处理, 结果所有再生的材料均脱除了甘薯

黄萎病毒(sweet potato chlorotic stunt virus, SPCSV)
和甘薯轻型斑点病毒(sweet potato feathery mottle
virus, SPFMV), 他们还将热处理法与低温疗法相结

合, 对可以通过授粉进行传播的传统茎尖培养不能

脱除的木莓病毒(raspberry bushy dwarf virus, RBDV)
进行了脱除。我们课题组采用低温疗法也成功将

马铃薯 S 病毒(potato virus S, PVS)和马铃薯 Y 病

毒(potato virus Y, PVY)脱除(结果待发表)。植物

茎尖作为种质保存最重要的材料, 其细胞组成也是

异质的, 其中包括有分化的细胞和未分化的细胞。

在超低温保存过程中, 分化的成熟细胞由于液泡较

大并且含水量较多, 在超低温处理时不容易脱水, 因
而易被形成的冰晶破坏致死; 而未分化的细胞由于

液泡较小或不含液泡, 所以含水量少、胞质浓, 在
超低温保存后易于成活。有研究表明, 对于感染病

毒的植物, 其未分化的分生组织细胞一般不含病

毒。因而超低温保存过程可以将含有病毒的细胞

冻死, 而保留不含病毒的细胞, 再生材料即可脱除

病毒(Wang和Valkonen 2009)。利用超低温保存技

术进行植物病毒脱除的技术被称为低温疗法

(cryotherapy)。
病毒感染是一种生物逆境, 会引起植物表观遗

传信息的变化, 如烟草花叶病毒(tobacco mosaic
virus, TMV)感染烟草, 使其基因组整体上甲基化增

加, 从而应对这种逆境, 但同时也使一些特异位点

发生去甲基化, 因而导致高频重组的发生(Boyko等
2007)。如前所述, 超低温保存过程也使材料发生

DNA甲基化变化, 而对带病毒材料进行超低温保存

处理, 再生材料表观遗传信息会发生什么样的变化,
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目前尚无有关报道。超低温脱毒材料与采用传统

茎尖脱毒技术脱毒的再生材料的表观遗传与发育相

似性如何, 需要进行深入研究, 以便更好地为低温

疗法脱毒的实际应用提供支撑。

综上所述, 超低温保存后再生材料的遗传稳定

性到底如何, 目前还没有最终的定论, 可能与所用

材料本身的遗传特性及研究方法等都有一定的相关

性, 也可能受检测手段所限制。作为一项重要的生

物技术, 超低温保存对植物材料遗传稳定性的影响,
应该给予进一步的关注。尤其是超低温保存对表

观遗传信息的影响以及利用超低温保存的筛选效应

进行病毒脱除等方面的应用, 更应引起重视, 这是

超低温保存方面研究的较新领域, 需要用多种植物

材料、多种层次及多种检测手段来深入探讨。
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