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在动、植物组织和细胞培养过程中，常常

发生染色体、基因组和基因水平上的变异，故

培养细胞的遗传性状不易稳定，形态建成能力

逐渐丧失，产生特殊产物的细胞难以长期保存。

为解决这些问题，多年来，人们探索了许多降

低动、植物培养细胞代谢水平的保存方法，如

减少含水量、降低氧分压和冷冻等.仅在具有

冷冻防护性质的-类化学物质发现后，冷冻保

存法才在动物细胞中获得成功. 1949 年 Polge

等首先发现，甘j由可减轻鸟类精子的冷冻伤害，

此后人们将低温与冷冻防护剂结合使用，冷冻

保存;去才广泛应用于医学和畜牧业，如动物精

子、红IfJl球细胞、骨髓、胚胎和培养细胞等的

保存(19，川。植物细胞的冷冻保存工作近年才开

展，植物细胞体积大，浪胞化程度高，对冷冻

极敏感，需要建立合理的、周密的冷冻措施.

七十年代， Nag and Street 将胡萝卡悬浮培养

细胞保藏在液氮后，观察到细胞的生长 (ZlU近

十年来，英国、印度、加拿大、美国、意大利、苏

联和日本等国的有关实验室开展了植物组织和

细胞保存以及种质库建立的研究，并取得了较
好的结果(Idpb18937db40).

在超低温(指液氮低温，一 196 0C) 条件下，

几乎所有的细胞代谢活动、生长过程等都停止

了，因而排除遗传性状的变异，同时保存细胞

的活力和形态友生的潜能。超低温冷冻保存法

〈以下简称冷冻保存法)还有许多优点，如长期

保存无病原的茎尖分生组织或者罕有的珍贵的

植物组织，这样的植物种质库便于国际间进行

交换;如冷冻保存花粉，则可延t豆花粉寿命，
便于进行远绿杂交;冷冻保存细胞系、花粉

)J1~(pollen-ernbryos) ，可节省人力、物力，为

遗传育种工作提供遗传性状稳定的材料。

冷冻保存;去的主要环节可用图 1 简单概

括。这些环节虽因植物种类和细胞类型而异，

但它们依据的基本原则是完全相同的。

1.植物材料的预培养

已知处于分裂状态的细胞具有体积小手口原

生质稠密等特点，因此它们耐受低温的能力

s.!ìi (2U22) 。预处理的目的在于，提高分裂细胞的

比例，减少细胞内的自由水含量，为此可加快愈

伤组织或细胞的传代频率悦，29) ;诱导花药内的

雄核发育，形成多细胞的胚(4'的， 提高培养基

内的糖浓度或用含有二甲基亚枫 (DMSO)* 脯

氨酸等溶液短期处理细胞，以提高抗寒力

( 13'14 ， 25 ， 38气或将细胞在接近零度的低温下培

养数日 (25 ，灿31).

2. 冷冻防护剂的利用

选择合适的冷冻防护剂是重要的环节，常

用的有 DMSO、甘油、糖类，它们属低分子量

的中性接质，在洛掖中能强烈地结合水分子，

发生水合作用，使榕浓的粘性增加。温度下降

时，它们溶液内冰的结晶中心的增长速度也下

降，使水的固化过程减弱。DMSO 又易渗透到

细胞内部，不致使细胞在冷冻和融冰时因脱水

过头，受渗透冲击(osmotie stress) 的损伤.

DMSO 处理时间不宜过久，它本身对细胞有

*文内缩写

(1) DMSO-二甲基亚帆(dimethyl sulpho叩

xide) 
(2) TTC 法一用三苯四瞠氧化物 (2 ， 3 ， 5-

tripheny 1 tetrazoli um chloride) 测定钱粒
体的活力。

(3) FDA i去一二酣酸荧光素 (fl uorescein 
diacetate) 染活细胞的方法。
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2 细胞生物学杂志 1983年

植1却器官、组织和细胞

[•| 
l→ JÝ1 处理←

〈加速传代、提高培养基渗透压、低温锻炼〉

( 一-加冷冻|飞护剂(OOC) 一|

慢冻法(降温，
预冻法 速度 1-5"(; /分)快冻i去

( - 20 0C 或一 70"(; ) • 
I -40"(; 或一 100"(; I 

|•| -• 种质库 +一|
(-196"(;) 

• 
迅速解冻 (34-40"(; ) 

|• 
再培养

• 
细胞生长
或

植株再生

圄 1 植物组织和细胞冷冻保存的主要步骤

药害{阜9) 。最近许多人发现， 2 , 3 种冷冻防

护剂混合使用，可减低药剂的毒性，同时提高

了细胞的存活率 (7 ， 10 ， 16 ， 34 ， 35) 。有人发现甘油对

细胞有不良的影响口气各种冷冻防护剂的合

适浓度均在 5-10% 左右，它们在冰浴上与细

胞培养物等体积混合，需缓慢加入.但最近

Withers 认为，冷冻防护剂加到培养物内的速

度不是关键，主要是两者混合均匀，然后再在

冰椅上平衡 1 小时即可(38) 。

3. 冷冻的方法

在介绍具体方法之前，需简要说明冷冻时

细胞内、外发生的主要物理化学变化。冷冻时，

细胞外的海液水分子首先形成冰结晶中心，后

者的增长速度与溶液成分、降温速度有关，一

般在一 20 到 -60 0C 范围内晶体中心增长最

快，形成大的冰晶体，以后减慢速度，到一 140 0c

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内，在细胞内形成冰

的晶体，对细胞损伤最严重。如缓慢冷冻，细

胞内外的水汽压可以平衡，外部水因先结了冰，

水气压变化，细胞内的自由水可扩散到外界的

冰晶体表面，并变成冰，细胞发生保护性的脱

水，因而可避免在细胞内部形成冰。然而如温

度下降太慢，细胞脱水过头，又会发生盐析

。alting-out)效应，不利细胞的存活仙阳。当

然，在加有冷冻防护剂后，许多情况有所改善，

细胞的存活率明显提高.目前建立了三种冷冻

法:快冻、预冻和慢冻法，后一种应用较为普

遍，但要求严格控制降温速度，不及前两个方

法简便。

a. 快冻法是将盛有样品的玻瓶(内装

2ml 样品)或?自金袋〈导热性能好〉直接放入浓

氮罐.该法适用康乃馨茎尖和四季樱花粉胚的

保存.解冻后这些材料都能恢复生长，并分化

形成了植株.

b. 预冻法植物组织放入液氮前，经过一

个时期的低温锻炼，如 Sakai 等将草莓茎尖放

在一 20一 -30 0C 下预冷{15) ， Sa1a 等将水稻悬

浮培养细胞放入一 70CC条件 18 小时(29) 。融冰

后细胞能恢复生长，草莓茎尖还形成了小植株。

C. 慢冻法分两个阶段进行，先以 1-

5 0cI分速度降温，降至一 30一 -400C或一 100 0C ，

平衡约 1 小时，再将样品放入液氮进一步冷却，

并保藏。原生质体、悬浮培养细胞、愈伤组织

和某些植物的茎尖均用该法冷冻保藏，效果较

好。 Kartha 发现，豌豆和草莓生长点的降温速

度需严格控制在 0.5一1. 0 0C/分范围，否则存

活率明显下降(16 )。

4. 解冻和再培养的方法 试验证明，解

冻缓慢时，细胞内容易发生剧烈的再结品，冰

晶体增大，使细胞死亡。而快速解冻，再结晶

过程来不及发生，细胞的存活率也最高。快速

解冻方法 2 将样品瓶放入 36-40 0C 的温水陆

内，小心摇动，数分钟内使样品完全融解，这

时操作需特别注意，因冷冻后的组织脆弱，易

受损伤。此外，样品的容量和大小都需按标准

制备，否则j温度升降不易精确控制.解冻后

的组织和细胞用培养液逐渐稀释，以免发生去

质壁分离的冲击，冷冻防护剂完全除尽后， l\口
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第 5 卷第 1 期 细胞生物学杂志

可将细胞或组织培养到适合于生长的团体或液

体培养基内。在图 2 内我们例举了植物细胞冷

冻保存的几个步骤o Withers(町，川等人发现，

玉米等的冷冻细胞不宜洗涤和立即进行液体培

养，融解后，将样品直接加到琼脂培养基上培

养，这样操作简单，细胞不易受伤，数天后就

开始恢复生长， 1 、 2 周后培养物生长正常并

可用于研究工作。他们推断，再培养初期，冷

冻防护剂的存在更有利于细胞内、外i容质的平

衡.一般冷冻细胞恢复生长前均有一个生长停

市期，长达一至数月，除玉米外，水稻细胞在

解冻后一周就恢复生长，形成生长良好的悬浮

细胞，这大概与细胞类型有关.在生长恢复前

常用双醋酸荧光素 (fluorescein diacetate) 、

Evan 氏蓝等染色法测定细胞的活力，也有人

用 TTC 法*测定线粒体的活力.

固 2 植物细胞冷冻保存法的几个步骤

关于保存期的长短对细胞活力影响的资料

不多，到目前为止，在浪氮内储藏时间最长的

要算豌豆和苹果茎尖，长达 1~2 年，解冻后不

仅存活率高，而有 60% 以上的培养物分化形

成小植株(16) 。

关于冷冻保存成功的植物种类已有数十

种，其中能分化产生小植株的有十余种。现根

据组织类型分别介绍于下z

1. 悬浮培养细胞和愈伤组织的冷冻保存
Quatrano怜的首先研究了细胞的抗寒性，

发现亚麻细胞仅能耐受 -50 0C 低温.后来

Withers and Street(S9) 发现对数生长期的细

胞最能耐受冻害，而延J带期平[l静止期的细胞对

冷冻最为敏感.悬浮培养细胞冷冻保存前要加

速传代，在培养基内加入适量渗透剂(甘露吕立、

脯氨酸等) ，也可提高细胞的抗寒能力.此外，

冷冻后再培养的细胞群中或愈伤组织块中，单

个的细胞、松散的细胞团均因冻害而死亡，仅

结构紧密的，小的细胞团能恢复生长，经过数

次传代，细胞群的组分又可恢复正常.经冷冻

和解冻后能生长的悬浮培养细胞种类有 2 胡萝

卡、单倍体烟草、假挪威械、蔷薇、颠茄、玉

米、水稻、甘廉、木薯、人参，其中仅胡萝卡

和烟草细胞还保存有分化能力.愈伤组织保存

成功的植物有 g 杨树、甘廉、枣椰树、木薯

等，后三者均保持原培养物的形态建成能力

2. 生长点的冷冻保存

在植物的茎尖为一顶端分生组织，其直径

约为 0.1 毫米，长 0.25-0.30 毫米，胚胎发育

时首先形成，整个营养生长期〈休眠期除外) , 

都处于积极分裂状态，遗传性状稳定。近 20 多

年来，园艺工作者广泛利用茎尖培养技术，无

性繁殖有经济价值或珍贵的濒临绝迹危险的植

物种.通过生长点培养，还可使长期营养繁殖

的植物除去若干病毒病源，为此目的，切取生

长点不可太大，一般为 0.3-0.5 毫米长，带

一对叶原基.从培养角度来说，样品愈小，操

作难度愈大，故冷冻保存佳长点的成败还与常

规的茎尖培养技术密切相关。下面我们列举的

植物种类不仅能耐冷藏，冷冻后仍有 50% 以
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上的茎尖培养物能分化形成小植株，有的分化

频率接近 100%. 冷冻时将生长点在含有 5%

DMSO的培养基内预培养数天，然后每分钟

下降 rc 左右的速度冷却到 -40 0C，再放入液

氮.保存效果好的植物种类2 苹果、胡萝扒

豌豆、草莓、鹰嘴豆、花生、土豆、番茄、康
乃馨和木薯等(spe ， 7 ，11-lUZ8'"-31}-

3. 体细胞胚和花盼胚的冷冻保存

前面已提及， Nag 等首先将胡萝卡的胚状

体冷冻保存成功. Bajaj 又将冷冻保存法成功

地应用于花粉胚方面 (8山8)，他将烟草、颠茄、

四季樱草等的花药培养 3-4 周，诱导花粉雄核

发育，然后比较不同胚胎期花粉的抗寒能力.

结果表明，球形期的花粉胚较为耐寒，存活率

达 30% 左右，在解冻后它们经过 2-4 周的停

滞期，就恢复生长，通过各个发育时期，最后

形成单倍体植株.而心形期和子叶期的胚在冷

冻后仅有少量能存活，并增殖形成愈伤组织.

矮牵牛的花药冷冻后也仅有少数能分裂形成愈

伤组织.

4. 植物原生质体的冷冻保存

由于操作复杂和技术难度大，故成功的例

子很少( 20 ， 82)。日本学者在冷冻保存胡萝卡和地

钱原生质体方面取得成功，他们观察到了二种

原生质体在解冻后不久开始分裂过程，胡萝卡

原生质体可形成愈伤组织，地钱的原生质体经

分裂、分化形成了原丝体{剧。

我们将收集到的较完整的资料列成一表，

便于大家查阅和比较，但其中活力一栏只能表

示细胞活力的相对值，因为各实验室利用了不

同的测定方法，故数值之间无法进行比较。

综上所述，近十年来国外学者在植物组织

和细胞的冷冻保存和种质库建立方面取得了许

多成就，如建立了冷冻技术，研究了各种类型

的组织和细胞的抗寒能力等，为进一步开展冷

冻生物学(cryobiology)研究奠定了基础，但还

有许多问题需进一步加以研究，如原生质膜与

细胞器的超微结构等与细胞抗寒力的关系，较

长时期的冷冻保存对细胞活力和形态建成过程

的影响，冷冻保护剂(特别是易渗透类型的，

襄s 冷冻保存的植物种类和方法

| 预处理及冷冻防护 |冷冻方法(降温速度， I细胞存活率ILN 内保存!
植物种名及材料类型 |剂的种类和浓度 |放入LN*前温度〉 |及生长情况|时 间 |文献

I __1__Ì._',_'. ..n. n/ T"'\'/fr'lr-..."., n/! 慢冻法(2 'C /分， 1__ __", 1_ __"",! 
(1) Acer pseudopZatanus L. I 甘油 10% ， DMS05%1 LX.~'~~::~~I/n 122-25% 15-10分钟 i [22J 

I~'~_V'V'-_____V'VI -100 'C) 1-- _v , vl v .vn"l 
假挪威械 1. _______:一一 l l ; 
悬浮培养细胞 l甘油~:!~，~~SOO.51 阳出阳分， - I 70-90 % I 1 分钟 I [3 7] 

1M，康糖 1.0M I -35 'C) -1 'u ÚU/U I Q J1'T I 

(2) Arachis hypogaea L. 1预培养 3 天，选取开始I I 23-30% , I 
l生长的材料，甘油5% ， 1 快冻法 出化形成植 27天 [6J 

花生，生长点 |蘸糖 5% ， DMS05% 1 1株 1 

(3) 缸甜p向ω叫llado咿咧恻川l肌n

悬浮培养细胞 I DMS05% 1 "11 I 4ω0% / I [39J 

花药 DMSO 5-10%后在 11 31 % _ I 3 个月 [4J |预培养 3- 4周加 11 31 % 

0℃下放置 20-60 分钟

7页培养 3- 5 天，选取1 127-36% , 1 
(4) Cicer αrietinu附; 开始生长的材料，甘油、| 快冻法 i 27天

蘸糖和 DMSO 各5% 1 1 植株再生|

加 DMS04%后培养| 慢冻法(0.6"C/分， I 40% , 1 
1~':J:::':V.""I/"7 I '__l_:"~~~:'! / I 

11 天 1 -40"C) I 植株再生 i

埃及豆，生长点
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植物种名及材料类型

(5) Daucus carota L. 

胡萝|、

悬浮培养细胞

胚状体

原生质体

(6) Diαnthus 

caryophyllus L. 

爵香石竹，生长点-

一一-一一---一一一一

<7> FDruacghar-ia ananassa 
c. Y.Redcoat 

松草莓，甸伏校茎尖

(8) Ipomoea sp. 番薯属的

一种，悬浮培养细胞
一一一一…一

细胞生物学杂意

预处理及冷冻防护

剂的种类和浓度

DMSO 5-7% 

DMSO 5% 

DMSO 5% 

冷冻方法〈降温速度，

放入LN* 前温度〉

!即(2叫
-100t) 

-100t) 

05% ，甘油110% 1 民工立:l 叫甲:号:1 叫，_.'"1 -30t) 

DMSO 5% 

DMSO 5% 

|慢冻法(2t/分，

I -100t) 

l 快冻法
植株先在4t下培养 31

|快冻法
天， DMS05% 1 

在含有 DMS05%的 慢冻法(0.84t/分，

培养基上培养二天 -40t 分〉

基在上含 6% 的廉糖，甘培油养、
预培养数日

2-4t/分速度L降N至
-40t ，未放入

DMSO 各 2.5% 保存

(9) Malus domestica Bor­

kh 苹果冬眠芽
i 在-叫件下锻炼1 缓慢降温至
14 天， - 5t - 3 天，
-10t -1 天 -30t和 -40t

(0) Manihot esculentum 甘油 10% ，黑糖 5% 1 快冻浩

木薯，生长点
预培养4-6天， DMSOI
5% 1 

(11) Marchantia I 甘油 10%
polymorpha L. I 
地钱，原生质体 I DMSO 5% 

(12) Nicotianatabacum L. I 
烟草 1 DMSO 5% 
悬浮培养细胞 | 

花药 LE这;主纪'
花粉胚 I DMSO 5-7% 

(3) Oryza sativa L. 1 加速细胞传代，

水稻，悬浮培养细胞 1 DMSO 5% 

快冻法

慢冻法(1. 1t/分，

〈ω Panω ginseng C.A.MeyIJJ日廉糖 20% ，冷至 2t , 1 慢冻法(0.5t/分，
1 1 - 30t后以9t/分

人参，悬浮培养细胞 回MSO 10%，廉糖 10%1 降至 -70t)

分化频率
1-8 周

55-95% 

恢复生长 / 

5 

[21, 22J 

[36J 

[30J 

[14J 

[17J 

[27] 

[2J 

[15J 

[33J 

[4J 

[4J 

[29J 

[25J 
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(续囊)

植物种名及材料类型

(8) Primula obconica L. 

四季樱萃，花药预
椿7% 和 DMS07%处| 快冻法 / [8J 

(1 9) Saccharum 
officinarum L , 
芷也愈伤组织

(20) Solanum goniocalyx 

茄属一种，生长点

(2 1) S. tuberosum L. 
土豆，茎尖

(22) Zea mays L. 
玉米悬浮培养细胞

理 2 小时，冷冻时除尽

|葡如%， DMSO 
10% , PEG 10% l 预培养 3 天，

DMSO 10% 

l 脚 DM叫甘
油各 5%

|DMSOO5MJf由。 ~I
M，脯氨酸或廉糖1.0M I 

*LN一-液氮。制PEG-聚乙二醇。

如 DMSO) 如何能洗除干净，它们对细胞的影

响如何，冷冻和解冻的过程是否会诱导产生突

变细胞株等.

最后，本文作者之一已在第五届国际组织

培养会议的专题报告(18)中指出，在植物组织和

细胞培养研究这一广泛范畴中，只有低温保存

和种质库这一项在我国还是一个空白点。但是，

我国组织和细胞培养的研究工作已有坚实的基

础，又有丰富的植物资源，完全有条件开展冷

冻保存植物种质库的工作。所以，我们在一些国

际友人提供资料的基础上，撰写了这一篇通俗

短文，目的在于引起国内同行们的注意和重视.

参考文献
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37:263-268. 
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慢冻法(3 t: /分，

- 23 t: ) 

快冻法

快冻法

慢冻法(1t:/分，
- 35 t:) 

出2222l
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有较多碱性基因，等电点偏碱，而自蛋白等是

球形蛋白，碱性氨基酸不如组蛋白多，等电点

偏酸等缘故。

还初步做了免疫反应，以抗原经过凝胶电

泳分离，电泳转移，把抗原转移到硝酸纤维素

墟纸之后，依次同第一抗体和第二抗体(125 腆

标记)温育，做放射自显影，结果可以观察到抗

原抗体专一结合反应.
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