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中华称推湘喻伤裂彩硼包的赵耽甜瞎研究
*

郭延平 李嘉瑞
(西北农业大学园艺系

,

陕西杨陵 7 121 0 0)

摘 要 用 5 %二 甲基亚矾 + 10 %葡萄糖或 5% 二 甲基亚矾 + 10 %蔗糖作为冰冻保护

剂
,

能有效减轻中华称猴桃愈伤组织细胞的超低温伤害
。

以一 l ℃ /m in 的速率降温至 一 60 ~

一 7 5℃ 时
,

对愈伤组织细胞的伤害作用最小
; 以大于 160 C / m in 速率快速化冻

,

愈伤组织细胞

的相对存活率最高
。

愈伤组织细胞伤害的主要温度区域为一 20 ~ 一 40 ℃ ; 一 60 ~ 一 75 ℃ 为愈

伤组织细胞投入液氮时的
“
安全温度区

” ,

一 60 ℃和一 75 ℃分别为
“

临界上 限温度
”

和
“

临界下

限温度
” .

关键词 中华称猴桃
,

愈伤组织细胞
,

超低温保存
,

液氮
,

种质保存
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,
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.
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近 10 余年来
,

随着植物组织培养工作的迅速发展
,

一些研究者开展了植物组织细胞

保存技术的研究
,

初步研究结果表明
,

植物组织或细胞置于超低温设施中保存
,

不仅可以

长期保存在实际和研究中所需要的植物种质
,

而且可以避免组织的倍性 因长期继代而发

生变异
。

同时也节省了大量的人力物力
〔`

,
’ 〕 。

但是这项技术用于植物方面还不普遍
,

一方面

是 由于不同组织细胞所要求的超低温保存方法不 同
,

另一方面是因组织细胞在超低温保

存过程中受到伤害
,

细胞的生活力下降所致
。

为了避免或减少伤害
,

提高组织细胞的生活

力
,

本研究以称猴桃愈伤组织细胞为试材
,

对超低温伤害进行了探讨
。

1 材料和方法

1
.

1 材 料

生长在 M S + Z T l(
.

。 “ g
·

夸
’
) + 1

.

0%琼脂 + 3
.

。% 蔗糖培养 基上
,

并在 25 士 1℃
,

2 0 0 0 l x 的条件下
,

培养 了 1 8一 2 4 d 的中华猴猴桃 ( A c t i n i d i a ` h i n e n s i: )愈伤组织
。

1
.

2 预处理

将愈伤组织转接在附加 Z T (1
.

。 拌g
·

g
一 `
)

,

1
.

0%琼脂及 10 %蔗糖的 M S 培养基上
,

5
『

C下培养 Z d
,

。℃培养 6 d
,

然后仍在 。℃条件下将愈伤组织切成 2一 3 m m 大小
,

放入安

瓶瓶中
,

加入保护剂 1 m L
,

平衡 30 m in
.

1
.

3 冰冻方法

将预处理好的材料放在冷冻室为 o ℃的微型程序冷冻机 (法国制造 ) 中
,

在不同的降

温速率及预冻温度下投入液氮中
。

1
.

4 化 冻

材料从液氮中取 出后
,

在不同的条件下化冻
,

用去有机成份的 M S 培养液冲洗 3一 5

次
,

4 次重复
,

S S R 测验
。
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1
.

5 细胞活力检测

用 TC T法测定 〔3 二。

称取洗涤后的愈伤组织 3 00m g
,

放入具有刻度的 10 m L 试管中
,

加入 5 m L T T C (氯化三苯基四氮哇 )试剂
,

在 25 ℃的恒温培养箱中静止培养 20 一 24 h
.

吸

取 T T C 溶液
,

用蒸 馏 水 冲洗 3 次
,

加入 5 m L 95 % 乙醇
,

将试 管 放入 75 ℃水浴中
,

加热

30 im
n ,

提取红色的三苯基 甲
。

用 日产 U V
一

1 20 型分光光度计在 48 5 n m 处测试三苯基

甲 的吸收值
,

同时以新鲜的材料为对照
。

用相对存活率表示细胞的活力
。

值一值
相对存活率 -

处理的 T T C

对照的 T T C
X 1 0 0

2 结果与分析

2
.

1 保护剂对愈伤组织细胞的保护作用

通过对称猴桃愈伤组织细胞反复进行 超低温冰冻试验发现
,

5% D M SO (二甲基亚

矾 )是效果最好的单一保护剂
,

这与 N a g 〔
` 〕和 w hi t h e r s 等

〔 5〕
报道的基本一致

。

为了进一步

研究复合保护剂的保护效果
,

我们将 5% D M S O 与糖
、

糖醇
、

水解乳蛋白结 合使用
。

从表 1

可以看出
,

5% D M SO 与糖
、

糖醇
、

水解乳蛋 白混 合使用的保护作用极显著大干 D M SO 的

单独使用
。

但是 D M SO 与甘油的混合几乎没有加合作用
。

葡萄糖或蔗糖与 D M SO 结 合效

果最为理想
。

郑光植
〔`二以三分三愈伤组织和悬浮培养细胞为试材的研究结果表 明

,

水解乳

蛋 白的保护作用接近于 D M S O ; 我们将 D M SO 与水解乳蛋白混合
,

其保护效果并非最佳
。

三种保护剂组成的复合保护剂保护效果也并不理想
。

因此
,

葡萄糖或蔗糖与 D M SO 混合

使用能够有效地减轻超低温伤害
。

表 1 保护剂对愈伤组织细胞的保护效果

复一05
冻冻保护剂 T T C 值

极 差 侧 验

0
.

0 1

相对存活力

九j比bo,目.

…
0OUO
ùh七口连

压
d
人斗」

CCDABBABD

bUCdd

5% D M S O + 10 % 葡萄搪
5% D M S O + 10 % 蔗糖

5% D M S O + 10% 聚 乙二醉 6 00 0

5% DM S O + 5%水解乳蛋白 + 10 % 山梨醉

5% DM SO + 5%甘油 + 10 %山梨醉

5% DM S O + 1 0% 山梨醉

5% DM so 十 5%水解乳蛋 白

5% DM S ( ) + 1 0%甘油

5% DM S O

1
.

33

1
.

29

1
.

0 7

1
.

0 6

1
.

0 3

0
.

8 9

0
。

8 6

0
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6 9

0
。
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2 降温速率和预冻温度对愈伤组织细胞超低温伤害的影响

称猴桃愈伤细胞加入保护剂 5% D M SO + 10 %葡萄糖
,

以不同的降温速率降温
,

结果

以 一 1
’

C /m in 的速率降温保护效果最好 (图 1 )
,

降温速率过快 或过慢均对细胞 产生严重

伤 害
。

但菊芽尖以 一 0
.

2亡 / m in 降温速率降温
,

有 87 %的芽尖存活
。

草葛茎尖则以 一 。

8 5 C / m in 降温速率降温
,

95 %以上存活
` ’ 。

这与不同的组织材料要求厂同的降温速率有

关
。

为 了研究预 冻温度与超低温伤害的关 系
.

我们将称 猴桃愈伤组织细胞仍加入 5 %

D M S O 十 1 0%葡萄糖
,

以 一 I C / m in 的 降温速率分 别 降 温 至 一 30
,

一 40
,

一 60
.

一 75
,
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一 90 ℃
,

然后投入液氮中
,

结果如图 2
.

当预冻温度达到 一 60 一 一 75 ℃时
,

投入液氮后的相

尹一尹一

广

人
\ O
O \

、 `剖

歼

了

\ 摹
、 . 、 、 、 、 ~ ,

一
. 、 、 、 ~

_

~
~ .

0000
曰只é户n月fLgǎ次à并组仲如试孚

一 0
.

2 5

杏 - 一̀ 一

一一
一一一一一一一 ` 一一刁 声一一

一

一 1 一 3 一 5 一 1 0 一 1 9 6

降温速率 (℃ /m i)n

一 3 0 一 4 0 一 5 0 一 6 0 一 7 5 一 9 0

预冻温度 ( C )

图 1 降温速率对愈伤组织细胞存活力的影响

对存活率较高
,

说明对称猴桃愈伤组织细胞

的伤害作用最小
;
当预冻温度过高或过低时

,

其相对存活率显著下降
。

一些研究者则认为

预冻的终点温度以 一 30 ~ 一 40 ℃较 合适 8[]
。

这可能与组织的含水量不同有关
。

为了进一步研究伤害猴猴桃愈伤组织细

胞的温度范围
,

在不加保护剂的条件下
,

以一

1℃ / m in 速 率 降温
,

每 降 温 一 10 ℃测 定 其

T T C 值
,

结果如 图 3
.

图 3 表明
,

在一 20 ~ 一

40 ℃的温度区间内 T T C 值下降快
,

也就是说

细胞受冻的关键在一 20 ~ 一 40 ℃的范围内
。

2
.

3 化冻方式对愈伤组织细胞的伤害作用

表 2表明
,

35 一 40 ℃水浴化冻
,

细胞活力

最高
,

伤害作 用最小
;
30 ℃水浴和 20 ℃空气

图 2 预冻温度对愈伤组织细胞伤害的影响

玛口11

一 10 一 20 一 30 一 4 0 一 1 9 6

冻结温度 ( ℃ )

图 3 冻结温度对不加保护剂组织细胞的影响

中化冻对细胞伤害次之
; 在 5 ℃冰箱中和用微型程序降温机以 。

.

5℃ / m in 速率缓慢化冻

表 2 化冻方法和化冻速率对愈伤组织细胞活力的影响

化冻方法
化冻速率

(℃ / m i n )

T T C 值
新复极差测验 相对存活率

4 0℃水

35℃水浴

3 0亡水浴

20亡空气中

5℃ 冰箱

一 4 0~ 0℃

程序降温机

2 2 6

1 60

1 20

8

3

0
.

1
.

4 0

1
.

3 4

1
.

1 1

0
.

9 7

0
.

8 1

0
.

5 6

A

A

鲤吕5 .

9

.

…
,妇口égQóUQb̀哎曰4

里
乃C

C

D

细胞活力最低
.

伤害最严重
。

B a ja j`
’
和 iF n kl e l ’

也认为 35 ~ 40 亡水浴快速化冻对材料的伤

害作用较小 ; 但 W i t h e r s ” “

却认为 20 C 室温下慢速化冻与 4 o C 水浴快速化冻对细胞活力

没有影响
。

从化冻速率来看
,

每分钟超过 1 60 C才能使称猴桃愈伤组织细胞活力最高
,

伤
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害最小
,

当化冻速率低于 120 ℃ / m in 时
,

对细胞的伤害显著增加
。

但 N ag
〔` j

在胡萝 卜培养

细胞的超低温试验中发现
,

化冻速率每分钟超过 1 20 ℃就可获得满意的冰冻效果
。

这说明

不同的组织材料要求不同的化冻方法和化冻速率
.

3 讨 论

本试验发现
,

若不加入保护剂
,

只冷冻至 一 20 ~ 一 40 ℃
,

称猴桃愈伤组织细胞就会大

量死亡
;反之

,

若加入合适的保护剂
,

愈伤组织细胞的相对存活率就会显著提高
.

深尾伟晴

等
「’ `弓
认为保护剂的作用机制是 增大膜 对水 分的通透性

,

促进细胞外冰 冻造 成的脱水效

果
,

细胞内水分冰点降低
,

保护蛋白质和酶类
。

我们认为
,

冰冻保护剂还可以降低细胞 内结

冰对膜产生机械伤害
.

S a k a i 〔̀
’ 刁也认为

,

选好冰冻保护剂是保证细胞进行超低温处理成功

的关键
。

缓慢降温的过程实际上就是细胞 内水分连续不断地被排除到细胞外的过程
。

罗士韦

等
【̀ 3]
认为

,

如果降温速率过快
,

细胞内水分来不及排除
,

而形成大的冰晶对细胞 内部结构

产生伤害
; 反之

,

降温速率过慢会造成 细胞过度脱水
,

从而引起 p H 值变化
,

有害物质积

累
,

对细胞产生伤害
.

近年来
,

美国科学家 P
.

M a z u r
提出慢速冷冻伤害的主要原因是细胞

内不冻水份额的过度减少
。

这一观点提出
,

使降温速率对细胞产生伤害的原因明确化
。

不

同的组织材料要求不同的降温速率
,

殊猴桃愈伤组织细胞要求以 一 1℃ / m in 的速率降温
,

其活力最高
,

降温速率过快过慢均对愈伤组织细胞产生严重伤害
。

我们认为用上述观点解

释这一现象比较合理
.

预冻温度也是组织材料成活的一个重要因素
,

我们将称猴桃愈伤组织细胞加入合适

的保护剂
,

以一 1℃ /m in 的速率降温至一 60 一 75 ℃的区间内投入液氮
,

愈伤组织细胞的活

力最高
; 而在高于一 60 ℃或低于一 75 ℃的条件下投入液氮

,

细胞活力显著下降
。

因此
,

我们

把 一 60 ~ 75 ℃的区间温度称为
“
安全温度 区

” ,

一 60 ℃和 一 75 ℃分别称为
“

临界上限温度
”

和
“

临界下限温度
” .

保存于液氮中的称猴桃愈伤组织细胞
,

其细胞内的水分可能以微小的冰晶形式存在
,

当缓慢升温 ( < 1 20 ℃ /m in ) 时
,

这些微小的冰晶就会再结晶形成大的冰晶
,

对细胞产生伤

害
; 当快速化冻 ( > 1 60 ℃ /m in )时

,

细胞 内微小的冰晶来不及形成大的冰晶而变成溶液
,

从而避免了冰晶对细胞的伤害
.

这可能是称猴桃愈伤组织细胞快速化冻相对存活率高的

一个主要原因
。

不同的组织材料要求不同的化冻方法和化冻速率
,

这 可能与不同材料的含

水量
、

导热性能等有关
。

总之
,

低温科学是一门只有一二十年历史的新学科
,

其作用机理非常复杂
,

还有许多

问题有待于进一步探索
。
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