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摘要　以典型的顽拗性种子黄皮(Clausena lansium)为材料 , 研究了其种子的保湿贮藏及胚轴

的超低温保存.结果表明:部分脱水的生理成熟期种子 , 每 100 g 种子混入 4 ～ 6 g 百菌清贮于

15℃,800 多 d 后仍保持较高的发芽率及种子活力.经梯度蔗糖 、 梯度蔗糖加脱落酸(Abscisic

acid , ABA)及 110 g/ L蔗糖(Sucrose , Suc蔗糖)+20μmo l/ L ABA 预培养的生理成熟期胚轴 ,脱水

8 ～ 10 h 后加入预冷的冰冻保护剂直接入液氮(Liquid Nitrogen , LN) , 24 h 后取出 , 37℃水浴化

冻并转移至 30 g/ L Suc 的木本植物培养基(Woody Plant Medium , WPM)中恢复生长 , 两个月后

再转移至含不同组合的萘乙酸(α-naphthaleneacetic acid , NAA)和 6- 基腺嘌呤(6-Benzy-

ladenine , 6-BA)的 30 g/ L Suc的WPM 培养基中生长两个月 , 发现:梯度蔗糖预培养的胚轴生

根率为 50%,而经梯度蔗糖加 ABA及 110 g/ L Suc+20 μmol/ L ABA预培养的胚轴则分别保持

30%及 10%的生根率 ,并能诱导产生少量的愈伤组织;用新鲜的胚轴及子叶为外植体 , 能诱导产

生愈伤组织并分化成苗.
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　　顽拗性种子(Recalcit rant seeds)是一类对脱水及低温敏感的种子 , 其种质保存相当困

难.目前 ,人们通常采用保湿贮藏法延长其寿命(王晓峰等 , 1991;唐林风等 , 1993),以达到

短期(几个月到几年)贮藏的目的.而超低温保存则被认为是保存顽拗性种质最有希望的途

径(Stanw ood ,1985),但这方面的研究尚不多见(Fu et al , 1992;Normah et al , 1986;Pence ,

1991;1992),国内则几乎是空白.黄皮是典型的顽拗性种子 ,本文报导黄皮种子的保湿贮藏

及胚轴的超低温保存.

1　材料和方法

1.1　供试材料

供研究用的黄皮(Clausena lansium)于 1994年和 1995年采自广州市郊岭南园艺厂 ,品

种为“鸡心” .

1.2　种子的保湿贮藏

采用新鲜的生理成熟期种子(74 DAA , DAA为花后天数), 用自来水反复冲洗 ,自然干

燥 1 ～ 2 d后 ,每 100 g 种子混入 4 ～ 6 g 百菌清 ,充分混匀后装入塑料袋 ,密封贮于 15℃培养

箱中 ,定期检验种子活力.

1.3　胚轴的预培养

用未成熟及成熟种子的胚轴经体积分数为 70%乙醇消毒 5 ～ 10 s ,1 g/ L HgCl2再消毒
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5 min , 无菌水洗净后作以下几种预培养

1.3.1　梯度蔗糖预培养　将消毒洗净的胚轴接种于 30 g/L 蔗糖(Sucrose , Suc)的木本植物

培养基(Woody Plant Medium ,WPM)琼脂培养基(pH 5.8)中 ,每 2 d依次转移至含 110 、

190 、270和 350 g/L Suc的WPM 培养基中培养 2 d.

1.3.2　梯度蔗糖加脱落酸(Abscisic acid , ABA)预培养　方法同 1.3.1 ,只是在各培养基中

加入 10 μmol/L ABA.

1.3.3　高渗加 ABA 预培养　110 g/L Suc的WPM 琼脂培养基中加入 20 μmol/L ABA 培

养 9 d.

1.4　胚轴的超低温保存

所有经预培养的胚轴置于超净工作台上吹风脱水 8 ～ 10 h ,同时测出胚轴的含水量 , 将

胚轴置于冻存管中 ,冰浴 30 min后 , 加入预冷的冰冻保护剂 :100 g/L Suc+体积分数 7.

5%二甲基亚砜(Dimethyl sulfoxidle , DMSO)或 100 g/ L Suc+5 mol/L 丙二醇 ,30 min后入

液氮(Liquid Ni trogen LN),24 h后取出 , 37℃水浴化冻(2 ～ 3 min).

1.5　活力鉴定

超低温保存后的胚轴采用恢复生长法鉴定其活力.将胚轴接种于 3 g/L Suc的 WPM 琼

脂培养基中 ,并于恢复生长两个月后转移至含不同组合的萘乙酸(α-naphthaleneacetic acid ,

NAA)及 6- 基腺嘌呤(6-Benzy ladenine , 6-BA)的WPM 琼脂培养基中.保湿贮藏的种

子活力采用玻板直立发芽法(温度 ,25℃),10 d后统计其简易活力指数.

1.6　愈伤组织 、胚状体及成苗的研究

分别用新鲜种子的胚轴 、胚轴萌发后的初生根及子叶为外植体 ,采用 MT 培养基添加不

同的生长调节剂组合(见 2.2)以诱导愈伤组织 ,再使其分化或经胚状体途径分化成苗.

2　结果和讨论

2.1　黄皮种子的保湿贮藏

采用了不同含量的百菌清(每 100 g 种子混入 2 ～ 6 g 百菌清)及不同温度(10 、15 、20℃)

研究黄皮种子的保湿贮藏 ,发现部分脱水的 100 g 黄皮种子混入 4 ～ 6 g 百菌清贮于 15℃效

果最好.因此 ,本研究采用这一处理.74 DAA的种子保湿贮藏 480 d后 ,发芽率为 100%,600

d后发芽率开始下降 ,但直至 840 d发芽率仍保持 70%.保湿贮藏过程中 , 虽然活力指数不

断下降 , 但仍保持一定水平(表 1), 如萌发时间延长 , 15℃保湿贮藏 840 d的种子基本上都

能发芽 ,活力亦保持一定的水平(数字未列出).黄皮种子保湿贮藏过程中 ,虽然含水量不断

下降 ,但速度非常缓慢 , 840 d后含水量下降幅度不到 5%, 自然干燥的黄皮种子含水量下

降至 45.6%时 ,发芽率仍为 100%,活力指数为 30(Fu et al , 1994), 而保湿贮藏的种子含水

量为 45.4%时 ,发芽率及种子活力仅分别为 80%及 15.0(表 1).因此保湿贮藏过程中种子

活力的降低与绝对含水量无关.快速脱水的种子较慢速脱水的种子致死含水量低(Berjak et

al ,1993),而保湿贮藏的过程就是一个缓慢脱水的过程(表 1),顽拗性种子保湿贮藏过程中

与萌发有关的代谢作用并未停止(Farrant et al ,1989),并且 ,随着贮存时间的延长 ,临界含水

量提高(Farrant et al , 1986).因此 ,作者认为:保湿贮藏过程中种子活力的降低与贮存过程中

种子的缓慢脱水有关.
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表 1　部分脱水的黄皮种子 15℃贮存的效果

项目
t湿存/d

0 120 240 360 480 600 720 840

发芽率(%) 100 100 100 100 100 90 80 70

活力指数 42.3 46.0 38.5 31.9 25.4 19.0 15.0 11.2

鲜含水量(%) 49.4 48.8 48.1 47.5 46.6 45.8 45.4 44.6

　　另外 , 作者还研究了不同发育时期的每100 g 种子混入 4 ～ 6 g百菌清 ,15℃保湿贮藏的

效果.未成熟的种子保湿贮藏 1个月后 ,种子表面已开始皱缩 ,虽然此时发芽率无变化 ,但活

力指数已大大降低 , 4个月后 , 种皮严重内陷 ,53 DAA种子甚至表皮开始变褐 , 发芽率及活

力指数均大大下降.生理成熟期稍过(如 88 DAA)的种子贮存效果亦较好.因此 ,作者认为:

黄皮种子的保湿贮藏应选用生理成熟期的种子 ,同时每 100 g 种子混入 4 ～ 6 g 百菌清贮于

15℃.

2.2　黄皮胚轴的超低温保存

由于顽拗性种子含水量高 ,又忌脱水和低温(Roberts ,1973),因此超低温保存必须先解

决耐脱水问题.不经预培养直接脱水的胚轴 , 无论采用直接降温还是程序降温都不耐 LN 贮

藏 ,经 30 g/L Suc+10μmol/L ABA 及 110 g/L Suc+10 μmol/L ABA 预培养的黄皮胚轴 ,

快速降温加冰冻保护剂超低温保存后 ,均未显示生长迹象.

经梯度蔗糖及梯度蔗糖加 10 μmol/L ABA预培养的黄皮胚轴 ,超低温保存后均显示较高

的生活力 , 而 110 g/L Suc+20 μmol/L ABA 预培养的胚轴 , 超低温保存后成活率则较低(表

2).将超低温保存后并恢复生长两个月的胚轴 , 转移至含不同组合的 NAA(0、0.5 、2.0 mg/ L)

及6-BA(0 、0.5 、2.0 mg/L)的WPM琼脂培养基中 ,结果均只能诱导产生少量的愈伤组织(图

1中胚轴两端膨大的部分),而未见有芽的生长.不同的顽拗性种子根 、茎对脱水及低温的敏感

性有别(Pence ,1992),但就黄皮而言 , 作者认为:与根原基端相比 ,芽原基端对低温更敏感.

从左至右预培养方法依次为:110 g/ L Suc+20μmol/ L ABA;梯度蔗糖及梯度蔗糖加 ABA

图 1　黄皮胚轴超低温保存效果(恢复生长 4 个月)
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由于超低温保存后的胚轴只保持生根及产生愈伤组织的能力 ,因此 ,研究了新鲜的胚

轴 、胚轴的初生根及子叶为外植体诱导产生愈伤组织及成苗的方法 , 以期为超低温保存后

的胚轴成苗提供理论依据.研就表明:以胚轴及子叶为外植体均能诱导产生愈伤组织(培养

基配方为:MT 基本培养基添加 0.5 g/L 麦芽粉 ,2 mg/L 2 ,4-D ,0.2 mg/L 6-BA , 50 g/L

Suc ,pH 5.8 ,诱导一个月 ,中间继代一次),然后 ,再促使该愈伤组织分化成苗(分化培养基配

方为:1.0 mg/L 6-BA ,0.5 mg/L NAA , 30 g/L Suc ,pH 5.8的 MT 培养基).

表 2　黄皮胚轴超低温保存效果

预培养方法 含水量(%) 冰冻保护剂
生根率(%)

-LN +LN

梯度蔗糖 21.3 100 g/ L Suc+7.5%1)DMSO 87.5 50

梯度蔗糖加 ABA 20.3 100 g/ L Suc+7.5%1)DMSO 75.0 30

110 g/ L Suc加 ABA 24.4 100 g/ L Suc+5 mo l/ L 丙二醇 57.0 10

　　1)体积分数

　　本研究结果为保存黄皮种质提供了切实可行的方法.采用保湿贮藏 , 同时每 100 g 种子

添加 4 ～ 6 g 百菌清贮于 15℃, 840 d后种子仍保持较高的发芽率及活力指数.就已研究的顽

拗性种子的超低温保存看 ,只有可可(Pence ,1991)等少数几种顽拗性种子的胚轴在超低温

保存后产生了幼苗 ,其余的如龙眼(Fu et al , 1994)及栎 、粟(Pence ,1992)等的胚轴超低温保

存后均只能产生愈伤组织 、生根或茎的能力.本研究也只能使超低温保存后的胚轴产生愈伤

组织及生根的能力.因此 ,研究方法仍需进一步改进 ,如:是否可以通过改进预培养的方法 、

采取程序降温 、增加冰冻保护剂的种类及调节恢复生长培养基的配方等;另外 ,该研究还以

新鲜的子叶及胚轴为外植体 ,诱导产生了愈伤组织并能分化成苗 , 为长期保存种质提供了

理论基础.
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WET -STORAGE OF Clausena lansium SEEDS AND

CRYOPRESERVAT ION OF EMBRYONIC AXES

Lu Wang jin1　Jin Jianpin2　Xiang Xu3　Fu Jiarui3

(1 Dept.of Ho rti., South China Ag ric.Univ., Guangzhou , 510275.

2 Institute of Zhuhai Ho rt.Sci.;3 Dept.of Biol., Zhongshan Univ.)

Abstract

Wet-storage of typical recalcitrant Clausena lansium seeds and cry opreservation of their ex-

cised embryonic axes w ere studied.The results showed:mixed wi th 4 ～ 6 g chlorthaonil per

100 g seeds and stored in polyethylene bages for more than 800 d , the germination percentage

and vigor-index of partially-desiccated physiologically matured seeds remained relatively high

levels.The physiologically matured axes precultured w ith g radient-sucrose 、gradient-sucrose

plus 10 μmol/L ABA and 110 g/L Suc plus 20 μmol/L ABA were desiccated 8 ～ 10 h , and

plunged into liquid ni trogen (LN)directly fo r 24 h , t ransferred to 30 g/L Suc WPM -agar

medium (pH 5.8)for 2 months af ter rapid thawing(37℃, water bath), then t ransferred to 30

g/L Suc WPM-agar with dif ferent combination of NAA and 6-BA for another 2 monthes for

the survival of cryopreserved axes , the root-initiation percentage precultured in gradient-su-

crose w as 50%, and precultured in gradient -sucrose plus 10 μmol/L ABA 、 11%Suc+20

μmol/ L ABA were 30%、10%respectively;Using f resh embryonic axes and the f resh co tyledons

as explants , seedling could be developed from callus.

Key words　Clausena lansium seeds;wet-storage;excised axes;cryopreservation
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