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兰科石斛属植物种质超低温保存研究进展
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摘要： 兰科石斛属（Dendrobium）植物具有极高的药用和观赏价值，已有多种兰科石斛属植物种质资源开展超低温保存。

综述了国内外石斛属超低温保存的方法、重要影响因素、恢复再生的评价方法、生理机理等研究进展；主要有快冻法、干冻法、

包埋干燥法、玻璃化法、小滴玻璃化法和包埋玻璃化法等 6 种保存方法；植物材料含水量的多少、解冻复温过程和保护剂的使用

等均是影响超低温保存后恢复萌发效果的重要因素；还总结了石斛属种子、原球茎、花粉、类原球茎和原生质体等不同类型种

质超低温保存及冻后再生等关键技术，其中干冻法超低温保存技术已成功保存多种石斛属种子及花粉，玻璃化法超低温保存

被认为是目前对含水量较高的新鲜种子、原球茎和类原球茎、茎尖等最有效的保存方法之一。濒危兰科种质超低温保存相关

研究尚在起步阶段，仍需开展大量研究工作。
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Progress of cryopreservation for Dendrobium （Orchidaceae） germplasm
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Abstract： Cryopreservation of various germplasm resources of the Orchidaceae Dendrobium has been carried out 
due to their high medicinal and ornamental value.  This paper reviews the progress on cryopreservation methods， impor⁃
tant influencing factors， evaluation of recovery and regeneration， and physiological mechanisms of the Dendrobium 

plants.  There are mainly six preservation methods： rapid freezing method， dry freezing method， embedding drying meth⁃
od， vitrification method， small droplet vitrification method， and embedding vitrification method.  The amount of water 
content in the plant materials， the thawing and rewarming process， and the use of protective agents are all important fac⁃
tors affecting the recovery and germination effect after cryopreservation.  It also summarizes the key technologies of cryo⁃
preservation and post-freezing regeneration of different types of germplasm such as seeds， protocorms， pollen， proto⁃
corm-like bodies and protoplasts of the Dendrobium.  The dry freezing cryopreservation technology has successfully pre⁃
served various seeds and pollen of the Dendrobium， and the vitrification cryopreservation method is considered to be one 
of the most effective preservation methods for fresh seeds， protocorms， protocorm-like bodies， and stem tips with higher 
water content at present.  The research on cryopreservation of endangered Orchidaceae germplasm is still a long and ardu⁃
ous task， but the related work is still in its infancy and more research work needs to be carried out.
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0 引  言

石 斛 属（Dendrobium）植 物 是 兰 科（Orchi⁃
daceae）最大的属之一，全世界约有 1 800 种，中国自

然分布约有 106 种［1］。该属植物不仅观赏价值极高，

许多种类还具有重要的药用价值和经济价值，但中

国有些地区野生石斛资源濒临枯竭，所以石斛属植

物种质资源保存对于生物多样性保护、育种和产业

发展等均具有重要意义。

目前，在组织离体培养技术的基础上发展起来

的超低温保存技术是植物种质长期保存的最佳方法

之一，可最大程度延长保存材料的寿命。将植物组

织经干燥脱水或保护液处理后，在液氮等超低温度

条件下进行冻存，植物体内生理生化活动几乎停止，

生物反应保持在相对稳定的状态，降低了在贮藏过

程中遗传变异的风险，因此在理论上超低温保存技

术可以无限期地储存植物材料［2⁃4］。

超低温保存技术是目前石斛属植物种质资源保

存的重要方法，其相关研究已在至少 17 种 9 个品种

中开展，保存的种质类型主要有种子、花粉、原球茎、

类原球茎和茎尖等，但不同种或品种超低温保存后

恢复生长的生活力差异明显不同（表 1）。其超低温

保存的长期有效开展主要受多种因素影响，如植物

物种本身特性、外植体类型、含水量、解冻复温、保护

剂的使用等［2，5］，所以探索科学合理的兰科石斛属种

质超低温保存方法对石斛属种质资源研究及其产业

的可持续发展有重要意义。

表 1 兰科石斛属植物超低温保存生活力差异

Table 1 Differences in viability of Dendrobium plants from the Orchidaceae family during ultra-low temperature 
preservation

束花石斛

(D. chrysanthum)

铁皮石斛

(D. officinale)

细茎石斛

(D. moniliforme)
檀香石斛

(D. anosmum)

种子

种子

授粉 4 个月种子

授粉 4 个月种子

原球茎

原球茎

成熟种子

类原球茎

类原球茎

类原球茎

原生质体

种子

种子

玻璃化法

干冻法

干冻法

干冻法

玻璃化法

玻璃化法

干冻法

干冻法

包埋玻璃化

法

干冻法

玻璃化法

干冻法

干冻法

室内风干，MC27.8%；PVS2 冰上

45 min
室内风干，MC27.8%
干燥至 MC 8%~19%。

硅胶干燥至 MC 12%~19%
PVS2 冰上 15 min
25%PVS2 过渡处理 10 min
（22℃），再用 100%PVS2 浴脱水

15 min
LiCl3干燥至 MC10%~20%
含水量下降为 0.1~0.5 g/g DM 时，

冻后存活率达最大值

MS+0.2 mg/L NAA+0.5 mg/L 
6⁃BA+0.75 mol/L 蔗糖 25℃光照

预培养 5 d；2 mol/L 甘油+1 
mol/L 蔗糖 25 ℃ 80 min，0.5 mol/L
蔗糖+0.5 mol/L CaCl2；PVS2 冰

上 150 min
缓慢脱水干燥至 MC30% 左右后直

接液氮冷冻

材料用 25%PVS2，冰浴过渡 5 
min，离心去上清液，在 100%PVS2
中冰浴脱水 3 min

MC18%

-

萌发率 80%

萌发率 52%
萌发率 95%
萌发率 95%
88%

88%

萌发率 94.06%

冻后最大增重 2~3 倍

40 ℃水浴 3 min，MS+1.2 
mol/L 蔗糖洗涤，再生率

85%

48%~80%

荧光素双醋酸酯染色法，存

活率 48%

萌发率 92%~95%

萌发率 25%

[12]

[12]
[9]

[11]
[9,11]

[24]

[13]

[14⁃15]

[73]

[11]

[24]

[14]

[10]
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血色石斛

(D. cruentum)

龙石斛

(D. draconis)
重唇石斛

(D. heteroglossum)

石斛杂种 Dendro⁃
bium Dong Yai

石斛杂种 Dendro⁃
bium Sena Red

石斛杂种 Dendro⁃
bium Mini WRL
石斛杂种 Dendro⁃

bium Jaquelyn 
Thomas

石斛杂种 Dendro⁃
bium BFC Pink

石斛杂种 Dendro⁃
bium Sena Red & 

Mini WRL

翅萼石斛

(D. cariniferum)

独龙石斛

(D. draconis)

杯鞘石斛(D. grati⁃
osissimum)

重唇石斛

(D. hercoglossum)
尖刀唇石斛

(D. heterocarpum)

维珍石斛

(D. virgineum)
金钗石斛

(D. nobile)

种子

种子

原球茎

原球茎

种子

种子

种子

种子

原球茎

原球茎

种子

成熟种子

成熟种子

成熟种子

成熟种子

花粉

原球茎

原球茎

原球茎

原球茎

原球茎

原球茎

原球茎

包埋玻璃化

法

玻璃化法

玻璃化法

包埋干燥法

玻璃化法

包埋玻璃化

法

玻璃化法

玻璃化法

小滴玻璃化

法

小滴玻璃化

法

玻璃化法

玻璃化法

玻璃化法

玻璃化法

玻璃化法

玻璃化法

包埋玻璃化

法

玻璃化法

包埋干燥法

玻璃化法

包埋干燥法

包埋干燥法

玻璃化法

2% 海藻酸钠处理后用 100 mmol/
L CaCl2包埋；PVS2 处理 30min
-
PVS2
海藻酸钠包埋；PVS2

-

-

PVS2 冰上 60min

PVS2+1% 间苯三酚，冰上 60 min

0.3 mol/L 蔗糖预培养 24 h；PVS2
冰上 15 min

0.3 mol/L 蔗糖预培养 24 h；
PVS2+1% 间苯三酚，冰上 15 min

-
PVS2 冰上 3h

PVS2 冰上 1 h

PVS2 冰上 1 h

PVS2 冰上 2 h

PVS2 室温（27±2）ºC 或冰上 3 h

液体 VW 培养基+0.3 mol/L 蔗糖

25℃ 110 r/min 震荡预培养；2% 海

藻酸钠+2mol/L 甘油+0.4mol/L
蔗糖处理 1 h；PVS2 25℃处理 60 min

PVS2

液体 ND+1 mg/L ABA 预培养 7 
d；
硅胶风干 5 h

PVS2

0.25 mol/L 蔗糖 0 ℃暗培养 7 d；风
干 12 h

-

PVS2+1%PGL 室温 25 ℃处理

10 min

萌发率 64.7%

萌发率 32%
33%
27%

萌发率 95%

萌发率 80%

萌发率 48.9%

萌发率 76.3%

0%

14%

/
萌发率 63.8%

55.2%

60.4%

51.5%

萌发率>80%，授粉后结实

种子活力（TTC）>90%

15%

95%

67%

80%

8%

57%

68%

[28⁃29]

[21,67]
[21,23]
[21,23]

[21⁃22]

[21,30]

[26]

[26]

[26]

[26]

[11,68]
[25]

[25]

[25]

[25]

[25]

[31]

[21,23]

[18]

[21,23]

[69]

[70]

[71]
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石斛品种 Dendro⁃
bium ‘Walter Ou⁃

mae’

密花石斛

(D. densiflorum)

黄喉石斛

(D. signatum)

鼓槌石斛

(D. chrysotoxum)

束花石斛

(D. chrysanthum)

石斛品种 Dendro⁃
bium ‘Sonia⁃28’

石斛品种 Dendro⁃
bium ‘Sonia⁃17’

石斛品种 Dendro⁃
bium ‘Bobby Mes⁃

sina’

类原球茎

类原球茎

原球茎

茎尖

新鲜花粉

新鲜花粉

花粉

花粉

花粉

类原球茎

类原球茎

类原球茎

类原球茎

类原球茎

类原球茎

类原球茎

类原球茎

类原球茎

包埋玻璃化

法

包埋干燥法

玻璃化法

包埋干燥法

快冻法

玻璃化法

玻璃化法

包埋干燥法

玻璃化法

包埋玻璃化

法

包埋干燥法

包埋玻璃化

法

玻璃化法

小滴玻璃化

法

包埋干燥法

玻璃化法

包埋干燥法

玻璃化法

0.4 mol/L 蔗糖+2 mol/L 甘油预

处理，3% 海藻酸钠+0.1 mol/L 
CaCl2包埋；PVS2
0.4 mol/L 蔗糖+2 mol/L 甘油预

处理，3% 海藻酸钠+0.1 mol/LCa⁃
Cl2包埋

1/2 MS 固体培养基+ 0.8mol/L 蔗

糖 4 ºC 暗培养 6 d；1/2MS+2.0 
mol/L 甘油+0.4 mol/L 蔗糖室温

40 min；PVS2 冰上 40 min

去钙离子 VW 液体培养基+3% 藻

酸钙+0.4 mol/L 蔗糖包埋，滴入

0.1mol/L CaCl2处理 40 min；VW
固体培养基预培养 2d；风干脱水

新鲜花粉含水量 43.26%
PVS2 在 0 ℃处理 1 h
0.6 mol/L 蔗糖+2 mol/L 甘油处

理 15 min；PVS2 室温（29±2）℃ 40 
min

0.6 mol/L 蔗糖+ 2 mol/L 甘油处

理 15 min；室温（29±2） ℃风干 3 h

PVS2 冰上 20 min

0.4 mol/L 蔗糖+2 mol/L 甘油预

处理；3% 海藻酸钠+0.1 mol/L 
CaCl2包埋；PVS2 冰上 100 min

1.0 mol/L 蔗糖预培养；3% 海藻酸

钠包埋

0.5 mol/L 蔗糖 6 d；PVS2 冰上 150 
min
PVS2
1/2MS 半固体培养基 24 h+0.5 
mol/L 蔗糖；装载 10 min；PVS2 冰

上 20 min

0.5 mol/L 蔗糖 24 h；脱水 3 h

1/2MS 半固体培养基+2 mol/L 甘

油+0.4 mol/L 蔗糖，25 ℃ 20 min；
PVS2 冰上 20 min。
/

MS+0.5 mol/L 蔗糖 24 h；2 mol/L
甘油+0.4 mol/L 蔗糖 25 ℃ 20 
min；PVS2 冰上处理 20 min

存活率 53.33%，再生率

50.2%

存活率 78.1%，再生率

75.9%

20%

再生率 13.33%

萌发率 27%
萌发率最高，达 17.25%

55.6%

50%

40%

存活率 63.2%

伊万思蓝染色

TTC 染色

16%

TTC 染色 13.3%，再生率%

TTC 染色

再生率 40%

再生率 0%
40 ℃水浴 90 s，MS+2 mol/
L 蔗糖恢复生长；3 个月后，

3~4 mm 直径的原球茎恢复

生活率明显高于 1~2 mm

[17]

[17]

[72]

[19]

[6]
[6]

[20⁃21]

[20⁃21]

[21]

[32]

[57]

[74]

[75⁃76]

[27]

[77]

[78]

[79]

[80]
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1 石斛属植物保存的主要方法

1. 1 快冻法

快冻法是将新鲜植物组织快速投入液氮进行快

冻保存，但新鲜未经干燥处理的植物组织水分含量

较高，细胞内水分在快速冷冻过程中极易形成冰晶

而对组织细胞造成伤害［2］，此种方法应用种类较少，

兰科石斛属植物种质超低温保存研究中，通过快冻

法保存含水量 43. 26% 的新鲜密花石斛（Dendro⁃
bium densiflorum）花粉，冻后萌发率为 27%［6］。

1. 2 干冻法

干冻法是对组织进行干燥脱水后快速投入液氮

保存。干燥处理可以控制脱水速度与脱水程度，增

强细胞抗冻性［7］。脱水后，细胞液浓度增高，投入液

氮后的冷冻过程易进入玻璃化状态。植物组织的最

佳含水量是进行干冻法超低温保存的关键［2］，且不

同种类的兰科石斛属种质含水量不同。干冻法已成

功保存部分石斛属种子［8⁃14］和类原球茎［11，15⁃16］。分别

用干冻法成功保存授粉 4 个月、5 个月和成熟的铁皮

石斛（D. officinale）种子，冻存 24~96 h 后萌发率高

达 92%~95%［8-9，11，13］。用干冻法成功保存束花石斛

（D. chrysanthum）种子，冻后萌发率约 52%［12］。国外

学者通过干冻法也成功保存细茎石斛（D. monili⁃
forme）［14］和檀香石斛（D. anosmum）［10］种子，但二者

的 冻 后 萌 发 率 差 异 较 大 ，分 别 为 92%~95% 和

25%。

1. 3 包埋干燥法

包埋干燥法是将植物组织包埋处理，经特殊溶

液脱水后超低温保存，可有效实现组织在超低温环

境下长期保存。目前已有至少 10 种（含品种）石斛

属植物种质利用包埋干燥法实现了超低温保存。金

钗 石 斛（D. nobile）原 球 茎 经 0. 4 mol/L 蔗 糖 +2 
mol/L 甘油预处理，进行 3% 海藻酸钠+0. 1 mol/L 
CaCl2 包埋后超低温保存，冻后存活率 78. 1%，再生

率 75. 9%［17］；杯鞘石斛（D. gratiosissimum）原球茎在

添加 1mg/L 脱落酸（abscisic acid，ABA）的液体 ND
培养基上预培养 7 d，经由硅胶脱水干燥 5 h，后超低

温保存，冻后再生率 67%［18］；石斛品种 D.‘Walter 
Oumae’组培幼苗的茎尖组织经包埋干燥后超低温

保存，冻后再生率 13. 33%［19］。黄喉石斛（D. signa⁃
tum）花 粉 经 0. 6 mol/L 蔗 糖 +2 mol/L 甘 油 处 理

15 min，室温（29±2） ℃风干脱水 3 h 后超低温保存，

冻后萌发率可达 50%［20⁃21］。

1. 4 玻璃化法

在玻璃化法超低温保存过程中，生物组织必须

经玻璃化溶液充分脱水，胞内外溶液才能在液氮快

速冷冻时完成由液态向玻璃态的直接转变，可有效

防止组织内冰晶的形成；细胞内被玻璃化溶液填充，

可 以 避 免 细 胞 在 液 氮 冷 冻 -解 冻 时 遭 受 冰 晶 损

伤［2，5］。因此，玻璃化法超低温保存被认为是目前最

有效的超低温保存方法之一。

玻璃化法对于兰科石斛属植物种质是一种非常

有效的保存方式，目前已在至少 17 种（含品种）石斛

属 植 物 中 开 展（表 1），其 中 种 子（9 种）、原 球 茎

（6种）、类 原 球 茎（2 种）、原 生 质 体（1 种）、花 粉

（3种）。用到的玻璃化溶液主要是 PVS2，处理时间

和温度因物种而异，目前石斛属种质的处理条件大

多为冰上 20 min~3 h 或室温 10 min 等。在已开展

的石斛属种子玻璃化法超低温保存研究中，鼓槌石

斛（D.  chrysotoxum）种子冻后恢复萌发率最高为

99%，其次为龙石斛（D. draconis）95%［21-22］和束花石

斛 80%［12］。

玻璃化法在石斛属原球茎和类原球茎超低温保

存中也已开展一些研究，其中独龙石斛（D. praecinc⁃
tum）原球茎冻后恢复生长率最高为 95%［22-23］，其次

为铁皮石斛 88%［9，11，24］和重唇石斛（D. hercoglossum）

80%［22-23］。利用 25%PVS2 将铁皮石斛原生质体冰

浴 5 min，再用 100%PVS2 冰浴脱水 3 min 进行玻璃

化处理后超低温保存，荧光染色后恢复生活率为

48%［24］。将密花石斛新鲜花粉利用玻璃化法通过

PVS2 冰上处理 1 h 后进行超低温保存，其冻后萌发

率最高为 17. 25%［6］；通过 PVS2 室温（27±2） ℃或

冰 上 3 h 处 理 石 斛 杂 种 Dendrobium Sena Red 和

Mini WRL，冻后萌发率>80%，而且授粉后顺利结

实获得高质量种子，其种子活力 TTC>90%［25］。

1. 5 小滴玻璃化法

小滴-玻璃化法是将植物材料经玻璃化处理后，

在铝箔上滴成小液滴后直接投入液氮进行迅速冷冻

的方法。在玻璃化法基础上发展起来的小滴玻璃化

法，其冷冻和解冻速率更快，组织不易形成冰晶，易

成活再生，在植物种质超低温保存技术中具有较好

的应用发展前景。目前已有 3 个石斛品种的原球茎

或 类 原 球 茎 利 用 小 滴 玻 璃 化 法 开 展 超 低 温 保

存［26⁃27］。石斛杂种 Dendrobium Dong Yai 原球茎利

用小滴玻璃化法处理过程中，添加 1% 间苯三酚的

PVS2 冰上处理 15min 可显著提高原球茎再生率［26］。

1. 6 包埋玻璃化法

包埋玻璃化法是包埋干燥法和玻璃化法的结

合。利用包埋玻璃化法超低温保存的血色石斛（D.
cruentum）［28⁃29］和重唇石斛［21，30］种子冻后萌发率分别

为 64. 7% 和萌发率 80%；翅萼石斛（D. cariniferum）
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原球茎利用包埋玻璃化法超低温保存后再生率为

15%［31］；3 种石斛属植物原种和 1 个品种的类原球茎

经包埋玻璃化法超低温保存后再生率最高的为铁皮

石斛 85%，其次为束花石斛 63. 2%［32］和金钗石斛

50. 2%［17］。

2 石斛属种质超低温保存的重要影响因素

2. 1 含水量

石斛属植物种质的含水量是影响其超低温保存

的一个关键因素，尤其是对于种子的超低温保存。

国际上一般以含水量 5%~7% 作为种子保存的最

佳干燥条件［33⁃34］。不添加保护剂的条件下，含水量

高的种子直接储存于液氮，细胞内易出现冰晶而失

活［35］。高含水量种子须通过干燥脱水、使用冷冻保

护剂等方法来进行超低温保存［36］。

研究发现，不同种类兰科植物的种子对超低温

保存要求的最适含水量不同，而且低含水量的种子

具有较强的超低温耐性。新鲜的束花石斛种子直接

超低温保存后的存活率为零；当脱水至含水量为

27. 8% 时，快速冷冻法存活率提高为 52%［37］。铁皮

石斛种子含水量降到 8. 21%~18. 79% 时，冷冻后

种子的萌发率与正常种子没有明显差别［38］。液氮保

存和玻璃化法已是实现兰科种子低温保存的重要处

理方法［39］，应在冷冻保存前确定保藏植物种子的含

水量和初始活力。

对于完全耐干燥的种子，成功的冷冻保存是通

过将种子干燥到低于其冷冻极限的含水量来实现

的［40］。然而，在非常低的含水量下（例如，在大约

5%RH 下与硅胶平衡），可能存在累积的干燥胁迫，

将影响种子在储存过程中的存活率［41］。

2. 2 解冻复温

在植物种质超低温保存过程的降温和解冻复温

阶段，极易引起冰晶的形成及生长，而冰晶引起的细

胞结构破坏是造成细胞死亡的重要原因［42⁃43］。超低

温保存过程中，投入液氮前的系列脱水处理和低温

锻炼可将细胞调整至适于液氮保存的含水量和生理

状态，最大程度避免冰晶形成，以确保超低温冷冻后

植物种质的存活［44⁃45］。解冻复温环节升温速率不够

快，很可能会发生再结晶/重结晶或反玻璃化现象而

造成细胞致命伤害。

目前绝大多数兰科石斛属植物组织经超低温保

存后经 37~40 ℃水浴（或预热的蔗糖溶液）加热约

1 min，或在室温下平衡来化冻复温［46］。研究表明，

在玻璃化超低温保存过程中的各环节均会对细胞结

构造成改变，其中部分细胞的结构改变在再生培养

中可以恢复，这是植物在超低温保存后能够再生长

的重要条件［47⁃48］；改变的结构不能恢复的细胞即造

成破坏或损伤而失去再生活能力。对春石斛类原球

茎的超低温保存研究发现，类原球茎的相对存活率

在各环节处理后呈不同程度的下降，其中的冷冻-解

冻环节是春石斛类原球茎相对存活率下降程度最大

的环节之一，类原球茎受到严重的损伤［45］。

解冻复温过程需突破并实现快速、均匀、内外同

步复温等关键技术，相对于降温过程而言解冻复温

过程更加难以控制［49］。鉴于此，开展超低温保存对

石斛属种质恢复生长影响的研究，尤其是降温和复

温过程关键技术和参数的优化至关重要。

2. 3 保护剂的使用

传统的玻璃化技术是超低温保存高含水量组织

的最常用方法［50］，将植物组织放入系列浓缩的冷冻

保护剂中渗透，可降低细胞内溶质的冻结温度，减少

生物材料中可冻的水分含量，抑制冰晶形成和生

长［51］。常用的冷冻保护剂主要有加载液和植物玻璃

化液（plant vitrification solution，PVS）等，其中加载

液主要由培养基中特定比例的甘油+蔗糖组成，

PVS 一般含有特定浓度/比例甘油、二甲基亚砜、乙

二醇和蔗糖等。蔗糖、甘油等常用保护剂的羟基基

团，可以帮助在脱水和解冻中稳定膜构象并降低膜

相变温度［52］，使其即使在种子低温冷冻和干燥失水

的情况下，仍可保持蛋白质等细胞大分子结构与功

能的完整性［53］。一些冷冻保护剂还具有自由基清除

剂作用，表现出抗氧化活性［54］。玻璃化超低温保存

石斛种子过程中，PVS2 溶液添加 1% 间苯三酚可显

著提高石斛杂种 D. hybrid ‘Dong Yai’种子的恢复

萌发率［26］。

但不合理的玻璃化法保护剂浓度和处理时间等

均可能对植物组织产生损伤［55］。经玻璃化法超低温

保存的石斛种质，经蔗糖溶液多次清洗，可减轻保护

剂对细胞的毒害，但这也增加了玻璃化法的技术要

求。优化加载液、玻璃化液、保护剂浓度、处理时间

等条件参数，有针对性地开展科学合理的玻璃化超

低温保存关键技术攻关，对兰科特定物种种质的长

期有效保存至关重要。

3 石斛属超低温保存中恢复再生的评价方法

研究发现超低温保存各环节均会对石斛原球茎

造成损伤［45］，所以评估组织材料在超低温保存过程

中受损伤的程度尤为重要。对标分析造成损伤的关

键环节及其可能因素，便于进一步优化技术体系。

植物组织在超低温保存后可再生长形成完整植
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物是检验超低温保存成功的最终标准［45］。目前，兰

科石斛属植物超低温保存后恢复再生的评价方法主

要有再生培养法和活力染色法。如鼓槌石斛种子超

低温保存后再培养萌发率高达 99%，独龙石斛原球

茎经玻璃化法超低温保存后恢复萌发率为 95%。

目前常用的活力染色法主要有 2，3，5-三苯基氯

化 四 氮 唑（2，3，5-triphenyltetrazolium chloride，
TTC）染色法、伊万思蓝（Even’s blue）染色法和二

乙酸荧光素（fluorescein diacetate，FDA）染色法。大

苞鞘石斛（D. wardianum）原球茎超低温保存后经

TTC 染色存活率为 46. 6%［56］，铁皮石斛原生质体超

低温保存后经 FDA 染色法结果存活率为 48%［24］，石

斛品种 Dendrobium ‘Sonia-28’类原球茎经超低温

保存后通过伊万思蓝染色来检测存活率［57］，说明染

色法可以一定程度评估石斛细胞或组织经超低温保

存后的存活的变化规律［45］。也有研究发现，染色法

测定的存活率高于培养法统计的再生率，如金钗石

斛类原球茎经包埋玻璃化法超低温保存后 TTC 染

色法的存活率为 78. 1%，高于再生率 75. 9%［17］，石

斛品种 Dendrobium ‘Sonia-28’类原球茎经超低温

保存后 TTC 染色率为 13. 3%，再生率为 0%［27］。相

对于再培养法，活力染色法虽简单快速，但不能真实

反映组织冻后恢复再生长可形成的状态，所以石斛

组织经超低温保存后的再生培养仍是检验其存活能

力的最可靠标准。

可结合育种实践来检验超低温冻存后组织活

力 。 将 石 斛 杂 种 Dendrobium Sena Red & Mini 
WRL 的花粉经玻璃化法超低温保存后再培养，萌发

率大于 80%，利用冻后花粉进行授粉后顺利结实并

获得高质量种子，其活力（TTC）大于 90%［25］。

4 石斛属超低温保存的生化机理

研究发现膜脂过氧化作用是影响大苞鞘石斛原

球茎冻后成活的重要生理生化基础，而且显微结构

观察发现，淀粉粒和蛋白质的多集中在未受损伤的

顶端分生组织中，分布变化和质量分数均呈显著上

升后明显下降的单峰变化曲线［56］。在低温条件下，

可溶性糖能促使细胞内的水分跨膜外渗，降低胞内

含水量［58］；而可溶性蛋白质量分数的增加会使细胞

内亲水性胶体增加，进而提高植物组织中束缚水的

含量，并降低自由水/束缚水的比值［59］；在铁皮石斛

类原球茎受到严重脱水时，脱水蛋白大量积累［16］，以

应对环境胁迫。

冷冻前的预处理和脱水可减少细胞内自由水含

量，避免胞内结冰引起细胞结构和细胞膜损伤［60］，但

也会对一定比例的细胞造成伤害。研究发现春石斛

类原球茎的超低温保存预处理和解冻升温环节会造

成细胞膜结构的改变，甚至是破坏［45］。也有研究发

现，在超低温保存大苞鞘石斛原球茎的预处理和脱

水过程中细胞膜受到明显破坏［56］。通过观察细胞是

否具有完整的细胞膜和结构也是判断组织在超低温

保存中细胞改变程度和存活状态的重要方法［45，61］。

多项研究发现，在超低温保存中会产生一系列

的活性氧，产生氧化应激等胁迫反应，以损坏细胞膜

的完整性，降低植物材料超低温冻存后的存活率［62］。

有研究发现添加抗氧化剂或抗应激剂可提高超低温

保存种质的成活率。将抗氧化的根皮酚添加到冷冻

保护剂中可使金钗石斛原球茎保存后的成活率从

31. 0% 提高到 68. 0%［63］。在 PVS2 溶液中添加 1%
间苯三酚可显著提高石斛杂种 D. hybrid‘Dong Yai’
种子和原球茎的再生率［26］。在春石斛‘红梦幻’类原

球茎玻璃化法超低温保存过程中导入不同浓度外源

抗氧化剂可不同程度地影响冻后存活率，且在去装

载时导入 400 U/mL 过氧化氢酶（catalase，CAT）和

0. 1 mmol/L 抗坏血酸（ascorbic acid，ASA）可提高

体内抗氧化酶或非酶等物质的含量，减轻膜脂过氧

化程度，提高 PLBs 冻后存活率［64］。外源乙烯调节

剂——乙烯利和硝酸钴通过调节内源乙烯含量而对

玻璃化超低温保存的春石斛类原球茎存活率产生显

著影响，乙烯不仅参与类原球茎超低温保存中 PCD
的发生，且对 PCD 存在负调控；乙烯与 H2O2在超低

温保存中存在互相作用关系，而且 H2O2 和 AsA-
GSH 循环在乙烯调控超低温保存 PCD 发生中有重

要作用［65⁃66］。

5 展  望

鉴于兰科石斛属植物重要的药用和经济价值，

其种质资源保存工作非常重要，国内外研究者已利

用多种方法开展多种形式的保存研究，本文综述了

已开展的石斛属不同类型种质超低温保存及冻后再

生等关键技术，但鉴于物种特异性、不同形式的材料

本身的差异性等多种因素，对石斛属植物种质超低

温保存工作的研究和探索仍处于起步阶段，亟须从

深层次开展多方面研究工作。实现种质资源超低温

保存不仅要求保存种质具有较高的生活力，还要求

保持该种质的遗传完整性和稳定性，种质保存的目

的在于保持其基因的稳定。因此，跟踪研究超低温

保存石斛属种质恢复生长后成苗的植物生长状况和

遗传稳定性非常重要，深入研究超低温保存对遗传

性状的影响，加强冻存机制的分子基础研究，更加深

入解析和掌握超低温保存技术，切实做到对兰科石

斛属植物种质的长期有效超低温保存。
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