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花粉超低温保存研究进展

张亚利　尚晓倩　刘　燕
（北京林业大学园林学院�国家花卉工程技术研究中心）

摘要：为满足种质资源保存和交换以及杂交育种工作的需求�花粉超低温保存研究日渐兴起并逐步深入�保存材料
从农作物、果树逐渐扩展到药用植物、园林植物等各类植物花粉．花粉超低温保存研究最初主要集中在保存技术方
面�随着研究工作的深入和完善�花粉超低温保存机理的研究也逐渐展开�超低温保存花粉效果的评价�也从花粉
染色法、离体萌发法�逐渐发展到田间杂交育种的实际应用．该文对20世纪80年代以来成功进行了花粉超低温保
存研究的植物材料进行了总结�重点介绍了花粉超低温保存技术程序�同时对保存效果的评价及超低温保存机理
的研究进展进行了综述．
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Floriculture Engineering Research Center�Beijing Forestry University�100083�P．R．China．

In order to provide conservation and exchange of germplasm resources�and satisfy the requirement of
hybridization�pollen cryopreservation has been well developed．Crops�fruits�medicinal and ornamental
plants and other material have been involved．Many studies concentrated on the techniques of pollen
cryopreservation．With the development of the technique�mechanisms of pollen cryopreservation were
initiated．Effects of post-LN pollen were tested not only by staining and germination methods�but also through
hybridization．This paper reviewed the plants that had been cryopreserved successfully during the last twenty
years�mainly introduced the techniques of pollen cryopreservation and evaluation methods of thawed pollen．
Meanwhile�the mechanism research process of pollen cryopreservation was reviewed．
Key words　pollen�cryopreservation�germplasm

　　花粉是植物种质的形式之一�它包含该物种的
所有基因类型�具有丰富的遗传多样性�是种质保存
和交换以及杂交育种的重要材料．但是在自然条件
下�许多花粉的寿命非常短�这给种质研究和杂交育
种工作带来极大的不便�同时也不利于相关的植物
遗传研究．进行花粉的超低温保存研究对于加速育
种进程以及完善种质资源保存方法等研究工作都具

有重要意义．
超低温技术是进行种质资源保存的一条新途

径�它可以实现植物种质的长期保存．将超低温保存
技术应用于花粉保存�不仅可以大大延长花粉的保
存时间�还可以避免病虫害的引入�为地区间、国际

间的种质交换提供方便［1］．同时还能服务于育种工
作�提高育种效率．与种质保存其他方法相比�该技
术具有以下特点和优点：①操作简单易行、占用空间
小、安全稳定；②保存成本低�节省人力、物力、财力；
③便于国际间的资源交流与合作；④克服传统杂交
育种时间和空间的限制�同时为花粉单倍体的培养
及加倍获得纯合体植株提供材料．

1922年 Knowlton 首先报道了－180℃贮存后的
金鱼草（Antirrhinum majus）花粉仍具有生活力�同时
发现降低花粉含水量能够提高冰冻保存的生存

率［2］．20世纪80年代以来�花粉超低温保存日渐兴
起．1979年 Akihama 等在日本果树实验站建立了花

DOI:10．13332／j．1000－1522．2006．04．026



粉库�美国在20世纪80年代也相继建立了3个花
粉超低温中心�进行花粉超低温保存并对保存机理
进行了探讨［3］．中国、印度、英国等国家的花粉超低
温保存研究工作也逐渐增多．花粉超低温保存材料
从最初的果树、农作物逐渐发展到园林植物、药用植
物等植物材料．目前�花粉超低温保存多以研究保存
技术为主�对超低温保存前后花粉的生理生化变化
和遗传性状的稳定性等机理研究也在逐步展开．

本文对20世纪80年代以来进行花粉超低温保
存研究的植物材料进行了总结�重点介绍了花粉超
低温保存技术程序�同时对花粉保存效果的检验及
超低温保存机理研究进展进行了综述．

1　实现超低温保存的植物花粉
在花粉的超低温保存研究中�日本的花粉库中�

－196℃保存了60个桃栽培品种或品系的花粉［4］�
－20℃保存了42个梅及15个杏品种的花粉［5］．1998
年王君晖等［6］初步统计已对雪松（Cedrus deodara）、
扁柏（Chamaecyparis obtuse）、落叶松（Larix gmelini）等
10多种木本植物进行了超低温保存研究．陈霜莹
等［7］对苹果（Malus pumila）、梨、桃、李和樱桃（Prunus
pseudocerasus）等树种的39个品种进行了超低温保
存研究．20世纪80年代以来�国内外已见报道的实
现花粉超低温保存的植物见表1．

表1　实现花粉超低温保存的植物
TABLE1　Plants with cryopreserved pollen

植物名称 主要用途
第一作者及

文献来源
植物名称 主要用途

第一作者及

文献来源

鳄梨（Persa americana） 果树 Sedgley ［8］ 紫菜苔（Brassica campestris var．purpurea） 蔬菜 梁立［37］、Xu［38］
刺葵（Phoenix dactylifera） 果树 Tissert ［9］ 番茄（Lycopersicon esculentum） 蔬菜 赵树仁［2］、Sacks［39］
欧洲甜樱桃（Prunus avium） 果树 Parfitt ［10］ 水仙属（Narcissus） 园林植物 Bowes［40］
巴旦杏（P．amygdalus） 果树 Parfitt ［10］ 耀花豆（Clianthus formosus） 园林植物 Hughes［41］
桃（P．persica） 果树

Omura［4］、Parfitt ［10］、
江雨生［11］ 山茱萸（Cornus florida） 园林植物 Craddock［42］

杏（P．ameniaca） 果树 Parfitt ［10］ 飞燕草属（Delphinium） 园林植物 Honda［43］
李（P．salicina） 果树 Parfitt ［10］ 凤梨科（Bromeliaceae） 园林植物 Parton［44］
番木瓜属（Carica） 果树 Ganeshan［12］ 牡丹（Paeonia spp．） 园林植物 陶清波［45］
核桃（Juglans regia） 果树 Luza［13］ 二乔玉兰（Magnolia × soulangeana） 园林植物 Zhang［46］
阿月浑子（Pistocia vera） 果树 Polito ［14］ 梅花（Prunus mume） 园林植物 刘燕［47--48］
梨（Prunus pyrifolia） 果树 江雨生［11］ 芍药（Paeonia spp．） 园林植物 尚晓倩［49］
葡萄（Vitis vinifera） 果树 Ganeshan［3］ 山茶（Camellia spp．） 园林植物 李广清［50］
‘广杏’（Prunus armeniaca‘Guangxing’） 果树 王彩虹［15］ 小报春（Primula forbesii） 园林植物 金晓霞［51］
‘大接杏’（P．armeniaca‘Dajiexing’） 果树 王彩虹［15］ 唐菖蒲（Gladiolus hybrida） 切花 Koopowitz ［52］
山龙眼属（Protea） 果树 Walt ［16］ 月季（Rosa spp．） 切花

Marchant ［53］、
Rajasekharan［54］

甜杏（Prunus dulcis） 果树 Martinez ［17］ 希蒙得木（Simmondsia chinensis） 经济作物 Lee［55］
美国山核桃（Carya illinoinensis） 果树 Sparks［18］ 啤酒花（Humulus lupulus） 经济作物 Haunold［56］

枇杷（Rriobotrya japonica） 果树 王家福［19--21］ 茶树‘龙井43’（ Camellia sinensis cv．
Longjing43） 经济作物 杨素娟［57］

榆叶梅（Prunus triloba） 果树/园林植物 樊新民［22］ 诸葛菜（Orychophragmus violaceus） 经济作物 赵云［58］
海棠（Malus spectabilis） 果树/园林植物 樊新民［22］ 魔芋（Amorphophallus konjac cv．Wanyuan） 经济作物 张玉进［59］

柿品种‘禅寺丸’（ Diospyros kaki cv．
Zenjimaru） 果树 艾鹏飞［23］ 甘蔗（S．spontaneum） 经济作物 蔡青［60］

菠萝（Ananas comosus） 果树 吕玲玲［24］ 商陆（Phytoacca dodecandra） 药用植物 Demeke［61］
玉米（Zea mays） 农作物 石思信［25］ 浙贝母（Fritillaria thunbergii） 药用植物 苏新［62］
水稻（Oryza stativa） 农作物 李训贞［26］、胡晋［27］ 人参（Panax ginseng） 药用植物 Zhang［63］
黑麦（Secale cereale） 农作物 石思信［28］ 西洋参（Panax quinquefolum） 药用植物 Zhang［63］
山药（Dioscorea spp．） 农作物 Daniel ［29］ 枸桔（Poncirus trifoliata） 药用植物 Rajasekharan［64］
马铃薯（Solanum tuberosum） 农作物 王玉萍［30］ 象草（Pennisetum purpureum） 牧草 白淑娟［65］
茄属（Solanum） 蔬菜 Towill ［31］ 无芒雀麦（Bromus inermis） 牧草 吴素琴［66］
洋葱（Allium cepa） 蔬菜 Ganeshan［32］ 偃麦草（Elytrigia repens） 牧草 吴素琴［66］

芹菜（Apium graveolen） 蔬菜 D’Antonio ［33］ 塔落岩黄芪（Hedysarum fruticosum var．
leave） 牧草 吴素琴［66］

花椰菜（Brassica oleracea var．italica） 蔬菜 Crisp［34］ 杜仲（Eucommia ulmoides） 经济林木 陈品良［67］
籽瓜（Citrullus lanatus） 蔬菜 陆培基［35］ 秤锤树（Sinojackia xylocarpa） 经济林木 陈品良［67］
甘蓝型油菜（Brassica napus） 蔬菜 Chen［36］ 鹅掌楸（Liriodendron chinense） 经济林木 尹增芳［68］

注：主要用途分类参照原文献进行．
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　　由表1可见�超低温保存的花粉涵盖了农作物、
果树、蔬菜、药材、牧草、经济作物以及园林植物等材
料�其中以经济类作物等与人类生活密切相关的植
物相对较多．为了满足园林植物杂交育种及资源保
存等工作的需要�近几年刘燕等人实现了在园林中
广泛应用的植物材料牡丹［45］、二乔玉兰［46］、梅
花［47--48］、芍药［49］和山茶［50］花粉的超低温保存�从而
极大的丰富了超低温保存园林植物花粉．从研究的
国家来看�美国、日本起步较早�近几年来中国在花
粉超低温保存方面的研究不断发展和深入．

关于花粉超低温保存时间的报道中�日本果树
实验保存10年的桃花粉［4］及 Sparks ［18］保存了10年
以上的美国山核桃花粉仍具有生活力�Ganeshan
等［3］保存了5年的葡萄品种花粉生活力基本保持不
变�但结实能力存在变化．希蒙得木［55］、玉米［25］、阿
月浑子［14］、牡丹［45］、梅花［48］等植物花粉在保存1～2
年后仍具有生活力．目前�有关花粉在液氮中保存的
最长期限、花粉生活力是否随着保存时间的增加而
发生变化等问题还有待继续的追踪检测．
2　花粉超低温保存技术研究

目前�花粉超低温保存程序一般可概括为：花粉
采集－干燥－密封包装－投入液氮容器保存－解冻
复苏－用于科研生产［69］．另外�在医学及组培物等
植物材料的超低温保存中应用的冰冻保护剂、预冷
冻及程序性降温在花粉的超低温保存中也有所

应用．
2∙1　花粉的采集

植物花粉的产量、质量、散粉特点往往受到遗传
特性及环境等因素的限制．D’Antonio等［33］认为一天
中不同的时间采集芹菜花粉不影响其生活力．
Marchant 等［53］对未开、半开、全开3种状态月季品种
的研究认为�全开或未开的花朵是可取的�尤其是未
开的花朵可以减少花粉交叉污染的风险．梁立等［37］

在紫菜苔花粉超低温保存研究中�对比了幼嫩花粉
（开花前7～8d�单核后期至二核早期）、近成熟花粉
（开花前2d�三核期）和成熟花粉（开花当天）3个发
育时期�结果认为成熟花粉的保存效果与近成熟花
粉相近�幼嫩花粉较差．Craddock等［42］对山茱萸的研
究认为刚刚开裂的花药作为保存花粉较好．陶清
波［45］切取牡丹花枝室内隔离瓶插水养获取花粉与
新鲜花粉没有差异．花粉的收集可选用合适的网
筛［11�14�23］、薄棉布［64］等进行．另外�Kopp等［70］采用有
机溶剂实现了柳树（Salix）花粉的收集．从目前的研
究来看�大部分植物材料在初花至盛花期采集铃铛
花收集到的花粉质量最好．

2∙2　干　燥
超低温保存导致花粉死亡的主要原因是：在冷

冻过程中�细胞内的水分形成冰晶�导致细胞膜受
损�花粉死亡．新采集的花粉�往往含水量较高�花粉
潮湿结块�在液氮保存时�花粉容易结成冰晶�生活
力丧失�不宜进行贮藏．因此�目前的许多研究认为
适宜的花粉含水量是实现超低温保存的关键．不同
植物进行花粉超低温保存的适宜含水量不同．如核
桃为7∙5％以下［13］�‘广杏’最适含水量为13∙2％～
20∙8％�‘大接杏’为9∙7％～14∙6％［15］．对于某些材
料如番茄［39］、魔芋［59］不经过干燥脱水即可直接投入
液氮保存．梅花花粉的超低温保存研究结果表明�部
分梅花品种花粉含水量高达40％时仍可实现超低
温保存［48］．从目前的研究结果来看�花粉的含水量
是实现花粉超低温保存的重要影响因子�同时植物
种类、品种的差异也是影响花粉超低温保存成功与
否不容忽视的重要因素．

花粉的干燥脱水主要采用的方法有冷冻真空干

燥、真空干燥、干燥剂干燥法［69］．另外�石思信等［25］

采用“风干脱水法”�江雨生等［11］采用“灯光烘干法”
均获得较好的效果．Rajasekharan等［54］认为花药的自
然干燥有助于保持最佳的花粉生活力．D’Antonio
等［33］对芹菜花粉采用31、33、38℃3种温度进行干
燥处理发现高温对花粉的生活力是有害的．
2∙3　包装和保存

超低温保存花粉主要用铝箔纸或冻存管包装�
然后进行液氮保存．大多数植物的花粉可以在包装
后不经过预处理直接投入液氮�但冰冻保护剂、预冷
冻技术及程序性降温对花粉超低温的作用也有所

探讨．
2∙3∙1　冰冻保护剂的使用

在花粉的超低温保存中�大部分植物材料无需使
用冰冻保护剂�可以直接进行保存．张玉进等［59］在魔
芋花粉保存中观察到花粉经30％甘油＋15％乙二醇
＋15％DMSO＋0∙5mo/l L蔗糖的PVS2溶液处理0～40
min�离体萌发率基本不变．梁立等［37］采用冰冻保护剂
（B5培养基�10％DMSO和蔗糖）进行紫菜苔花粉超低
温保存研究�认为蔗糖浓度对保存效果有明显影响．
Tisserat 等［9］用不同浓度的PGD（聚乙二醇＋葡萄糖＋
DMSO）处理刺葵花粉5～10min�发现不同浓度的
PGD并没有提高萌发力．Luza 等［13］对核桃超低温保
存的研究中发现甘油处理过的花粉在冻存前后均未

萌发．由此可见�在医学及组培物等植物材料的超低
温保存中广泛应用的冰冻保护剂对于花粉的超低温

保存效果存在差异�通常情况下不使用冰冻保护剂即
可实现花粉的超低温保存．
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2∙3∙2　预冷冻技术及程序性降温的使用
预冷冻在超低温保存植物茎尖和组培物中应用

较多�预冻的目的是为了使细胞内的水分脱出�形成
对细胞结构损伤不大的细胞外结冰�这样就可以避
免细胞内结冰对原生质的损害．在花粉超低温保存
中�预冷冻的效果因植物种类和花粉含水量的不同
而有较大差异．江雨生等［11］ 对桃、梨花粉�Zhang
等［63］对人参花粉以及陶清波等［45］对牡丹花粉的研
究都表明�预冷冻对花粉超低温保存的效果没有显
著影响．Tisserat 等［9］还发现刺葵花粉经预冷冻处理
后比直接投入液氮的花粉生活力有所降低．但赵树
仁等［2］在对番茄花粉的超低温保存研究中发现�
－25℃预冷冻能够显著提高超低温保存后花粉的萌
发率．因此对花粉预冷冻的处理不可一概而论．在含
水量较低时�直接投入液氮比经过预冻的保存效果
要好．这可能是在直接投入液氮的过程中�花粉细胞
内的水来不及成冰�而迅速冷却达到玻璃化状态�从
而提高了保存的成活率．而对于含水量较高的花粉�
预冷冻有利于细胞内的水流到细胞外结冰�发生保
护性脱水�提高了花粉冻存的成活率．另外�Chen
等［36］报道冷处理明显提高了甘蓝型油菜的自然加
倍染色体频率�这为单倍体育种提供了一种潜在而
有力的方法�同时也从另一个侧面对预冷冻在超低
温保存花粉过程中的可行性提出了疑问．

在花粉的超低温保存中�一般情况下不需要经
过程序性降温就可以实现超低温保存�因此程序性
降温在花粉超低温保存中的应用较少．梁立等［37］在
紫菜苔花粉超低温保存中�试验了两种降温程序：两
步法由0℃以－1℃/min 的速度降至－40℃�停留6
min�投入液氮；三步法由0℃以－1℃/min 的速度降
到－10℃�停留15min�以相同的速度降到－40℃�
停留60min�直接入液氮�结果表明�两者均取得良
好效果．Bowes ［40］将水仙属花粉在－130℃预冷1h�
Marchant 等［53］利用程序降温仪将月季花粉在－40℃
预冷冻10min后再投入液氮也实现了超低温保存．
程序性降温的机理在于保证保存材料的细胞达到充

分的保护性脱水�避免因细胞内结冰造成的不可逆
性伤害．
2∙4　化　冻

花粉的化冻方式一般有自然化冻、温水浴快速
化冻、自来水冲洗化冻等几种．许多研究认为�液氮
保存对植物发生伤害是在冰冻和化冻两个过程中�
因此要使植物种质的超低温保存获得成功�选择合
适的化冻方法是非常重要的�从而避免在化冻过程
中产生细胞内的次生结冰�并防止在化冻吸水过程
中水的渗透冲击对细胞膜体系的破坏．

超低温保存材料在化冻时�再次结冰的危险温
度区大约是－5～10℃［71］�因此化冻一般在30～
40℃温水浴中进行�借助迅速的化冻速度通过此温
度区�避免细胞内次生结冰对细胞的致死性破坏．王
彩虹等［15］采用0、16和37℃3种温度进行化冻�研
究认为含水量为7∙3％的‘广杏’和含水量为7∙2％
的‘大接杏’采用任何一种化冻温度都获得良好效
果�花粉含水量较高时采用37℃温水浴化冻效果较
好．陈品良等［67］报道杜仲花粉含水量为30％时40℃
下解冻较好．赵树任等［2］ 对番茄花粉采用室温
（23℃）、37℃水浴、0℃和自来水冲洗30min4种方
法�结果表明自来水冲洗较理想．Towill ［31］在50℃水
浴中化冻10s 实现了茄属花粉超低温保存．陶清
波［45］对牡丹花粉超低温保存的化冻方法进行研究�
认为30℃温水浴化冻花粉有较高的萌发率．我们对
梅花花粉的研究结果认为�室温、自来水冲洗及温水
浴3种化冻方法中�室温化冻效果一般较差�另外两
种化冻方法的效果差异不明显［47］．综上所述�何种
化冻方法的选择应根据不同的植物花粉及其含水量

决定．
2∙5　花粉的反复冻存

为检测花粉从液氮中反复取用对保存效果的影

响�人们进行了花粉反复冻存的研究．Koopowitz
等［52］对唐菖蒲花粉的研究认为�干燥花粉在反复冻
存6次后生活力降低�未干燥花粉在反复冻存4次
后生活力降低．Sedgley ［8］对鳄梨花粉的超低温保存
研究表明�二次冻存对生活力造成损伤．Hughes
等［41］认为反复冻存3次对耀花豆花粉的生活力影
响不大．Sacks 等［39］认为番茄花粉的二次冻存不影
响其生活力．Ganeshan［12］认为番木瓜花粉对反复冻
存的忍受能力较高．由此可见�花粉忍受反复冻存的
能力与植物特性及其含水量存在相关性．
3　花粉超低温保存效果的检验

目前�花粉超低温保存效果的检验主要采用花
粉生活力评价．主要方法有染色法、离体萌发法及授
粉法等进行检验［72--74］．染色法主要包括荧光染料反
应法、品红、醋酸洋红、碘--碘化钾染色法等．离体萌
发法包括悬滴法和琼脂盘法�是目前应用最为广泛
的快速测定花粉生活力的方法．活体萌发法是根据
花粉在柱头上的萌发率来判断其生活力�Sedgley ［8］、
Parton等［44］曾用此法进行鳄梨、凤梨花粉的生活力
检验．人工授粉法是鉴定花粉保存效果比较可靠和
精确的方法�在花粉超低温保存中的应用日渐增多．
3∙1　超低温保存花粉萌发率的检验

采用离体萌发法检验花粉生活力的结果表明�
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大部分植物花粉保存前后萌发率基本保持不变�部
分种类出现降低或升高的现象．对茄属［31］、月季［54］

的研究发现部分品种超低温保存后花粉萌发率有明

显的降低．Polito等［14］对4种雄性阿月浑子无性繁殖
系进行研究发现�其中有一品系在保存4个月后萌
发力降低�而保存12个月后萌发力比4个月时增加
近两倍．张玉进等［59］发现魔芋花粉经超低温保存后
比新鲜花粉有更高的离体萌发率．Walt 等［16］对山龙
眼属花粉进行超低温保存发现�某些种在保存270d
时萌发率明显升高．我们在对牡丹、梅花及山茶花粉
的超低温保存研究中也发现某些品种保存后其萌发

率升高．刘燕等［75］在进行园林植物种子的超低温保
存中发现彩叶草等种子有明显的“冷刺激”现象．其
原因目前尚不清楚．
3∙2　超低温保存花粉结实率的检验

进行花粉超低温保存的主要目的之一是为了满

足杂交育种工作的需要�因此�超低温保存花粉是否
能在授粉后正常结实是人们普遍关注的问题．

运用人工授粉法进行冻存前后花粉生活力的比

较�研究结果普遍认为�用液氮保存后的花粉进行授
粉�植物的结实率与新鲜花粉授粉结实率相近．石思
信等［76--77］的研究认为在适宜的含水量超低温保存1
～2年的玉米花粉授粉结实能力与对照差异不显
著．Crisp等［34］对花椰菜花粉的研究结果表明冻存前
后结实率没有差异�但冻存花粉收获的种子生活力
降低�萌发率迅速丧失．Rajasekharan 等［64］对超低温
保存枸桔花粉的研究认为超低温对花粉的生活力基

本没有影响�但其杂种后代的再生能力较低．从目前
的研究结果来看�超低温对花粉的授粉结实能力并
没有太多影响�至于超低温保存花粉与新鲜花粉授
粉后得到的果实以及后代是否存在差异还有待进一

步的观察研究．
4　花粉超低温保存机理研究
4∙1　超低温保存对细胞超微结构的影响

生物膜是植物细胞及细胞器与环境的一个界面

结构�各种逆境对细胞的影响首先作用于质膜．在植
物遭受低温伤害时�膜上产生龟裂�膜的透性增大�
膜结合酶结构发生改变�导致植物细胞生理代谢变
化和功能的紊乱［78］．超低温保存前后细胞超微结构
是否发生变化也是评价超低温保存效果的重要指

标．
尹增芳等［68］在鹅掌楸花粉超低温保存的研究

中发现�在超低温快速冷冻的条件下�保存5d的花
粉仍然具有与新鲜花粉相近的萌发率�并且其超微
结构也呈正常状态�细胞膜系统保存完好．在保存

15d后花粉的细胞超微结构发生严重损伤�内膜系
统及细胞器发生降解�25d 后几乎观察不到存活的
花粉．鹅掌楸花粉在4℃条件下保存时�花粉的萌发
率大大下降�细胞内膜系统发生降解�死亡的花粉细
胞质膜释放大量膜脂�在膜上形成大量拟脂颗粒�细
胞器降解�细胞质空泡化．说明4℃已经引起鹅掌楸
花粉的寒害．Sparks ［18］对液氮中保存了10年以上的
美国山核桃花粉进行了形态学分析�对完整的花粉
粒和花粉横切面进行观察发现�存活的花粉细胞质
分布均匀�细胞膜结构完整．而死亡的花粉细胞质分
布不均匀�由于细胞膜的瓦解�导致细胞质中明显缺
少填充物�这是两者之间的一个显著区别．
4∙2　遗传完整性和稳定性的影响

石思信等［79］以超低温保存1～2年的玉米花粉
产生的种子作为试验材料�播种于田间�观察植株在
田间的农艺性状�并以此作为评估玉米花粉超低温
长期保存后是否保持原品种遗传特性的指标之一．
研究结果表明�经长期冷冻保存花粉产生的后代植
株�具有遗传特征的农艺性状�如株形、叶色、株高等
与对照相比没有差异�保持了原自交系的特征．说明
玉米花粉在超低温保存条件下�可以使玉米花粉的
寿命从几小时延长到几年�并能够保持其品种的遗
传稳定性．Crisp等［34］在对花椰菜花粉超低温保存农
艺性状的研究中发现�花粉冻存前后结实率没有差
异�但超低温保存的花粉收获的种子生活力降低�萌
发率迅速丧失�其后代的性状没有表现出基因型的
改变．Rajasekharan等［64］对枸桔花粉超低温保存的研
究发现�其杂种后代的再生能力较低�但超低温保存
对花粉的生活力和遗传稳定性基本没有影响．

石思信等［80］对玉米花粉超低温长期保存后其
后代的染色体进行了观察�结果表明�在观察的试验
材料中�没有发现染色体数目的变异�没有发现多价
体�但终变期有少数“8”状染色体�花粉母细胞减数
分裂后期发现有不同程度的染色体桥和断片�但这
些不正常染色体的比例与对照相同或相近．总的来
说�玉米花粉超低温保存1～2年后�其后代的染色
体数目正常�不正常染色体出现频率没有增加．表明
经超低温保存的花粉基本上可以保证其遗传稳

定性．
石思信等［77�81--82］将玉米花粉超低温保存1年

后�进行过氧化物同工酶分析�发现其酶谱类型基本
没有变化�没有酶带数目的增减�仅有酶带颜色深浅
的不同�表示了各处理间酶活性的差异．新鲜花粉酶
带颜色较浅�经超低温保存后酶带颜色加深．另外�
利用冷冻花粉产生的种子的过氧化物同工酶谱与对

照的酶谱相比�也没有变化�保持原酶谱类型．石思
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信［28］在对黑麦花粉的超低温保存实验中也得到相
同的结论�将冻存花粉同新鲜花粉进行过氧化物酶
同工酶测定�发现酶谱中没有酶带数目的增减�仅有
酶带宽度、色深的区别．

另外�在花粉的超低温保存中�超低温对花粉细
胞内含物质是否造成影响也是一个很值得研究的问

题．赵树仁等［2］将番茄新鲜花粉置于0和－196℃保
存10d后测定其脯氨酸含量�发现在0℃下贮藏的
花粉脯氨酸含量明显增多�而液氮中保存的花粉脯
氨酸含量与对照相比没有明显变化．超低温保存诸
葛菜花粉的脯氨酸含量略有上升［58］．在牡丹花粉超
低温前后�可溶蛋白、脯氨酸、MDA、SOD、CAT、POD
及可溶糖含量均有一定程度的变化�但并不明
显［45�83］．目前�有关花粉超低温保存前后生理生化研
究还比较少�其生理生化变化是与低温研究领域一
致�还是有其自身的规律等问题有待于进一步深入
研究．
5　问题与展望

花粉的超低温保存研究至今仅有几十年的研究

历史�研究的对象主要集中在农作物和园艺作物�对
观赏植物和园林花卉方面的植物资源研究较少．目
前的研究主要在技术程序方面�但是对植物种质资
源超低温保存机理的研究很少�而且也不够全面和
深入．

1） 与组培物、茎尖等植物材料的超低温保存技
术相比�花粉的超低温保存技术相对简单易行�不破
坏植株�但保存过程中花粉含水量对于不同植物材
料的影响程度等问题还有待于进一步的摸索．

2）目前的研究主要集中在超低温保存前后花粉
活力的变化方面�而对其在液氮中是否处于生机停
顿状态�花粉膜透性、内含物质等方面是否有变化等
问题还有待研究．

3）Ca2＋信使系统在植物低温信息传递中起重要
作用�同时花粉细胞质中自由 Ca2＋浓度与花粉萌发
和花粉管伸长关系密切．花粉超低温保存前后 Ca2＋
动态变化信息可能与“冷刺激”现象以及抗冻蛋白的
产生等问题有一定的相关性．

随着低温生物学、医学及生物技术等领域的发
展�以及花粉超低温保存研究自身的不断深入�各学
科相互借鉴和渗透�花粉超低温保存技术及机理研
究将会不断完善和深入�从而为杂交育种、种质资源
的长期保存等各种研究工作奠定基础．
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