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摘要 

超低温保存技术不仅能作为野生植物种质资源长期保存的有效方式，也能成为一种

高效的脱毒技术——低温疗法。本文以野生资源五叶草莓为材料，研究了其最佳的超低

温保存条件，然后分析了超低温保存后五叶草莓基因组 DNA 序列的稳定性以及基因组

DNA 甲基化的变化水平；同时以携带草莓轻型黄边病毒的全明星草莓为材料，研究了

玻璃化法的低温疗法脱毒的最佳条件，探讨了低温疗法脱除草莓轻型黄边病毒的效率，

分析了低温疗法后全明星草莓基因组 DNA 序列的稳定性以及基因组 DNA 甲基化的变

化水平。主要研究成果如下： 

1.探索五叶草莓组织培养茎尖离体玻璃化法超低温保存的最佳条件，比较后发现：

草莓组织培养材料在 4℃条件下低温炼苗 3 周，切取 2~3mm 的离体茎尖，在固体预处

理培养基（0.4mol·L-1蔗糖+MS+7g·L-1琼脂，pH=5.8）中 4℃处理 3 天，液体预培养液

（0.4mol·L-1蔗糖+2mol·L-1甘油+MS，pH=5.8）25℃培养 30min，玻璃化保护溶液 PVS2

（0.4 mol·L-1蔗糖+15% (w/v) DMSO+15% (w/v) 乙二醇+30% (w/v) 甘油+MS，pH=5.8）

0℃处理 1h时，能达到最佳条件使成活率达到 79.7%，且草莓再生植株直接分化成草莓

植株。 

2.研究携带草莓轻型黄边病毒的全明星草莓玻璃化超低温保存最佳条件，与五叶草

莓的玻璃化法超低温条件比较发现：全明星草莓离体茎尖在在 4℃条件下低温炼苗 4周，

固体预处理培养基处理 3 天，液体预处理培养液培养 30min，玻璃化保护溶液 PVS2处

理 1h 时能达到最佳条件，然而成活率只有 64.3%，植物材料不同玻璃化超低温保存程

序会发生改变。利用常规 RT-PCR技术检测低温疗法后的植株病毒后，草莓轻型黄边病

毒的脱除率达到了 95%。 

3.采用扩增片段长度多态性(AFLP)技术分析了超低温前后的五叶草莓和全明星草

莓的基因组 DNA 序列，没有发现多态性差异条带。说明经过超低温之后的再生五叶草

莓和全明星草莓植株基因组 DNA序列没有发生改变，基因组 DNA序列的稳定。 

4 运用甲基敏感扩增多态性(MSAP)标记技术对超低温或者低温疗法前后的五叶草

莓和全明星草莓的基因组 DNA 甲基化水平进行了研究。统计和分析了聚丙烯酰胺变性
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凝胶电泳的多态性条带之后，发现超低温过程促使五叶草莓基因组 DNA 甲基化水平降

低了 6.73%，且去甲基化水平变化率和甲基化水平变化率分别为 12.43%和 5.70%；同样，

经过低温疗法脱毒之后的全明星草莓基因组 DNA 甲基化水平也出现了降低的状况，仅

为 3.83%，且去甲基化水平变化率和甲基化水平变化率分别为 12.44%和 8.61%。 

关键词：五叶草莓；凤梨草莓；超低温保存；低温疗法；遗传稳定性 
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ABSTRACT 

Cryopreservation is not only considered to be the most effective way to long-term preservation of 

wild plant germplasm resources,but also a highly efficient virus-free technology,“Cryotherapy”.In this 

paper, we studied the procedure of Fragaria pentaphylla and “All-Star”strawberry shoot tips vitrification 

cryopreservation, and “All-Star”strawberry materials were infected theStrawberry mild yellow edge virus 

(SMYEV), we detected virus-free rate after Cryotherapy. Then, we detected the genome sequences DNA 

and analyzed the variation of DNA methylation level of samples between the treatment and the control. 

The main results below: 

1.The procedure of Fragaria pentaphylla shoot tips vitrification cryopreservation was 

explorato-ry studied. The results showed that: the shoot tips were cryoacclimatized at a low temperature (4 ℃

) for 3 weeks; pre-cultured in the Pretreatment of solid culture medium (0.4 mol.L-1sucrose + 7 g.L-1 agar + 

MS, pH = 5.8) after 3 days; treated with liquid pretreatment medium (0.4 mol.L-1 sucrose + 2 mol.L-1 

glycerin +MS, pH = 5.8) for 30mins at room temperature and treated in PVS2(0.4 mol.L-1 sucrose + 15% 

(w/v) DMSO + 15% (w/v) ethylene glycol + 30% (w/v) glycerin + MS, pH= 5.8)at 0 ℃ for 60mins, the 

surv- 

ival rate was highest up to 79.7%. Regenerations differentiated normally. 

2. Distinction of the best vitrification cryopreservation procedure between “All-Star”strawberry 

and Fragaria pentaphylla were found that: the shoot tips of “All-Star”strawberry were cryoacclimatized at a 

low temperature (4℃) for 4 weeks; pre-cultured in the Pretreatment of solid culture mediumafter 3 days; 

treated with liquid pretreatment medium for 30mins at room temperature and treated in PVS2 at 0 ℃ for 

60mins, the survival rate was highest up to 64.3%, different plant material have different cryopreservation 

procedure. Then, SMYEV weredetected by RT-PCR technology ,wefound that virus-free rate was highest 

up to95%. 

3. The technique of amplified fragment length polymorphism (AFLP) was used to analyze the 

genome sequences DNA of the treatments and controls, no variation of bands was found, which indicated 
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that there were no changes in the genomic DNA sequences of Fragaria pentaphyllaand 

“All-Star”straw-berry after cryopreservation. 

4. The methyl-sensitive amplified polymorphism (MSAP) markers techlologe was used to 

analy-sis the variation of DNA methylation level of samples between the treatment and the control. The 

results indicated that DNA methylation states of treatment materials reduced compared with controls, DNA 

meth- ylation state ofFragariapentaphylla and “All-Star”strawberrywerereduced6.73% and 3.83%. 

Methyla- tion and demethylation of Fragaria pentaphylla DNA were5.70% and 12.43%,but, Methylation 

and dime- thylation of “All-Star”strawberry DNA were 8.61%and 12.44%. 

 

KEY WORDS：Fragaria pentaphylla, Fragaria ananassa Cryopreservation ,Cryotherapy,Virus-free , 

Genetic Stability 
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缩略词表（Abbreviations） 

 
缩略符号 英文全称 中文含义 
AFLP Amplified fragment length polymorphism 扩增片段长度多态性 
APS Ammonium Persulfate 过硫酸胺 
TEMED N,N,N’,N,’-Tetramethylethylenediamine 四甲基乙二胺 
CTAB Hexadecyl trimethyl ammonium Bromide 十六烷基三甲基溴化胺 
DMSO Dimethyl Sulphoxide 二甲基亚砜 
TBE Tris-HBO3-EDTA buffer Tris及硼酸电泳缓冲液 
LN Liquit nitrogen 液氮 
MSAP Methylation sensitive amplified 

polymorphism 
甲基化敏感扩增多态性 

MS Murashige and Skoog medium  MS基本培养基 
dNTPs Deoxyribonucleoside triphosphates 脱氧(核糖)核苷三磷酸

混合物 
PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 
RAPD Randomly amplified polymorphic DNA 随机扩增多态性 
RFLP Restriction fragment length polymorphism 限制性酶切片断长度多

态性 
Tris Tri(Hydroxymethyl) aminomethane 三羟基氨基甲烷 
PVS2 Plant Vitrification Solution 植物玻璃化溶液 
SMYEV Strawberry mild yellow edge virus 草莓轻型黄边病毒 
Gly Glycerol 丙三醇（甘油） 
SNP single nucleotide polymorphism 单核苷酸多态性 
bp base pair 碱基对 
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1 前言 

1.1 概述 

1.1.1 草莓属植物简介 

草莓是多年生、常绿、矮小、草本植物，株高一般 5～40cm，羽状复叶，一般为三

小叶，有一小部分是羽状五小叶，有很短或无的叶柄，有鞘状，且与叶柄基部合生的膜

质托叶[1]。它属于蔷薇科(Rosaceae)草莓属(Fragaria)植物，它的染色体基数为：x=7。自

然界中，草莓属的植物存在智利草莓( chiliensis(L)Duch．)、弗州草莓( virginiana Duch．)

及栽培种凤梨草莓(Fragaria ananassa Duch．）等八倍体植物的(2n=8x=56)，有森林草莓、

五叶草莓（Fragaria．pentaphylla Lozinsk．）等二倍体植物(2n=2x=14)，还存在东方草莓

四倍体植物(2n=4x=28)和麝香草莓六倍体植物(2n=6x=42)等不同倍性的种，按这些倍性

的差别可以将草莓属的植物分为四类[2]。草莓属植物的近缘植物包括委陵菜属(Potentilla)

和蛇莓属(Du-chesnea)，染色体的基数 x=7，在植株形态上有比较明显的差别[1]。 

经过研究和探讨，草莓属植物约有 20 个种的说法得到大部分科学工作者的认可。

草莓属植物几乎分布在欧洲和北美每个地方，然而在亚洲和南美分布相对比较分散，主

要分布在中国、日本、前苏联的西伯利亚、伊朗、阿富汗、黑海沿岸各国以及南美的太

平洋沿岸[3]。 

1.1.2 凤梨草莓 

凤梨草莓(Fragaria ananassaDuch．）具有适应性强，结果快、成熟早、易繁殖、周

期短、病虫害少、管理方便等特点，凤梨草莓浆果具有鲜红艳丽、营养丰富、风味极佳、

芳香多汁、营养价值高、适合加工利用，经济价值较高等优点，受到了消费者和生产者

的喜爱，被视为果中珍品[4]。它是一种经济价值较高的多年生草本植物，栽培面积和产

量仅次于葡萄的第二大浆果，它是由智利草莓和弗州草莓在偶然的情况下杂交而来[4, 5]。

我国于 1915年开始栽培凤梨草莓，至今已有将近 100年的历史。 
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在栽培种凤梨草莓的育种方面，美国的科学家们利用野生草莓与栽培种草莓回交的

方法将野生草莓材料的抗寒性、抗虫性、抗病性、耐受性和日中性等性状优良特性遗传

给栽培种草莓，从而培育出很多优良的栽培种草莓[2, 6]。中国在改革开放之后也加强了

草莓在品种改良以及新品种培育方面的工作[7]。 

全明星草莓也是一种栽培种的凤梨草莓，它是美国农业部和马里兰州联合培育的早

熟多抗性草毒品种，它具有植株生长势强，抗逆性好、产量高、果形大，色泽鲜艳，果

实坚韧，耐贮性好，营养价值高等特点[8]。我国在 1985年将其引进到国内，得到了广泛

的推广和栽培。 

1.1.3 五叶草莓简介 

五叶草莓（Fragaria．pentaphylla Lozinsk．）在陕西俗称泡儿、栽秧泡、瓢泡儿，

分布于四川、陕西、河南、青海、甘肃等地海拔 700～2 300m的山坡草地。五叶草莓植

株高 5～15cm，较矮小，具有靠下的两片叶比靠上的三出叶小很多的羽状五小叶，且中

心小叶有一个小且短的柄，其他小叶均无柄[9]。五叶草莓的叶片质地厚，具有倒卵、长

椭、椭园等多种圆形形状。在五叶草莓的花序梗、叶柄及匍匐茎上都长有直立的绒毛。

五叶草莓匍匐茎上均形成匍匐茎苗但第一节除外。该种的叶面低于花序，花朵只有 2—3

朵，数量较少，它的花两性，不等长的雄蕊 20枚，花期 4～5月，果期 5～6月，2n=2x=14[10]。 

在国内外草莓品种改良以及新品种培育等工作中，往往以野生草莓作为亲本，因为

它具有广泛的适应性和多种优良特性，尤其是在抗性方面更具有独特之处，可用来提高

作栽培种凤梨草莓品种抗病、抗虫和抗不良环境胁迫的能力[2]。五叶草莓属于我国特有

的一种野生草莓资源，它具有果实香味浓、抗病性强、抗寒等优点，是进行栽培种凤梨

草莓改良的理想亲本[1, 9, 10]。 

在民间有一种偏方就是将五叶草莓整株的研磨成粉状，然后装这些粉末可以用来治

疗胃癌、食道癌、大肠癌、肝癌及前列腺癌等身体脏器疾病，五叶草莓全粉在缓解及改

善全身症状、提高患者生活质量、缩小瘤体等方面起到了很多令西医无法预料的效果[11]。

近年来国内也探讨了五叶草莓提取液对肿瘤的抑制作用及机制，发现五叶草莓提取液能

有效抑制肿瘤的生长[11-13]。 

五叶草莓是一种重要的野生种植资源应该得到重视，目前国内外的研究报道中没有
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建立一种有效的五叶草莓种植资源保存体系。 

1.2 野生植物种质资源保存的重要意义 

野生植物种质资源是指决定野生植物遗传特性，并将这些野生植物的优良遗传特性

一代一代地进行传递的遗传物质资源的总称[14-16]。野生植物种质资源是重要的自然资源，

同时也是经济社会长远发展及人类社会赖以生存的战略资源。野生植物种质资源是遗传

学、物种进化研究以及进行植物育种工作的物质基础，它是一种可再生资源，对人类的

可持续发展具有非常重要的作用。近年来世界人口持续增长，环境以及生态的破坏，造

成了野生种质资源的严重破坏，已经有大量的野生种质资源的丧失[15, 17]。野生种质资源

一旦丢失，其优良基因的资源很可能将一去不复返。目前，世界各国已经开始加强野生

种植资源的保护和保存工作，我也开展了野生种植资源保护和保存的工作[17, 18]。 

野生植物种质资源是对栽培种植物品种改良、新品种培育及遗传工程的物质基础。

这些野生种植资源都是长期自然选择形成的，具有独特的优良性状和抵御自然灾害的特

性[15]。这些丰富的野生种质资源不仅能为常规育种、杂交育种、辐射育种提供种植资源，

而且能为基于细胞和基因工程的现代育种方式提供优良的基因资源。野生种质资源的开

发利用对作物品种改良和新品种的开发能起到推动作用[19]。近年来，随着生物学领域新

技术、新方法在作于育种工作中的广泛应用，越来越多的野生种植遗传资源被利用到，

这使得野生种植资源的潜在价值不断的增高。总之，只有掌握丰富的野生植物种质资源

才能在作物以及植物品种改良以及新品种培育中取得领先的优势[2, 10]。由此可见，加强

针对野生植物种质资源保护和保存，对我国作物以及植物的配种培育工作具有重要和深

远的意义。 

因此，研究五叶草莓野生种植资源保存，对于我国落后的草莓品种改良以及新品种

的培育具有深远的意义[10]。 

1.3 草莓脱毒的重要性 

病毒病是危害植物生长发育的重要病症之一，它给农业工作者带来了巨大的损失，

危害社会经济的发展[20]。当植物被病毒感染之后，植物细胞的生长代谢活动就会受到巨

大的影响，进而引发植物一些列的病理现象，不仅能造成植物质量以及产量的降低，更
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严重的是能导致植物直接死亡甚至灭绝[21]。植物病毒具有种类多，繁殖快，分布广，传

播途径多，以及防治困难等特点，因此植物病毒也被称作植物“癌症”[20, 22]。同时，随

着自然环境的变化以及病毒变异的增强，病毒种类呈现日趋扩增的状态，其危害也随之

增强。据进来的统计可知，植物病毒的危害每年为全世界所造成约 400亿美元的经济损

失。我国现在仍然是一个依靠农业自给自足的大国，随着植物病毒病危害的加重，不仅

仅给我国农业工作者带来严重的经济的损失，也对我国粮食安全带来了巨大的压力。因

此，加强对植物病毒的研究，通过一些技术手段脱除植物所带病毒是当前和今后一个重

点和难点。 

草莓苗的繁殖一直以来都是以匍匐茎埋压或者分株等为主，这些方式都属于营养繁

殖的方式，利用这种方式能保持草莓品种的的优良性状，可以保障草莓的品质和质量等

[23]。同时，这种繁殖方式也导致了草莓病毒在植株体内的积累和传播，给广大草莓果农

带来了严重的经济损失，促使草莓病毒的危害越来越严重的情况。据调查，目前在全世

界的草莓生产区内利用各种检测手段检测出的菌原体、病毒病和类病毒病等病害已经达

到 25种以上，其中有 6~7种是分布相对比较广泛、且危害也相对严重的[24]。我国近年

来也加强了草莓病毒的调查和检测，经过分析总结发现：在我主要受 4种草莓病毒的危

害，它们分别是草莓轻型黄边病毒、草莓镶脉病毒、草莓斑驳病毒和草莓皱缩病毒；我

国生产上的所用的草莓植株感染病毒率已经达到了 80.2%，主要包括单种病毒侵的感染

率 41.6%和两种及两种以上的病毒复合感染率 38.6%[25]。这些都表明了在我国进行草莓

脱毒育苗的重要性。 

草莓轻型黄边病毒( Strawberry mild yellow edge virus，SMYEV) 属于马铃薯 X 病

毒属，20 世纪 20 年代最早在美国加州被发现[26]。草莓健康植株被 SMYEV 病毒感染

之后，草莓植株表现为叶缘褪绿、小叶凹陷、植株长势衰退。轻型黄边病毒在全世界的

草莓种植区都普遍发生，对我国草莓种植区的危害也十分严重。根据不同的草莓品种，

单独感染上草莓轻型黄边病毒之后变现也不近相同，多数危害不是很严重。然而在研究

中发现草莓植株基本很少被这种病毒单独感染，草莓轻型黄边病毒经常和草莓皱缩、镶

脉、斑驳等病毒复合感染，对草莓植株造成更为严重的危害，使草莓果实的产量和质量

大大降低，当草莓病毒复合感染草莓时对草莓的危害程度增加 75%以上。 

目前草莓生产上脱除病毒的方法主要是采用茎尖培养脱毒的技术[27]，这些技术具有
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很多应用上的限制。由于茎尖培养时需在解剖镜下进行显微操作，相对效率低且病毒脱

除率低。而采用花药培养进行病毒脱除，由于存在基因重组与分离等问题，所以其应用

受到限制。 

1.4 超低温保存技术 

Nag 等[28]在 1973 年将胡萝卜悬浮细胞系成功进行超低温保存保存之后，植物组织

真正意义上的超低温保存得到认可。自此之后，植物组织超低温保存技术得到了深入的

研究和探索，有超过 200多种植物组织材料进行了超低温保存的研究[29, 30]。在超低温保

存的过程中，植物材料在超低温的环境下，植物细胞内的生理生化反应是几乎处于停滞

状态，也即植物细胞是处在“生机停顿(Suspended animation)”的稳定状态，这样能使植

物材料达到接近永久保存的目的，同时在超低温度环境下植物材料的遗传物质也应处于

不变的状态下，达到保存种植资源的遗传性状不变和和保存目的[29-31]。珍贵的野生植物

种质资源能利用超低方式得到有效、安全地“永久”保存。在经济上，成熟的超低温保

存技术比其它传统的植物种植保存技术具有很多优点：首先，超低温保存方法只需要一

个液氮管能节省很多空间；其次，超低温保存方法在保存期间基本不需要人员进行频繁

的操作，能节省大量的人力劳动和管理；再次超低温保存技术不需要复杂的设备；总之，

超低温保存技术在经济上具有很大的优势[32-34]。 

1.4.1 植物超低温保存技术的基础理论 

水是植物细胞内的主要物质，这些水分为自由水和结合水，自由水的结晶点比较高，

结合水的结晶点比较低，在降温过程中，如果细胞内有大量的自由水，就会导致细胞内

的产生有害的冰晶，从而导致细胞内的物质损伤进而导致植物细胞死亡，如果自由水过

度脱除也会促使植物细胞内发生一些改变，进而破坏细胞内的功能蛋白、膜结构等的完

整性，还会导致植物细胞内的 pH值发生改变，造成植物细胞内有害物质增加，促使蛋

白分子结构因形成二硫键而造成改变，进而也造成细胞死亡[35]。因此植物细胞的超低温

保存就需要在降温的过程中添加冷冻保护剂，这样随着温度降到零下 10℃之后，细胞内

外就会形成细胞内外的蒸汽压力差，能促使脱水的连续性大于降温的速率，进而达到脱

除植物细胞内的水分，浓缩植物细胞内原生质体，降低植物细胞内冰点的目的，这项就
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能对植物细胞形成保护性脱水的机制。 

往往在超低温过程中需要添加的玻璃化保护溶液，而这种溶液玻璃化由一定比例的

非渗透性和渗透性保护剂配置成的有机溶液，这种溶液在植物细胞周围或者渗透到细胞

内部能将植物细胞固化成玻璃态，将细胞的水分玻璃化，从而避免植物细胞内形成冰晶，

减少因温度降低而对植物细胞产生的伤害，进而到保护植物细胞的目的，从而提高超低

的成活率[36]。植物超低温保存技术中的各种处理程序的设定也是以添加玻璃化冷冻保护

剂促使植物细胞内外水分形成玻璃化进而减少细胞内形成冰晶、控制降温冰冻速度等为

中心展开的。植物超低温技术中的所有程序能促使植物细胞内水分减少或者促使细胞内

的水分玻璃化，从而达到在超低的温度下保存植物细胞或者组织的目的。 

1.4.2 超低温保存方法 

(1)慢冻法 

慢冻法是利用降温设备将温度以 0.5-1.0℃·min-1的速度降温，是细胞内外形成蒸汽

压差，从而促使脱水的连续性大于降温的速率，进而达到脱除植物细胞内的水分，浓缩

植物细胞内原生质体，降低植物细胞内冰点的目的，这项就能对植物细胞形成保护性脱

水的机制。慢冻法一般是现将温度从 0℃降到-30--40℃，接着将植物材料迅速或者连续

性的缓慢地降低到-196℃。慢冻法过程相对比较复杂，需要降温设备的辅助，因此在实

际超低温试验中应用的较少。 

(2)快冻法 

快冻法能是将材料以大于 40℃·min-1的速度将从 0℃或其他温度降低到超低的温度。

如果直接将植物材料投入液氮或其他超低温度的液态气相中，植物材料能实现

300-1000℃·min-1 的降温速度，这样能材料的温度快速降到可以直接将细胞内的水玻璃

化，从而避免形成冰晶，减少了慢冻法降温过程中细胞内冰晶危害细胞结构或者细胞内

物质的目的；快冻法不需要降温设备的辅助，操作相对比较简单，但是只有已经高度脱

水或者含水量比较低的植物材料比较适合。 

(3)玻璃化法 

这种方法在植物超低温保存中应用的相对比较广泛，玻璃化法是加入高浓度的冷冻

保护液对材料进行预处理，使冷冻保护溶液即玻璃化保护溶液在 0℃冰浴或 25℃室温条
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件下渗透到植物细胞内部或者周围，对植物细胞形成保护机制之后，再投入液氮中，这

样植物材料就能和冷冻保护溶液即玻璃化保护溶液同时玻璃化[37, 38]。玻璃化法超低温能

是植物材料的成活率达到一个比较高的水平，同时这种方法也不需要降温设备的辅助，

操作简单，而且在重复性上比其他方法相对要好，大部分植物材料都能适合[32, 39-41]。不

过由于冷冻保护液中的小分子等成分具有较强的毒害作用，对植物材料有一定的损伤，

因此需要调节和控制其处理的时间和温度，从而降低有害物质的损伤，提高超低温保存

的成活率。 

(4)包埋-脱水法 

这种方法是将植株材料包埋在海藻酸盐中，形成一层保护壳，然后可以利用各种无

菌的方式对材料进行脱水，降低植物细胞内的水分，然后再对材料进行降温保存[42]。这

种方法的操作程度简单，而且在处理植物材料的数量上也比玻璃化法要多，不过由于该

方法的成率比较低，且被保存的植物材料恢复生长的周期比较长，以及脱水时间的漫长，

采用方法进行植物材料超低温保存的较少。该方法比较适合对植物愈伤组织或者茎尖进

行超低温保存[35]。 

(5)包埋-玻璃化法 

这种方法是在借鉴了包埋-脱水法的基础上，将玻璃化法的优点结合进去建立起来

的综合的超低温方法[43]。这种方法首先被成功应用在康乃馨茎尖离体分生组织的超低温

保存上，之后包埋-玻璃化法也被应用在了马铃薯、百合、芥菜等植物材料的超低温实

验中[34, 44, 45]。包埋-玻璃化法用玻璃化保护溶液脱水保护处理替代了包埋-脱水法中的干

燥过程，使被海藻酸盐包埋的植物材料能和玻璃化溶液一起玻璃化，从而有效的提高了

植物材料超低温保存后的成活率。另外，包埋-玻璃化法还具有能较大批量进行植物材

料超低温、以及操作过程中简便易行等的优点。然而该方法不能完全摆脱包埋-干燥法

中被保存植物材料恢复生长周期比较长的短板。 

1.4.3 低温疗法的原理和优点 

低温疗法(Cryotherapy)脱毒[46]其实就是超低温技术的筛选效应，杀死带病毒细胞保

存不含病毒，是对植物材料传统茎尖脱毒的创新，它具有操作相对简便、脱毒率高以及
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不需要复杂设备等优势。近年来这种全新的植物脱毒技术已经被成功应用在了多种植物

的病毒脱除试验中。 

（1）低温疗法的原理 

低温疗法是基于超低温保存（Cryopreservation)对细胞的选择性破坏作用的原理，结

合组织培养和病毒检测技术达到脱毒的目的。在植物病毒生理学中，我们知道由于植物

分生组织细胞的快速分裂能力，病毒不能完全感染到分省组织细胞中，从而造成了植物

分生组织的细胞中一般是不含有病毒的。而且当植物细胞感染病毒后，病毒遗传信息将

被导入到植物正常细胞，从而造成植物正常细胞发生分化，进一步的促使植物细胞内的

液泡含水量增多，这就间接的将感染了病毒的植物组织细胞分为两类，一类是具有大液

泡感染了病毒的成熟细胞，另一类就是没有液泡也未感染病毒的分生组织细胞。根据超

低温保存的理论我们知道如果植物细胞内含水量高则更容易形成冰晶从而破坏细胞结

构导致细胞死亡，因此在超低温的过程中含有病毒的成熟细胞容易被冻死，分生组织细

胞因其体内含水量的水平较低，在经过脱水等处理后不容易形成冰晶，因此经过超低温

处理后更容易成活，经过超低温处理之后成活的植物材料往往是不含病毒的。利用分辨

率较高的光学显微镜也能观察到低温环境中含较大液泡的植物细胞更容易死亡，没有液

泡或者还有较小液泡的分生组织细胞则更耐低温。以上就是植物低温疗法脱毒的基本原

理。 

（2）低温疗法的优点 

首先运用低温疗法的时间是 1997年，它被 Brison M等人[47]运用到了李属根状茎的

组织培养材料上，并成功将其根状茎上的李痘病毒脱除，并且病毒的脱除率达到 50%，

是当时剥离茎尖分生组织的方法脱除病毒率 20%的两倍多。紧随其后，低温疗法被

Helliot B.等[48]人运用到黄香蕉条斑病毒（BSV）脱毒实验和瓜花叶病毒（CMV）脱毒实

验中，并获得了成功并且病毒脱除率分别达到了 90%和 30%。低温疗法也被 Wang Q.

等[49]人运用到葡萄 A病毒（GVA）的脱除实验研究中，他们采用了包埋-玻璃化法进行

了低温疗法程序并获得了成功，脱毒率更是到达了 97%，远远高于剥离分生组织培养脱

毒法 12%的脱毒率[50]。 

综上所述，我们可以清晰的认识到低温疗法是一种高效的脱毒技术，能使植物病毒

的脱除率达到一个很高的水平[51, 52]。同时，在进行低温疗法脱除植物病毒的试验中，我
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们不需要非常的技术，不需要在显微镜或者解剖镜等设备下进行长时间的无菌操作，另

外运用低温疗法脱除病毒还能有效的避免传统剥离茎尖组织培养脱毒时，茎尖因长时间

暴露在空气中造成的黑化问题等[51, 53]。总之，低温疗法是一种新型高效的脱毒技术，其

简单的操作以及非常高的脱除率必将使其成为植物病毒防治领域的新星。 

1.5 病毒的 RT-PCR 检测技术 

1.5.1 常规 RT-PCR 检测技术 

RT-PCR全称为 Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction，翻译为反转录-聚

合酶链式反应，它是一种体外 DNA 扩增技术。在利用 RT-PCR 检测技术检测病毒的时

候，我们需要查出某种病毒的保守性序列设计出针对该病毒的特异性引物[26]。植物病毒

大多数都是 RNA 病毒，所以在进行病毒检测前，我们需要先将病毒的遗传信息的载体

RNA 反转录成 cDNA，之后才能在 cDNA 的基础上，利用针对病毒特异性引物进行病

毒目的基因的 PCR扩增，利用常规的琼脂糖凝胶电泳技术检测 PCR扩增产物是否存在

目的片段，如果在电泳出病毒保守序列上的特异性基因片段大小的条带，则说明植物材

料还有该病毒，没有出现对应大小的条带或者没有条带，都能说明该植物是健康的。 

1.5.2 一步 RT-PCR 检测技术 

一步 RT-PCR检测技术也是以 PCR和反转录为基础的，不过是将反转录反应和 PCR

反应放在一个 PCR管中，由一步代替分步，这样一步法不仅仅比常规 PCR缩短了反应

时间，而且在操作上更为简捷，也能提高检测效率，同时节省一部分药品和避免多次操

作所带来的交叉污染[54]。 

1.5.3 多重 RT-PCR 检测技术 

多重 RT-PCR（multiple-RT-PCR, m-RT-PCR）也是以常规 RT-PCR为基础的，不同

的地方是反转录反应后加入多对不同病毒的特异性引物，可同时扩增出多种病毒的大小

不同的目的基因片段，根据基因片段的大小来确定病毒的种类，这样不仅能提高了检测

效率，也能降低成本[55, 56]。 
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超低温技术不论作为种植资源保存技术，还是用作低温疗法脱除植物病毒技术，最

终目的都是希望保存植物分生组织细胞遗传信息的稳定性。虽然超低温技术是将植物材

料保存在-196℃，细胞处于生机停顿状态，但是因为在对植物材料进行超低温保存之前，

需要材料进行一系列的预处理，使材料达到充分的脱水以及被玻璃化保护溶液填充的状

态，这些处理会给植物材料带来低温、渗透压、毒害等逆境胁迫[57]，这些胁迫就会造成

逆境选择效应，可能会导致植物材料恢复生长后产生一些生理生化或者遗传物质上的改

变，进而导致植物材料发生一些可遗传或者不可遗传的变异。在 1982年，Withers就曾

提出超低温过程中的逆境选择效应会因为材料的不同从而对材料产生的选择效应也不

同，从而打破某些材料或者某个材料的遗传稳定性[58]。 

近年来的一些研究也表明，超低温保存过程中逆境筛选效应能够促使植物材料的遗

传稳定性发生改变，这些遗传稳定的改变主要集中三个方面：一、表观性状的改变；二、

材料基因组 DNA序列的变异；三、材料基因组 DNA甲基化位点以及水平的变化[59]。 

1.6.1 表观性状的稳定性研究 

对于超低温过程引起再生材料改变的研究在上世纪 90年代开始陆续有报道。Hitmi 

A 等[60]人在 1997 年发现超低温保存除虫菊的再生材料细胞活性以及除虫菊酯的合成能

力发生了变化；何光存等人 1998 年[61]在研究疣粒野生稻超低温保存时，发现其极难培

养，且培养出愈伤组织没有再生能力，然而愈伤组织经过超低温保存之后，没有再生能

力的愈伤组织居然具有再分化的能力，成为胚性愈伤组织；Moukadiri O等人在 1999年

研究水稻的超低温实验时发现，超低温保存成活的水稻株系更耐低温，且更容易实现基

因枪法对其细胞的遗传转化。近年来，随着对超低温保存材料表观性状稳定性的研究的

深入，也陆续发现其他材料经过超低温保存后表观形状发生变异，然而更多的材料经过

超低温后却没有发生变化，这些例子很多，比如：2000年，张志华等人对水稻单倍体进

行超低温研究时，就没有发现表观性状的改变；2004 年，Scocchi 等人对苦楝树进行超

低温研究时也没有出现表观性状的改变；2005 年，Rypnanen 等人对白桦树进行超低温

研究时也未出现表观性状的改变；2010年，Sisunandar等人对椰子胚细胞进行超低温研

究后也没有出现表观性状的变异等。因此，大部分学者都认为超低温之后只有少数的材

料表观性状变异，大多数材料不能够引起表观性状的改变。 

1.6 植物超低温保存之后遗传稳定性研究
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1.6.2 基因组 DNA 序列的稳定性研究 

将超低温技术应用到植物种植资源保存之后，学术界对超低温是否能引起材料基因

组 DNA 序列变异的问题最为关注，也有很多学者对超低温保存成活的植物再生材料进

行了基因组 DNA 序列的稳定性进行了分析，大部分的研究验证了超低温没有引起植物

材料基因组DNA序列的变异。例如：在2001年，Turner等[62]对袋鼠花(Anigozanthosviridis)

的再生材料进行了基因组DNA序列的研究，没有出现遗传变异情况；郝玉金等[63]在 2001

年也对超低温保存后再生苹果单芽系的基因组(Malus pumila cv.‘M26’)进行了检测，

也没有发现基因组突变的情况；刘云国等[39]2002 年的研究也发现超低温保存再生的苹

果没有发生基因组 DNA序列的变化；在 2004年，Jokipii等人[64]欧洲山杨超低温保存后

进行了基因组 DNA序列稳定性分析没有发现突变；在 2010年曲先等[65]对马铃薯超低温

试验，以及2010年Rival等[66]对椰子超低温实验都进行了基因组DNA序列进行了检测，

也没有出现变异。但也有少数人在某些材料的超低温保存中发现了基因组 DNA的突变，

例如：Aronen 等[67]人在 1999 年用 RAPD 标记检测了冷杉超温保存后的基因组 DNA，

出现了 16.8%的多态性差异条带；Urbanova等[68]人在 2006年检测了超低温后的贯叶连

翘再生植株基因组 DNA的非编码序列出现了变化；Muller等[69]人在 2007年超低温保存

微藻后用 AFLP技术检测时发现了多态性变异条带；Kaity等在 2008[70]和 2009[71]年对木

瓜超低保存后，发现材料再生后基因组 DNA 序列变异，且处理过程的不同阶段发生的

变异比例也不同，变异率在 1.5%~10.07%之间变动。 

1.6.3 基因组 DNA 甲基化水平的变化 

在真核生物基因组中 DNA 甲基化(DNA Methylation)是一种常见的 DNA 共价修饰

方式，可以调节基因在转录水平上的表达[72, 73]。DNA 甲基化的形成原理是：真核生物

细胞内的 DNA 甲基转移酶(methyltransferase)将 SAM(S-腺苷甲硫氨酸)上的一个甲基转

移到 DNA碱基胞嘧啶上，从而形成了 DNA甲基化[74]。由于 DNA甲基化的存在造成该

位点的所在基因序列的转录和表达，去甲基化后该基因就可以继续转率和表达，以此形

成一种基因转率和表达的调控机制。该机制在真核生物细胞中具有调节生长发育、维持

基因组稳定等作用[75-80]。DNA 甲基化涉及到基因组的稳定、X 染色体的失活、基因沉
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默以及基因组印迹等生物学相关的现象，具有突变效应(mutagenic effect)、表观遗传效

应(epigenetic effect)等生物学机理[74]。DNA甲基化作为一种表观遗传修饰方法是现代表

观遗传学研究的主要热点内容之一。对植物的 DNA甲基化研究表明，DNA能调控植物

细胞的活性，调节植物细胞的分化和发育，对维持植物的遗传稳定性有着非常重要的作

用[78, 80-84]。 

越来越多的研究证据表明，植物材料经过超低温保存后，再生材料的基因组 DNA

甲基化会发生明显的变化。超低温保存过程以及超低温过程中使用试剂都会对植物材料

细胞造成危害，这些会改变都可能会造成植物再生材料的基因组 DNA甲基化发生改变。

郝玉金等[63]发现超低温保存后苹果再生植株的 DNA 甲基化水有所降低，Kaity 等[70, 71]

在对超低温保存后木瓜 DNA甲基化发生了不同程度的改变，Peredo等[85]研究发现低温

保存后蛇麻草(Humuluslupulus)DNA 甲基化水平有所升高，何艳霞等发现超低温保存后

的拟南芥 DNA 甲基化水平也发生了变化，Johnston 等[86]研究发现虎耳草科酷栗属的植

物超低温后 DNA 甲基化水平有所增加，陈芳等[87]发现超低温保存后小麦 DNA 甲基化

水平发生变化，曲先等[65]在马铃薯超低温保存后也发现了 DNA甲基化的变化，郭强梨

等[88]在留兰香的超低温研究中发现了 DNA甲基化水平降低。因此检测和分析超低温后

五叶草莓和全明星草莓超低温 DNA甲基化水平的变化情况十分重要。 

1.7 基因稳定性研究的技术简介 

1.7.1AFLP技术简介 

在 1993年，荷兰科学家 Vos等[89]将 RFLP技术与 PCR相结合发明了一种更有效的

DNA多态性检测的新技术即 AFLP技术。AFLP技术的基本原理为：首先用不同的限制

性内切酶将全基因组 DNA酶切成具有粘性末端的 DNA片段，然后利用 DNA连接酶将

不同大小的 DNA片段与设计的特异性双链人工接头连接，连接双链人工接头后的 DNA

片段就能成为 PCR扩增反应的模板，接着在人工接头的基础上设计 PCR扩增反应的预

扩增引物进行 PCR 预扩增，由于预扩增产物的条带比较多，不容易进行条带统计和分

析，因此接下来再以预扩增引物为基础添加 1~3个核苷酸设计成选择性扩增引物对预扩

增产物再进行选择性的 PCR 扩增，这样选择性扩增出的条带就比较少，更容易用聚丙
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烯酰胺凝胶电泳分离出来且容易统计和分析条带，最后根据需要分析扩增出的多态性条

带[90-92]。在对 AFLP技术的限制性内切选择时，应选择一个内切位点较少的稀切酶和一

个内切位点较多的高频酶，这样能使酶切后的片段比较均匀。AFLP 技术分效率高、稳

定性好、重复率高等的优势，是一种相对比较理想和有效的基因组 DNA 序列多态性分

析技术[92]。在做 AFLP实验分析时，我们需要提高 DNA的质量和纯度，这样能更好、

更精确地进行分析。 

AFLP 技术已经被广泛应用到植物材料基因组 DNA 序列的分析中，也被应用在植

物材料超低温保存后基因组 DNA序列的稳定性中，Turner等[62]人在 2001年 AFLP技术

检测超低温保存后袋鼠花(Anigozanthos viridis)再生材料的基因组 DNA序列的稳定性，

发现再生材料基因组 DNA序列没有发生变异；Muller等[69]人在 2007年也是用 AFLP技

术检测了微藻经超低温保存后再生材料的基因组 DNA 序列的稳定性，凝胶电泳后发现

了变异条带说明超低温诱导微藻的基因组 DNA 序列发生了变异；另外本实验室陈芳等

[87]、曲先等[65]、郭强梨等[88]也利用 AFLP技术分析了超低温保存后拟南芥、小麦、马铃

薯、留兰香的基因组 DNA序列的稳定性。本研究也将利用 AFLP技术分析超低温保存

后五叶草莓以及低温疗法后全明星草莓再生材料的基因组 DNA序列的稳定性。 

1.7.2MSAP 技术简介 

MSAP 技术称为甲基敏感扩增多态性，是将 AFLP 技术中的高频内切酶用内切酶

HapⅡ和 MspⅠ来替换，因为 HapⅡ和 MspⅠ能识别 5΄-CCGG-3΄位点且改位点胞嘧啶甲

基化状况不同酶切的效果就不同，所以MSAP技术能用来检测 DNA甲基化水平的变化

情况[93-95]。HapⅡ酶和 MspⅠ酶是一组同裂酶，但是他们对胞嘧啶的甲基化敏感程度不

同，HapⅡ酶不能切割 5΄-CCGG-3΄中对应位置的一对或两对均甲基化的序列，能够识别

并切割没有甲基化或者单链发生了甲基化的序列。然而 MspⅠ酶对 5΄-CCGG-3΄内部胞

嘧啶的甲基化不敏感，只对外部胞嘧啶甲基化反应敏感。MSAP技术不仅能被用来油菜

[96]、棉花[97]、玫瑰[98]、大蒜[99]和水稻[100]等物种的基因组 DNA 甲基化水平，也能用来

研究超低温保存后苹果[101]、木瓜、蛇麻草(Humuluslupulus)、拟南芥、小麦、马铃薯、

留兰香等再生植株基因组 DNA甲基化水平的的变异情况。 
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超低温保存技术不仅是一种有效进行野生植物种质资源长期保存的方法，还能利用

其低温条件下的筛选效应来有效脱除植物病毒。至今为止，已经有超过 200种以上植物

完成了超低温保存程序的探索，作为草莓育种中重要资源的五叶草莓还未进行超低温保

存技术的研究，我将运用玻璃化法对五叶草莓进行超低温保存的研究，并 AFLP技术和

MSAP 技术研究五叶草莓经过超低温保存后再生材料基因组 DNA序列的稳定性以及甲

基化状态的变化。我们将运用玻璃化超低温技术低温疗法脱除全明星草莓携带的轻型黄

边病毒，同时研究低温疗法脱除草莓病毒后全明星草莓再生材料基因的稳定性。 

本研究的具体内容有： 

(1)研究五叶草莓茎尖和携带轻型黄边病毒的全明星草莓茎尖的玻璃化法超低温保

存技术；探索五叶草莓和携带轻型黄边病毒的全明星草莓玻璃化法超低温保存最佳程序； 

(2) 利用常规 RT-PCR 技术手段对经过低温疗法后携带轻型黄边病毒的全明星草莓

进行检测，并分析低温疗法脱除全明星草莓轻型黄边病毒的结果； 

(3) 运用分子标记AFLP技术分析超低温处理后五叶草莓和全明星草莓基因组DNA

序列的稳定性； 

(4) 运用 MSAP 技术分析超低温处理后五叶草莓和全明星草莓再生材料基因组

DNA甲基化状态的稳定性以及变化情况。 

 
 

1.8 本研究的目的和内容
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2.材料和方法 

2.1 材料、仪器以及药品 

2.1.1 供试材料 

五叶草莓(F.pentapylla)材料由河南大学植物种质资源及遗传实验室提供，该五叶草

莓采自秦岭地区。 

带病毒草莓材料由本实验室利用 RT-PCR技术检测、筛选、培养的携带轻型黄边病

毒的全明星草莓。 

用作分子检测的材料均是取自超低温保存材料以及对照组继代天数一致的组培苗

叶片。 

2.1.2 仪器设备 

组织培养以及超低温保存所需的仪器设备：2mL冷冻管，液氮罐，恒温控光培养室，

超净工作台，空调以及常规组织培养所用器材；电子分析天平；0.2mL、1.5mL离心管；

各种规格枪头等设备。 

RNA和 DNA提取所需的仪器设备：研钵；水浴锅；高速冷冻离心机(德国 eppendorf

公司)；PCR仪(美国MJ Research公司生产)；琼脂糖凝胶电泳系统；分光光度计；0.2mL、

1.5mL离心管；各种规格枪头等设备。 

分子实验以及检测所需的仪器设备：PCR仪(美国MJ Research公司生产)；变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳系统装置(Bio-Rad公司)；0.2mL、1.5mL离心管；各种规格枪头等设

备。 

2.1.3 生化试剂 

组织培养以及超低温所需的主要试剂：蔗糖；琼脂；甘油；乙二醇；二甲基亚砜

(DMSO)；液氮(LN)；以及制备MS培养基所需试剂等。 

DNA提取所需的主要试剂：十六烷基三乙基溴化铵(CTAB)；聚乙酸吡咯烷酮(PVP)；
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三羟基氨基甲烷(Tris)；乙二胺四乙酸(EDTA)；无水乙醇；氯仿等。 

RNA提取所需的主要试剂：异硫氰酸胍（GT）；水饱和酚；氯仿等。 

反转录所需的主要试剂：反转录酶；Taq酶；随机引物以及特异性引物等。 

AFLP以及MSAP实验所需的试剂：引物和接头等。 

琼脂糖凝胶所需的试剂：琼脂糖；溴化乙锭（EB）；TAE缓冲溶液等。 

聚丙烯酰胺变形凝胶所需的试剂：聚丙烯酰胺；TMED；APS；TBE缓冲溶液等。 

2.2 超低温实验方法 

2.2.1 组织培养体系的建立 

自田间选取五叶草莓健壮的匍匐茎，取其顶端 1.5～3.0cm长的顶芽，采用常规方法

进行清洗和消毒，选用MS+6-BA 1.0mg·L-1 +IBA 0.1mg·L-1作为五叶草莓诱导培养基，

MS+6-BA 0.5mg·L-1 +IBA 0.1mg·L-1作为继代培养基，培养出大量的五叶草莓组培苗。 

自田间选取带病毒草莓的匍匐茎和植株，匍匐茎取其顶端 1.5～3.0cm长的顶芽，植

株将叶片以及叶柄剪掉后去根，采用常规方法进行清洗和消毒，选用MS+6-BA 1.5mg·L-1 

+IBA 0.1mg·L-1作为五叶草莓诱导培养基，MS+6-BA 0.5mg·L-1 +IBA 0.1mg·L-1作为继代

培养基，培养出大量的带病毒草莓组培苗。 

2.2.2 超低温保存程序的探索研究 

(1) 材料低温锻炼 

将五叶草莓材料和带病毒草莓试管材料继代培养 25 d~30d左右，然后整瓶的放入冰

箱 4℃保鲜室内中进行低温锻炼，并低温锻炼的时间设置为 0、1、2、3、4和 5周，及

时观察并记录五叶草莓材料和带病毒草莓试管材料生长以及变化情况。 

(2) 材料预培养和预处理 

将叶草莓材料和带病毒草莓材料低温锻炼后取出，在无菌操作台上用工具切取长

2~3 mm的茎尖，将这些离体茎尖置于固体预培养培养基中（0.4 mol·L-1蔗糖+7 g·L-1琼

脂+MS，pH=5.8），室温培养为 0d、1d、2d、3d和 4d；然后将低温预培养后的茎尖转

入经过高温灭菌的冷冻管中，每管放入 20个左右的材料茎尖，用无菌的 1mL移液器加

入液体预处理培养基（0.4 mol·L-1蔗糖+2 mol·L-1甘油+MS，pH=5.8），在 20℃或者室
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温条件下处理 0min、10min、20min、30min和 40min。 

(3)PVS2装载 

用无菌的 1mL移液器吸出上述冷冻管中的液体预处理基，接着将 0℃预冷的玻璃化

保护溶液 PVS2（0.4 mol·L-1蔗糖+15% (w/v) DMSO+15% (w/v) 乙二醇+30% (w/v) 甘油

+MS，pH=5.8）加入冷冻管中，并将冷冻管置于 0℃冰水混合物中处理 0min、20min、

40 min、60 min、100 min。在处理时间即将结束时，用移液器将冷冻管中的 PVS2溶液

吸出并迅速加满新鲜的 PVS2保护液（注：必须加满，防止解冻时炸管），用纱布将冷

冻管裹好系上棉绳（棉绳结应打在冷冻管的盖子上），然后迅速投入液氮中保存 1d、7d、

14d。 

(4) 化冻与恢复培养 

将装有材料的冷冻管从液氮罐中迅速取出并投入温度为 40℃的水浴锅中，解冻 2-3

分钟，在无菌环境中将冷冻保护剂迅速吸出，迅速加入洗液（1.0 mol·L-1蔗糖+MS，pH=5.8）

洗涤 3次，累计 30min（第一次 5min，第二次 10min，第三次 15min）。用无菌的镊子将

茎尖从冷冻管中取出放在无菌滤纸上，用镊子将滤纸折叠轻压吸去材料表面上的残液成

分，然后将材料接种到恢复培养基上（1.0 mg·L-1 6-BA+0.1mg·L-1 IBA+1.0 mg·L-1 GA3+3%

蔗糖+0.7%琼脂+MS，pH=5.8），并将材料至于黑暗且温度为(24±1)℃的环境中，经黑

暗处理 7d后，方可转移到组培室（组培室光照为 12 h·d-1，温度为(24±1)℃）恢复光照

培养。观察材料变化情况并在 20 d后统计材料超低温后的成活率。材料超低温保存成活

率计算公式为： 

成活率=
玻璃化超低温保存后成活的茎尖数

超低温保存的总茎尖数
×100% 

2.3 病毒检测方法 

2.3.1 RNA 的提取 

（1）称取 0.05～0.1 g新鲜草莓叶片材料，放入研钵，加入液氮反复研磨至颜色发

白的粉末状。 

（2）将材料粉末移入灭菌的 1.5 mL离心管，加入 0.6mL异硫氰酸胍溶液，轻轻摇

动离心管使混合均匀。 

（3）顺序加入 2 mol/L NaAc 0.05 mL、水饱和酚 0.3mL、氯仿 0.3mL，每次加入试
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剂都需要将离心管盖紧，上下颠倒混匀，然后冰浴 15 min.。 

（4）在 4℃的温度下，12000r/min离心 15min，小心吸取上清（不要吸入中间层沉

淀）将其转移到新的离心管中，加入等体积的异丙醇，混匀后置-20℃冰箱沉淀 1h。 

（5）在 4℃的温度下，12000r/min离心 10min，弃上清，在沉淀中加入 0.6mLDEPC

水溶解。加入水饱和酚 0.3ml、氯仿 0.3mL，混匀，冰水混合物中静置 5~10min。 

（6）在 4℃的温度下，12000r/min离心 10min，取上清，然后加入 1/10体积 3 mol/L 

NaAc（pH=5.2）和 2倍体积冷藏的无水乙醇，-20℃放置 1h。 

（7）在 4℃的温度下，12000r/min离心 10 min，弃上清，将沉淀 RNA用预冷的用

DEPC水配置的 75%乙醇洗涤 2次。 

（8）将 RNA沉淀在室温和无菌环境下干燥 2~5min。加 40 μL DEPC水溶解，取 6μL

进行 RNA 电泳检测；其余 RNA 样品进行下一步反转录实验或者在-80℃条件下保存备

用。 

2.3.2 反转录反应 

（1）在冰浴的无 RNase的离心管中加入如下反应成分：2ug总 RNA 、2μL随机引

物、补 RNase-free ddH
2
O至 14.5μL 

（2）70℃保温 5min 后迅速在冰上冷却 2min，简短离心收集反应液后加入以下各

组分：4μL 5×M-MLV Buffer、1μL dNTPs、0.5μL RNasin、1μL M-MLV。 

（3）先将离心管置 25℃温浴 10min，再 42℃温浴 60min。 

（4）95℃加热 5min终止反应，置冰上或者放入 4℃冰箱。 

（5）取 1μL进行 PCR反应。 

2.3.3PCR 扩增 

在 PCR反应中，向 20 μL反应总体积中加入的模板可以为上述合成的 cDNA。利用

轻型黄边病毒的特性序列设计的引物为：SMYEV-s:5'-GCCCTCGGCTCAACCTGT-3'、

SMYEV-a:5'-GGCGGCGTGGACCTACTA-3'、Product length:490 bp。然后根据目的基因

片段的大小及引物性质等特点，确定 PCR 反应体系中的各组分含量、退火温度、延伸

时间等。优化后的反应体系和反应程序分别见表 2-1和表 2-2所示。 
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表 2-1PCR扩增反应体系 
Table 2-1 Reaction system of amplification 

反应试剂 反应体积 μL（） 

Template 1  

dNTP 混合物(各 5 mmol/L) 2 

10×PCR Buffer 2  

上游引物(10 μmol/L) 1  

下游引物(10 μmol/L) 1  

Taq酶(5 U/μL) 0.35 

RNase-free dH2O 12.65  

总体积 20  

 

表 2-2 PCR扩增反应程序 

Table 2-2 Reaction procedure of amplification 

反应步骤 反应温度 反应时间 循环数 

预变性 94℃ 3 min  

变性 94℃ 30 sec  

退火 55℃ 30 sec 30 

延伸 72℃ 1 min go to 2 

延伸 72℃ 10 min  

2.3.4 检测方法  

配置 1.5%的琼脂糖凝胶,在恒压的条件下电泳 20min 后,观察电泳后的条带并分析

检测结果. 

2.4 基因组 DNA 检测 

2.4.1 DNA 提取 

使用 CTAB法提取五叶草莓超低温前后和带病毒全明星草莓的叶片 DNA，步骤如

下： 

（1）取 0.1g左右的叶片放入研钵，加入液氮预冷将其研磨至白色粉末，将粉末转

移到 1.5ml离心管中，加入 600 μL已经添加 2%的巯基乙醇且 65℃预热的 CTAB溶液； 

（2）将装有 CTAB和样品的 EP管放入 65℃水浴，约 1h； 
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（3）冷却后，加入 400μL的氯仿/异戊醇（24:1），用力混匀或者震荡混匀 15min

以上，10000r/min，离心 15min； 

（4）吸上清，尽量不要吸入中层的沉淀，装入一新的 1.5mLEP管，加入 600μL氯

仿/异戊醇（24:1），充分混匀后就，静置 2min； 

（5）10000/min离心 15min，吸上清，转入新的离心管中，如果仍有杂质可以重复

步骤 4。在上清中加入 1/10体积的 NaAc（3mol/L）和 1mL提前预冷的无水乙醇，混匀

后放在-20℃中沉淀 1h以上； 

（6）10000r/min离心 10min弃酒精留沉淀，然后用 75%的乙醇洗涤 2-3次，倒置

在吸水纸上晾干或者用仪器抽干； 

（7）加入 ddH2O或者 TAE缓冲溶液（50-100μL）溶解； 

（8）取上述提取 DNA原液 6L检测，加入 EB后点样在新配置的 1%琼脂糖凝胶

上电泳 30 min (稳压 5 V/cm)，然后在紫外下观察主条带的亮度及性状，主带明亮且无拖

尾说明提取的DNA在纯度以及完整度上比较好，这样的DNA可用于后续实验或者-20℃

保存。 

2.4.2 AFLP 分析 

AFLP实验的操作过程和方法在参照 Hao等[63]人和何艳霞等[69]人的基础上，改进之

后实施的。 

(1) 双酶切：对五叶草莓和全明星草莓的全基因组DNA用限制性内切酶 EcoRI/MseI

进行双酶切，反应体系如表 2-3。然后将体系在 37℃条件下温浴 4 h，之后在 65℃条件

下保温 2.5 h使内切酶失活。 

表 2-3 AFLP双酶切反应体系 

Table 2-3 Components of double enzyme digestion system for AFLP 

组分 体积(μL) 

10倍反应缓冲液 2.0 

EcoRⅠ(10 U/L) 0.5 

MseⅠ(10 U/L) 0.5 

基因组 DNA(50ng/L ) 5.0 

灭菌双蒸水 12.0 

(2) 连接：将上一步酶切后的产物按照表 2-4添加后，在 25℃的条件下温欲连接 2.5h

或者在室温条件下过夜连接。 
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Table 2-4 Components of ligation for AFLP 

组分 体积（μL） 

连接缓冲液 4.0 

MseⅠ接头(50 uMol/L) 1.0 

EcoRⅠ接头(5uMol/L) 1.0 

灭菌双蒸水 13.6 

T4连接酶(3 U/L) 0.4 

总体积 20 

(3) 预扩增反应：AFLP预扩增反应程序为：94℃ 30 s，56℃ 1 min，72℃ 1 min，

共 20个循环。然后将 PCR扩增后的反应产物稀释 10倍，用于选择性扩增。AFLP预扩

增的体系配置如表 2-5。 

表 2-5 AFLP预扩增反应体系 

Table 2-5 Reaction system of pre-amplification 

组分 体积（μL） 

连接模板 DNA 5.0 

MseⅠ(25 ng/L) 2.0 

EcoRⅠ(25 ng/L) 2.0 

MgCl2(50 mmol/L) 0.6 

Taq DNA聚合酶(5 U/L) 0.08 

dNTPs(2 mmol/L) 1.0 

10倍的反应缓冲液 2.0 

灭菌双蒸水 7.32 

总体积 20.0 

(4) 选择性扩增：AFLP 选择性扩增反应选用表 2-8 中不同的引物组合来进行 PCR

反应。我们将采用“touch-down”策略进行选择性扩增反应程序，具体设定程序为：94  30 ℃

s，65  1 min℃ ，72  1 min℃ ；从第 2个循环开始至第 13个循环之间，退火温度递减 0.7℃/

循环；从第 14个循环开始到第 36个循环，退火温度为 56℃。选择性扩增的反应体系配

置如表 2-6所示。 

 

 

 

 

 

 

表 2-4 AFLP连接反应体系 
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组分 体积（μL） 

稀释好的模板 DNA 2.0 

EcoRⅠ引物(10 ng/L) 2.0 

MseⅠ引物(50 ng/L) 2.0 

MgCl2(50 mmol/L) 0.6 

Taq DNA聚合酶(5 U/ L) 0.2 

dNTPs（2 mmol/L） 2.0 

10倍的反应缓冲液 2.0 

灭菌双蒸水 9.2 

总体积 20 

(5) 聚丙烯酰胺变性凝胶制备： 

①将用洗涤剂充分清洗干净带耳朵和不带耳朵的两块玻璃板，用纸巾蘸取 95%乙醇

搽拭 2-3次，充分晾干。 

②粘胶的玻璃板处理：在不带耳朵的玻璃板上加上 0.5%的亲合硅烷（5 μL亲合硅

烷，1 mL 95%乙醇，5 μL冰醋酸）1 mL用干净的纸巾涂布均匀，尽量先横向然后纵向

交叉涂布均匀。 

③用胶带将两块玻璃板起来，灌入 65mL聚丙烯酰胺变性凝胶(6%PAGE母液、40 μL 

TEMED、400 μLAPS溶液)。 

④在 25℃或者室温条件下凝固 3 h以上后进行电泳。 

(6)电泳 

①将上述制备的胶板揭掉胶带后，固定在电泳仪上，加入 1×TBE缓冲液，在 80 W

恒功率条件下，预电泳 30 min使凝胶预热。 

②加入 2/3体积变性 buffer(0.005%二甲苯菁，98%的去离子甲酰胺和 0.005%溴酚蓝)

在选择性扩增产物中，94℃变性 3 min，立即取出放在冰水混合中，冰浴 6 min以上。 

③预电泳结束后，先关闭电源，然后将上样孔吹洗干净，在上样控中加入 8 μL的

上述样品。 

④在 55 W恒功率条件下，电泳 2-2.5 h后，关闭电源，停止电泳，然后将 TBE缓

冲液导出。 

(7)银染 

①固定：将电泳完毕的凝胶板从电泳以上拆下，用恰当的方式将玻璃板撬开（注意

不要将带耳朵玻璃板的耳朵翘掉），将不带耳朵的玻璃板放入固定液中，轻轻晃动 10 min

以上，至溴酚蓝颜色消失。 

表 2-6 AFLP选择性扩增反应体系 

Table 2-6 Reaction system of selection PCR amplification of AFLP 
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②染色：固定结束后迅速将胶板转移到染色液银染 10 min，并轻轻晃动。 

③漂洗与显色：染色结束后将胶板转入盛有去离子水或者双蒸水的容器中漂洗

10s~20 s，并迅速取出控水，在迅速的将胶板转移到盛有显色液的容器中显色 15-30 

min(注意：从水中捞出后不能在空气中暴露的时间超多 10s要迅速转入显色液中)。显色

结束后，用清水将凝胶板冲洗 5-10 min，然后竖立放置控水并干燥。 

银染过程中所用溶液配方如下： 

①固定液：蒸馏水 1790 mL+冰醋酸 10 mL+无水乙醇 200 mL 

②染色液：蒸馏水 1790 mL+冰醋酸 10 mL+无水乙醇 200 mL+4 g硝酸银 

③漂洗液：2000 mL蒸馏水 

④显色液：2000 mL蒸馏水+6 mL甲醛+40 g氢氧化钠 

2.4.3 MSAP 分析 

本实验中所用的MSAP操作步骤是以 Cervera等[82]与杜亚琼等[99, 102]等基础上加以

改进实施的。我们将分步单酶切改进为分步双酶切，具体体系如表，反应温度为 37℃温

浴，时间为 4h，第二步连接、第三步预扩增以及第四步选择性扩增同 AFLP操作。聚丙

烯酰胺变性凝胶检测的操作也跟 AFLP相同。 

表 2-7MSAP双酶切反应体系 

Table 2-7 Components of double enzyme digestion system for MSAP 

组分 体积(L) 

10倍反应缓冲液 2.0 

EcoRⅠ(10 U/L) 0.5 

HapⅡ(H)/MspⅠ(M) (10 U/L) 0.5 

基因组 DNA(50ng/L ) 5.0 

灭菌双蒸水 12.0 
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Table 2-8 Sequences of adapters and primers 

引物和接头 Adapters and Primers 序列 Sequences 

接头（adapters）  

MseI-adapterI 5΄-GACGATGAGTCCTGAG-3΄ 

MseI-adapterII 5΄-TACTCAGGACTCAT-3΄ 

EcoRI-adapterI 5΄-CTCGTAGACTGCGTACC-3΄ 

EcoRI-adapterII 5΄-AATTGGTACGCAGTC-3΄ 

HapⅡ- MspI-adapterI 5΄-GATCATGAGTCCTGCT-3΄ 

HapⅡ- MspI-adapterII 5΄-TCATGATCCTGCTCG-3΄ 

预扩引物 Preselective primers  

E-A 5΄-GACTGCGTACCAATTCA-3΄ 

M-C 5΄-GATGAGTCCTGAGTAAC-3΄ 

HapⅡ-MspI 5΄-ATCATGAGTCCTGCTCGG-3΄ 

选扩引物 Selective primers  

EcoR-AAC 5΄-GACTGCGTACCAATTCAAC-3΄ 

EcoR-AAG 5΄-GACTGCGTACCAATTCAAG-3΄ 

EcoR-ACA 5΄-GACTGCGTACCAATTCACA-3΄ 

EcoR-ACT 5΄-GACTGCGTACCAATTCACT-3΄ 

EcoR-AGG 5΄-GACTGCGTACCAATTCAGG-3΄ 

EcoR-ACC 5΄-GACTGCGTACCAATTCACC-3΄ 

Mse-CAA 5΄-GACTGCGTACCAATTCACG-3΄ 

Mse-CAC 5΄-GATGAGTCCTGAGTAACAC-3΄ 

Mse-CAG 5΄-GATGAGTCCTGAGTAACAG-3΄ 

Mse-CAT 5΄-GATGAGTCCTGAGTAACAT-3΄ 

Mse-CCA 5΄-GATGAGTCCTGAGTAACCA-3΄ 

HapⅡ-MspI-TCCA 5΄-ATCATGAGTCCTGCTCGGTCCA-3΄ 

HapⅡ-MspI-TCAA 5΄-ATCATGAGTCCTGCTCGGTCAA-3΄ 

AFLP及MSAP分子标记所用的接头、引物均由上海生工公司合成。 

表 2-8接头和引物序列 
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3 五叶草莓超低温保存及遗传稳定性结果与分析 

3.1 超低温保存结果与分析 

3.1.1 低温锻炼对超低温保存后茎尖成活率的影响 

对五叶草莓低温锻炼时间不同，其超低温保存后成活率也会受到不同程度的影响，

低温锻炼能明显影响保存后茎尖存活率。如图（3-1）所示锻炼 21d时存活率为最高值

51.9%，随着锻炼时间的延长，成活率出现下降趋势。在低温锻炼期间观察发现经过 28d

后试管苗叶片逐渐变成黄褐色，保存后再生材料存活率也有所下降。 

 
图 3-1低温锻炼对超低温保存成活率的影响 

Fig.3-1 The effect of cold acclimation periods on survival rate of cryopreserved 

3.1.2 固体预培养对超低温保存成活率的影响 

用固体预培养培养基对五叶草莓处理的时间不同，则超低温保存后成活率的影响也

不同。固体预培养能明显影响保存后茎尖存活率，如图（3-2）所示固体预培养时间为

3d时存活率为 61.5%。低温锻炼 3周的苗在只改变固体预培养时间的条件下，其他条件

限定在液体处理时间 20min，PVS2处理时间 60min，超低温处理时间 1d，固体预培养为

3d。 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 7 14 21 28 35

低温锻炼时间/d
Cold  acclimation  periods/d

survival rate   %

成
活
率



 

26 
 

 
图 3-2固体预培养对超低温保存成活率的影响 

Fig.3-2 The effect of pre-culture periods on survival rate of cryopreserved 

3.1.3 液体处理培养基对超低温保存成活率的影响 

对五叶草莓液体进行不同时间的处理，则其超低温保存后成活率影响也不同，液体

处理时间能明显影响保存后茎尖存活率。实验结果如图（3-3）所示：液体预处理随着

时间的增加，成活率表现为先增加后减小的趋势，在处理 30min时成活率最高，达到

79.7%。 

 

图 3-3液体预处理对超低温保存成活率的影响 

Fig.3-3 The effect of pretreatment periods on survival rate of cryopreserved 

3.1.4 PVS2处理对超低温保存成活率的影响 

PVS2处理对超低温保存五叶草莓的影响最大，只有充分的 PVS2处理才能使五叶草

莓在投入液氮后细胞玻璃化，减少冰晶对细胞的损害，从而提高成活率，然而由于 PVS2
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中有一些有害成分，如果处理时间过长也会对细胞造成损害，反而不利于提高成活率。

对五叶草莓的超低温保存的实验(如图 3-4)也验证了这点：随着 PVS2处理时间的长短的

变化，五叶草莓成活率的变动幅度较大；在处理 60min时五叶草莓成活率达到最高为

79.7%，这也验证了 PVS2处理时间短超低温时不能完全玻璃化，造成五叶草莓分生组织

受到损伤；随着 PVS2处理时间继续增加，PVS2对五叶草莓细胞的毒害作用增强，也导

致了成活率的降低。 

图 3-4PVS2处理对超低温保存成活率的影响 

Fig.4 The effect of PVS2 treatment periods on survival rate of cryopreserved 

3.1.5 超低温保存时间对超低温保存成活率的影响 

超低温保存时间对五叶草莓的成活率影响比较小，数据如图（3-5）所示： 

 
图 3-5液氮处理对超低温保存成活率的影响 

Fig.3-5 The effect of liquid nitrogen treatment periods on survival rate of cryopreserved 
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只有 3种片段的甲基化类型能通过聚丙烯酰胺凝胶电泳被检测出来。其中，一种类型是

CCGG位点没有出现甲基化（类型Ⅰ），另一种是 CCGG位点的出现了半甲基化变化（类

型Ⅱ），还有一种是 CCGG位点出现了全甲基化变化（类型 III）。我们利用表 2-7中MSAP

的选扩引物组合对超低温保存成活的五叶草莓和对照材料的基因组进行MSAP分析，检

测五叶草莓经过超低温和不经过之间的基因组 DNA甲基化差异。由表 3 -1可知，经超

低温处理后五叶草莓全基因组 DNA胞嘧啶甲基化水平降低，且半甲基化率高于完全甲

基化率。 

表 3-1超低温保存对五叶草莓基因组 DNA甲基化水平的影响 
Table 3-1 Effects of cryopreservation on the levels of genomic DNA methylation in Fragaria pentapylla 

对比 
Compariso

n 

甲基化扩增类型 Types of amplified bands  

未甲基化的

CCGG位点 
The CCGG 

loci of 
non-methylate

d 

甲基化的 CCGG位点 
The CCGG loci of methylated 

 半甲基化位点
Half methylated 

loci 

完全甲基化位

点 
Fully methylated 

loci 

类型
I 

Type
I 

比率% 
Ratio

% 

类型
II 

TypeI
I 

比率%
Ratio

% 

类型
III 

TypeII
I 

比率%
Ratio

% 

总扩增

带数 
Tatol 

amplifie
d bands 

总甲基化

带数 
Tatol 

methylate
d bands 

总甲基化

比率% 
Tatol 

methylate
d bands 
ratio % 

CK 
Controls 

232 62.27 108 29.03 32 8.60 372 140 37.63 

处理 
Treatments 

242 64.19 106 28.12 29 7.69 377 135 35.81 

注：总扩增带数= I + II + III；总甲基化带数=II +III；完全甲基化比率=类型 III/总扩增带数；半

甲基化比率=类型 II/总扩增带数；甲基化带比率=总甲基化带数/总扩增带数。 

Note: Tatol amplified bands=I+II+III ; Tatol methylated bands=II+III;Fully methylated bands 

ratio=TypeIII/ Tatol amplified bands; Half methylated bands ratio=TypeII/ Tatol amplified bands; 

Tatol methylated bands ratio= Tatol methylated bands/ Tatol amplified bands. 
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化。五叶草莓基因组 DNA中 CCGG位点甲基化带型具体情况，从表 3-2中可以看出。 

我们分析了超低温前后五叶草莓基因组 DNA中 CCGG位点发生甲基化(A型带)位

点数为 11，占五叶草莓基因组 DNA中 CCGG位点总数的 5.70%，具体计算在表 3-3中；

超低温前后五叶草莓基因组 DNA中 CCGG位点发生去甲基化(B型)位点数为 24，占五

叶草莓基因组 DNA中 CCGG位点总数的 12.43%，具体计算在表 3-3中。超低温前后叶

草莓基因组 DNA中 CCGG位点的总甲基化多态性比例为 19.17%，超低温前后叶草莓基

因组 DNA中 CCGG位点的甲基化状态未发生改变的比率即 D型带的比例为 80.83%，

具体计算在表 3-3中。 

由此推测出，五叶草莓基因组 DNA的甲基化水平在超低温保存前后发生了改变，

甲基化水平出现了降低的状况。 

表 3-2:超低温保存与对照的甲基化状态 
Table 3-2: Patterns of DNA methylation in cryopreservation and controls 

酶切 
Digestion 

甲基化状态变化 
Changes of methylation status 对照与处理的差异 

Diversity between the  
controls and the treaments 

带型 
Band 

pattem H M H M 
处理前 

Before treatment
处理后 

After treatment

1 1 0 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 2 A1 

1 1 1 0 
CCGG 
GGCC 

CCGGCCGG 
GGCCGGCC 3 A2 

0 1 0 0 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 5 A3 

1 0 0 0 
CCGG CCGG 
GGCC GGCC 

CCGG 
GGCC 1 A4 

0 1 1 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 9 B1 

1 0 1 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG CCGG 
GGCC GGCC 8 B2 

0 0 0 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 2 B3 

0 0 1 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 5 B4 

0 1 1 0 
CCGG 
GGCC 

CCGG CCGG 
GGCC GGCC 2 C 

1 1 1 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 141 D1 

1 0 1 0 
CCGG CCGG 
GGCC GGCC 

CCGG CCGG 
GGCC GGCC 6 D2 

0 1 0 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 9 D3 

注：H代表 HpaII/EcoRI；M代表Mspl/EcoRI酶切；C和 CC表示甲基化的胞嘧啶；1:有带；

0:无带. 

Note: H represent digestion with HpaII / EcoRI; M represent digestion with Mspl / EcoRI; CandCC  

represent methylated; 
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表 3-3超低温保存对五叶草莓基因组 DNA甲基化状态的影响 

Table 3-3 Effects of cryopreservation on the Patterns of genomic DNA methylation in Fragaria pentapylla 

对比 

Compari-

son 

甲基化

带 

Methyla-

ted 

bands 

总甲基化多态性带型 

Tatol polymorphism bands 

单态性带型

Monomorphi

sm 

bands 

A型 

Type

A 

比率 

Ratio

% 

B型

Type

B 

比率

Ratio

% 

C型

Type

C 

比率

Ratio

% 

多态性带

Polymorp-

hism 

bands 

比率 

Ratio

% 

D型 

Type

D 

比率

Ratio

% 

CK－处

理 

Controls 

and 

treatmen-

ts 

193 11 5.70 24 12.43 2 1.04 37 19.17 156 80.83

注：甲基化带数= A + B + C + D；多态性带数= A+B+C；多态性比率=A+B + C/甲基化带数；单

态性比率=类型 D/甲基化带。 

Note:Methylated bands= A + B + C + D; Polymorphism bands= A+B+C; Tatol polymorphism bands 

ratio= A+B + C/ Methylated Bands; Monomorphism bands ratio= TypeD/ Methylated Bands . 
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4 低温疗法脱除草莓病毒实验结果与分析 

4.1 低温疗法过程的结果与分析 

4.1.1 低温锻炼对低温疗法过程中茎尖成活率的影响 

对带病毒的全明星草莓低温锻炼时间不同，其经过低温疗法过程保存后成活率也会

受到不同程度的影响，低温锻炼能明显影响保存后茎尖存活率。如图 4-1所示锻炼 28d

时存活率为最高值 47.1%，随着锻炼时间的延长，成活率出现下降趋势。在低温锻炼期

间观察发现经过 35d后试管苗叶片逐渐变成黄褐色，材料的活性下降将严重影响材料超

低温保存后的成活率。 

 
图 4-1低温锻炼对低温疗法存成活率的影响 

Fig.4-1  The effect of cold acclimation periods on survival rate of Cryotherapy 

4.1.2 固体预培养对超低温保存成活率的影响 

用固体预培养培养基对带病毒的全明星草莓处理的时间不同，则超低温保存后成活

率的影响也不同。固体预培养能明显影响保存后茎尖存活率，如图 4-2所示固体预培养

时间为 3d时存活率为 51.1%。低温锻炼 3周的苗在只改变固体预培养时间的条件下，

其他条件限定在液体处理时间 20min，PVS2处理时间 60min，超低温处理时间 1d，固体
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预培养为 3d。 

 
图 4-2固体预培养对低温疗法成活率的影响 

Fig.4-2 The effect of pre-culture periods on survival rate of Cryotherapy 

4.1.3 液体处理培养基对超低温保存成活率的影响 

液体预处理培养基对带病毒的全明星草莓进行不同时间的处理，则其超低温保存后

成活率影响也不同，液体处理时间能明显影响保存后茎尖存活率。实验结果如图 4-3所

示：液体预处理随着时间的增加，成活率表现为先增加后减小的趋势，在处理 30分钟

时成活率最高，达到 64.3%。 

 

图 4-3.液体预处理对低温疗法成活率的影响 

Fig.4-3 The effect of  pretreatment  periods on survival rate of Cryotherapy 

4.1.4 PVS2处理对超低温保存成活率的影响 

PVS2处理时间的长短对全明星草莓的影响与 PVS2对五叶草莓以及其他材料的影响
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相似：处理时间太短，不能使 PVS2充分保护细胞组织造成冰害，处理时间过长也会对

细胞造成毒害。从实验结果(如图 4-4)可以看出：随着 PVS2处理时间增长到 60min时，

全明星草莓成活率快速提高到最高 64.5%，超过 60min后，成活率迅速下降。 

 
图 4-4PVS2处理对超低温保存成活率的影响 

Fig.4-4 The effect of PVS2 treatment periods on survival rate of Cryotherapy 

4.1.5 超低温保存时间对超低温保存成活率的影响 

根据理论以及对五叶草莓的超低温保存结果表明超低温保存时间对材料的成活率

影响较小，在带病毒全明星草莓的超低温保存实验中也验证了这点，数据如图 4-5所示： 

 
图 4-5液氮处理对超低温保存成活率的影响 

Fig.4-5 The effect of liquid nitrogen treatment periods on survival rate of Cryotherapy 
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图 4-7部分含 SMYEV病毒全明星草莓 RT-PCR检测结果 

Fig 4-7Virus detection results of segmental “All-Star” strawberry before Cryotherapytreatment 

注：M是 DL2000，1~6是部分含有病毒材料的检测结果 

Note: Lane M is the maker of DL2000, lane 1~6 is segmentalVirus detection results 

 

 

 

 

 

 

图 4-8:部分低温疗法处理后全明星 RT-PCR检测结果 

Fig 4-8Virus detection results of segmental“All-Star”strawberry after Cryotherapy treatment 

注：M是 DL2000，条带 1~32为经过低温疗法材料没有病毒，33表示个别再生植株仍含有病

毒 

Note：Lane M is the maker of DL2000, Lane 1~32 provematerial virus-free after Cryotherapy,Lane 

33 prove materialin fected virus  

4.3 低温疗法前后的 AFLP 分析结果 

应用 AFLP技术对低温疗法保存前后的带病毒全明星草莓材料进行检测分析，如果

样品遗传特性发生改变，则酶切片段的数目及长短将会发生变化，扩增产物经变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离就会显示其多态性，8对引物共扩增出可统计条带 384条，部分条

带如图 4-9所示，经过低温疗法的全明星草莓与对照材料之间没有出现多态性差异条带。

说明对照与低温疗法处理样品之间基因组序列保持一致，没有发生该方法可以检测到的

遗传变异。 

M  0  1  2  3  4  5  6

M12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 
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表 4-2低温疗法处理与对照的甲基化状态 
Table 4-2 Patterns of DNA methylation in Cryotherapy and controls 
酶切 

Digestion 
甲基化状态变化 

Changes of methylation status
对照与处理的差异 
Diversity between 

the  
controls and the 

treaments 

带型 
Band  

pattem H M H M 
处理前 
Before 

treatment 

处理后 
After 

treatment 

1 1 0 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 

6 A1 

1 1 1 0 
CCGG 
GGCC 

CCGGCCGG
GGCCGGCC

2 A2 

0 1 0 0 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 

8 A3 

1 0 0 0 

CCGG 
CCGG 
GGCC 
GGCC 

CCGG 
GGCC 

2 A4 

0 1 1 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 

10 B1 

1 0 1 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG CCGG
GGCC GGCC

9 B2 

0 0 0 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 

3 B3 

0 0 1 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 

4 B4 

0 1 1 0 
CCGG 
GGCC 

CCGG CCGG
GGCC GGCC

3 C 

1 1 1 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 

138 D1 

1 0 1 0 

CCGG 
CCGG 
GGCC 
GGCC 

CCGG CCGG
GGCC GGCC

13 D2 

0 1 0 1 
CCGG 
GGCC 

CCGG 
GGCC 

11 D3 

注：H代表 HpaII/EcoRI；M代表 Mspl/EcoRI酶切；C和 CC表示甲基化的胞嘧啶；1:有带；0:
无带. 
Note：H represent digestion with HpaII / EcoRI; M represent digestion with Mspl / EcoRI; CandCC  
represent methylated; 

我们分析了低温疗法前后全明星草莓基因组DNA中CCGG位点发生甲基化(A型带)

位点数为 18，占全明星草莓基因组 DNA中 CCGG位点总数的 8.61%，具体计算在表 4-3

中可知；低温疗法前后全明星草莓基因组 DNA中 CCGG位点发生去甲基化(B型)位点

数为 26，占全明星草莓基因组 DNA中 CCGG位点总数的 12.44%，具体计算在表 4-3

中可知。低温疗法前后全明星草莓基因组 DNA中 CCGG位点的总甲基化多态性比例为

22.49%，低温疗法前后全明星草莓基因组 DNA中 CCGG位点的甲基化状态未发生改变

的比率即 D型带的比例为 77.51%，具体计算在表 4-3中可知。 

由此推测出，全明星草莓基因组 DNA的甲基化水平在低温疗法前后发生了改变，



 

41 
 

甲基化水平出现了降低的状况。在扩增的甲基化位点中，去甲基化的位点数高于发生甲

基化的位点数，同时基因组 DNA甲基化多态性也随之增加。 

表 4-3低温疗法对全明星草莓基因组 DNA甲基化状态的影响 

Table 3-6 Effects of Cryotherapy on the Patterns of genomic DNA methylation in “All-star” Strawberry 

对比 

Comparison 

甲基化

带 

Methyl-

ated 
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总甲基化多态性带型 
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Ratio%

CK－处理 
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treatments 

209 18 8.61 26 12.44 3 1.44 47 
22.4

9 
162 77.51

注：甲基化带数= A + B + C + D；多态性带数= A+B+C；多态性比率=A+B + C/甲基化带数；单

态性比率=类型 D/甲基化带。 

Note: Methylated bands= A + B + C + D; Polymorphism bands= A+B+C; Tatol polymorphism bands 

ratio= A+B + C/ Methylated Bands; Monomorphism bands ratio= TypeD/ Methylated Bands . 
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5 讨论 

5.1 对五叶草莓超低温保存结果的讨论 

我们首次利用玻璃化法对五叶草莓材料进行了超低温保存试验，经过研究发现：低

温锻炼 3周，能明显提高五叶草莓茎尖超低温保存的存活率;固体预培养基中加入甘油对

五叶草莓的成活率影响非常大，去除甘油后五叶草莓的成活率明显提高；液体预处理时

间为 30min时，对五叶草莓的超低温保存最为有利；PVS2处理是超低温保存过程中的

关键步骤，缺少或处理时间不当对保存后茎尖成活率存在显著影响。试验中发现，PVS2

处理时间并不是越长越好，当处理时间为 60min时存活率达到最高。同时发现，液氮冻

存时间对超低温保存五叶草莓的存活率并无显著影响，成活率并未产生太大变化，同薄

涛等、钟兰等、李俊慧等的研究相符，说明超低温保存技术可以作为五叶草莓种质资源

保存的可靠技术。 

5.2 对低温疗法脱除草莓病毒结果的讨论 

对带病毒全明星草莓进行了低温疗法脱毒的试验，虽然都是超低温保存的技术，然

后由于材料的改变，超低温保存的过程出现了一些差别。首先，在低温锻炼时间上，全

明星草莓需要 4周，才能达到最好的结果；其次，表现在最高成活率上，五叶草莓的最

高成活率达到 79.7%，然而全明星草莓的成活率只有 64.5%。其他程序对全明星草莓的

成活率影响，在变化趋势上跟对五叶草莓的影响比较接近。 

通过结果分析我们知道低温疗法能有效脱除全明星草莓茎尖中感染的 RNA病毒—

—轻型黄边病毒，且脱毒率达到 95%以上，比传统剥离茎尖组织培养法、高温脱毒法以

及化学脱毒法在脱毒效果上更好，且比传统脱毒方法简便易行，且能大批量进行脱毒实

验。 

5.3 对材料基因序列的结果进行讨论 

AFLP技术是检测 DNA多态性常用的技术，本实验采用 14对引物对五叶草莓基因
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组 DNA进行分析，共扩增出可统计条带 526条带，没有出现多态性位点；采用 8对引

物全明星草莓基因组 DNA进行分析共扩增出 384条带，也没有出现多态性位点。这些

说明在对五叶草莓和全明星草莓的超低温试验中，对照与超低温处理样品之间基因组

DNA序列保持一致，这与 Turner等、Muller等的研究结果相似，说明玻璃化法超低温

保存技术可以作为五叶草莓种质资源保存的有效手段，也能成为低温疗法脱除全明星草

莓轻型黄边病毒的有效方式。 

5.4 对材料基因甲基化变化的讨论 

MSAP技术是分析基因组 DNA甲基化多态性的一项常规技术，根据结果中五叶草

莓基因组 NDA中 CCGG位点的甲基化水平可以推测出五叶草莓基因组 NDA甲基化水

平的整体变化趋势，超低温保存促使五叶草莓基因组 DNA甲基化发生了变化，与对照

五叶草莓相比，DNA甲基化水平明显的降低了，且 DNA甲基化变化的趋势大致为：大

约 5.70%五叶草莓基因组 DNA的胞嘧啶发生了甲基化；大约 12.43%五叶草莓基因组

DNA的胞嘧啶发生了去甲基化；大约 1.04%五叶草莓基因组 DNA的胞嘧啶发生的甲基

化变化不明确。 

同样，我们也利用MSAP技术分析了全明星草莓基因组 DNA甲基化多态性，分析

了全明星草莓基因组 NDA中 CCGG位点的甲基化水平同样推测了全明星草莓基因组

NDA甲基化水平的整体变化趋势，低温疗法也促使全明星草莓基因组 DNA甲基化水平

明显出现了降低的状况，全明星草莓基因组 DNA甲基化变化的趋势大致为：全明星草

莓基因组 DNA的胞嘧啶发生了甲基化的比例为 8.61%；大约有 12.44%的全明星草莓基

因组 DNA胞嘧啶发生了去甲基化；而大约有 1.44%全明星草莓基因组 DNA胞嘧啶发生

甲基化变化趋势不明确。 

这些说明玻璃化法超低温保存成活的五叶草莓甲基化水平降低了，这与木瓜、蛇麻

草(Humuluslupulus)、拟南芥等植物超低温保存后的甲基化变化趋势相类似。这种变化趋

势可能是植物对超低温保存这种逆境处理的一种遗传适应，其内在机制目前未明，需要

进一步的深入探讨。目前我们正在对超低温保存前后 DNA甲基化转移酶基因表达水平

进行分析，以探讨与超低温保存后植物甲基化水平降低的关系，研究结果将另文发表。 
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6 结论 

玻璃化法超低温技术作为一种有效的植物种质资源超低温保存方法，可以用于五叶

草莓种质资源的保存，在保存后的成活率达到了一个比较高的水平，且超低保存前后的

五叶草莓基因组 DNA没有发生多态性变化。 

同时，玻璃化法超低温保存技术也能用在带病毒草莓的低温疗法中进行病毒脱除，

对草莓 RNA病毒轻型黄边病毒的脱除率达到了 95%以上，且气温疗法前后的全明星草

莓基因组 DNA没有发生多态性变化。 

超低温保存技术使五叶草莓基因组 DNA甲基化水平和全明星基因组甲基化水平发

生降低的变化，我们需要后续实验和观察，深入研究甲基化水平的变化对五叶草莓和全

明星草莓在生理生化方面带来的影响。 
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衷心感谢尚富德院长和李锁平副院长我学习的关心，感谢李国申、李玉阁、何艳霞、

韩远记、董美芳、张大乐、苏亚蕊、黄世全等各位老师给予我的热心帮助和指导。特别

感谢李忠爱老师对我的关爱和照顾。感谢生命科学学院领导及马云峰老师对我们的关怀

和照顾。生命科学学院里的许多老师给予了我莫大的关心和帮助，在此一并表示感谢！ 

感谢课题组同学：王彦杰、施冬青、朱芹芹、赵文琪、马焕新等的热情帮助！感谢

实验室所有帮助过我的人！ 

感谢同窗好友刘路贤、张文超、马建军、张从顺等在生活和实验中给我的帮助和支

持！ 

感谢我的家人，特别是我的父母，他们无私的爱，默默无闻的奉献和全力的支持与

理解，是我顺利完成学业的动力。 

 



 

 

 


