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 一、任务来源及标准制定背景
[bookmark: _Toc28922]1、任务来源
本技术规程由内蒙古自治区农牧业科学院，全国畜牧总站和中国农业科学院草原研究所共同申报。
[bookmark: _Toc21852]2、标准制定背景
（1）政策支持
种质资源是保障国家粮食安全与生态安全的战略性资源。近年来，国家层面对种质资源保护与利用给予了前所未有的高度重视。国务院办公厅《关于加强农业种质资源保护与利用的意见》（国办发〔2019〕56号）明确要求“对珍稀、濒危、特有资源实施抢救性保护”，并“推进低温种子库、超低温库等设施建设”。随后发布的《“十四五”全国农业农村现代化规划》将“建设完善农业种质资源保存体系”列为重点任务，为超低温保存技术的研发与应用提供了坚实的顶层设计与政策保障。
野大麦作为栽培大麦的野生近缘种，蕴藏着丰富的抗逆（抗旱、耐盐碱、抗病虫害）和优质基因，是我国乃至全球重要的野生牧草种质资源。制定其超低温保存技术规程，是对上述国家战略的具体落实，旨在通过标准化手段，实现对这一珍稀、濒危野生种质资源的永久性、高安全性保存，为国家生物遗传资源库建立可靠的“安全备份”，是维护国家种业安全和生态安全的重要举措。
（2）现有技术
植物种质资源超低温保存的理论与技术已较为成熟。在国际上，液氮（-196℃）超低温保存被视为实现遗传材料长期乃至永久保存的最有效方法，已广泛应用于农作物、林木和濒危植物的种质保存。国内也已建成以国家农作物种质资源长期库为代表的高标准保存设施，在液氮供应、程序化降温设备等关键硬件方面形成了完备的供应链，具备了开展规模化、专业化超低温保存的硬件基础。
针对野大麦及同类耐干燥型禾草种子的研究初步表明，经过适宜的脱水处理和程序降温后，其种子在液氮中保存能够维持较高的活力，技术可行性已得到验证。然而，当前国内外尚缺乏针对野大麦种子超低温保存的专用技术标准。在关键操作环节，如种子的初始质量要求、最佳含水量阈值范围、预冷及复温速率、解冻后活力检测方法与周期等，仍处于研究数据分散、操作规范不一的阶段。这种标准缺失的状态，严重制约了该技术在种质资源保存机构中的规范化推广、规模化应用以及保存效果的可靠性与可比性，亟待通过标准制定予以统一和规范。
（3）产业与战略需求
优质牧草是畜牧业健康发展的基石。野大麦作为具优异抗逆性的野生牧草，其种质资源的有效保存与开发利用，能够为牧草品种改良提供不可替代的基因源，培育出更高产、更抗逆、更优质的牧草新品种。这直接关系到饲草供应的稳定、畜牧业生产成本的降低以及肉、奶等食品产业链的安全，具有显著的经济效益。标准化的超低温保存技术，不仅能确保这些“未来基因”的长期可获取性，还能通过技术输出与服务，形成新的产业增长点。
野大麦等乡土草种在生态修复，尤其是在干旱、盐碱地区的植被恢复与水土保持中扮演着关键角色。其种质资源的丧失将直接削弱生态系统的稳定性和恢复力。超低温保存技术为这些生态关键种的遗传多样性提供了“诺亚方舟”，确保其在未来生态建设中随时可用，对于应对气候变化、防治土地退化、维护生物多样性具有深远的环境与生态效益。
遗传资源已成为全球农业与生物技术竞争的战略焦点。建立基于自主标准的核心种质资源超低温保存体系，是实现对我国特有及优势遗传资源主权保护与技术掌控的重要体现。同时，一套科学、公开、可靠的技术规程，也有利于促进我国在种质资源领域的国际交流与合作，提升我国在该领域的话语权与影响力，共同应对全球性的粮食安全与生态挑战。
[bookmark: _Toc16548]二、主要工作过程
2025.01月-2025.06月 收集试验数据，整理资料。
2025.07月-2025.12月 形成工作组讨论稿。
2026.01月-2026.03月 编写征求意见稿标准文本，编写《编制说明》。
由北京华夏草业产业技术创新战略联盟组织国内相关专家对《野大麦种质资源超低温保存技术规程》征求意见稿及编制说明进行会议评审。
[bookmark: _Toc30063]三、标准编制原则和主要技术内容确定的依据
[bookmark: _Toc29527]1、标准编制原则
按照GB/T 1.1-2020《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写》的要求和规定编写本标准内容。本标准制定过程中，始终遵循密切联系生产实践，确保标准具有较强的科学性、可操作性，坚持促进行业规范发展的基本原则，以科学性、实用性、先进性作为编制标准的指导思想，在文字结构上力求严谨、简洁、科学；在技术内容上力求覆盖野大麦种质资源超低温保存技术规程的关键环节。
制定过程中除了认真总结野大麦种质资源超低温保存技术规程遇到的问题，不断完善，市场应用中深入研究，还参阅和汲取了国内相关文献资料，符合野大麦种质资源超低温保存技术生产实际，达到内容全面、技术含量高、操作性强的要求。该标准与现行法律法规无冲突，并保证了对该标准最新版本的引用。
[bookmark: _Toc25651]2、主要技术内容确定的论据 本案例不全，此部分应包括技术指标、参数、公式、性能要求、试验方法、检验规则等的论据(包括试验、统计数据)；主要试验(或验证)的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效果(必要的指标开展试验验证，试验报告)。
（1） 主要条款说明
本标准正文分为7章，标准的详细结构为：
1范围
[bookmark: _Hlk152665020][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc17233334]本文件规定了野大麦种子前处理、冷冻保存、解冻复苏、活力检测及档案管理的技术要求。
本文件适用于野大麦种子超低温保存。
[bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc904][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531]2规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
[bookmark: _Toc97192966]GB/T 2930.2 牧草种子检验规程 净度分析
GB/T 2930.4 牧草种子检验规程 发芽试验
GB/T 2930.8 牧草种子检验规程 水分测定
[bookmark: _Toc4144]3术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1超低温保存 ultra-low temperature preservation
指将预处理后的种子直接投入液氮中进行冷冻保存的方法。
3.2直接冷冻法 direct freezing method
即为分蘖期指将预处理后的种子直接投入液氮中进行冷冻保存的方法。
[bookmark: _Toc27168]4超低温保存流程
4.1种子前处理
4.1.1 种子选择
选择成熟度一致、无病虫害、初始发芽率≥85%的健康种子。
4.1.2 含水量调整
将种子含水量调整至≤8%（以鲜重为基础）。采用硅胶干燥法，在15℃、相对湿度30%的环境中处理48小时，每12小时称重监测含水量变化。
4.1.3 包装密封
将调整好含水量的种子分装至50 mL冻存管中，每管100粒，使用Parafilm膜密封管口，并标注资源编号及处理日期。
4.2冷冻保存
4.2.1 冷冻方法
采用直接冷冻法，将密封后的冻存管直接投入液氮（-196℃）中长期保存。
4.2.2 冷冻记录
记录液氮罐编号、冻存架位置、保存日期及操作人员等信息。
4.3解冻复苏
4.3.1 快速解冻
从液氮中取出冻存管，立即置于40℃水浴中快速解冻10分钟，直至冰晶完全消失。
4.2.2 回湿处理
将解冻后的种子置于铺有湿润滤纸的培养皿中，在15℃条件下回湿24小时。
4.4活力检测
4.4.1 发芽率测定
按GB/T 2930.4执行，在光照培养箱（昼25℃/夜15℃，12h光照）中培养，统计第7天发芽势及第14天发芽率。合格标准：解冻后发芽率≥初始值的90%。
4.4.2 幼苗活力指数
测定幼苗根长、苗高及鲜重，计算活力指数，与未冷冻对照比较降幅应≤10%。
[bookmark: _Toc5831]5档案管理
5.1资源档案
每份种质需建立超低温保存档案，包括：资源编号、名称、来源、采集地生境、种子初始活力数据（发芽率、发芽势、含水量）、冷冻保存参数（方法、时间、位置）、解冻后活力检测结果。
5.2液氮罐管理
绘制液氮罐冻存位置图，实时记录液氮液面高度及罐内温度，确保保存环境稳定。
5.3档案保存
所有档案需纸质与电子版双备份，长期保存，定期审查更新。
（2）主要技术指标确定的依据
试验设计：
1）冷冻处理分为3组，分别为直接冷冻组、逐步冷冻组和玻璃化冷冻组。
直接冷冻组：将放有供试种子的冷冻保存管不经过任何试剂处理直接投入-196°C液氮冷冻保存7d后取出待测。 
逐步冷冻组：将供试种子放入加有冷冻保护剂 PVS2 的冻存管中，先置于冰箱中4°C处理30 min，取出后立即放入冰箱中-20°C冷冻60 min，而后迅速投入液氮罐内保存 7 d 后取出待测。 
玻璃化冷冻组：将供试种子放入加有装载液LS 的冻存管中，常温下处理20 min后，倾倒装载液 LS，加入冷冻保护剂PVS2 并放置于冰上冷冻30 min，而后更换成新鲜的预冷过的PVS2（0°C），并迅速投入至液氮罐中保存 7 d 后取出待测。
冷冻保护剂（PVS2）为30%甘油+15%乙二醇+15%二甲亚砜+0.4 mol·L-1 蔗糖的Murashige-Skoog（MS）液体培养基，装载液LS为2 mol·L-1 甘油 + 0.4 mol·L-1蔗糖的MS液体培养基。
2）将经过超低温保存的供试种子从液氮（-196°C）中取出，速投入水浴中40°C 解冻10 min，其中玻璃化冷冻组和缓慢冷冻组用洗涤溶液（含1.2 mol·L-1 蔗糖的 MS溶液）洗涤10 min，蒸馏水清洗浸泡种子3次，每次2 min，用滤纸擦干种子表面的水分后待测。 
3）选取对照组和处理组种子各50粒进行种子萌发的测定，3次重复。将50粒种子均匀地置于铺有双层滤纸（直径9 cm）且含6 mL不同浓度PEG溶液的培养皿中，置于25℃/18℃下按照18h/6h变温培养，期间称重补水。以胚根长度大于等于种子长度的1/2为标准作为种子萌发，每天统计萌发数，至不再萌发。试验结束后，每个培养皿随机取出10棵幼苗，用精度为0.01 mm的游标卡尺分别测量不同材料的苗高和根长，若幼苗不足10株，则需全部测量。检测完成后，计算发芽率、发芽势、发芽指数和幼苗活力指数，具体计算方法如下：
发芽率=发芽种子数/供试种子总数×100%；
发芽势=发芽高峰期发芽种子数/供试种子总数×100%；
发芽指数=ΣGt/Dt（Gt为在第t天的发芽种子数，Dt为对应天数）；
幼苗活力指数=（培根长+胚芽长）×发芽指数   
4）超氧化物歧化酶(SOD)活性、过氧化物酶（POD）活性及过氧化氢酶(CAT)活性，脯氨酸（Pro）含量、可溶性糖（SS）含量及可溶性蛋白（SP）含量均按检测试剂盒说明书进行检测。
5）将对照组和冷冻处理组的种子切开留取含胚部分，FAA（由福尔马林5mL：冰醋酸5mL：70%酒精90mL配制而成的固定液）固定48 h以上，不同浓度乙醇各脱水3h，二甲苯透明，浸蜡12h，埋蜡，切片，展片，烘干，脱蜡复水，番红、固绿双重染色，脱水处理，中性树胶封片，清理干净多余胶体后置玻片盒备用。利用体视显微镜（尼康SMZ745）拍照观察整颗种子外观、切面；利用生物显微镜（尼康ECLPSE80i）观察染色切片，注意种胚细胞变化。
试验结果
1） 超低温保存对野大麦种子萌发的影响
种子发芽率是判定超低温保存效果的关键。如图所示，不同冷冻方法对四种禾本科饲草种子发芽率的影响存在显著差异。具体表现为：经过直接冷冻处理的野大麦的发芽率与对照无显著差异（p>0.05），且均保持在初始发芽率的95%以上；但经逐步冷冻与玻璃化冷冻处理后，种子的发芽率均受到显著抑制（p≤0.05）。逐步冷冻处理后，野大麦的发芽率降低了17.5%；而玻璃化冷冻对发芽率的抑制作用更强，发芽率降幅为37.5%。
超低温保存对种子的发芽势影响，与发芽率基本一致（图2-B）。具体表现为：直接冷冻法对野大麦的萌发整齐度均无显著不利影响（p>0.05），维持在初始值的92%。逐步冷冻与玻璃化冷冻则显著抑制了种子发芽势（p≤0.05）。经逐步冷冻处理后，上述物种的发芽势下降至60.3%；而玻璃化冷冻的影响更为严重，其发芽势进一步降至48.6%。
[image: ][image: ]
2） 超低温保存对野大麦幼苗活力指数的影响
幼苗活力指数能够反映幼苗生长健壮程度。如图所示，超低温冷冻法对幼苗活力指数的影响因处理方法而异。本研究发现，直接冷冻对野大麦的幼苗活力无显著负面影响（p>0.05）。与之相反，逐步冷冻与玻璃化冷冻处理均对幼苗活力均产生了显著的抑制作用（p≤0.05）。具体而言，与对照组相比，逐步冷冻使野大麦的发芽率降低了39.6%；而玻璃化冷冻导致的降幅更为显著，达到68.1%。
[image: ]
3） 超低温保存对野大麦种子抗氧化酶系统活性的影响
抗氧化酶系统活性能够直接反映种子遭受氧化胁迫的强度及自身的清除能力。野大麦对所有三种冷冻处理均表现出敏感性，其SOD活性均显著低于未处理对照，而野大麦的POD活性在所有冷冻处理下均保持稳定，与对照无显著差异（p>0.05），而老芒麦与野大麦在不同冷冻方法间的CAT活性未表现出统计学上的显著差异（p>0.05）。
[image: ]
4） 超低温保存对四种禾本科饲草种子渗透调节物质的影响
如图所示，超低温冷冻法对种子脯氨酸（Pro）含量的影响因处理方法与物种而异。而野大麦在不同冷冻方法间的Pro含量则无显著差异（p>0.05）。野大麦经三种冷冻处理后的SS含量均显著低于对照（p≤0.05），且不同处理间无显著差异。野大麦在不同冷冻方法间的SP含量未表现出统计学上的显著差异。
[image: ]
6)超低温保存对野大麦种子胚细胞显微结构的影响
如图所示，超低温冷冻法对不同物种种子胚细胞结构的影响存在显著差异。经番红-固绿染色观察发现，供试物种的种子在经历逐步冷冻与玻璃化冷冻处理后，其胚细胞均表现出明显的结构损伤，染色不完整，细胞内含物分布异常，并伴随普遍性的质壁分离现象。相比之下，直接冷冻处理组与未处理对照组的胚细胞结构保存完好，细胞排列整齐、致密，染色清晰均匀，展现出典型的健康细胞形态特征。
[image: ]
[bookmark: _Toc21394]四、采用的国际标准
无。
[bookmark: _Toc31374]五、与现行法律法规和强制性标准的关系
本标准与现行法律法规和强制性标准的相关条例没有冲突。
[bookmark: _Toc13693]六、重大分歧意见的处理经过和依据
无。
[bookmark: _Toc1913]七、标准作为强制性或推荐性标准的意见（如涉及专利，在此说明）
建议将本标准作为推荐性标准发布实施，并加强标准的宣贯。
[bookmark: _Toc4566]八、贯彻标准的要求和措施建议（本案例不全，需包括组织措施、技术措施、过渡办法等内容）
1、本标准属自治区农牧业科学院牵头制定的团体标准，为成功实施野大麦种质超低温保存，应认真执行本标准的相关技术要求。
2、应加强对标准的宣传、讲解和技术指导，促进实施者熟练掌握标准中的技术规范，保证本标准的广泛推广应用。
3、随着科技发展，本标准中的技术规范势必会出现过时的情况，也会出现新的技术要求，因此本标准执行过程中要不断对内容进行修订和补充。
4、希望应用本标准的单位在使用过程中对其中出现的问题和不足给予反馈，以便再进行修订和补充。
5、组织学习团体标准，加大对标准的宣传及贯彻力度，标准委员会作为企业之间的桥梁，做好沟通，推进行业进一步发展。
[bookmark: _Toc6078]九、废止现行有关标准的建议
无。
[bookmark: _Toc25917]十、其他应予说明的事项
无。
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