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满天星试管玻璃化苗与正常苗的比较研究
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摘要:以满天星组培正常苗和玻璃苗为材料, 通过生理生化特性 、同工酶分析,探讨了满天星试管苗玻璃化发生原因。

结果表明:玻璃苗组织含水量较高,为 95.8%,而正常苗为91.7%。玻璃苗的各种叶绿素平均含量及可溶性糖和还原

糖含量分别为正常苗的 14.0%, 63.8%和 86.9%;而玻璃苗的过氧化物酶(POD)的活性增加 ,是正常苗的 2.6倍。采用

聚丙烯酰胺凝胶电泳法对酯酶同工酶进行分析结果表明 ,玻璃苗的酯酶同工酶电泳谱带出现缺失的异常现象,同时其

谱带颜色较浅;过氧化物同工酶电泳结果表明玻璃苗与正常苗相比活性增加且谱带增多。
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Abstract:Normal and vitrification shoots was used in this experiment for proving up the mechanism of vitrification in Gyp-

sophila paniculata L.through physiological and biochemical characteristic, EST isozyme activity.Water content of vitrifica-

tion shoot(95.8%)was higher than that of normal shoo t(91.7%).For Chlorophyll average content , solubility and reductive

sugar content , vitrification shoot was 14.0%, 63.8%and 86.9% of normal shoot , respectively , but POD activity of vitrifica-

tion shoot increased , was 2.6 folds of no rmal shoo t.The result of EST isozyme analysis using PAGE method , electrophoresis

of EST isozyme appeared abnormity of lacking band ,moreover band co lor was slight.In vitreous shoots the electrical con-

ductivity and the activity of POD increased.
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　　满天星(Gypsophi la paniculata L.)别名霞草 ,属于

石竹科丝石竹属 ,为多年生宿根草本花卉 ,是世界上著

名的切花植物之一。近些年 ,在满天星试管苗的扩繁

方面已有大量的研究报道
[ 1-4]
,认为在规模化生产中 ,

满天星组培快繁相对于其它花卉比较容易获得成功 ,

但普遍存在玻璃化现象。导致玻璃苗发生的因素很

多
[ 5]
,同时 ,玻璃苗一旦产生 ,其增殖系数明显下降 ,且

因体内含水量高 ,吸收与光合功能不全 ,移栽不易生
根 ,难以成活 ,因此玻璃化现象成为试管苗生产的一大

障碍[ 5-6] 。

目前 ,关于试管苗玻璃化现象的研究较为广

泛
[ 5, 7]

,主要通过对玻璃化苗的形态解剖学和植物生

理学方面的研究 ,来探讨玻璃化发生的机理 ,从实践

中提出一些防止试管苗玻璃化发生的有效措施。但

是 ,关于试管苗玻璃化现象发生机理还比较模糊 ,尤

其是从分子水平对玻璃化现象发生机理的研究尚未

见报道。
本研究通过测定满天星试管正常苗和玻璃苗的某

些生理生化指标和同工酶的分析 ,探讨满天星玻璃苗

的生理特性和形成机理 ,同时利用 RAPD技术 ,首次分

析了玻璃苗与正常苗在分子水平上的差异 ,为玻璃化

的有效控制提供依据。
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1　材料与方法
1.1　试验材料

将茎尖培养得到的满天星试管苗接种于 2MS +

0.5 mg·L
-1
BA +0.1 mg·L

-1
NAA+30 g·L

-1
蔗糖+7

g·L-1琼脂培养基中获得正常苗 ,接种于2MS +5 mg·

L
-1
BA +0.1 mg·L

-1
NAA+30 g·L

-1
蔗糖+7 g·L

-1
琼

脂培养基中获得玻璃苗。培养温度为25℃,湿度75%,

光照强度为 1 600 lx ,每天光照 16 h。培养30 d后 ,取

生长一致的正常苗和玻璃苗作为试验材料。

1.2　生理生化指标的测定

1.2.1　组织含水量 称取 0.5 g 左右鲜样 ,于 105 ～

110℃烘箱内杀青10 ～ 15 min ,后于70～ 80℃下烘干至

恒重 ,再精确称重 ,并计算组织含水量。

1.2.2　叶绿素含量测定　采用丙酮法测定叶绿素

含量
[ 8]
。

1.2.3　可溶性糖含量的测定　采用蒽酮比色法[ 8] 。

1.2.4　还原糖含量的测定　采用 3 , 5-二硝基水杨酸

比色法(DNS)[ 9] 。

1.2.5　过氧化物酶(POD)活性测定 采用愈创木酚

氧化法
[ 9]
。

1.3　酯酶同工酶分析

取0.3 g叶片 ,放入预冷的研钵中 ,加入液氮研磨

至粉末 ,转入1.5 mL的离心管中 ,加入 2倍体积预冷

的2 mol·mL
-1
pH8.0的 Tris-HCl缓冲液 , 8 000 r·

min-1离心15 min ,上清液采用垂直板聚丙烯酰胺凝胶

电泳 ,分离胶(pH 8.8)7.00%, 250 V 电压 ,浓缩胶

(pH6.8)4.00%,200 V电压 ,在4℃冰箱内电泳。酯酶

用醋酸萘酯-坚牢蓝 RR盐染色法染色。同工酶区带

的相对迁移率(Rf)=酶带移动距离/溴酚兰迁移距离。

1.4　过氧化物同工酶分析:

称取 0.2 g叶片 ,加 1 mL 预冷的 0.128 mol·L
-1
,

pH 6.8的 Tris-HCl缓冲液研磨成匀浆后 ,10 000 r·

min-1离心20 min ,取上清加入等体积 10%甘油 ,摇匀后

放0℃冰箱内保存。上清液采用垂直板聚丙烯酰胺凝

胶电泳 ,分离胶(pH 8.8)7.00%, 250 V 电压 ,浓缩胶

(pH6.8)4%,200 V 电压 ,在 4℃冰箱内电泳。过氧化

物酶同工酶染色采用联笨胺法。

2 结果与分析
2.1　各项生理指标和酶活性的测定

称取满天星玻璃苗鲜重50.02 mg和正常苗 50.40

mg 后 ,经 110℃杀青 , 85℃烘至恒重。从表 1可见 ,正

常苗和玻璃苗的干重分别为 4.18 mg和 2.12 mg ,组织

含水量玻璃苗(95.8%)多于正常苗(91.7%)。玻璃苗

的含水量明显高于正常苗 ,说明植物体内由于自由水

含量及水势增高 ,束缚水含量降低
[ 10]
,导致玻璃苗水分

生理异常 ,生理代谢水平有可能下降
[ 11]
。

表 1　玻璃苗与正常苗组织含水比较

类型 鲜重/mg 干重/mg 组织含水量/ %

正常苗 50.40 4.18＊＊ 91.7

玻璃苗 50.02 2.12 95.8＊＊

　　注:＊＊为 0.01显著水平 t测验结果。

通过正常苗和玻璃苗的叶绿素 a、叶绿素 b 、叶绿

素总含量和可溶性总糖 、还原糖含量及过氧化物酶活

性的测定 ,可知叶绿素含量玻璃苗明显低于正常苗 ,玻

璃苗的叶绿素 a、b 和总叶绿素含量仅为正常苗的
14%,而叶绿素 a与叶绿素b的比值两者间无差异(见

表 2)。从玻璃苗和正常苗的叶绿素含量测定结果 ,表

明玻璃化苗的水分代谢失调 ,导致叶绿素合成系统受

损或受阻 ,合成的叶绿素少 ,呈淡绿色或暗绿色 ,同时

无功能性气孔 ,使玻璃苗光合效率降低 ,随之其他代谢

过程也受到影响
[ 11]
,移栽后玻璃化苗难以成活。可溶

性总糖和还原糖的含量玻璃苗为正常苗的 63.8%和

86.9%,也是玻璃苗低于正常苗。玻璃苗和正常苗可
溶性糖和还原糖含量测定结果可看出 ,玻璃苗对培养

基中碳源的吸收与转化能力低 ,从而使玻璃苗含糖量

降低 ,因碳源供应的不足 ,造成玻璃苗生长缓慢 ,增殖

率下降[ 12] 。玻璃苗的过氧化物酶的活性为 1.33

(ΔA470/min·gFW),而正常苗仅为 0.52(ΔA470/min·

gFW),玻璃苗高于正常苗 ,是正常苗的 2.6倍。过氧化

物酶与呼吸作用 、光合作用及生长素的氧化有关 ,一般

在老化组织中活性较高 ,幼嫩组织中活性较弱 ,过氧化
物酶活性高可抑制生长素的活动 ,使细胞伸长较少 ,导

致组织畸变[ 13] 。玻璃苗的过氧化物酶活性较正常苗

高 ,说明玻璃苗组织中对碳水化合物的吸收减少 ,妨碍

了植物的正常生理代谢。从而导致了玻璃苗组织结构

的改变 ,使其形体异常。

表2　满天星玻璃苗与正常苗生理生化特征

指标 玻璃苗 正常苗

叶绿素总量/mg·g-1FW 0.15 1.07＊＊

叶绿素 a/mg·g-1 FW 0.05 0.37＊＊

叶绿素 b /mg·g-1FW 0.10 0.70＊＊

叶绿素 a/ b 0.53 0.53

可溶性总糖/mg·g-1FW 13.47 21.11＊＊

还原糖/mg·g-1FW 3.04 3.50＊＊

过氧化物酶活性(ΔA470/min·gFW) 1.34＊＊ 0.52

　　注:＊＊为 0.01显著水平 t测验结果。

2.2　酯酶同工酶分析

对正常苗和玻璃苗进行酯酶同工酶酶谱分析 ,结
果表明正常苗和玻璃苗酯酶同工酶酶谱数及其活性存

在明显差别(见图 1)。正常苗的谱带数为 8条 ,而玻璃

苗为5条 ,玻璃苗缺少 Rf值为 0.067 、0.333和 0.693

的三条谱带 ,且玻璃苗的谱带颜色较正常苗浅 ,说明玻

璃苗不仅有缺失的谱带 ,而且其活性也较正常苗低。
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酯酶同工酶是一类比较复杂的酶 ,它参与许多酯类物

质的合成和分解 ,有一些酯酶还参与许多非生理性酯

类物质的分解 ,以及解毒作用 ,维持体内的代谢平衡。
本试验结果表明玻璃苗酯酶同工酶谱带数减少 ,而且

活性减弱 ,但这种酶在玻璃化中所起的作用尚需进一

步探讨。这说明了玻璃苗在基因表达调控上出现差

异 ,其内部机制可能已发生变化。

1～ 6:玻璃苗;7～ 12:正常苗

图 1　正常苗和玻璃苗酯酶同工酶电泳

2.2　过氧化物同工酶分析

过氧化物酶同工酶聚丙烯酸胺凝胶电泳结果表明

(见图 2),玻璃苗的过氧化物酶活性明显高于正常苗 ,

与酶活性测定结果一致 ,且玻璃苗过氧化物酶的谱带

数也明显多于正常苗。由图2还可以看出 ,上述酶谱

1～ 6:玻璃苗;7～ 12:正常苗

图 2　正常苗与玻璃苗过氧化物同工酶电泳

反映的是玻璃苗和正常苗的碱性过氧化物酶同工酶谱

带和酶活性上的差异。碱性过氧化物酶具有 IAA氧化

酶的功能 ,并可以反映内源生长素水平 ,故玻璃苗碱性
区酶带活性的增高可能反映了内源生长素水平的降

低 ,从而可进一步影响生理生化代谢的变化。

3 结论
3.1　与正常苗相比 ,玻璃苗组织含水量 、POD活性增
加 ,而各种叶绿素含量及可溶性糖和还原糖含量低于

正常苗。

3.2 与正常苗相比 ,玻璃苗的酯酶同工酶电泳谱带出

现缺失现象 ,且谱带颜色较浅;过氧化物同工酶活性增

加 ,谱带数增多。
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在品质 ,有待于进一步研究。
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