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摘要：为控制湖北百合离体保存及试管苗玻璃化，以贵州省凯里市丁扒山的湖北百合为材料，通过不同配方

培养基和 Ｈ２Ｏ２浓度处理诱导湖北百合玻璃化发生，并测定其生理指标变化。结果表明：不同培养基配方对

湖北百合玻璃化发生没有影响。外源 Ｈ２Ｏ２会诱导湖北百合试管苗的玻璃化，随着外源 Ｈ２Ｏ２浓度的增加玻

璃化程度逐渐明显。在不同浓度外源 Ｈ２Ｏ２处理下，湖北百合玻璃化苗的玻璃化率、ＰＯＤ活性、ＭＤＡ含量随

外源 Ｈ２Ｏ２浓度的增加呈现上升趋势；湖北百合玻璃化苗的生长量、ＳＯＤ活性、ＣＡＴ活性随外源 Ｈ２Ｏ２浓度的

增加呈现下降趋势。湖北百合玻璃化苗的气孔保卫细胞变形，气孔下陷明显，不同浓度处理间下陷程度没有

显著差异，凹陷率随着外源 Ｈ２Ｏ２浓度增加呈上升趋势；气孔张开率随外源 Ｈ２Ｏ２浓度增加不断下降，气孔闭

合率随外源 Ｈ２Ｏ２浓度增加呈先下降后上升的趋势，对照组的气孔开度显著高于中高浓度处理，３个低中高浓

度外源 Ｈ２Ｏ２处理组之间的气孔开度没有显著差异；高浓度处理气孔密度显著低于对照组，但低中浓度与对

照组气孔密度没有显著差异。
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种研究。Ｅｍａｉｌ：ｔｉａｎｘｉｎ＿ｃｈｉｎａ＠１６３．ｃｏｍ。

　　湖北百合（犔犻犾犻狌犿犺犲狀狉狔犻Ｂａｋｅｒ）为百合

科（Ｌｉｌｉａｃｅａｅ）百合属（犔犻犾犻狌犿Ｌ．）的多年生草本

植物［１］。湖北百合利用价值极高，鳞茎可鲜食，根

可入药，花具有观赏价值［２］。贵州凯里自然环境

优越，百合资源丰富，主要分布有野百合和湖北

百合［３］。

百合种球的培育方法主要有分球繁殖、鳞片

繁殖和组织培养，但繁殖系数小、所需时间长，因

此大多采用组培鳞茎培养［４］。组织培养中玻璃化

现象表现为植株矮小，叶片皱缩反卷，颜色亮绿色

呈玻璃质感，愈伤组织出现鲜绿水渍状［５７］，玻璃

化苗会对增殖、分化、生根、移栽产生不利影响［８］。

在薄荷［９］、枸杞［１０］、铁线莲［１１］的玻璃化研究中发

现人为提供的培养基和培养条件不利于组培苗生

长，会导致试管苗玻璃化现象。不同培养条件对

百合科植物玻璃化影响较大，高浓度６ＢＡ对酸

樱桃苗容易产生玻璃化，增加培养温度或降低培

养基硬度［１２］。红叶石楠的玻璃化比率也显著增

加［１３］。洋桔梗试管苗玻璃化的产生与培养基配

方中蔗糖、琼脂的含量以及培养温度有一定影

响［１４］。芦荟组培发现高Ｃａ２＋和 Ｋ＋浓度会提高

玻璃化率［１５］。观察蓝莓［１６］、石竹［１７］、黄冠梨［１８］

玻璃化苗的叶片发现，无栅栏组织，气孔数量减少

且变形，叶片的液泡化程度高［１９］。干物质含量降

低，光合能力及生长发育迟缓［２０２１］。大蒜试管苗

在外源 Ｈ２Ｏ２处理下出现玻璃化现象，且玻璃化

率随着外源 Ｈ２Ｏ２的浓度增加而增加
［２２２３］。而外

源 Ｈ２Ｏ２胁迫湖北百合玻璃化的研究鲜见报道，

本试验通过外源活性氧对湖北百合正常苗的处

理，为探讨湖北百合的玻璃化现象提供一定的基

础。湖北百合玻璃化苗和正常苗的生理对比，为

湖北百合离体保存以及试管苗玻璃化的控制提供

理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

本次试验选用贵州省凯里市丁扒山（坐标为

２６°３１．９５８８Ｎ，１０７°５２．８００３Ｅ，海拔１０２５ｍ）的

野生湖北百合，取两年生健壮、无病虫害、生长状
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态良好中外部的鳞片作为组培试材。

１．２　方法

１．２．１　培养基配方　共设３个培养基处理，配方

详见表１。

表１　培养基配方

配方 ６ＢＡ／（ｍｇ·Ｌ１）ＮＡＡ／（ｍｇ·Ｌ１） 蔗糖／ｇ 琼脂／ｇ

１ １．０ ０．２ ３０ ７

２ １．０ ０．５ ３０ ７

３ ０．５ ０．５ ５０ ８

１．２．２　材料处理　选取无病虫害的中外部鳞茎，

清洗干净后，用７５％的酒精消毒３０ｓ，无菌水冲

洗，再用０．１％的升汞消毒６～１０ｍｉｎ，无菌水冲

洗数次。将鳞片剪成５ｍｍ２的小块均匀接种

于表１培养基中，置于温度２５℃、光照１２ｈ·ｄ１、

光强２０００ｌｘ条件下培养。取初代培养中生长一

致、无污染的试管苗（株高为１．０ｃｍ）接种在对应

的配方中，采用配方对照，每瓶接３个外植体，

３０瓶为一组，重复３次，观察不同配方间试管苗

生长的差异。

取初代生长一致的试管苗（株高约为１．０～

１．５ｃｍ）接种在表１的培养基配方３中，用１，４和

９ｍｍｏｌ·Ｌ１过氧化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ）对试管苗进

行处理，对照组为不添加外源 Ｈ２Ｏ２（０ｍｍｏｌ·Ｌ
１），

每瓶接１株，９０瓶为一组，重复３次。培养条件

同上，３０ｄ后观察统计不同 Ｈ２Ｏ２浓度对百合试

管苗玻璃化现象的影响，并计算玻璃化率。

玻璃化试管苗百分率（％）＝（培养３０ｄ后的

玻璃化苗数／试管苗总数）×１００

待百合诱导成较大的植株（约继代培养

９０ｄ），将百合叶片用指甲油印迹法
［２３］处理，在显

微镜下观察玻璃化苗与正常苗的气孔差异，每个

处理取５张叶片，每张叶片观察３个视野，测量气

孔的长度、宽度和密度等相关数据。对湖北百合

叶片的过氧化物酶活性（ＰＯＤ）、过氧化氢酶活

性（ＣＡＴ）、丙二醛含量（ＭＤＡ）和超氧化物歧化

酶活性（ＳＯＤ）进行测定
［２４２５］，重复３次。

气孔开度：气孔中部最大宽度。气孔密度：视

野气孔数量／视野面积。气孔变形系数：中部缝隙

宽／气孔长。不同气孔所占比率：张开率＝正常张

开气孔／气孔总数；闭合率＝闭合气孔／气孔总数；

凹陷率＝凹陷气孔／气孔总数。

１．２．３　数据分析　试验数据采用Ｅｘｃｅｌ２０１３进

行统计，用ＳＰＳＳ２３．０软件对试验数据进行ＳＮＫ

检验分析。

２　结果与分析

２．１　不同配方对百合试管苗生长的影响

对湖北百合试管苗的生长量进行组间方差分

析表明，配方３的生长量显著高于配方１和配方

２。通过图１可以看出，２０ｄ之前，配方间没有明

显差异；４０ｄ配方２的生长量显著低于配方１和

配方３，配方１和配方３没有明显差异；６０ｄ３组

配方间差异显著。３个配方均未出现玻璃化

现象。

　　注：不同字母为经ＳＮＫ检验在０．０５水平上差异显著。

下同。

图１　不同培养基配方对湖北百合试管苗生长量的影响

湖北百合试管苗生长形态详见图２，其中配

方１和配方３（图２ａ、ｃ、ｄ、ｆ）的叶片质地厚实硕

大，颜色呈正常绿色，配方３比配方１和配方２生

长较好。配方２（图２ｂ、ｅ）的植株出现茎秆矮小、

植株萎缩、叶片枯黄等现象。

２．２　不同浓度外源 Ｈ２Ｏ２对百合试管苗玻璃化

的影响

　　如图３所示，玻璃化苗的叶片皱缩沿下表皮内

卷，叶片颜色呈油亮透明状绿色（图３ｆ，ｇ，ｈ，ｊ，ｋ，ｌ）；

正常苗叶片展开，颜色为绿色（图３ｅ，ｉ）。

经过组间方差分析得出，不同外源 Ｈ２Ｏ２浓

度处理的百合试管苗生长量变化存在显著差异，

各处理生长量表现为０ｍｍｏｌ·Ｌ１＞１ｍｍｏｌ·Ｌ
１
＞

４ｍｍｏｌ·Ｌ１＞９ｍｍｏｌ·Ｌ
１，表明外源Ｈ２Ｏ２对百合

试管苗的生长有抑制作用，浓度越高，抑制作用越

明显。由图４可知，继代培养的试管苗初始形态

相同，在培养５ｄ时不同浓度间生长量没有显著
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性差异；培养１５和２０ｄ时，０ｍｍｏｌ·Ｌ１的生长量

显著高于４和９ｍｍｏｌ·Ｌ１，且与低浓度处理组没

有显著差异，４和９ｍｍｏｌ·Ｌ１处理组之间没有显

著差异；培养２５ｄ时，０和１ｍｍｏｌ·Ｌ１处理组之

间没有显著差异，但显著高于４和９ｍｍｏｌ·Ｌ１处

理组，４和９ｍｍｏｌ·Ｌ１处理组之间没有显著差异。

培养３０ｄ时，０ｍｍｏｌ·Ｌ１处理组显著高于４和

９ｍｍｏｌ·Ｌ１处理组，但０和１ｍｍｏｌ·Ｌ１处理组之

间没有显著差异，４和９ｍｍｏｌ·Ｌ１处理组之间没

有显著差异（图４）。

图２　不同培养基配方对湖北百合继代培养试管苗形态的影响

　　注：括号中左侧表示外源 Ｈ２Ｏ２浓度，右侧表示继代培养时间。

图３　外源 Ｈ２Ｏ２处理对湖北百合试管苗形态的影响

９１



　　　　　黑　龙　江　农　业　科　学 ４期

图４　外源 Ｈ２Ｏ２ 处理对湖北百合生长量的影响

　　由图５可以看出，湖北百合试管苗的玻璃化

苗数随着继代时间的延长不断增加，通过不同浓

度过氧化氢处理组间方差分析可知，玻璃化率为

９ｍｍｏｌ·Ｌ１＞４ｍｍｏｌ·Ｌ
１
＞１ｍｍｏｌ·Ｌ

１
＞０ｍｍｏｌ·Ｌ

１。

培养５ｄ时开始各浓度间存在显著差异；高浓度４和

９ｍｍｏｌ·Ｌ１在培养１０～１５ｄ时达到最大增加速度。

图５　外源 Ｈ２Ｏ２处理对湖北百合试管苗

玻璃化率的影响

２．３　玻璃化苗和正常苗的生理指标比较

２．３．１　ＰＯＤ活性　由图６ａ可以看出，湖北百合

玻璃化苗随着外源 Ｈ２Ｏ２浓度的增加ＰＯＤ活性存

在显著差异。９ｍｍｏｌ·Ｌ１过氧化氢处理组的ＰＯＤ

活性显著高于其他处理组，为１９７．２２Ｕ·ｇ
１，正常

苗（０ｍｍｏｌ·Ｌ１处理）和低浓度玻璃化苗处理

组（１ｍｍｏｌ·Ｌ１处理）之间酶活性没有显著差异，

４ｍｍｏｌ·Ｌ１处理组ＰＯＤ活性居于１和９ｍｍｏｌ·Ｌ１

处理之间，且与二者差异显著。

２．３．２　ＳＯＤ活性　由图６ｂ可以看出，湖北百合

玻璃化苗随着外源Ｈ２Ｏ２浓度的增加ＳＯＤ活性存

在显著差异。正常苗（０ｍｍｏｌ·Ｌ１处理）的ＳＯＤ活

性显著高于４和９ｍｍｏｌ·Ｌ１处理的玻璃化苗，但与

１ｍｍｏｌ·Ｌ１ 处 理 的 玻 璃 化 苗 无 显 著 差 异，

９ｍｍｏｌ·Ｌ１处理的ＳＯＤ活性最低，为１０７．４８４Ｕ·ｇ
１，

４ｍｍｏｌ·Ｌ１处理的ＳＯＤ活性居于１和９ｍｍｏｌ·Ｌ１

处理之间，且与二者差异显著。

２．３．３　ＣＡＴ活性　由图６ｃ可以看出，湖北百合

玻璃化苗随着外源 Ｈ２Ｏ２浓度的增加ＣＡＴ活性

存在显著差异，其中９ｍｍｏｌ·Ｌ１处理的ＣＡＴ 活性

最低，为２８．６５Ｕ·ｇ
１，正常苗（０ｍｍｏｌ·Ｌ１处理）的

ＣＡＴ活性最高，为５９．５８Ｕ·ｇ
１，不同浓度外源

Ｈ２Ｏ２处理 ＣＡＴ 活性表现为 ０ ｍｍｏｌ·Ｌ
１
＞

１ｍｍｏｌ·Ｌ１＞４ｍｍｏｌ·Ｌ
１
＞９ｍｍｏｌ·Ｌ

１。

图６　外源 Ｈ２Ｏ２ 处理对湖北百合玻璃化苗和正常苗生理指标的影响
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２．３．４　ＭＤＡ含量　由图６ｄ可以看出，湖北百

合试管苗随着外源 Ｈ２Ｏ２浓度的增加 ＭＤＡ含量

存在显著差异，玻璃化苗的 ＭＤＡ含量均比正常

苗高。不同浓度外源 Ｈ２Ｏ２处理 ＭＤＡ含量表现

为９ｍｍｏｌ·Ｌ１＞４ ｍｍｏｌ·Ｌ
１
＞１ｍｍｏｌ·Ｌ

１
＞

０ｍｍｏｌ·Ｌ１。

２．４　玻璃化苗和正常苗的气孔观察

２．４．１　气孔形态　由图７可知，正常苗（ａ）和玻

璃化苗（ｂ、ｃ、ｄ）的保卫细胞状态差异明显，正常苗

的气孔具有正常的肾形保卫细胞且气孔结构完

整；玻璃化苗的气孔中部有闭合现象，因本试验采

用印迹法，印迹膜上气孔中部闭合表明气孔下部

产生孔下室，气孔下陷显著、保卫细胞发育异常。

２．４．２　气孔开度　图８ａ为测定气孔开度的大小，

对照组（０ｍｍｏｌ·Ｌ１）的气孔开度与１ｍｍｏｌ·Ｌ１没

有显著差异，但显著高于４和９ｍｍｏｌ·Ｌ１，３个处

理组之间的气孔开度没有显著差异。

２．４．３　气孔密度　气孔密度是指叶片下表皮每平

方毫米的气孔个数［２６］。由图８ｂ可以看出，玻璃化

苗与正常苗的气孔密度变化，对照组（０ｍｍｏｌ·Ｌ１）

的气孔密度显著高于９ｍｍｏｌ·Ｌ１，且与１和

４ｍｍｏｌ·Ｌ１之间气孔密度没有显著差异。

２．４．４　气孔变形系数　由图８ｃ可以看出，不同

浓度外源 Ｈ２Ｏ２处理的湖北百合玻璃化苗气孔变

形系数没有显著差异，气孔变形程度都在０．１５～

０．２０，说明玻璃化苗的气孔变形程度不大。

２．４．５　不同状态气孔所占比率　由图８ｄ可以看

出，不同外源 Ｈ２Ｏ２浓度间的气孔比率的变化。气

孔张开率随外源Ｈ２Ｏ２浓度增加不断下降，各浓度间

的气孔张开率有显著差异性，表现为０ｍｍｏｌ·Ｌ１＞

１ｍｍｏｌ·Ｌ１＞４ｍｍｏｌ·Ｌ
１
＞９ｍｍｏｌ·Ｌ

１；气孔闭

合率随外源 Ｈ２Ｏ２浓度增加呈先下降后上升的趋

势，在４ｍｍｏｌ·Ｌ１时气孔闭合率达到最低；气孔

凹陷率随着外源 Ｈ２Ｏ２浓度增加呈上升趋势，

０ｍｍｏｌ·Ｌ１时气孔凹陷率为０，在 Ｈ２Ｏ２处理浓度

为４和９ｍｍｏｌ·Ｌ１时达到最高且趋于平稳。

　　注：所有图片均为１０×２０显微镜下百合试管苗叶片的下表皮气孔形态。

图７　正常苗和玻璃化苗叶片显微结构比较

１２
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图８　正常苗和玻璃化苗叶片气孔比较

４　结论与讨论

４．１　玻璃化形态及发生原因

研究发现，湖北百合玻璃化苗叶片玻璃质感

呈透明状绿色、常皱缩反卷，在植株生长中存在一

定劣势，新陈代谢减缓，生长停滞。利用这一特

性，在适宜玻璃化苗的组培条件下，玻璃化能够用

于保护种质资源，这与菊花［２７］，香石竹［２８］的研究

结果一致。试管苗玻璃化发生的原因多样，如外

植体、组培条件、光照、温度、培养基成分等原

因［２９］。本试验表明外源Ｈ２Ｏ２对湖北百合试管苗

玻璃化的发生有密不可分的联系，外源 Ｈ２Ｏ２胁

迫会使湖北百合试管苗产生玻璃化，在一定范围

内，外源 Ｈ２Ｏ２浓度越高，玻璃化率越大，这与孙

丹［３０］、张琳等［３１］、靳慧卿等［３２３３］得出的结论一

致。试验中培养基配方的不同对试管苗的玻璃化

没有明显诱导作用，但已有研究表明，在草莓［３４］、

鸡冠花［３５］、子［３６］等植物中均有明显影响，在湖

北百合试管苗玻璃化发生的原因中鲜见报道。本

次试验中配方２的湖北百合试管苗出现叶片黄

化、生长缓慢等现象但并未出现玻璃化现象，推测

可能是由于配方间的激素浓度差异或者组培条件

未达到使之玻璃化的程度，具体有待考证。

４．２　玻璃化苗与正常苗的生理差异

ＳＯＤ是生物体中重要的抗氧化酶，可以催化

超氧阴离子自由基歧化成氧和过氧化氢，阻断因

氧自由基对细胞造成的损害，并及时修复受损细

胞，具有抗氧毒性、防衰老等作用［３７］。试验表明

湖北百合玻璃化苗１ｍｍｏｌ·Ｌ１与正常苗的ＳＯＤ

活性没有差异，４和９ｍｍｏｌ·Ｌ１的ＳＯＤ活性较正

常苗（０ｍｍｏｌ·Ｌ１）低，说明外源Ｈ２Ｏ２浓度梯度对

湖北百合玻璃化苗ＳＯＤ活性存在差异，随着外源

Ｈ２Ｏ２浓度的增高，ＳＯＤ活性逐渐减小。

ＰＯＤ广泛存在于植物细胞中，是植物体的重

要组成成分，参与各种生理代谢活动，它与呼吸作

用、光合作用和生长素的氧化等都有关系［３８］。

ＰＯＤ是一种重要的ＩＡＡ侧链氧化酶，具有氧化

分解ＩＡＡ的功能，能将促进植物细胞伸长的ＩＡＡ

分解，也有研究表明ＰＯＤ活性的增加会导致细胞

伸长减少［３９４１］。长酥油草叶伸长区过氧化物酶活

性进行研究时也发现，过氧化物酶活性升高后细胞

停止伸长［４２］。试验表明玻璃化苗（１ｍｍｏｌ·Ｌ１）的

ＰＯＤ活性与正常苗无显著差异，玻璃化苗（４和

９ｍｍｏｌ·Ｌ１）的ＰＯＤ活性较正常苗高，说明外源

Ｈ２Ｏ２浓度梯度对湖北百合玻璃化苗ＰＯＤ活性存

在差异，随着外源 Ｈ２Ｏ２浓度的增高，ＰＯＤ活性逐

２２
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渐增高。推测高浓度处理组ＰＯＤ活性升高，氧化

分解降低ＩＡＡ含量，造成玻璃化苗的细胞伸长减

少，从而导致玻璃化苗生长缓慢和组织结构的畸

变、形态异常畸变。

ＣＡＴ可以催化过氧化氢氧化分解，使细胞避

免过氧化氢的毒害，是生物防御体系中重要

酶［４３］。本试验表明湖北百合玻璃化苗的ＣＡＴ活

性低于正常苗，说明外源 Ｈ２Ｏ２浓度会导致湖北

百合氧化损伤。ＭＤＡ含量是判定植物细胞膜的

受损程度的一个依据［４４］。试验表明湖北百合玻

璃化苗的 ＭＤＡ 含量较正常苗高，玻璃化苗的

ＭＤＡ含量高于正常苗，表明玻璃化苗的细胞膜

受到氧化损伤，这与吕敏等［１６］得到的研究结果一

致，且随着外源 Ｈ２Ｏ２浓度的增加细胞膜受损程

度越大。

４．３　玻璃化苗的气孔结构

与正常苗相比，玻璃化苗的气孔凹陷变形和

保卫细胞发育不完全与多数植物的玻璃化苗呈现

的结果一致［１８２０］。叶片的气孔开度与光合作用

和蒸腾作用有密切联系［４５］，试验表明玻璃化苗

（外源Ｈ２Ｏ２浓度４和９ｍｍｏｌ·Ｌ
１）与正常苗的气

孔开度存在差异，说明外源 Ｈ２Ｏ２会影响湖北百

合试管苗的生长发育。气孔是植物进行水分和气

体交换的重要媒介，气孔密度可以作为反映植物

对环境适应性的依据，气孔密度越大，对环境的适

应性越强［４６］。试验结果表明随着外源 Ｈ２Ｏ２浓度

的增加，外源 Ｈ２Ｏ２浓度４和９ｍｍｏｌ·Ｌ
１处理的

湖北百合玻璃化苗气孔密度与正常苗有显著差

异。试验中正常苗无气孔凹陷现象，说明气孔凹

陷是玻璃化苗的特有现象，在一定范围内，随着外

源Ｈ２Ｏ２浓度的增加，气孔凹陷率呈上升趋势。

本次试验仅对玻璃化苗与正常苗的气孔结构差异

做出初步分析，对于引起它们气孔结构差异的原

因还有待探究。

综上所述，外源 Ｈ２Ｏ２浓度会对湖北百合造

成玻璃化现象，且随着浓度的增加，玻璃化程度越

大；湖北百合正常苗与玻璃化苗的生理指标存在

差异，在不同浓度外源Ｈ２Ｏ２处理下，ＰＯＤ活性和

ＭＤＡ含量随外源 Ｈ２Ｏ２浓度的增加呈现上升趋

势；ＳＯＤ和ＣＡＴ活性随外源Ｈ２Ｏ２浓度的增加呈

现下降趋势；湖北百合玻璃化苗的气孔细胞发育

不完全，保卫细胞变形气孔凹陷。
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