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四倍体刺槐试管苗玻璃化研究 

任建武 (北京林业大学生物学院，北京10o083) 

摘要 [目的]探索批量组培快繁中的玻璃化的防止方法。[方法]以四倍体刺槐为材料，通过大量规范化系统试验研究试管苗玻璃化 

的影响因子。[结果]硝态氮与氨态氮处理间差异不显著。培养基中加入水解乳蛋白后玻璃苗减少，但污染率一直很高。棉塞、纱布封 

口对减少玻璃苗有明显作用。使用KT时玻璃化有所减轻，但繁殖系数只有 1．5；使用6-BA时玻璃化苗比例较高，但未发生玻璃化的瓶 

苗繁殖系数高于3．5。蔗糖和琼脂浓度都可以改变玻璃化频率，其中蔗糖的作用更为明显，但它降低了生长速度。减少玻璃化的温度和 
光照的最佳组合是温度 23℃，光照时间 14 h／d。[结论]该研究为防止四倍体刺槐试管苗的玻璃化提供了一些可行的措施。 

关键词 刺槐 ：玻璃化；组织培养 
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St,lay 011 the Vitrification ofTube-Cultm~ seeclrl,~ of Tetn~olay Blacklocust 

REN J~an-wu (College of Biological Sciences and Bioteclmology，Boij~ Forestry University，Boijing 100083) 

Abs嘣 lObjective]qhe ptll~se of the study was to explore the methods preventing the vitrification in the ba【ch tissue culture of rapid propagation． 

[Method]With tetraploidy Black locust as rmterial，the factors influencing the vitrification oftube-cultured seedlings were studied a lot of stan— 

dardized and systenkatie experiments．[Result]The difference betweentreatmentswith nitrateand aminonitrogenwas riot significant．After hydrolyticlac— 
talbumin was added into media，the vitrified seedli“gs reduced ，but the contamination rate was always very high．Sealing wi th cotton ping and gauze had 

significant effects on reducing vitrified ~ mngs．When KT Was used，the vitrification was lightened to some extent，but the propagation coefficient was 

0nly1．5．When 6-BA was used，tho~ch the proportion of vitrified seedli”轳 Was higher，the propagation coefficients of non-vitrified tube-cultured 

~ ings were higherthan 3．5．Both sucroseand a arconcn．could change vitrifyingfrequency，amongthem the effect of sucrosewas nlore significant， 

but it reduced growth velocity．The best combination often~ mture and light for reducing vitrification was temperature of23℃ and light time of14 h／d． 

【ConclusionJ The study providedsome feasible nleasul'esfor preventingthe vitrification oftube-cultured seedliI1鼬oftetraploidy Blacklocust． 
Key words Black locust；Vitrification；Tissue culture 

刺槐(Robirdapse~ acia L．)别名洋槐(Black locust)，为 

蝶形花科(Papilionatae)落叶乔木，分布范围北纬35。～43。。四 

倍体刺槐是将普通刺槐染色体组经过加倍而获得的新类型， 

表现为生长更迅速，抗旱、耐寒能力更强。北京林业大学良 

种繁育研究中心于 1997年 4月从国外引进5个四倍体刺槐 

无性系。通过试验表明，四倍体刺槐可忍耐 一34℃的低温， 

在年降水量 200 mm的地区能够生存 ，土壤极度干旱连续 40 d 

的情况下也不会死亡，对天牛具有一定的抗性，光肩星天牛 

和黄斑天牛均难以对其构成威胁。 

玻璃化(Vitrification)[“，Hussey在培养唐菖蒲和葱时L2J， 

将该现象描述为“水浸”，Debergh等(1981)首先进行系统研究 

并提出玻璃化概念，此后在植物组织培养中，玻璃化现象在 

苹果属、李属以及康乃馨等几十种植物的组培中都有报道， 

玻璃化发生的原因和防止措施逐渐受到较多的注意和研究。 

卜学贤 3j、梁海曼 4j、等对玻璃化现象的发生机理进行了较 

为全面的研究。近年来在瑞香【 、苹果E6J、康乃馨【’J等植物 

材料上的玻璃化研究也有报道，但至今其机理仍未完全研究 

清楚。由于四倍体刺槐引种数量较少，前期繁殖手段以组织 

培养为佳。在组培繁殖过程中，部分无性系发生玻璃化现 

象，经过大量试验，该问题得到解决，其研究思路和方法对大 

规模组培工厂化育苗有一定指导意义。 

1 材料与方法 

1．1 材料 供试材料为引进 的饲料型四倍体刺槐_8 

(Robinia pse~ a Tetraploid locust)。 

1．2 方法 将引进的饲料型四倍体刺槐种条嫁接于普通刺 

槐上，待其发芽后取顶芽及带芽茎段，接种于培养基：MS+ 
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6-BA 0．25 mg／L+NAA 0．05 mg／L上；启动后转接于分化培养 

基：Ms+6-BA 0．50 mg／L+NAA 0．1 mg／L。试管苗分别在北 

京和河南省洛阳扩繁。针对大量发生的玻璃化现象，通过改 

变环境条件以及培养基配方，进行严格系统的对比试验。该 

试验开始于 1998年5月，1999年 3月结束，根据现有植物组 

织培养中有关玻璃化方面的资料，取若干因子作为试验观察 

和统计对象进行试验设计，对试验结果统计分析，以便发现 

与玻璃化相关的因子。 

2 结果与分析 

2．1 硝态氮和氨态氮对玻璃苗发生频率的影响 培养基配 

方：①Ms+6-BA 0．3 ms／L(单位下同)+NAA 0．1；② 大量 

+MS其他 +6-BA 0．3+NAA 0．1。以上两个配方中，糖 30 

L，琼脂5 g／L，pH 6．0，培养温度(25 4-1)℃，光照 12 h／d，光 

照强度2 000 lx(~N无特殊说明，该文以下皆同)。试验为完全 

随机区组设计，设 2处理，5区组。每个小区均为30瓶，转接 

30 d后记录发生玻璃化瓶数(下文同)。 

其中，N6培养基中，KNOs 2 830 mg／L，(NH4)2SO4 463 

mg／L；MS培养基中，KNo3 1 900 mg／L，NI-hNOs 1 650 mg／L。 

试验结果经方差分析表明，处理间差异不显著。因此在 

培养基中的供氮形态上改变氨态氮和硝态氮的比例，并不影 

响多倍体刺槐玻璃苗的发生频率。 

2．2 水解乳蛋白(LIt)对玻璃化苗及污染率的影响 完全随 

机区组设计，设 4种不同的培养基配方：①MS +6-BA 0．3+ 

NAA 0．1，②MS +6-BA 0．3+NAA 0．1+LH 300，③MS+6-BA 

0．3+NAA 0．1+LH 300+青霉素 10万单位／L，④MS+6-BA 

0．3+NAA 0．1+青霉素10万单位／L。3次重复。 

由表 1可知，培养基中加入水解乳蛋白后玻璃苗减少， 

但同时发现污染率居高不下。分析认为，由于经过多代继代 

培养，部分试管苗本身带菌，加入水解乳蛋白后，特别适合细 

菌生长，致使原先不易观察到的细菌得以滋生蔓延。调查发 
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现，许多瓶中有黄色菌落细菌繁殖速度并不快，经过污染的 

苗生长缓慢，分化率也低。加入青霉素岳污染问题得到有效 

遏止，而玻璃化现象又迅速增多 似乎生长速度与玻璃化现 

象有某种联系，有待于进一步探讨 

表 1 水解乳蛋白对玻璃化苗及污染率的影响 

rB由k 1 Effects 0fhydrolyticlactalbumin 0n~trified shoots and contami- 

nation rate 

配方 玻璃化苗 污染苗 

区组II Bl0cklI 面葡丽r丽  堕望ul旦! 
玻璃化苗 污染苗 

Pr crioti∞ Ⅵ ned C0『1laIr五naled Vitfified C0nt 血 ed Vitnfied 

受 臣 ! ．f 墅 ! i ! l1距 ! 

① 24 0 25 1 25 

② 11 11 l4 9 l3 

③ 22 2 23 3 23 

④ 21 0 25 0 25 

Contarrfin~ed 

! 墅 

O 

8 

O 

l 

2．3 封口材料对玻璃化苗发生频率的影响 完全随机区组 

设计，设4种处理：A，棉塞、外罩羊皮纸一层；B，封口膜；C，双 

层塑料膜；D，纱布八层、外罩羊皮纸；另设对照(CK)为双层羊 

皮纸，中间隔一层塑料膜。3次重复。由试验结果可知，处理 

A、B、c、D、CK的玻璃化苗瓶数分别为 17．3、2I)．3、28．3、18．0 

和 23．7瓶(均为 3次重复平均值)：其中处理 A与 D表现最 

好，且差异不显著；处理A与 B差异显著，与处理 C、CK差异 

极显著；处理 c表现最差，与其他处理均差异极显著。由此 

可见，棉塞(A)、纱布(D)封口对减少玻璃化苗有明显作用。 

其作用的实质就是改善了培养容器的透气性。 

2．4 细胞分裂素对玻璃化苗发生频率的影响 设 3种配 

方：①MS+KT 0．5+6-BA 0．1+NAA 0．1； MS+KT 0．5+ 

NAA 0．1；③MS+6-BA 0．3+NAA 0．1。结果认为，采用不同 

的细胞分裂素，玻璃化现象差异显著，亦即使用 KT时玻璃化 

有所减轻，而且试管苗基部愈伤组织很少，不足的是，繁殖系 

数只有 1．5；使用6-BA玻璃化苗比例较高，同时愈伤组织较 

大，但其中未发生玻璃化的瓶苗繁殖系数高于3．5，生长速度 

也较快，组织较幼嫩，操作时易剪切。 

2．5 琼脂和糖对玻璃化苗发生频率的影响 设4种配方： 

①M_s+6_BA 0．3+NAA 0．1+糖 5O L+琼脂5．0 g／L；②MS 

十6_BA 0．3+NAA 0．1+常言30 L+琼脂 6．5 g／L；③MS+ 

6．BA 0．3+NAA 0．1+糖5O L+琼脂 6．5 L；④Ms+6一BA 

0．3+NAA 0．1+糖30 L+琼脂5．0 g／L。试验结果得，各配 

方①、②、③、①的玻璃化苗分别为7．7、l2．3、3．7和 24．3瓶 

(均为3次重复平均值)。方差分析表明，各配方间差异极显 

著，其中配方③效果最好，配方①其次，效果最差的为配方 

④，由此可知，蔗糖和琼脂浓度都可改变玻璃化频率，其中蔗 

糖的作用更为明显。然而，试验中看到，蔗糖和琼脂浓度提 

高时，试管苗生长速度变得极缓慢，而且提高蔗糖浓度，这种 

趋势尤为明显，例如：配方③中的试管苗转接60 d只生长了 

0．4 cm，而一般情况下，生长量达 6．9 cm 

2．6 光照时间、温度对玻璃化苗发生频率的影响 将光照 

时间和温度分为 8 h(L )、12 h( )、14 h(k)三个水平；培养温 

度分为l8℃(T )、22℃(T2)、25 qC( )、29℃( )四个水平。 

二因素完全随机区组试验不同光照时间、温度试验，结果见 

表 2 

表2 光照时间、温度对玻璃化苗发生频率的影晌 

Table 2 Eff ects 0f mmr／unafion time and tclllperatlll~on  ooD．．1lrlf~llce f - 

quen~ 0f~trified se~Ungs 

方差分析表明，温度和光照时间对玻璃化都有一定影 

响，但并未达到极显著水平，而此二者的交互作用达到极显 

著水平。表现为：在一定范围内，温度越高玻璃化越严重，低 

于一定温度，如25 cIC，则玻璃化有减小的趋势，对刺槐来说， 

其最适宜的培养温度为23℃；光照时间越长，玻璃化程度越 

轻，这一点与刺槐原产于北温带而且喜光相吻合。温度与光 

照时间的交互作用要比其各自单一因子对玻璃化的影响大， 

亦即特定的温度与光照时间组合对多倍体刺槐试管苗玻璃 

化的作用极其显著，减少玻璃化的最佳组合是(kT2)：温度 

23℃，光照时间 14 h／d。 

3 讨论 

玻璃化现象为植物组织培养过程中所特有的现象，到目 

前为止还没有关于自然界发生玻璃化现象的报道。我们的 

研究及其他许多相关研究表明，玻璃苗是在试管内培养植物 

的产物，是人工提供的培养基和培养条件不完全符合培养物 

固有要求的结果。然而不同植物甚至同一植物的不同发育 

阶段的需求各不相同，因此玻璃化现象实质是处于异养状态 

下的试管苗因其易于受环境条件影响而在环境条件与其自 

身生长需求不相吻合时产生的异常生理反应。该试验发现， 

玻璃化均发生于炎热的夏季，多倍体刺槐正受到玻璃化的严 

重危害时，同一培养室中的绿帝 王蔓绿绒(Pglodendron 

spp．)、绿巨人(5p f啪 ／zD 6 肌 CV．)、火鹤(A~hur／um 

scherzen~ )等植物生机盎然。因此，在组织培养中，不同植 

物的特殊性应该受到密切关注。 

另外，大规模的生产型组培室与用于科研的小型组培室 

在管理方法和操作技术方面有很大不同，最突出的一点就是 

培养室面积越大，其温度、光照等环境指标的稳定性、均一性 

的控制难度愈大，特别是在高温季节，又使这种状况更趋恶 

化，所以多倍体刺槐组培苗玻璃化肆虐的成因实质就是高 

温、弱光照以及二者的交互作用。 

根据该试验，在发生玻璃化时，可采取以下措施以缓解 

或防止其危害性。①增加光照，特别是对喜光植物尤其重 

要；②注意琼脂质量及相应的用量；③变换封口材料、改善培 

养容器的透气性；④用 KT替代gBA；⑤降低培养基水势。如 
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0．丫射线辐照对云烟 87烟苗某些生理抗性指标的影响 

罗以贵，强继业 ，闫芳芳，刘芮 (云南农业大学烟草学院，云南昆明650201) 

摘要 [目的]探讨了7一射线作为提高烟苗抗逆、抗病性手段的可行性。[方法]以云烟盯漂浮苗为供试材料，研究了 Co-7射线辐射剂 

量处理(2o、40、60、80、100、150、200Gy)对烟苗某些生理抗性指标的影响。I结果 l云烟盯烟苗的超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶 

(POD)、过氧化氢酶(CAT)活性随辐射剂量的增加而升高；6OCo-)'射线辐射剂量小于 40Gv的处理不会对烟苗造成伤害，但提高烟苗抗性 

的效果不显著；大于100 Gv的辐射处理会造成云烟87苗有害物质增加；60 Gy是最佳的辐射处理剂量，丙二醛(MDA)含量比对照降低了 

40．77％，SOD活性比对照提高了5．13％，POD活性是对照的 1．43倍，CAT活性是对照的 1．24倍。I结论 j云烟 87的最佳辐射剂量为 60 

Gv，可降低烟苗有害物质含量，提高各保护性酶活性，增强烟苗的抗逆性和抗病性。 
关键词 云烟 87；烟苗；6OC【卜7；几种保护性酶；MDA含量 
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Effects of叫Co-'／Ray Irradiation on  Son le Physiology Resistance hld既es of Yunyan87 Tobacco Seedling 

I Uo Yi-gui et al (Tobacco College of Yunnml Agricultural University， ， 1)． Ktmming Yunnan 65020 

Abstract 【Objective]rn1e 0bjective ofthe research w0s to explore the feasibility-ofTaking 7 my as way for increasing stress resistance and disease re— 

slstance of tobacco seedling．【Method J With Yun)’all 87 floating seedlings as tested material，the effects of Co-7 ray irradiation (20，40，60，80， 

10o，15o，200 Gv)on sonle physiology resistance indexes ofYunyan 87 tobacco seedling were studied．【Result J 1he activity-ofs0D，PoD and C盯 was in— 
creased alongwiththeincrenxent ofirradiation dosage．rn1eirradiation dosage oflowerthan 40 GyWas not harmforthetobacco seedling，butit had no obvi— 

OIlS effect onthe resistance oftobacco seedling．Tiae irradiation dosage ofinore than 10o Gv could C~fllSe the increase of harmful material in tobacco 

seedling．60 Gy was the optinnam hvadiation dose，by which，comforted with CK，MDA content WaS decreased bY 40 ．77％，S0D activitv Was increased by 

5．13％，廿忙activities of POD{md C were increased by 1．43 and 1．24 times resp．【G)nclusion I rI11e optimum irradiation d0se for Yunyan 87 Was 60 

Gy，which could decrease Mmfful ma terial in tobacco seedling，incIeas~the activities of various protective elLzymes and enhance stress resistance and dis— 

ease resistan ce of tobacco seedling 

Key words Yunvan 87；％bacco seedIing；6o Co-)'；Some protective enzymes；MDA COntent 

自从 l9世纪发现天然放射性物质以来，核辐射的生物 

学效应引起了科学家们极大的关注，辐射技术应用的研究也 

取得了长足的进展。70世纪50年代，国外已开展了电离辐 

射对植物体内酶系统影响的研究，我国在这方面做了很多努 

力_1j。目前，辐射技术在农业科学研究方面取得了其他方法 

无法代替的作用。该试验通过对 y-射线引起云烟87漂浮苗 

体内几种保护性酶及丙二醛含量变化的研究，从生理学角度 

探讨了y一射线的作用机理及其作为提高烟苗抗逆、抗病性手 

段的可行性，为今后的研究提供参考。 

1 材料与方法 

1．1 材料 供试品种为云烟87漂浮苗壮苗，苗龄70 d。 

1．2 辐射处理方法 在云南辐射应用中心用锄Co一7射线进 

行辐射处理，剂量分别为 20、40、60、81)、100、150、200 Cv，并设 

对照株(未照射)，4次重复。 

1．3 测定指标 测定辐照后烟苗中多酚氧化酶(PrO)、超氧 

化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶(POD)活 

性及丙二醛(MI)A)含量的变化。 

1．4 测定方法 MDA含量测定采用硫代巴比妥酸(1]BA)法； 

PPO 活性测定采用比色法；SOD活性测定采用氮蓝四唑法； 

POD活性测定采用愈创木酚法；CAT 活性测定采用紫外吸收 

法～ 一 。 

2 结果与分析 

云烟 87苗经20～8o Gv剂量的锄Co-7射线辐照后有害 

物质 MDA含量降低 ，其中以 6o Gv处理降低的最多，比对照 

降低了40．77％，l00—200 Gy辐照的烟苗 MDA含量增加，其 

中 150 Gy处理增加最多，是对照的 1．15倍。方差分析表明。 

150和200 Gy处理的MDA含量间差异不显著，其他各处理间 

均存在极显著差异。研究表明，大于 100 Gy(包括 100 Gy)剂 

表 1 云烟昕 烟苗经 Co-"／射线辐照后抗性指标变化 

"lithe 1 Changl~ofphysiologicalindic~sin seed~ gof tobaccoYtmyan 87 after Co-'／irradiation 

作者简介 罗以贵(1969一)，男，云南镇雄人，讲师，从事作物遗传育种 

研究。*通讯作者 

收稿日期 2OO8．02．25 

量的印Co-7射线辐射会对烟苗造成伤害。PPO活性除了40 

Gv处理极显著高于对照外，其他各处理与对照相比均极显 

著减小，其中150和200 Gv减少的较多，其活性仅为对照的 
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