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甜瓜试管苗继代培养玻璃化现象的研究 

戴园园 ，孙永林 ，周晓阳 
(1．北京林业大学生物学院；2．北京林业大学理学院，北京 100083) 

摘 要：试管苗玻璃化现象是甜瓜组织基因转化过程中试管苗继代培养过程中的一大障碍，采用在培养基中提高 

糖和琼脂的浓度，添加适 '-3的钙 离子，细胞分裂素6-BA含量不超过0．2mg／I ，生长素 IAA用量控制在 0．5mg／L，适 

当的光，光照强度和温度对克服甜瓜玻璃苗玻璃化现象有明显的效果。 
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通过组织培养可以进行快速繁殖 ，近几年国内外 

的一些优质甜瓜品种更是倍受青睐，通过植物组织培 

养技术进行离体快繁，可以大量生产甜瓜苗，对推动优 

质甜瓜生产发展具有积极意义。但是目前已经发现在 

植物进行组织培养时都可能出现玻璃化现象。所谓试 

管苗玻璃化现象是指试管苗呈半透明状，外观状态往 

往异常的现象，虽然试管苗玻璃化偶尔可在延长培养 

期间 回 复 正 常 ’ ，继 代 培 养 中 仍 然 形 成 玻 璃 

苗I2’ ]，且玻璃苗的分化能力低下 ，难以增殖，也难以 

发根成苗 · 。由于玻璃苗的生理功能异常，故也 

难以移栽成活。因此，玻璃苗 的出现对于利用组织培 

养技术进行甜瓜快速繁殖是不利的。笔者针对甜瓜试 

管苗与培养环境的关系，对甜瓜试管苗玻璃化现象的 

成因及防止方法进行了探讨。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

甜瓜品种为“特大十八里香”，以其种子为材料。 

1．2 方法 

采用 MS为基本培养基，在 MS培养基中添加细胞 

分裂素 6一苄基 氨基 嘌呤，生长素 吲哚 乙酸，蔗糖，琼 

脂等。 

培养条件为：pH值为5．8，温度25℃，光照40001x， 

光照时间为 10h。 

2 结果与分析 

2．1 激素对甜瓜试管苗玻璃化的影响 

在 MS培养基上添加 6一BA、IAA等，基本培养基 

MS+Su 30g／L+Ag 5g／L+6一BA 4～7mg／L+IAA 0．25 

～ 0．50mg／L，每个培养皿接切碎的子叶 17块 ，每个处 

理接种 15皿 ，调查其中的 10皿，结果列于表 1、表 2。 

48 

收稿日期：2007—09—17；修回日期：2007—10—26 

实验结果表 明：(1)甜瓜试管苗玻璃化现象发生 

的比例随6-BA浓度的增加而增加。(2)从诱导率 、生 

长势及玻璃化现象的发生等综合因子分析，每升培养 

基 中添加0．2mg6-BA较为适宜。(3)生长素 IAA的用 

量虽然对玻璃化现象影响不大，但对试管苗的诱导率、 

生长势影响较 大，每升培 养基 中添加 0．50mg比较 

适宜 

表 1 6-BA用量对甜瓜试管苗玻璃化的影响 

Table 1 Effect of 6一BA on vitrification of melon tissue culture 

表2 IAA用量对甜瓜试管苗玻璃化的影响 

Table 2 Effect of IAA on vitrification of melon tissue culture 

2．2 钙离子浓度对甜瓜试管苗玻璃化的影响 

基本培养基为 MS+Su 30g／L+Ag 5g／L+6一BA 

0．2mg／L+IAA 0．50mg／L，在白炽灯光源且 日照强度 

为 3000～40001x的条件下，且每天照光 10h，添加不同 

浓度的钙离 子，调查甜瓜试管 玻璃化 现象，结果 如 

表 3。 

调查表明：(1)甜瓜试管玻璃苗发生 的频率随着 

钙离子浓度的增加而减少。(2)甜瓜试管苗的诱导率 

随着钙离子浓度的提高而降低，长势也减弱。 

所以，在保证试管苗正常生长的情况下 ，添加钙离 

子的浓度不超过 3．5916mmol／L。 
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表3 钙离子浓度对甜瓜试管苗玻璃化的影响 

Table 3 Effect of Ca concentration on vitrification 

of melon tissue culture 

2．3 蔗糖浓度 和琼脂浓度对 甜瓜试 管苗玻璃化的 

影响 

基本培养基为 MS+6-BA 0．2mg／L+IAA 0．5mg／ 

L，在培养基中添加糖作为碳素来源 ，为细胞的呼吸代 

谢提供食物与能源 ，并维持一定的渗透势 ，蔗糖浓度分 

别是 25、30、35g／L，琼脂浓度分别是 4、5、6g／L，结果列 

于表4。 

表 4 蔗糖和琼脂浓度对甜瓜试管苗玻璃化的影响 

Table 4 Effect of concentration of surcose and agarose 

on melon tissue culture 

试验结果表明： (1)试管玻璃苗发生的频率随 

蔗糖用量的增加而显著降低 ，生长势则随蔗糖用量的 

增加而增强。 (2)甜瓜试管苗玻璃化发生的频率随 

琼脂用量的增加而降低，生长势随琼脂用量的增加而 

增强。究其原因，琼脂用量低则培养基水势过高。培 

养器皿内空气湿度大，导致试管苗水渍逆境中，因而 

产生玻璃化现象，因此在培养基中加大琼脂用量减少 

培养基水势，减少培养器皿内空气湿度有利于克服玻 

璃化现象。 

2．4 光和光照强度对甜瓜试管苗玻璃化的影响 

基本培养基为 MS+Su 30g／L+Ag 5g／L+6-BA 

5mg／L+IAA 0．50mg／I ，用不同颜色的光 、光照强度处 

理。光分别为白光和蓝光，光照强度分别为 20001x和 

40001x，结果列与表 5。 

表5 光照和光色对甜瓜试管苗玻璃化的影响 

Table 5 Effect of density and color of light on melon tissue culture 

实验结果表明：(1)不同的光和光强度对玻璃苗 

的发生都有影响。(2)在蓝光下，玻璃苗的发生较为 

严重。(3)在白色光源照射下，玻璃苗的发生相对较 

少，且随着光照强度的增加 ，玻璃苗发生的几率变小。 

2．5 温度对甜瓜试管苗玻璃化的影响 。 

基本培养基 为 MS+su 30g／L+Ag 5g／L+6-BA 

5mg／L+IAA 0．50mg／L，用不同的温度处理。结果列 

与表 6。 

表6 温度对甜瓜试管苗玻璃化的影响 

Table 6 Effect of temperature on melon tissue culture 

实验结果表明，高温有利用于甜瓜试管苗玻璃化 

的产生。 

3 小结 

影响试管苗玻璃化现象的原因很多，本研究主要 

比较 了以植物幼苗为外植体来源时，不同培养基质的 

激素含量、钙离子浓度 、琼脂和蔗糖的含量以及光和温 

度对玻璃苗产生的影响。结果表明：玻璃苗产生的几 

率与激素含量关系很大 ，激素浓度越高，产生的几率就 

越大。玻璃苗产生的几率随着钙离子浓度 、蔗糖用量、 

琼脂用量的增加而降低，有色光和较高的温度有利于 

试管苗的产生。 

所以，为了防止试管苗玻璃化的产生，在甜瓜转基 

因和植株再生的过程 中，用最适宜的培养基 MS+Su 

30g／L+Ag 5g／L+6-BA 5mg／L+IAA 0．50mg／L，添力Ⅱ 

的钙离子浓度不超过 3．5916 mmol／L，在白帜灯每天照 

射 lOh，40001x的光照条件下 ，可防止甜瓜苗玻璃化的 

产生，从而得到正常的转基因植物。 
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Expression，purification and PEGylation of recombinant human 

granulocyte colony-stimulating factor 
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Abstract：Recombinant human granulocyte colony—stimulating factor(rhG—CSF)expressed in Escherichia coli in form of inclu· 

sion body was modified by monomethoxy polythylene glycol(mPEG20k—NHS)after denaturation，renaturation and purification． 

The modified rhG—CSF(PEG20k—rhG—CSF)was obtained by purification of modified product．Compared with unmodified rhG—CSF， 

the modified rhG—CSF had 20％ biologic activity of unmodified rhG—CSF in vitro，but it had significantly prolonged action time in 

vivo with obviously elevating pharmacodynamics． 
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Research on vitrification of melon tissue culture 

DAI Yuan—yuan ，SUN Yong—lin ，ZHOU Xiao．yang 

(1．College of Biological Sciences and Biotechnolegy；2．College of Sciences。Beijing Forestry 

University，Beijing 1 00083，China) 

Abstract：Vitrification of shoot regeneration in vitro is a big barrier of keeping culture in melon gene transferm ation．By in— 

creasing density of sugar and agar in media，adding suitable calcium ion，keeping the density of indble一3一acetic acid not exceeding 

0．5 mg／L．the obvious e热ect on the vitrification of shoots regenerated in vitro was obtained． 
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