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酸樱桃组培过程中产生玻璃化苗的影响因子 

高红兵，亓鑫，王欢，唐晓杰 (北华大学林学院，吉林吉林132013) 

摘要 以酸樱桃为研究材料，分析了酸樱桃组培过程中产生玻璃化苗的影响因子。结果表明：在影响酸樱桃组织培养苗玻璃化的4种 

因素中，蔗糖浓度、pH值、6-BA浓度的影响都达到了0．01水平显著，而琼脂浓度的影响不明显；影响程度的强弱次序为蔗糖浓度>pH值 

>外源6-BA浓度。 
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Factors Affecting Vitrification of Prunus~enlsli$Cultured in Vitro 

GAO Hong-bing et al (Forestry College of Beihua University，Jilin，Jilin 132013) 
Abstract Prun~ cerasus was selected to study山e factors causing vitrification．rI1le results indicated that山e SUCIOSe concentration，benzyladenine 

(BA)，and pH had the most significant effect on山e vitrification of尸hf，lzfs cera$u$．And the gradation of山e effect Was sucrose concentration>pH>6- 

BA．rI1le agar concentration had no remarkable effect． 

Key words Orthogonal experiment；Tissue culture；Vitritication；Prun~ ceros／／$ 

“玻璃化作用”这一概念是由德伯格等在 1981年首次提 

出的。所谓玻璃化(Vitrification)是指试管苗呈半透明水渍 

状，叶片脆弱易破碎，用于描述常规植物组培中那些呈水浸 

状的、半透明状的或玻璃状的器官组织_1 I3 J。关于组培苗玻 

璃化现象研究报道很多。许多报道指出，培养基中的细胞分 

裂素容易导致玻璃化_4—83。苏燕钿在香蕉组培试验中指出， 

DH值会影响香蕉组培苗的玻璃化率_9J。张燕玲等研究表 

明，蔗糖含量与满天星玻璃苗率呈0．01水平显著负相关_1 。 

韩美丽等认为，培养基中琼脂浓度对神灯白掌玻璃化苗的发 

生有一定的影响_1 。所以，影响组培苗玻璃化的因素很多， 

可能受单一因素或多个因素的影响。 

酸樱桃(Prunus cerasus)是蔷薇科李属的灌木或小乔木。 

酸樱桃原产于亚洲西部及黑海沿岸，其栽培品种主要在欧洲 

和北美洲，是一种生态适应性较广、利用价值高的经济树 

木_1 。酸樱桃果实富含蛋白质和钙、磷、铁、钾、锌、镁等矿物 

质，并含有维生素 A、BI、 、 、c等多种维生素以及大量纤 

维素和糖类，营养全面，酸甜爽口，具有很高的营养保健价 

值。该试验以酸樱桃为材料，利用正交试验原理，从影响组 

培苗玻璃化的多因素着手，设计一个四因素四水平的正交试 

验，对酸樱桃组培玻璃化进行研究，探讨酸樱桃组培苗玻璃 

化的主导因素，为组织培养中玻璃化苗的形成机理研究奠定 

理论基础。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 2OO6年4月 10日于北华大学林学院西校区 

花窖取酸樱桃 1 2年生枝条，进行水培催芽，20 d后将芽作 

为外植体培养。 

1．2 试验设计 以酸樱桃芽为接种材料，从诱导酸樱桃玻 

璃化现象发生的诸多因子中选取蔗糖浓度、琼脂浓度、DH 

值、6-BA浓度 4个因素，各试验因素设定4个水平(表 1)。根 

据表 1培养基配置共可设计 16个组合(表2)。 

1．3 接种、培养方法 取水培后酸樱桃枝条上的芽作为外 

植体，用自来水加洗洁精清洗材料，再用自来水冲洗。在超 
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净工作台上先用70％乙醇浸材料 10 s，再用0．1％HgC12表面 

消毒8 vain，消毒后用无菌水冲洗材料 5～6次。将芽接种在 

16种培养基上，每种培养基设 30个重复，分为 A、B 2个区 

组，每个区组 15瓶，共接种480瓶。培养温度为(25±2)℃， 

每天光照 10～12 h，光强 2000～2500lx。 

表1 因子水平 

注：A表示蔗糖浓度；B表示琼脂浓度；C表示 pH值；D表示 6．BA浓 

度。下表同。 

表2 (41)正交试验组合 

A B D A B D 
处理 C 处理 C 

L L mg／L L g／L mg／L 

① 2o 4 6．5 1．0 ⑨ 40 10 6．5 2．0 

② 20 6 5．5 1．5 ⑩ 40 8 5．5 3．0 

③ 2o 8 6．0 2．0 ⑩ 40 6 6．0 1．0 

④ 2o 1O 7．0 3．0 ⑥ 40 4 7．0 1．5 

⑤ 3o 8 6．5 1．5 ⑩ 50 6 6．5 3．0 

⑥ 3o 1O 5．5 1．0 ⑩ 50 4 5．5 2．0 

⑦ 30 4 6．0 3．0 ⑩ 50 10 6．0 1．5 

⑧ 30 6 7．0 2．0 ⑩ 50 8 7．0 1．0 

2 结果与分析 

2．1 综合效应 从4月25日接种到5月 16日，组培苗都存 

在染菌情况，但各处理的2个区组间的染菌情况差别不明 

显。截止5月 16日，各处理的2个区组接种瓶数都稳定在 10 

瓶左右。5月 16—19日各处理均开始出现不同程度玻璃化， 

5月20—31日玻璃化苗大量出现，6月 10日之后未出现玻璃 

化苗，玻璃化苗统计截至日期为6月 10日。 

表3表明，经过45 d的培养，处理②的2个区组中玻璃 

化率最高，分别达到88．9％和77_8％；处理⑥、⑩的2个区组 

中玻璃化率最低，不超过 13％；大多数处理的区组玻璃化率 

为 30％ ～45％。 

表4表明，4种因子对酸樱桃组培苗玻璃化率影响效应 
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依次是蔗糖浓度 >pH值 >6-BA浓度>琼脂浓度。其中，前 

3种因素对酸樱桃组培苗玻璃化率的影响都达到0．01水平显 

著，而琼脂浓度对酸樱桃组培苗玻璃化率的影响不明显。 

表3 酸樱桃组培苗玻璃化率及其反正弦值 

处理 面 丽  

变异来源 Ss 彻； F Fo．∞ Fo 01 

注：**表不差异0．Ol水平显著。 

2．2 蔗糖浓度对酸樱桃组培苗玻璃化的影响 表5表明，20 

和30 L蔗糖对酸樱桃组培苗玻璃化的影响 0．O1水平显 

著，而30和4o L蔗糖对酸核组培苗玻璃化影响不明显。 

张燕玲等研究表明，蔗糖含量与丝石竹玻璃苗率呈0．O1 

水平显著负相关，在含蔗糖 20 L的培养基中玻璃苗率为 

100％，含蔗糖 60 L的培养基中玻璃苗率则降至70％_9J。 

这一结果与该试验结果一致。作为组织培养中的碳源，蔗糖 

对细胞的碳结构和渗透势都有很大的影响。蔗糖浓度引起 

玻璃化现象的原因：①由于培养基中含碳量低，细胞结构的 

建成受到影响，造成组培苗干物质积累少，从而引起了玻璃 

化现象；②蔗糖浓度会影响培养基水势，低浓度蔗糖导致培 

养基水势升高，植物组织吸水过多易出现玻璃化现象。 

表5 不同蔗糖浓度下酸樱桃组培苗玻璃化率的差异显著性 

2．3 6-BA浓度对酸樱桃组培苗玻璃化的影响 表 6表明， 

3．0和2．0mg／L 6-BA对酸樱桃组培苗玻璃化的影响0．01水 

平显著，1．0和 1．5 L 6-BA对酸樱桃组培苗玻璃化影响不 

明显。 

一 般认为，随着6-BA浓度的升高，组培苗的玻璃化率也 

明显升高O该试验也验证了这一结论。在试验中3．0mg／L 

6-BA对酸樱桃组培苗的玻璃化影响明显高于 6-BA浓度为 

1．0、1．5、2．0mg／L的 3个处理。 

表6 不同6-BA浓度下酸樱桃组培苗玻璃化率的差异显著性 

2．4 pH值对酸樱桃组培苗玻璃化的影响 表7表明，DH值 

6．5和6．0处理对酸樱桃组培苗玻璃化影响0．0l水平显著，pH 

值 5．5和7．0处理对酸樱桃组培苗的玻璃化影响不明显。 

苏燕钿在香蕉组培试验中得出 DH值在5．5—5．8范围 

内较适宜，随着 pH值的升高组培苗的玻璃化率也升高【8j。 

试验表明，当pH值达到 6．5时，玻璃化率显著性高于 pH值 

5．5和 6．0，说明 pH值对诱导产生玻璃化苗具有重要作用； 

当pH值达到7．0时，玻璃化率显著性反而下降，原因是此 

时酸樱桃组培苗体内酶的活性及其生长都受到了很大影 

响，表现出生长缓慢特征。 

表7 不同pH值下酸樱桃组培苗玻璃化率的差异显著性 

3 结论与讨论 

研究表明，在4种因素对酸樱桃组培苗玻璃化的影响 

程度上，蔗糖浓度、DH值、6一BA浓度的影响都达到了0．01水 

平显著，而琼脂浓度对组培苗玻璃化的影响不明显。其中， 

蔗糖浓度、pH值、6一BA浓度这 3个因素的作用强弱依次为 

蔗糖浓度>pH值 >6-BA浓度。研究还表明，蔗糖浓度为20 

和3O L的处理对酸樱桃组培苗的玻璃化影响0．01水平 

显著；6．BA浓度为3．0和2．0 L的处理对酸樱桃组培苗 

的玻璃化影响0．01水平显著；pH 6．5、6．0的处理对酸樱桃 

组培苗的玻璃化影响0．01水平显著。由此可见，酸樱桃组 

培苗玻璃化现象受多因素的影响，并不是由某一单因素决 

定。所以，在今后的组培工作中，应合理控制各因素水平， 

以达到降低玻璃化率的目的。 
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屯市的部分生态型按采集地点的远近又分为两小类，亲缘关 

系相近；而黑龙江省东部地区虎林市的杂草稻与吉林省东部 

的墩化、安图杂草稻亲缘关系相近。 

吉林的2个杂草稻品种聚为一小类说明遗传距离较近； 

黑、内的部分品种按采集地点的远近而又分为两小类；说明 

了亲缘关系的远近。 

从遗传距离和聚类图的结果表明，15个材料间遗传距离 

在0．028 0．694，说明遗传差异较小，亲缘关系较近。 

3 讨论 

(1)研究利用 RAPD技术对我国东北地区杂草稻以及栽 

培稻品种进行分析，在 DNA水平上探讨了东北杂草稻的来源 

问题，为我国杂草稻的研究和利用提供了一定的分子水平的 

证据。RAPD结果也表明，形态相似、地理分布相同或相近的 

物种聚类在一起。以遗传距离 0．5为分界点将供试的 15份 

材料分为三大类：第 1类为杂草稻；第 2类为普通粳稻生态型 

10号和 14号；第 3类为普通粳稻长粒型品种五优稻 15号。 

(2)在我国辽宁省也对其境内的杂草稻做过 RAPD以及 

SSR分析，结论为杂草稻的多样性较低但群体间特别是地区 

间分化较大，优以丹东与沈阳两地之间的分化最为明显；此 

外韩国Suh等对来自世界各地的 152份杂草稻样品进行了14 

个同工酶位点分析，并且对其中 24个样品的 EST-IO位点、6 

个RAPD位点、1个叶绿体的ORF．100位点进行了分析，结果 

说明杂草稻存在粳型与籼型的分化。这一结论也被美国 

Vaughan等利用德克萨斯州、密西西比州、阿肯色州、路易斯 

安那州等4个州的杂草稻通过微卫星分子标记(SsR)研究得 

到证实。试验通过对东北地区杂草稻 RAPD分析，详尽地得 

出东北地区杂草稻与栽培稻之间的亲缘关系。此外，在试验 

期间，找到了引物 s 67在分子片段为500 bp左右可以将辽宁 

省的两个杂草稻与其他生态型杂草稻、普通稻区分开；以及 

引物s 83可以在碱基片段小于564 bp的位置将 13个杂草稻 

按采集地区分；用引物 s 85可以在大小片段为2322 bp处区 

分杂草稻与普通水稻。 

(3)杂草稻的来源及防除问题仍是当今世界研究的主 

流，但对杂草稻的利用和开发报道较少。由于杂草稻经过长 

期的自然选择，适应性和抗逆性较强，如耐旱、耐淹、耐盐碱、 
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抗病虫等，有待于鉴定利用和开发。试验的RAPD结果也说 

明了东北杂草稻与栽培稻之间存在一定的特异性基因，这些 

特异性基因是否与杂草稻的外观形态以及抗逆性、落粒性、 

休眠性等一些生物学特性相关，仍需深入研究，目前笔者正 

对其盐碱抗性进行试验，其部分结果已表现出杂草稻的抗性 

突出。 

(4)东北稻区自然生存多态性杂草稻(we~ay rice)。据文 

献记载和实地考察，1994年之前松花江灌区已经有了杂草 

稻，在灾害年可以把杂草稻为食。一些地方把杂草稻又称 

“假稻”、“赤稻”、“疯稻”等，有些研究人员为了便于区别南方 

杂草稻把北方杂草稻通称为“落粒粳”，说明杂草稻在东北地 

区繁衍的历史已超过 50多年。由于东北地区还没有野生稻 

的历史，排除在当地野生稻与栽培稻种间自然异交产生杂草 

稻的可能性。是否东北地区有杂草稻(返祖变异)或是否通 

过引种(特别是南方加代繁育)从籼稻种植区域传播过来等 

问题，有望通过南北方不同生态型杂草稻资源的DNA指纹和 

遗传距离分析得到正确的答案。 
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