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高浓度6-BA诱导酸樱桃苗的玻璃化苗内源激素含量变化 

高红兵，唐晓杰，孟庆繁 

(北华大学林学院，吉林 吉林市，132013) 

摘要：研究了培养基中不同浓度6-BA对酸樱桃组培苗玻璃化率及内源激素含量的影响，利用酶联免疫吸附分析法 

测定正常苗与玻璃化苗愈伤组织和芽中I从 、GA，和ZR含量。结果表明：高浓度6-BA导致组培苗玻璃化，当培养 

基中6-BA浓度为0．5 nag·L 时，组培苗未出现玻璃化苗；当培养基中6-BA浓度为3．0 nag·L 时，组培苗玻璃化 

率高达95％。通过玻璃化苗和正常苗内源激素比较发现，玻璃化苗愈伤组织 IAA和GA，含量明显高于正常苗愈伤 

组织中I从 和GA 含量，ZR含量基本相等；玻璃化苗芽中ZR含量远远低于正常苗中ZR含量，而I从 和GA，含量 

基本不变，高浓度6-BA导致组培苗内源激素比例失调发生玻璃化。 
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Effect of High Level of 6-BA on the Endogenous Hormones Level Changes in 

the Vitrification Seedling of Prunus cerasus 

GAO舶 -bing，TANG舭Io ，MENG Qing扣n 

(Forestry CoHege ofBeihua University，JililI City 132013，JtUn，China) 

Abstact：This P印er studied the effects of different levels of 6．BA on the vitrification rate of尸m cerasu~and the changes 

of endogenous hormones leve1．determined endogenous hormones content in the buds and callus by EnZRyme．1inked Iinmu． 

nosorbent Assays．The results showed that the high level of6．BA would raise the vitrification rate：as 6．BA content Was 0．5 

mg·L～，the vitrification rate was 0，as 6．BA content added to 3．0 mg·L～，the vitrification rate was 95％ ．In callus ofthe 

vitrification seedling，I从 and GA3level were hisher than that ofthe normal seedhng，ZR content Was the saHle；In buds of 

the vitrification seedling，ZR level Was lower than that of the normal seedling，I从 and GA3 contents were equa1．rI'Ile higIl 

level of 6-BA would cause the dislocation of the endogenous horm ones rate in the vitrification seedling． 

Key words：tissue culture；vitrification；6-BA；IAA；GA3；ZR；P n￡ cerasu~ 

20世纪 30年代发展起来的组织培养技术经过 

几十年的探索，已经在林业、园林生产上得到广泛应 

用。但是，试管苗玻璃化现象严重降低组织培养的 

效率，造成人力、物力和财力的极大浪费，成为当今 

组织培养技术工业化生产的一大障碍。自 1981年 

Debergh首先提出“玻璃化作用”的概念以来 ，探讨 

组培苗玻璃化原因的报道较多，组培苗培养过程中 

湿度、温度和光照都会导致组培苗玻璃化 q J，实验 

表明培养基中6-BA浓度是影响试管苗玻璃化的一 

个重要原因 川J，其作用机理还不清楚。 

酸樱桃(Prunus cerasu~L．)是蔷薇科(Rosaceae) 

李属(Prunus L．)经济树木。在国外是园林绿化和 

美化的观赏树种。笔者于 1999年末从加拿大引进 

优良品种，利用组织培养技术对酸樱桃快速繁殖技 
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术进行研究发现：培养基中6-BA浓度与组培苗玻璃 

化率密切相关。因此，我们利用酶联免疫吸附法测 

定正常苗和玻璃化苗不同部位内源激素IAA、ZR和 

GA，含量变化，从植物激素角度了解 6一BA导致试管 

苗玻璃化的原因。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

供试材料为3年生酸樱桃苗木。 

1．2 外植体的准备 

外植体从栽植3年生苗木上剪取当年生萌动芽 

孢，用自来水加一滴洗洁精水溶液清洗材料表面的 

灰尘，再用 自来水冲洗材料表面的洗洁精溶液。在 

超净工作台上用0．1％HgCl 表面消毒8 min，后用无 

菌水冲洗接种材料 4～ 5次。 

1．3 培养基 

以MS作为基本培养基，分别加入0．1 mg·L 

IBA和不同质量浓度的6一苄基氨基腺嘌呤(6一BA)。 

1．4 培养条件 

外植体接种后置于培养室内培养，培养温度23 

～28℃。每日光照 10 h，光照强度 1 800～ 2 000 

b【，培养 30 d后取样进行植物激素测定。 

1．5 激素提取、纯化和定量测定 

称取0．5～ 1．0 g新鲜植物材料，用液氮速冻后 

保存在 一20℃的低温冰箱中，加样品提取液(80％ 

甲醇内含 1 mmol·L 二叔丁基对甲苯酚)，在冰浴 

下研磨成匀浆，转入试管中，摇匀后放置在 4℃冰箱 

中。4℃下提取 12 h，1 000 g离心 15 min，取上清 

液。上清液过c—l8固相萃取柱(纯化)。具体步骤 

是：80％甲醇平衡柱_+上样_+收集样品_+移开样品 

后用 100％甲醇洗柱_+l00％乙醚洗柱_+l00％甲醇 

洗柱_+循环。将过柱后的样品转入离心管中，用氮 

气吹干，除去提取液中的甲醇，定溶。利用酶联免疫 

吸附法测定植物激素含量。 

1．6 试验处理 

试验设 3个处理，MS +0．1 mg·L IBA + 

0．5 mg·L一6一BA (处理 1)；MS +0．1 mg·L 

IBA +1．5 mg·L～6一BA(处理2)；MS+0．1 mg· 

L IBA +3．0 mg·L一6一BA(处理3)。 

2 结果与分析 

2．1 6-BA对酸樱桃组培苗玻璃化率的影响 

不同质量浓度 6-BA对组培苗玻璃化率的影响 

见表 1。从表 1得出：当培养基中6-BA质量浓度为 

0．5 mg·L一，组培苗玻璃化率为0；6-BA质量浓度 

为 1．5 mg·L一，组培苗玻璃化率为 10％；6-BA质 

量浓度为3．0 mg·L一，组培苗玻璃化率高达95％； 

说明组培苗玻璃化率与培养基中6-BA含量成正相 

关。处理1、处理2和处理3的愈伤组织体积分别为 

0．057 ella 、0．415 ella 和1．188 ella ，其原因是6一BA促 

进植物细胞的分裂，使愈伤组织发达。 

表 1 不同处理酸樱桃组培苗玻璃化率与愈伤组织生长状况 

2．2 内源激素 L 、GA 和 ZR含量的变化 

我们分别测定了处理 1中正常苗和处理 3玻璃 

化苗中内源 L 、GA，和ZR的含量，其结果见表 2。 

表 2 玻璃化苗与正常苗内源激素含量 

2．2．1 内源L 含量的变化 正常苗愈伤组织内 

源 L 含量为372．45 ng·g一，芽中为 187．57 ng· 

g一，愈伤组织中L 与芽中L 量比约为 2：1；玻 

璃化苗愈伤组织中【AA含量高达514．65 ng·g一，芽 

中L 含量为191．83 ng·g一，二者比约为2．68：1， 

正常苗与玻璃化苗芽中【AA含量基本相等，而玻璃化 

苗与正常苗愈伤组织 IAA含量比为 1．38：1。 

2．2．2 内源 GA，含量的变化 正常苗愈伤组织内 

源 GA3含量为 130．22 ng·g一，芽中为 124．43 ng· 

g一，二者比例约为 1：1，玻璃化苗愈伤组织中 GA 

含量高达 506．82 ng·g一，芽中GA 含量为 130．34 

ng·g一，二者比例为 3．89：1，玻璃化苗与正常苗 

芽中GA，含量比约为 1：1。而玻璃化苗愈伤组织 

与正常苗愈伤组织中GA 含量比为 3．89：1。 

2．2．3 内源ZR含量的变化 正常苗愈伤组织和 

芽中 ZR含量，分别为 250．60 ng·g 和 253．71 

ng·g一，二者含量比约为 1：1，玻璃化苗愈伤组织 

和芽中 ZR含量分别为 264．91 ng·g 和 62．52 

ng·g一，二者含量比为 4．24：1，玻璃化苗与正常 
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苗愈伤组织中ZR比约为 1：1，而玻璃化苗与正常 

苗芽中 zR含量比为0．25：1。 

3 小结与讨论 

(1)正常苗 的愈伤组织中 I从 和 GA 与芽中 

IAA和GA 含量比分别为2倍和 1倍，而玻璃化苗 

的愈伤组织中I从 和 GA 与芽中IAA和GA 含量比 

分别 2．68倍和3．89倍 ；玻璃化苗愈伤组织中 IAA 

和GA 的绝对含量高于正常苗愈伤组织。玻璃化苗 

愈伤组织中IAA和 GA 的绝对含量是正常苗愈伤组 

织 IAA和 GA 含量的1．38倍和 3．89倍。造成上述 

现象的原因是培养基中高浓度 6-BA。施用外源生 

长调节剂可以改变内源激素水平，Centeno等 将 

在基本培养基中培养7 d的猕猴桃(A 凡 玩 sp．)转 

移至含 2．2 panol·L BA和 0．27 lxmol·L NAA 

培养基上，叶柄内源激素水平发生显著变化，内源 

IAA含量表现为顶端低而基部高的特征，与酸樱桃 

玻璃化苗芽中IAA含量低于愈伤组织中含量结果一 

致。从表 1可以看出：玻璃化苗(处理 3)的愈伤组 

织非常发达，其体积为 1．188 cm ，是正常苗(处理 

1)愈伤组织体积的20倍。愈伤组织细胞分裂是合 

成内源激素的场所，高浓度6-BA导致愈伤组织的徒 

长，而愈伤组织徒长是造成其中内源激素 IAA、GA 

含量高的原因。 

(2)玻璃化苗愈伤组织中 ZR含量与正常苗愈 

伤组织中含量基本相等，而玻璃化苗芽中 ZR的含 

量远远低于正常苗 中 ZR的含量，ZR含量 比为 

0．25：1 o Barendse等 在烟草(Nicotia肥 tabacum 

L．)组织培养中发现，6-BA进入植物体内一部分转 

化为核苷；有关外源6-BA对内源细胞分裂素含量变 

化影响研究报道极少，而且试验结果各不相同，Cen． 

teno等 认为：在猕猴桃组织培养中，外源6-BA导 

致猕猴桃叶柄中内源玉米素类细胞分裂素大幅下 

降；而Van den Ende等  ̈在烟草组织培养中外源 

6-BA导致内源ZR含量增加。酸樱桃玻璃化苗芽中 

ZR含量降低其原因可能是外源高浓度的6-BA影响 

了内源ZR的合成，但这一结论有待进一步试验证 

明。由此可见，高浓度6-BA导致玻璃化苗内源激素 

比例失调。国外一些学者对植物玻璃苗与正常苗形 

态解 剖结 构 比较 发 现，二者 之 间存 在 较 大 差 

异 卜̈  ̈，如：叶表缺少角质层蜡质；微管束发育不 

全；不具有栅栏组织等；这一现象可能与内源激素比 

例失调有关。 。 

通过上述试验可以得出如下结论：(1)培养基 

中6-BA的浓度与酸樱桃组培苗愈伤组织发达程度 

和玻璃化率密切相关，随着 6-BA浓度的增加，愈伤 

组织越发达，当6-BA浓度达到 3．0 mg·L 以上 

时，玻璃化率高达95％。(2)通过正常苗与玻璃化 

苗内源激素含量比较发现，高浓度6-BA加大玻璃化 

苗愈伤组织中内源激素与芽中内源激素含量的比 

值，提高了玻璃化苗愈伤组织IAA和GA 含量，降低 

了玻璃化苗芽中 ZR含量，最终导致组培苗内源激 

素比例失调，所以笔者认为：内源激素比例失调是产 

生玻璃化现象的重要原因之一。 
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