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石竹玻璃化苗的显微结构及气孔运动特性
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摘要: 为从细胞水平研究组培苗玻璃化发生规律及机制, 用透射电子显微镜和扫描电子显微镜观察了石竹玻璃化苗解剖结

构、细胞亚显微结构及气孔运动特性。结果表明, 与正常苗相比, 石竹玻璃化苗表皮蜡质层薄, 细胞膨大变形, 相邻细胞不

能紧密嵌合; 气孔器畸形, 气孔密度降低, 开度增大。薄壁组织细胞排列散乱, 膨胀变形, 部分细胞破裂, 溶质外渗; 细胞中

细胞质稀薄, 细胞器稀少, 内膜系统遭到破坏; 叶绿体中类囊体解体, 淀粉粒数量减少, 嗜锇颗粒体积增大、数量增多。输

导组织发育不良, 导管管壁变薄、松弛皱缩, 导管腔出现塌陷、堵塞。气孔在脱落酸、黑暗及脱水处理下均不能正常关

闭。说明玻璃化苗细胞过度吸水, 气孔运动异常, 细胞亚显微结构受到破坏, 组织结构及功能受损, 影响了气体的交换、水

分的吸收及物质的合成和运输。
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Abstract: This research was performed to investigate the occurrence regulation and mechanism of hyperhy-
dricity from cellular level. Transmission electron microscopy and scanning electron microscope were used to 
observe the anatomical structure, subcellular ultrastructure and characteristics of stomatal movement during mi-
cro-propagation of pink plants. The results showed that compared with healthy plantlets, hyperhydric plantlets 
showed abnormal microstructure. Epicuticular wax was thinner, cells were swelling and deformed and therefore 
cells arrayed loosely. Stomatal apparatus was malformed and its density was decreased. Swelling deformation 
and arranging disorder occurred in parenchymatous cells, leading to cell rupture and solute leaking. Cytoplasm 
became rareer, organelles were lesser and the endomembrane system was damaged. In hyperhydric leaves, 
thylakoids were collapsed and the number of starch grains was decreased significantly in chloroplasts, osmio-
philic granule became larger in size and more in number. Conducting tissue was maldeveloped and the cell wall 
became thin, loose and shrinking, which resulted in collapse and blocking appearing in lumen. The stoma could 
not close properly when treated with ABA, dark and dehydration. These results indicated that the subcellular ul-
trastructure of hyperhydric celluar was damaged and stomata movement was abnormal, which affected the ex-
change of air, the absorption of water as well as the synthesis and transport of substance.
Key words: pink (Dianthus chinensis L.); hyperhydricity; microstructure; stomata movement

石竹(Dianthus chinensis)为石竹科石竹属多年

生草本植物, 是中国传统名花之一, 具有较高的观

赏价值, 而且适应性强, 被广泛应用于园林绿化。

石竹常采用扦插、分株等方法进行繁殖, 速度慢, 
规模小, 且容易导致种性退化。组织培养技术不

但可在短时间内获得大量优质种苗, 而且能保持

物种优良性状, 从而满足市场对苗木品质及品种

多样性的需求(陈利萍等2006)。组织培养技术对

石竹种质资源保存及新品种培育也具有重要意

义。但石竹组培苗极易发生玻璃化, 是石竹大规

模快速繁殖的主要障碍, 也是限制组织培养技术

广泛应用的主要难题。

玻璃化是植物组织培养过程中特有的一种生

理失调或生理病变(Rojas-Martinez等2010), 广泛发
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生于不同物种中 (Chakrabar ty等2006;  Wu等
2009)。玻璃化苗形态、显微结构、生理生化等都

发生明显的改变。如: 植株矮小、密集丛生, 叶片

脆弱、卷曲、半透明; 叶片表皮蜡质层发育差, 栅
栏组织细胞减少 ,  叶肉细胞间隙增大(Olmos和
Hellın 1998; Jausoro等2010), 气孔畸形(Apóstolo和
Llorente 2000); 植株含水量高、叶绿素含量低、酶

活性异常、活性氧代谢紊乱(Delarue等1997; 吕敏

等2014)。玻璃化会导致植物品质和繁殖率显著下

降, 严重的玻璃化会导致植株死亡。

研究表明, 引发组培苗玻璃化的原因多种多

样。通常认为玻璃化的发生是人工提供的培养基

和培养条件不能完全符合不同种类培养物固有需

求而引起的适应性问题(Kevers等2004)。在离体

培养阶段, 植物生长在高相对湿度、低光照、少

气体交换及与植物体不一致的渗透势等特殊的环

境条件下, 这些条件都可能作为胁迫因素引起植

株形态结构及生理生化的异常, 从而导致玻璃化

的发生。目前, 虽然关于玻璃化诱因、影响因素

和恢复方法的研究有很多报道(王爱芝等2009; 李
海刚和孔祥生2010; Chen等2014), 但对玻璃化发生

机制及规律仍缺乏全面了解(Ziv 1991)。
在细胞水平上研究玻璃化苗结构特点可揭示

玻璃化苗形态畸形、代谢紊乱、无法继代培养的

原因。目前, 相关研究已取得了一些进展, 如, 常
有宏等(2011)通过对‘黄冠’梨玻璃化苗叶片超微结

构的研究推断, 叶绿体数量减少、体积变小、类

囊体松散无序、光合器官受到伤害可能是引起玻

璃化苗光合产物积累减少、碳水化合物含量降

低、后代增殖能力降低的重要原因。van den 
Dries等(2013)在拟南芥和勿忘我的研究中发现, 玻
璃化苗气孔开度减少, 认为气孔关闭减轻了蒸腾

作用, 反过来加重质外体充水, 导致玻璃化加剧。

还有研究认为, 玻璃化叶片的异常形态与逆境导

致的细胞水平的细胞膜组成及DNA含量变化相关

(Franck等1998; Ochatt等2002)。
虽然玻璃化现象是在石竹中首次发现(Phil-

lips和Matthews 1964), 但有关石竹玻璃化苗解剖结

构及亚显微结构的研究却较少, 目前尚未有玻璃

化苗气孔运动特性的报道。本研究观察了石竹玻

璃化苗叶片、茎的显微结构变化及气孔运动特性, 

为从细胞及亚显微结构水平深入研究玻璃化发生

机制及规律, 开发有效预防措施及恢复技术提供

有价值的参考。

材料与方法

1  材料

试验材料为石竹(Dianthus chinensis L.)玻璃

化及正常试管苗, 由本实验室培养。培养基为MS
附加5.4 g·L-1琼脂及30 g·L-1蔗糖, pH为5.6。培养

室光照强度为30~40 µmol·m-2·s-1, 光照时间为16 h, 
温度为(25±2) ℃。

2  显微及亚显微结构观察

将叶片切成1 mm×2 mm小块, 立即投入2.5%
的戊二醛中, 用注射器反复抽真空使叶片沉底, 固
定24 h。固定结束后经过一系列的磷酸缓冲液冲

洗, 锇酸固定, 乙醇脱水, 环氧树脂包埋、聚合、

切片及染色, 制成半薄及超薄切片。半薄切片于

Olympus IX 71倒置显微镜下观察并拍照; 超薄切

片于JEM-2000EX型透射电子显微镜下观察并拍

照。

3  扫描电镜样品制备及观察

从培养相同时间的玻璃化苗及正常苗上取相

同部位的完整叶片及1 cm茎段, 放入2.5%戊二醛

溶液, 抽真空使材料下沉, 固定24 h。经不同梯度

的乙醇脱水, 叔丁醇干燥后, 置镀膜仪上喷金, 在
KYKY2008B型扫描电镜下观察拍照。

观察黑暗对叶片气孔运动的影响时, 将组培

苗置于完全黑暗处5 h后取叶片进行固定; 观察

ABA对气孔运动的影响时, 取光下培养的组培苗

叶片, 浸泡在含有1 μmol·L-1 ABA的Mes缓冲液中3 
h (Trejo等1993), 迅速放入2.5%戊二醛溶液中固

定。观察脱水处理对气孔运动的影响时, 取玻璃

化及健康的整株组培苗, 放入无菌干燥空瓶中, 放
置2 h后取叶片固定。

实验结果

1  石竹玻璃化苗形态特征

石竹玻璃化后, 苗形态发生畸变、生长及分

化能力下降。如图1所示, 与正常苗相比, 石竹玻

璃化苗植株矮小、丛生; 节间缩短; 茎叶半透明水

渍状, 脆弱易碎, 叶片肥厚肿胀; 基部愈伤组织增
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多、不能生根。

2  石竹玻璃化苗茎及叶片解剖结构特征

石竹玻璃化苗茎叶解剖结构发生改变, 保护

组织、同化组织及输导组织结构均异常。正常石

竹苗茎(图2-A)表皮细胞椭圆形、排列整齐紧密, 
表面覆盖蜡质层, 气孔清晰可见; 皮层细胞排列紧

密有序, 细胞间空隙均匀; 维管柱中可见多束维管

束呈单环状排列, 木质部与韧皮部较为发达; 髓部

细胞较大, 多呈球形, 中央形成髓腔。玻璃化苗茎

(图2-B)表皮细胞膨大变形, 蜡质层不明显, 未见明

显气孔; 皮层细胞肿胀畸形, 排列散乱, 部分细胞

破裂, 溶质外渗; 维管柱外层细胞膨大, 木质部和

韧皮部发育不良、排列杂乱无序 ;  髓部细胞膨

大、形状不规则, 没有形成髓腔。

正常苗叶片(图2-C)表皮细胞大小均匀、排列

整齐、嵌合紧密, 气孔器发育良好, 气孔下腔空隙

明显; 叶肉细胞形状规则, 排列较紧密, 细胞中叶

绿体丰富; 维管组织分化良好, 导管、筛管排列整

齐、清晰可辨, 维管束鞘细胞嵌合紧密, 可见传递

细胞。玻璃化苗叶片(图2-D)表皮细胞变形、相邻

细胞不再紧密嵌合, 气孔器畸形、气孔下腔体积

变小; 叶肉细胞拉长变形, 排列散乱, 叶绿体数量

减少; 维管组织发育不良, 导管分子排列散乱, 维
管束鞘细胞膨大变形, 未见传递细胞分化。

3  石竹玻璃化苗叶肉细胞亚显微结构变化

经透射电镜观察发现, 玻璃化苗叶肉细胞超

微结构异常, 细胞器及内膜系统遭到破坏, 呈现衰

老症状。正常试管苗叶肉细胞(图3-A)结构完整, 

细胞质浓厚, 细胞器丰富, 内膜系统结构完整, 叶
绿体数量较多; 叶绿体(图3-C)双层膜结构完整, 类
囊体片层清晰可见, 排列整齐, 内含较多淀粉粒; 
线粒体结构完整。玻璃化苗叶肉细胞(图3-B)体积

增大, 细胞质稀薄, 细胞器稀少, 内膜系统散乱, 叶
绿体数量较少; 叶绿体(图3-D)变形, 叶绿体膜及类

囊体片层结构模糊, 含有较少淀粉粒, 嗜锇颗粒体

积增大、数量增多; 线粒体内膜散乱, 部分膜结构

解体。 
4  石竹玻璃化苗叶片及茎的扫描结构特性

玻璃化苗茎、叶表皮结构也发生了明显改

变。正常试管苗叶片(图4-A)表面覆盖蜡质; 表皮

细胞呈不规则多角形, 细胞饱满, 排列紧密、规则, 
相互嵌合; 气孔发育良好, 开放正常; 保卫细胞(图
4-B)肾形, 下陷于叶表。玻璃化试管苗叶片(图4-C 
)表面蜡质较少; 表皮细胞变形、肿胀拉长, 下陷于

叶表面, 细胞间界限模糊, 细胞密度明显低于正常

苗; 气孔结构受损, 气孔密度降低, 气孔短轴与长

轴比明显增大, 开度增大; 保卫细胞(图4-D)呈不规

则半月形, 突出于叶表或者与叶表相平, 多数保卫

细胞肿胀破裂, 内容物外渗, 堵住气孔。

正常苗茎(图5-A)表皮结构完整, 细胞排列整

齐、紧密, 气孔下陷, 保卫细胞肾形; 而玻璃化苗

茎(图5-B)表皮细胞皱缩、变形, 细胞间隙增大, 保
卫细胞畸形, 破裂, 内容物渗出堵住气孔。正常苗

茎横切面(图5-C)皮层、韧皮部、木质部和髓层次

清晰, 细胞排列整齐、饱满, 细胞壁厚实, 导管管

壁光滑、管腔清晰; 而玻璃化试管苗(图5-D)各结

图1  石竹玻璃化试管苗的形态

Fig.1  Difference in the morphology between hyperhydric plants and normal plants of pink
A: 玻璃化(左)和正常(右)石竹生长状态; B: 玻璃化(左)和正常(右)石竹形态。
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图2  石竹正常苗和玻璃化苗显微结构

Fig.2  Difference in the microstructure between hyperhydric plants and normal plants of pink
A: 正常苗茎横切; B: 玻璃化苗茎横切; C: 正常苗叶片横切; D: 玻璃化苗叶片横切。

图3  石竹正常苗和玻璃化苗叶肉细胞超微结构比较

Fig.3  Comparison in ultrastructure between mesophyll cells from hyperhydric leaves and normal leaves
A: 正常苗叶肉细胞; B: 玻璃化苗叶肉细胞; C: 正常苗叶绿体; D: 玻璃化苗叶绿体。
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图4  石竹正常苗和玻璃化苗叶片扫描结构

Fig.4  Scanning electron microscopy micrographs of the abaxial surface of normal leaves and hyperhydric leaves 
A: 正常苗叶片; B: 正常苗气孔; C: 玻璃化苗叶片; D: 玻璃化苗气孔。

图5  石竹正常苗和玻璃化苗茎扫描结构

Fig.5  Scanning electron microscopy micrographs of stems from normal plants and hyperhydric plants
A: 正常苗茎表皮结构; B: 玻璃化苗茎表皮结构; C: 正常苗茎横切断面结构; D: 玻璃化苗茎横切断面结构。



高弘扬等: 石竹玻璃化苗的显微结构及气孔运动特性 691

构排列散乱、界限不清, 细胞壁较薄, 导管管壁松

弛皱缩, 管腔出现塌陷、堵塞。

5  石竹玻璃化苗叶片气孔运动特性变化

气孔是植物气体和水分交换的主要通道, 气
孔的大小及密度与蒸腾作用、光合作用和呼吸作

用密切相关。气孔运动主要受保卫细胞液泡水势

的调节, 光照、温度、水分、CO2浓度及脱落酸是

调节气孔运动的主要因素(匡逢春等2003; 钱宝云

和李霞2013)。气孔运动对外界环境的响应也与植

物对逆境的适应及响应关系密切。本部分实验用

扫描电镜观察了玻璃化苗叶片经黑暗、1 μmol·L-1 
ABA及脱水处理后气孔运动的特性, 发现黑暗、

脱落酸、脱水都可以诱导正常苗叶片气孔关闭(图
6-A、C、E); 而玻璃化苗的气孔在黑暗、ABA、

脱水处理后, 只有少量气孔完全闭合, 多数气孔只

是开度减小, 不能正常关闭(图6-B、D、F)。

讨　　论

组培苗可从异养生长逐渐过渡到自养生长, 
其同化组织的光合能力影响植株的生长、发育和

分化; 输导组织在植物体内担负物质长途运输及

物质的重新分配和转移功能, 同时还具有支持作

用。同化组织和输导组织细胞结构异常, 会直接

影响到植株的物质代谢及能量代谢进而影响其生

长发育。许多研究发现, 玻璃化苗叶片及茎解剖

结构及细胞亚显微结构发生改变: 玻璃化苗栅栏

组织细胞层数减少或缺失(郑秀芳等2014)、海绵

组织形状不规则、细胞间隙变大(Jausoro等2010); 
叶肉细胞叶绿体数量减少 ,  类囊体解体 (Yu等
2011); 维管束退化(Chakrabarty等2006; Sreedhar等

图6  石竹正常苗和玻璃化苗叶片气孔对外界环境的响应

Fig.6  Difference in the stomatal response to the external environment between hyperhydric leaf and normal leaf
A: 正常苗暗处理; B: 玻璃化苗暗处理; C: 正常苗ABA处理; D: 玻璃化苗ABA处理; E: 正常苗脱水处理; F: 玻璃化苗脱水处理。
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2009)。本研究也观察到石竹玻璃化苗细胞亚显微

结构发生了明显的改变: 叶肉细胞中叶绿体数量

减少、线粒体结构破坏、内质网解体, 叶绿体中

类囊体发育不良或退化、淀粉粒数量减少; 茎、

叶输导组织发育不良, 韧皮部筛管及木质部导管

数量减少, 排列紊乱, 导管管壁变薄、塌陷, 木纤

维及韧皮纤维发育不良。细胞结构与其功能相适

应, 毫无疑问, 细胞亚显微结构的这些异常会直接

影响到各细胞器的功能, 造成物质合成、运输、

转移及电子传递等功能受阻 ,  引起体内物质代

谢、能量代谢、基因表达及调控的紊乱, 进而导

致植物体形态学上的异常症状及生理功能丧失。

石竹玻璃化苗形态异常, 生长、分化及抗逆能力

下降可能都是由于细胞亚显微结构的异常导致。

嗜锇体指细胞超微结构中能强烈吸附锇酸的

颗粒, 在细胞质、线粒体、质体、叶绿体中均可

见嗜锇体。在叶绿体中, 嗜锇体是脂类物质的贮

存库, 当叶绿体在光下形成类囊体时, 嗜锇体减少, 
当叶片衰老或在逆境胁迫下, 类囊体解体, 嗜锇体

又大量出现, 因此, 嗜锇体的多少, 可作为叶绿体

光合膜完整的指标之一。嗜锇体也能表示细胞受

破坏程度(赵晨晨等2014), 在逆境胁迫下及衰老的

植株体内均可见嗜锇体增多或体积增大的现象。

本研究中, 玻璃化苗叶绿体及线粒体中也见嗜锇

颗粒增多、体积增大现象, 表现出衰老细胞的特

征, 表明玻璃化苗细胞已受到破坏, 已经开始走向

衰老死亡。另外, 玻璃化苗细胞其他亚显微结构

也呈现与衰老相似的特征,推测玻璃化的发生可能

与逆境胁迫引起的细胞衰老或死亡相关。但其具

体关系、影响衰老的因素是否也会影响玻璃化的

发生、延迟衰老的措施是否能够用于预防及减少

玻璃化发生或玻璃化苗的恢复等问题还有待于进

一步的研究。

尽管玻璃化的发生是不可预知的, 而且许多

因素都可以诱导玻璃化, 但目前人们公认逆境胁

迫是试管苗玻璃化的主要诱因(Debergh等1981; 周
书利等2013)。在离体培养过程中, 由于剪切及培

养条件的剧烈变化, 如高湿、气体积累、营养或

激素组成的改变、渗透势的变化等, 使植物体暴

露在各种逆境胁迫中, 尽管大多数培养物能够适

应这些环境的变化, 但有些植物体由于各种原因

不能及时调整自身的信号及代谢, 导致其在解剖

结构、生理代谢、基因表达等水平上发生改变, 
最终产生玻璃化苗(Debergh等1992)。近年来, 逆
境胁迫引起的过氧化氢及活性氧积累在玻璃化形

成及发展中的作用得到了证实(Saher等2004; Wang
等2007)。多数研究认为, 细胞及组织过度积累水

分引起缺氧是造成活性氧大量产生的主要原因

(Asada 1999; Rojas-Martinez等2010)。Olmos和
Hellín (1998)认为玻璃化苗细胞超微结构改变是由

于水的过度积累和随后诱导的氧化应激的结果, 
玻璃化苗解剖学和形态学上的症状都是由于质外

体积水引起的二次事件。本研究中, 石竹玻璃化

苗最显著的显微结构特征是细胞膨胀变形, 有的

细胞甚至破裂, 内容物外渗。这些特征最有可能

是细胞过度吸水导致。研究还发现, 石竹玻璃化

苗茎叶表面蜡质层减少, 表皮细胞排列疏松, 气孔

密度降低, 保卫细胞内容物外渗堵塞气孔, 气孔下

腔空隙变小。这些结构变化都会影响植株与外界

的气体交换及水分吸收。因此认为, 水分代谢失

衡、细胞过度积累水分可能也是石竹组培苗玻璃

化发生及发展的关键因素。由于水分积累, 细胞

与外界气体交换不畅 ,  细胞内部信号分子及氧

气、水分状况发生改变, 引起信号传递障碍及低

氧胁迫, 重要生理功能及氧化平衡失调, 导致玻璃

化异常形态出现。

虽然大量研究表明细胞及组织过度积累水分

是玻璃化产生的主要原因, 但目前细胞过度积累

水分的机制还不明确。蒸腾作用是植株吸收水分

的主要动力, 蒸腾作用加强, 植株吸收水分能力增

强。气孔是水分蒸腾的主要通道, 在调节植物水

分代谢中起着非常重要的作用(Apóstolo和Llorente 
2000; Picoli等2001; 郭瑶琳等2014)。许多研究发

现玻璃化苗气孔开度发生变化, 本研究推测, 气孔

可能在细胞过度吸水中发挥了重要作用。为探讨

玻璃化苗过度吸水的细胞学机制, 本研究观察了

石竹玻璃化苗叶片保卫细胞、气孔器结构及气孔

运动的变化, 结果发现石竹玻璃化苗气孔开度增

加 ,  在黑暗、脱水及脱落酸诱导下不能正常关

闭。而在先前的研究中发现, 石竹组培苗继代培

养时, 转接在新鲜培养基中的正常苗叶片的气孔

最初呈关闭状态, 说明气孔关闭可能是组培苗响
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应剪切及环境剧烈变化等胁迫的一种保护机制, 
因而推测, 气孔不能正常关闭可能是组培苗最初

过度吸水的原因。在离体培养或继代转接的最初

阶段, 暴露在各种逆境胁迫中的部分石竹组培苗, 
由于ABA、乙烯及过氧化氢等参与的逆境信号转

导通路发生异常, 不能及时响应逆境胁迫信号, 保
护机制不能启动, 导致气孔不能正常关闭, 植株散

失的水分增多, 增加了叶肉细胞与茎部导管间的

水势差, 促使植株不断从培养基中吸收水分, 导致

这部分植株过度吸水, 生理功能失调。而最初水

分平衡的破坏若不能及时得到恢复, 可能会引起

氧化平衡的丧失, 使细胞结构及功能受损, 进一步

加剧水分吸收与散失的不平衡, 引起随后的水分

过度积累。但植物气孔应答环境因子的机制很复

杂(郭瑶琳等2014; 陈骎和梁宗锁2013), 尤其对于

尚未生根、培养在密闭容器中的组培苗, 其吸收

水分的机制及气孔调控的机理还有待深入研究及

探讨。对于玻璃化苗气孔开度的变化, 有些研究

也得出不同的结论, 如van den Dries等(2013)的研

究发现, 拟南芥、勿忘我玻璃化植株的气孔开度

减小, 在康乃馨中还发现玻璃化苗气孔关闭的现

象(Ziv和Ariel 1994)。气孔在玻璃化形成中的真正

作用, 气孔运动对玻璃化形成的影响是否存在物

种差异, 导致信号转导障碍的原因, ABA、乙烯及

H2O2谁是最初的信号物质, 以及三者的关系如何, 
该信号通路中其他传递体的特性及功能如何, 都
有待进一步的实验去揭示或加以验证。
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