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石竹玻璃化苗的水分及活性氧代谢变化
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摘要: 以正常及玻璃化石竹试管苗为材料, 研究玻璃化后试管苗水分及活性氧(ROS)代谢的变化。结果表明, 与正常试管苗

相比, 玻璃化苗的自由水及质外体水含量显著增加, 束缚水及质外体气体含量显著降低, 叶片失水率显著下降; 玻璃化苗中

丙二醛(MDA)和过氧化氢(H2O2)含量及氧阴离子自由基(O2·
–)产生速率显著高于正常苗, 组织化学染色结果证实玻璃化苗体

内出现了ROS的明显积累; 玻璃化苗中超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、抗坏血酸过氧化物酶(APX)活性及抗

坏血酸(AsA)、还原型谷胱甘肽(GSH)含量均显著低于正常苗。说明玻璃化苗中水分及ROS代谢出现异常, 过多水分的积

累及氧化平衡的破坏可能是石竹苗玻璃化发生及发展的主要原因。
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Abstract: Using normal and hyperhydric shoots in vitro of Dianthus chinensis as materials, changes in water 
and reactive oxygen species (ROS) metabolism in hyperhydric shoots were investigated. The results showed 
that compared to the normal shoots, the hyperhydric shoots presented dramatic increase in the contents of free 
water and apoplastic water, however the contents of bound water and apoplastic gas in hyperhydric shoots were 
remarkably decreased. Moreover, in comparison with normal shoots, hyperhydric shoots showed higher con-
tents of malondialdehyde (MDA) and hydrogen peroxide (H2O2), and the production rate of O2·

–. Histochemical 
stain with diaminobenzidine (DAB) and nitroblue tetrazolium (NBT) confirmed the obvious accumulation of 
ROS in hyperhydric shoots. Furthermore, the activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and 
ascorbate peroxidase (APX), and the contents of ascorbic acid (AsA) and glutathione (GSH) were lower signifi-
cantly than those in normal shoots. These results indicated that water and ROS metabolism were disordered in 
hyperhydric shoots, suggesting that excessive water accumulation and the damage of oxidative balance are the 
key factors in triggering and developing of hyperhydricity in D. chinensis. 
Key words: Dianthus chinensis; hyperhydricity; apoplastic water; reactive oxygen species; antioxidase

石竹是石竹科石竹属多年生草本花卉植物, 
是我国传统名花之一, 在世界各地广为栽培, 品种

繁多, 深受人们喜爱。组织培养技术不但可以有

效脱毒复壮、在短时间内生产大量优质种苗, 而
且能保持植物优良种性 ,  是石竹繁育的主要方

法。但石竹组织培养过程中经常发生玻璃化现象, 
严重影响了快速繁殖的生产效率, 也限制了组织

培养技术在石竹中的应用(程云清等2012)。
玻璃化是组织培养过程中特有的一种生理失

调或生理病变, 在多种植物中均有报道(Chakra-
barty等2006; Wu等2009; 陈兵先等2011)。玻璃化

常导致组培苗生根困难, 继代成活率低, 难以驯化

移栽, 严重的玻璃化会导致植株死亡。研究表明, 
培养条件、琼脂浓度、细胞分裂素、无机盐离子

等均对玻璃化有影响(Ivanova和Van Staden 2009; 
马晓菲等2013; 卢兴霞等2014)。通过改变光照、

温度等培养条件以及在培养基中添加活性炭、硝

酸银、聚乙烯吡咯烷酮(polyvinylpyrrolidone, 
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PVP)、铁离子、镁离子等可以降低部分物种试管

苗玻璃化的发生机率, 或在一定程度上使已发生

玻璃化的试管苗恢复正常(Yadav等2003; Mayor等
2003; Wang等2007; 刘雪超等2011; 张天翔2013)。

为阐明玻璃化的发生规律及机制, 人们从生

理生化、解剖结构、亚显微结构等多个层面进行

了大量的研究(Apóstolo和Llorente 2000; Saher等
2004; Sreedhar等2009; Jausoro等2010), 近年来人们

逐渐认识到水分积累及氧化胁迫在玻璃化形成及

发展中的关键作用。在多种植物中均发现玻璃化

苗组织含水量、活性氧(reactive oxygen species, 
ROS)及丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量显著

高于正常苗, 抗氧化能力降低(Olmos等1997; Saher
等2004; 吕敏等2014)的现象。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。van den Dries等(2013)也证实

质外体水分过度积累是组培苗玻璃化的主要因

素。Tian等(2015)通过对大蒜玻璃化苗不同细胞组

分中ROS及抗氧化系统的动态测定, 认为质外体

ROS爆发是大蒜苗玻璃化的重要因素。

研究玻璃化苗水分及ROS代谢的变化有助于

理解玻璃化形成的机制。而目前相关研究多数集

中于组织含水量、ROS产生速率及部分抗氧化酶

活性的测定, 缺乏对质外体水分和气体含量、叶

片失水率及抗坏血酸(ascorbic acid, AsA)-还原型

谷胱甘肽(reduced glutathione, GSH)循环等的相关

研究。本文以石竹为材料, 全面分析玻璃化试管

苗水分及ROS代谢相关指标的变化, 以期为揭示水

分及ROS在玻璃化苗形成及发展中的作用及机制

奠定基础, 并为玻璃化的防控及玻璃化苗的恢复

提供参考。

材料与方法

1  植物材料

实验材料为石竹(Dianthus chinensis L.)继代

培养过程中同期出现的玻璃化试管苗及正常苗。

培养基为MS+5.4 g·L-1琼脂+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·d-1, 温度为(25±2) ℃。

2  水分代谢相关指标测定

组织自由水及束缚水含量的测定参考苍晶等

(2013)书上的方法。叶片组织的质外体水含量通

过低速离心方法测定(Terry和Bonner 1980)。从植

株上取下叶片, 迅速称鲜重(FW), 置于离心机中

4 ℃下3 000×g离心20 min, 离心后马上再次称重, 2
次质量之差(ΔW)即为质外体水的质量。质外体水

含量=(ΔW/FW)×100%。质外体气体含量用比重瓶

法(Dalton等1997)测定, 取下叶片, 称FW, 然后放入

比重瓶, 在比重瓶中倒满蒸馏水, 塞上塞子, 用滤

纸擦干外表面的水, 测量包括叶子在内的整个瓶

子的质量, 之后将瓶子放入真空中, 直到叶片中的

气体完全被水取代, 叶片沉至瓶底, 真空渗透结束

后, 再次用水将瓶子装满, 擦干外表面, 称重, 2次称

重差值记为ΔW'。质外体气体含量=(ΔW'/ρH2O)/
FW×100%, 其中, ρH2O为1.0 g·cm-3。

参考Zhang等(2011)的方法测定叶片失水率。

3  ROS代谢相关指标测定

H2O2含量, O2·
–产生速率, 氧化型谷胱甘肽(oxi-

dized glutathione, GSSG)和GSH含量, 过氧化物酶

(peroxidase, POD)、超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD)、抗坏血酸过氧化物酶(ascorbate 
peroxidase, APX)活性等的测定参考蔡庆生等

(2013)书上的方法。过氧化氢酶(catalase, CAT)活
性测定参照Knörzer等(1996)的方法。AsA和总抗

坏血酸(T-AsA)含量测定采用高效液相色谱法(黄
明2013), 由于单脱氢抗血酸(monodehydroascorbic 
axid, MDHA)极不稳定, 因此T-AsA含量减去AsA
含量即认定为脱氢抗坏血酸(dehydroascorbic acid, 
DHA)含量。

O2·
–及H2O2的可视化检测分别用氮蓝四唑(ni-

troblue tetrazolium, NBT)着色法及二氨基联苯胺

(diaminobenzidine, DAB)染色法, 具体方法参照

Ramel等(2009)及Guan等(2000)。
4  其他生理生化指标测定

可溶性蛋白含量测定参考苍晶等(2013)书上

的方法; 叶绿素、可溶性糖、MDA含量及相对电

导率测定参考蔡庆生等(2013)书上的方法。

5  数据分析

各项指标测定均设置3次重复, 结果取平均

值。试验数据采用Excel 2003和SPSS 16.0软件



张静雪等: 石竹玻璃化苗的水分及活性氧代谢变化 1317

进行统计与分析, 用Duncan’s新复极差法进行多重

比较。

实验结果

1  石竹玻璃化苗组织中含水量和质外体气体含量

及叶片失水率的变化

由表1显示, 石竹玻璃化苗的总含水量(94.25%)

显著高于正常苗(89.70%), 其中自由水含量比正常

苗增高了21%, 束缚水含量降低了18%。玻璃化苗

的质外体水含量为1 8 . 0 4 % ,  显著高于正常苗

(2.39%), 质外体气体含量为4.84%, 仅为正常苗的

10.6%。可见, 玻璃化苗体内水分过度积累, 积累

的水分多以自由水的形式存在, 质外体水分增多

导致质外体空间气体减少。

表1  正常苗与玻璃化苗含水量及质外体气体含量的比较

Table 1  Comparison of water content and apoplastic air content between normal and hyperhydric shoots

 总含水量/% 自由水含量/% 束缚水含量/% 质外体水含量/% 质外体气体含量/%

正常苗 89.70±0.75b 52.91±0.97b 36.87±1.49a  2.39±0.44b 45.87±5.33a

玻璃化苗 94.25±0.30a 64.04±3.19a 30.18±1.51b 18.04±1.76a  4.84±0.32b

　　同一列内不同字母表示在0.05水平上差异显著。

图1  正常苗和玻璃化苗失水率的变化

Fig.1  Changes in water loss rates in normal and 
hyperhydric shoots

同一组内不同字母表示在0.05水平上差异显著。

图1显示, 石竹玻璃化苗失水速率明显低于正

常苗, 说明玻璃化苗持水力强, 失水慢, 体内水分

无法正常排出, 造成水分平衡的破坏及水分的过

度积累。

2  玻璃化苗中可溶性糖、可溶性蛋白及叶绿素含

量的变化

由图2可见, 石竹玻璃化植株的可溶性糖和可

溶性蛋白及叶绿素含量均显著低于正常植株。相

比于正常植株, 玻璃化植株中可溶性糖含量降低

了24.3%, 可溶性蛋白含量降低了60.8%, 叶绿素a
含量降低了84.7%, 叶绿素b含量降低了80.4%。

3  玻璃化苗ROS积累及MDA含量的变化

石竹玻璃化苗的H2O2含量、O2·
–产生速率、

MDA含量及相对电导率均显著高于正常苗(表2), 

图2  正常苗和玻璃化苗中可溶性糖、可溶性蛋白、 
叶绿素含量的比较

Fig.2  Comparison of soluble sugar, soluble protein and chlo-
rophyll contents in normal and hyperhydric shoots
同一组内不同字母表示在0.05水平上差异显著。

分别为正常苗的1.5、2.6、2.9、16.4倍, 说明玻璃

化苗ROS产生明显多于正常苗, 细胞膜系统已受到

破坏。

NBT和DAB染色能反映体内自由基和H2O2的

积累情况。NBT在O2·
–的作用下还原生成不溶于水

的蓝色二甲臜 , 可以检测植物体内ROS的积累; 
DAB能与H2O2反应生成棕红色的多聚产物, 可以

检测H2O2积累。图3显示, 经NBT及DAB染色后, 
玻璃化苗颜色均明显深于正常苗, 表明玻璃化苗

体内O2·
–及H2O2积累量均高于正常苗。

4  玻璃化苗抗氧化酶活性及抗氧化物质含量的变化

表3表明, 玻璃化苗的SOD、CAT及APX活性

显著低于正常苗, 分别比正常苗降低了21.7%、

63.1%及32.2%; 玻璃化苗POD活性显著高于正常
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表2  正常苗和玻璃化苗中ROS和MDA含量及相对电导率的比较

Table 2  Comparison of ROS and MDA contents and relative electrical conductivity in normal and hyperhydric shoots

 H2O2含量/ O2·
–产生速率/ MDA含量/ 

相对电导率/%
 nmol·g-1 (FW) μmol·g-1 (FW)·min-1 mg·g-1 (FW)

正常苗 29.10±0.51b   6.21±0.03b 0.70±0.028b 11.0±0.52b

玻璃化苗 85.51±1.96a  101.60±0.10a 1.02±0.034a 28.7±1.00a

　　同一列内不同字母表示在0.05水平上差异显著。

表3  正常苗和玻璃化苗中抗氧化酶活性的比较

Table 3  Comparison of antioxidant enzyme activities in normal and hyperhydric shoots

 POD/ SOD/ CAT/ APX/
 U·min-1·mg-1 (蛋白) U·min-1·g-1 (蛋白) U·min-1·mg-1 (蛋白) U·min-1·mg-1 (蛋白)

正常苗 10.2±0.85b 135±3.05a 213.6±11.3a 1.46±0.17a

玻璃化苗 14.8±0.49a 105±4.13b  95.0±19.2b 0.99±0.16b

　　同一列内不同字母表示在0.05水平上差异显著。

图3  正常苗和玻璃化苗的NBT及DAB组织化学染色

Fig.3  Histochemical stain of normal and hyperhydric shoots with NBT and DAB
A: 正常苗NBT染色; B: 玻璃化苗NBT染色; C: 正常苗DAB染色; D: 玻璃化苗DAB染色。

苗, 上升了45.1%。表明玻璃化苗抗氧化酶活性发

生了改变, 使其ROS清除能力受到影响。

图4结果表明, 石竹玻璃化苗中抗氧化物质

AsA、DHA及GSH含量均显著低于正常苗 ,  其
中, AsA含量为正常苗的96.6%, DHA含量是正常

苗的91.3%, GSH含量是正常苗的75.5%; 玻璃化

苗的G S H / G S S G值为0 . 3 2 ,  显著低于正常苗

(0.42)。说明玻璃化苗中抗氧化物质合成及再生

能力下降。

讨　　论

研究表明, 细胞及组织过度吸水, 尤其是质外

体过度积累水分是玻璃化发生及发展的关键因

素。Gribble等(1998)及van den Dries等(2013)分别

在满天星和拟南芥的研究中发现, 水分在玻璃化

苗质外体空间过度积累, 他们认为质外体积水会

减少质外体空间的气体含量, 妨碍共质体与周围

环境气体交换, 导致重要生理功能失调, 引起玻璃

化症状。本研究中, 石竹玻璃化苗的一个主要特
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征是组织含水量及质外体水相对含量显著高于正

常苗, 质外体气体含量及叶片失水率显著低于正

常苗。这一方面表明玻璃化苗吸水及保水能力高

于正常苗, 导致体内水分的过度积累; 另一方面也

证实石竹玻璃化苗也存在质外体积水、气体含量

减少现象。我们分析这可能也是石竹玻璃化发生

的主要原因。

植物在逆境胁迫下常常积累ROS (Jaspers和
Kangasjarvi 2010), 这些ROS具有“双重效应”: 一方

面以第二信使的形式参与植物对胁迫信号的响应

及转导; 另一方面, ROS的积累可对细胞造成氧化

胁迫 ,  引发植物形态结构异常及生理机能紊乱

(O'Brien等2012; Suzuki等2012)。近年来, 逆境胁

迫, 尤其是质外体水分积累引发的ROS爆发与玻璃

化形成及发展的关系受到人们的关注。Sreedhar
等(2009)、张琳等(2011)、Sen和Alikamanoglu 
(2013)及Tian等(2015)均报道了玻璃化苗体内ROS
增加。Olmos和Hellín (1998)认为玻璃化苗解剖学

和形态学上的症状都是由于质外体积水诱导的氧

化应激引起。Asada (1999)和Rojas-Martinez等

(2010)认为质外体超度含水可引起组织缺氧, 干扰

呼吸作用的电子传递, 进而引起氧化胁迫, 导致试

管苗玻璃化。本研究发现, 伴随组织含水量及质

外体水分含量的增加, 石竹玻璃化苗中O2·
–产生速

率及H2O2含量也显著上升, 组织化学染色结果证

实玻璃化苗体内出现了ROS的积累。这些结果表

明, ROS在石竹试管苗玻璃化发生及发展中扮演了

重要角色。 
细胞中ROS水平的高低是由其产生和清除系

统共同决定的。植物在长期进化过程中形成了抗

氧化防御系统用于清除ROS。在逆境条件下, 植物

往往主动调动自身的抗氧化系统, 以维持植物体

内ROS产生和清除的动态平衡, 保证逆境胁迫下正

常的生理机能(Foyer和Noctor 2005)。目前已在多

种植物中发现玻璃化苗抗氧化系统失调现象(Sa-
her等2004; Sreedhar等2009; 刘雪超等2011)。
Chakrabarty等(2006)认为ROS生成和抗氧化防御

之间的不协调导致苹果试管苗的玻璃化。AsA及

GSH是两种高丰度小分子抗氧化物质, 不仅可以

通过AsA-GSH循环协同作用清除H2O2, 也可单独

作为抗氧化剂直接参与ROS的清除, 其还原型与氧

化型含量的比值(AsA/DHA、GSH/GSSG)是反映

植物体抗氧化活性的重要指标之一。本研究中, 
玻璃化苗的AsA和GSH含量、GSH/GSSG比值显

著低于正常苗, 抗氧化酶SOD、CAT、APX活性

也显著低于正常苗, 说明玻璃化苗的ROS清除系

统受损。

综合分析本研究结果, 我们认为石竹玻璃化

的发生可能是因继代剪切或培养环境变化等引发

的逆境而起, 某些植物体逆境信号感受系统或信

号传递系统发生障碍, 不能及时启动应激反应, 使
得水分代谢及ROS代谢失调, 引起水分及ROS积
累, 进而引起一些对ROS敏感的色素、蛋白及脂类

物质的破坏, 导致玻璃化症状出现。玻璃化发生

阶段可以通过改善培养条件及植株自身调节能力

得到逆转, 若此时环境继续恶化, 或植株自身氧化

平衡不能及时得到恢复, 则会造成膜系统、细胞

器结构的破坏, 从而影响呼吸代谢、光合作用等

机能, 进而加剧ROS自由基的产生及积累, 导致玻

璃化的进一步发展, 症状加剧, 且难以逆转。因此, 
在培养早期减少组培苗水分的吸收及积累, 提高

图4  玻璃化苗及正常苗中AsA (A)及GSH (B)含量的比较

Fig.4  Comparison of AsA (A) and GSH (B) contents in 
normal and hyperhydric shoots

同一组内不同字母表示在0.05水平上差异显著。
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植株本身抗氧化能力及避免培养环境的剧烈变化

可能是预防玻璃化发生及玻璃化苗恢复的关键。
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