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　　摘要：为了研究老山芹（ＨｅｒａｃｌｅｕｍｍｏｅｌｌｅｎｄｏｒｆｆｉｉＨａｎｃｅ）正常试管苗和玻璃化苗生理生化特征的差异，通过初代培
养和２次增殖继代获得老山芹的正常苗与玻璃化苗。结果表明，老山芹玻璃化苗的继代苗均呈现玻璃化现象。与正
常苗相比，玻璃化苗的淀粉、可溶性蛋白和总叶绿素含量及干物质积累率显著降低，而可溶性糖含量显著升高；老山芹

玻璃化苗的 ＭＤＡ含量、相对电导率、Ｏ－２·产生速率及 Ｈ２Ｏ２含量均显著高于正常苗；玻璃化苗的超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）和抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）活性也显著升高。上述结果表明，抗氧
化酶系统失调引起的活性氧积累可能是产生老山芹玻璃化苗的一个重要原因。
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　　老山芹（ＨｅｒａｃｌｅｕｍｍｏｅｌｌｅｎｄｏｒｆｆｉｉＨａｎｃｅ）属伞形科多年生
草本植物，为药食两用植物，其幼嫩茎叶是美味的山野菜，具

有极高的经济开发价值，同时其干燥根入药作独活［１］。独活

是我国常用的传统中药，广泛用于风寒湿痹、腰膝疼痛、感冒

头痛、痛疮肿痛和慢性气管炎的治疗［１－３］。一些研究表明，老

山芹含有皮素、山奈素和芸香苷等黄酮类化合物［４］，此外

还含有聚乙炔化合物［５］及佛手柑内酯、茴芹内酯、异茴芹内

酯等香豆素化合物［６］。研究表明，佛手柑内酯具有显著的抗

癌作用［７－８］，因此，老山芹潜在药用价值也不可忽视。由于老

山芹种子萌发困难，导致老山芹的自然分布数量较少，分布片

断化明显，从而使其开发利用受到制约。在众多生物技术中，

植物组织培养技术是解决重要野生植物资源保护和可持续发

展的重要手段之一。

玻璃化现象是植物组织培养中经常发生的一种生理失调

现象，并且严重影响组培体系的稳定性。由于物种间在遗传

和代谢等方面的差异性，导致不同种类植物玻璃化苗在生理

生化方面存在一定差异。如香草玻璃化苗的可溶性糖含量显

著降低［９］，而菊花玻璃化苗可溶性糖含量显著高于正常

苗［１０］；苹果玻璃化苗的叶片中赤霉素（ＧＡ）含量极显著上
升［１１］，然而杂交山杨玻璃化苗的ＧＡ含量降低［１２］。目前关于

老山芹试管苗培育及其玻璃化方面的研究鲜有报道。本研究

拟分析老山芹玻璃化试管苗生理生化特征的变化，以期为揭

示老山芹试管苗玻璃化的发生机制奠定基础，并为老山芹试

管苗玻璃化的有效预防及恢复提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料及培养
老山芹正常试管苗与玻璃化苗：由新梢茎段在 ＭＳ基本

培养基上初代培养得到初代苗，然后截取茎段，进行２次增殖
继代培养获得。继代培养２０ｄ后调查增殖苗数和增殖系数，
３５ｄ后调查玻璃化率。增殖培养基配方为１／２ＭＳ＋１．２ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２．５％蔗糖。培养基 ｐＨ值为６．５，
培养室温度为（２５±２）℃，光照时间为 １６ｈ／ｄ，光照度为
３５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）。
１．２　生理生化指标的测定

淀粉、可溶性蛋白、总叶绿素、叶绿素ａ、叶绿素ｂ、可溶性
糖和丙二醛（ＭＤＡ）含量及相对电导率的测定参考苍晶等的
方法［１３］。

Ｈ２Ｏ２含量、Ｏ
－
２·产生速率与过氧化物酶（ＰＯＤ）、超氧化

物歧化酶（ＳＯＤ）和抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）活性等的测
定参考蔡庆生的方法［１４］，以单位质量蛋白质中的酶活性计。

过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性的测定参照Ｋｎｒｚｅｒ等的方法［１５］。在

进行干物质积累测定时，每瓶３株作为１个测量单位。每个
样品重复３次，取平均值。
１．３　数据分析

试验数据采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计与分析。

２　结果与分析

２．１　老山芹正常苗与玻璃化苗增殖能力的比较
将老山芹玻璃化的试管苗进行继代培养后，其分化出的

苗仍呈现出玻璃化状态，玻璃化率显著高于正常苗，而正常苗

增殖后的玻璃化苗率仅为１２．５６％，可见老山芹玻璃化苗增
殖能力显著低于正常苗；老山芹正常试管苗的增殖系数为

５．５２，而玻璃化苗的增殖系数为３．３８，比正常苗的增殖系数
降低３８．７７％（表１）。结果表明，在试管苗培养过程中，玻璃
化现象的出现严重降低了老山芹试管苗的繁殖速度。

２．２　老山芹正常苗与玻璃化苗可溶性糖、淀粉、可溶性蛋白
含量及干物质积累率的比较

由表２可以看出，玻璃化苗的可溶性糖含量显著高于正
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表１　老山芹正常苗与玻璃化苗增殖的差异

处理 接种数（个） 增殖数量（个） 增殖系数 玻璃化苗数（株） 玻璃化率（％）
正常幼苗　 ２０ １１０．４０±３．７６ａ ５．５２±０．２５ａ １３．８６±０．９６ｂ １２．５６±０．０９ｂ
玻璃化幼苗 ２０ ６７．６６±１．４３ｂ ３．３８±０．１３ｂ ６７．６６±１．４３ａ １００．００±０．００ａ

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示经Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法检验，在０．０５水平上差异显著。下表同。

常苗，但其淀粉、可溶性蛋白含量及干物质积累率显著低于正

常苗。正常苗的可溶性糖含量比玻璃化苗低１７．０９％；但正
常苗的淀粉含量、可溶性蛋白含量、干物质积累率分别比玻璃

化苗高３３．６５％、３０．０９％、６６．９４％。这些结果说明，玻璃化
苗将光合产物直接转化为淀粉的能力较正常苗下降了。

表２　老山芹正常苗与玻璃化苗的可溶性糖、淀粉和可溶性蛋白含量及干物质积累比较

处理 可溶性糖含量（ｍｇ／ｇ） 淀粉含量（ｍｇ／ｇ） 可溶性蛋白含量（ｍｇ／ｇ） 干物质积累率（％）
正常幼苗　 １５．３８±１．４４ｂ ７．０３±０．５１ａ １．４７±０．０９ａ ４７．６６±３．５６ａ
玻璃化幼苗 １８．５５±１．２３ａ ５．２６±０．３８ｂ １．１３±０．０８ｂ ２８．５５±１．８７ｂ

　　注：可溶性糖、淀粉、可溶性蛋白含量均为鲜质量含量。

２．３　老山芹正常苗与玻璃化苗叶绿素含量的比较
从表３可见，正常苗与玻璃化苗的总叶绿素、叶绿素 ａ、

叶绿素ｂ含量和叶绿素 ａ／叶绿素 ｂ均存在显著差异。正常
苗的叶绿素ａ含量比玻璃化苗高４２．６８％，叶绿素 ｂ含量比

玻璃化苗高５２．１７％，总叶绿素含量比玻璃化苗高４４．７６％。
而正常苗的叶绿素 ａ／叶绿素 ｂ比玻璃化苗降低了６．１８％。
以上结果表明，老山芹玻璃化苗的光合能力与正常幼苗相比

有所下降。

表３　老山芹正常苗与玻璃化苗叶绿素含量差异

处理 叶绿素ａ含量（ｍｇ／ｇ） 叶绿素ｂ含量（ｍｇ／ｇ） 总叶绿素含量（ｍｇ／ｇ） 叶绿素ａ／叶绿素ｂ
正常幼苗　 １．１７±０．０７ａ ０．３５±０．０３ａ １．５２±０．１０ａ ３．３４±０．１８ｂ
玻璃化幼苗 ０．８２±０．０７ｂ ０．２３±０．０２ｂ １．０５±０．０９ｂ ３．５６±０．１５ａ

　　注：叶绿素含量以鲜质量计。

２．４　老山芹正常苗与玻璃化苗叶片丙二醛含量、相对电导率
及活性氧含量的比较

由表４可知，老山芹玻璃化苗 ＭＤＡ含量、相对电导率、
Ｏ－２·的产生速率及Ｈ２Ｏ２含量均显著高于正常苗。玻璃化苗

的ＭＤＡ含量、Ｏ－２·产生速率分别较正常苗提高了８２．７８％、
４５．０９％，而相对电导率、Ｈ２Ｏ２含量分别较正常苗提高了
１．６４、１．１２倍。以上结果说明，老山芹玻璃化试管苗体内发
生了活性氧的过度积累和较严重的膜脂过氧化。

表４　老山芹正常苗与玻璃化苗丙二醛含量、相对电导率及活性氧差异

处理
ＭＤＡ含量
（μｍｏｌ／ｇ）

相对电导率

（％）
Ｏ－２·产生速率
［μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）］

Ｈ２Ｏ２含量
（μｍｏｌ／ｇ）

正常幼苗　 ２６．８３±２．６７ｂ １６．４１±１．０２ｂ ８．５６±０．３２ｂ ２１．５８±２．０８ｂ
玻璃化幼苗 ４９．０４±３．６９ａ ４３．３９±３．５５ａ １２．４２±０．６１ａ ４５．６６±２．８６ａ

　　注：ＭＤＡ含量、Ｏ－２·产生速率、Ｈ２Ｏ２含量的测定均使用鲜材料。

２．５　老山芹正常苗与玻璃化苗抗氧化酶活性的比较
由表５可知，老山芹玻璃化苗出现了抗氧化酶系统的失

调。老山芹玻璃化苗抗氧化酶系统中的超氧化物歧化酶、过

氧化氢酶、过氧化物酶、抗坏血酸过氧化物酶活性显著高于正

常苗，上述４种抗氧化酶活性分别比正常苗提高了２３．８４％、
４４．４１％、９２．０７％、２６．６４％。

表５　老山芹正常苗与玻璃化苗抗氧化酶活性的差异

处理 ＳＯＤ活性（Ｕ／ｍｇ） ＣＡＴ活性（Ｕ／ｍｇ） ＰＯＤ活性（Ｕ／ｍｇ） ＡＰＸ活性（Ｕ／ｍｇ）
正常幼苗　 １．７２±０．１２ａ １８．５１±１．３１ａ ８．３２±０．５２ｂ ５．９３±０．３６ａ
玻璃化幼苗 ２．１３±０．１１ｂ ２６．７３±０．４４ｂ １５．９８±１．０４ａ ７．５１±０．１９ｂ

３　讨论

玻璃化现象是植物组织培养过程中最为常见一种生理障

碍。本试验结果显示，与正常苗相比，老山芹玻璃化苗的叶绿

素、淀粉、可溶性蛋白含量和干物质积累率均出现大幅度的降

低，而可溶性糖含量却比正常试管苗显著增加。这些结果表

明，老山芹玻璃化苗出现了光合作用失调和代谢紊乱现象。

在本试验中，玻璃化老山芹的可溶性糖含量显著高于正常苗，

而网纹甜瓜［１６］、满天星［１７］和蓝莓［１８］的玻璃化苗可溶性糖含

量显著低于正常苗，这种差异可能是由于不同植物种类对糖

类吸收和利用方面存在差异造成的。

活性氧是植物细胞代谢过程中的正常产物，在通常情况

下其产生和猝灭保持在一个适当平衡的状态，因此正常细胞

中的活性氧含量保持在一个相对较低的水平。然而在各类不

利的环境因子作用下，植物体内的活性氧水平的动态平衡会

被打破，从而导致细胞内活性水平激增，诱导细胞的氧化伤

害［１９］。在各类活性氧中，Ｏ－２·、Ｈ２Ｏ２是２个较为重要的活
性氧种类。许多研究也表明，试管苗玻璃化与活性氧代谢失
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调所引起的氧化胁迫密切相关，并且 Ｏ－２·、Ｈ２Ｏ２是玻璃化诱
导过程中的重要破坏性因子［９，１８，２０－２２］。本试验结果显示，老

山芹玻璃化苗的活性氧 Ｏ－２·、Ｈ２Ｏ２的水平较正常苗大幅度
升高，说明老山芹试管苗在玻璃化过程中发生活性氧 Ｏ－２·、
Ｈ２Ｏ２的暴发式增多。植物体内过量积累的活性氧会使细胞
膜和细胞器膜的脂质过氧化作用增强，最终引起细胞膜的损

伤，而 ＭＤＡ是构成细胞成分磷脂氧化最终产物之一，因此
ＭＤＡ是指示膜脂过氧化的重要指标［２３］。在本试验中，老山

芹试管苗玻璃化苗的ＭＤＡ含量和相对电导率均显著高于正
常苗，说明老山芹试管苗在玻璃化过程中发生了氧化胁迫和

细胞膜的氧化损伤。因此笔者推测，活性氧过度积累引起的

氧化胁迫可能在老山芹试管苗玻璃化过程中起着重要作用。

植物体为了清除体内的活性氧，进化形成了一套高效复

杂的抗氧化酶系统，它是由过氧化物酶、超氧化物歧化酶、抗

坏血酸过氧化物酶和过氧化氢酶等多种酶系构成的。其中

ＳＯＤ可催化生物体内的 Ｏ－２·生成 Ｈ２Ｏ２、Ｈ２Ｏ，是抗氧化系统
的第一道防线。Ｈ２Ｏ２与其他活性氧不同，不具有未配对电
子，因此Ｈ２Ｏ２可以通过水孔蛋白通道穿过生物膜，并能引起
远离其产生位点细胞的氧化伤害［２４］。在植物体内，除了ＣＡＴ
可直接催化Ｈ２Ｏ２生成Ｈ２Ｏ、Ｏ２外，植物体还可以利用抗坏血
酸过氧化物酶，通过ＡＰＸ－ＧＳＨ（ＡＰＸ－谷胱甘肽）再生系统，
将Ｈ２Ｏ２还原成 Ｈ２Ｏ，从而消除 Ｈ２Ｏ２对细胞的伤害

［２５］。由

于ＡＰＸ对Ｈ２Ｏ２的亲和性显著高于ＣＡＴ，因此，ＡＰＸ－ＧＳＨ再
生系统被认为是植物细胞内活性氧清除的主要方式［２５－２６］。

ＰＯＤ一方面可以清除Ｈ２Ｏ２，另一方面也可参与叶绿素的降解
和活性氧的产生［２７］。

本试验结果表明，老山芹玻璃化苗体内活性氧 Ｏ－２·、
Ｈ２Ｏ２大量产生的同时，虽然伴随着多种抗氧化酶活性的上
升，但是抗氧化酶活性升高的幅度明显小于活性氧积累的幅

度，这一结果说明，ＳＯＤ活性的升高不足以清除老山芹玻璃
化苗体内过量积累的活性氧 Ｏ－２·，并且 ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＡＰＸ这３
种抗氧化酶活性的升高也无法有效降低老山芹玻璃化苗体内

Ｈ２Ｏ２的积累。由此可见，抗氧化酶系统失调引起的活性氧积
累可能是导致老山芹玻璃化苗产生的一个重要原因。
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