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摘要：玉簪属植物在园林景观及药理学方面具有很高的应用价值。野生玉簪属极易遭受自然灾害、病毒及病虫害等侵

袭，组织培养继代也面临着维护成本高、容易污染等挑战。针对新品种培育及品种遗传稳定等需求，建立高安全、低维护、低消

耗的保存技术具有重要意义。本研究以花叶玉簪无菌苗为材料，采用限制生长保存技术，运用正交设计，研究不同浓度的蔗

糖、甘露醇、脱落酸、矮壮素对花叶玉簪限制生长试管苗的存活影响及生理生化响应。结果表明：在 20~25 ℃条件下，玉簪试

管苗在培养基中添加蔗糖 50 g/L+ 甘露醇 20 g/L+ 脱落酸（ABA，abscisic acid）1 mg/L+ 矮壮素（CCC，chlormequat chloride）
20 mg/L，保存 6 个月后存活率仍为 100%，无继代保存期可达对照 2 倍以上且维持性状稳定；保存后材料的超氧化物歧化

酶（SOD，superoxide dismutase）、过氧化物酶（POD，peroxidase）、过氧化氢酶（CAT，catalase）酶活性均高于对照组，丙二醛

（MDA，malondialdehyde）含量均低于对照组，保存材料的抗氧化酶活性增强，细胞膜脂氧化程度降低，延缓衰老进程，延长保

存继代周期。
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Abstract：Hosta Tratt. plants have high value in landscape and pharmacology. Hosta Tratt. plants in the 
wild are vulnerable to natural disasters，viruses，diseases and insect pests，and the normal tissue culture is faced 
with high maintenance costs，and chances of pollution. Considering the need for breeding new varieties and 
maintaining the genetic stability，it is of great significance to establish a preservation technique with safety，
low maintenance and low consumption. This research was conducted to obtain the optimal in vitro preservation 
protocol for Hosta plantaginea（Lam.）Asch. by using the orthogonal design and to study the effects of different 
concentrations of sucrose，mannitol，abscisic acid and CCC（chlormequat chloride）in the culture medium on the 
survival percentages and stability during the slow growth of in vitro plantlets of Hosta plantaginea（Lam.）Asch.. 
The results showed that 100% survival of in vitro Hosta plantaginea（Lam.）Asch. plantlets was obtained after 
six-month storage at 20-25 ℃，which were cultured in the MS medium supplemented with 50 g/L sucrose，20 g/L 
mannitol，1 mg/L ABA，20 mg/L CCC and 0.7% agar（pH 5.8），and the storage life without subculture was twice 
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as much as that of the control of 3 months on normal medium. The activities of SOD，POD and CAT in preserved 
in vitro plantlets were higher than those of the control group，and the content of MDA was lower than that of the 
control group，which indicated that the activity of antioxidant enzymes increased，the degree of lipid oxidation 
decreased，the senescence process was delayed，and the storage life was prolonged. 

Key words：Hosta plantaginea（Lam.）Asch.；slow growth preservation；activity of antioxidant enzymes；stability

玉簪属（Hosta Tratt.）是百合科多年生草本植

物［1］，具有花色素雅、叶色多变、品种多、应用广等

特点，在园林景观、药理学等方面具有很高的应用价

值［2-3］。为了保持玉簪亲本的优良性状并加快增殖

速度，一般不采用种子或分株繁殖方式［4］，而是采

用组织培养方式，既可以减少田间土地资源占用、减

少人力物力消耗，也可以避免病虫害侵袭［5-7］。组织

培养体系的建立，使试管苗可以成为玉簪属种质资

源的离体保存载体，但常规的组织培养技术需对试

管苗频繁继代以维持其活力，人力维护成本较高，也

会面临材料因多次操作污染损失的风险。因此，需

要研发试管苗限制生长保存技术，目前尚未有关于

玉簪试管苗限制生长保存技术的报道。

限制生长保存，即确保培养物维持存活和再生

潜能的同时，通过显著减缓植物的生理代谢过程，降

低组织培养继代频率，延长保存时间［8-9］，降低维护

成本和操作污染的风险。限制生长保存主要通过改

变外界环境条件，抑制植物生长，减少继代次数以

延迟植物衰老，一般通过以下几种方式：调节培养

基组分［10-11］、添加渗透性化合物调节培养基的渗透

压［12-13］、添加生长抑制剂或生长延缓剂［14-15］、降低

培养环境的氧气浓度［16］、调节光照等［17］，这些方式

的效果会受到基因型、温度和培养条件等方面的影 
响［18］，实际上往往会结合两种或两种以上的方法来

保存。

离体培养条件下，糖类具有双重作用，糖类物

质是细胞生长、分裂的主要碳源，Schnapp 等［19］研

究发现降低培养基的蔗糖浓度可以减缓番茄的茎

和根伸长；除此之外还维持一定的渗透压，当使用

较高浓度的蔗糖时，可调节渗透压使植物减少对水

和矿物质的吸收，延缓生长速度［20-21］，延长保存时

间［22］，如南天竹可以延长保存至 6 个月［23］。常用

的渗透性化合物除蔗糖外，还包括甘露醇、山梨醇

等，如在马铃薯［12］和埃塞俄比亚蕉［13］的培养基中

添加甘露醇可显著提高存活率，在芦笋培养基中添

加甘露醇或山梨醇可将继代周期从 4 周延长至 6 
个月［24］。

生长抑制剂主要是阻碍顶端分生组织细胞蛋

白质、核酸的生物合成并抑制其伸长、分化，从而使

细胞分裂减慢，植株变矮，脱落酸［25］可以降低 RNA
聚合酶活性，抑制 RNA 合成，从而抑制外植体的生

长活动，如在番茄培养基中添加 ABA，保存 12 周

后试管苗的生根数和叶片数显著低于对照［15］。矮

壮素等生长延缓剂主要通过抑制赤霉素的生物合 
成［26-27］，控制细胞和节间伸长，使植株变矮，同时有

利于消除体内活性氧伤害，提高活力，如在纪伊潮菊

的培养基中加入矮壮素能够使试管苗保存 12 个月

且存活率能达到 92% 以上［28］。

随着保存时间的延长，不同保存方案可能会对

植物造成胁迫而发生不同程度的生理生化变化。在

保存过程中，面对衰老和胁迫，往往会导致植物细胞

内活性氧代谢失调，自由基过度积累，导致膜脂过氧

化，破坏膜结构。正常情况下，作为保护酶系统的重

要组成部分，抗氧化酶类物质如 SOD 等能维持体内

活性氧产生和清除的动态平衡，抑制膜脂过氧化，维

持膜的稳定性。MDA 是膜脂受活性氧伤害而发生

过氧化的产物，其含量可反映细胞膜脂过氧化水平

及植物遭受逆境伤害的程度。

本研究以花叶玉簪（Hosta plantaginea（Lam.）
Asch.）试管苗为试验材料，在常温条件下，在培养

基中添加不同浓度的蔗糖、甘露醇、脱落酸和矮壮

素，统计存活率、观察生理生化变化、恢复培养后表

型差异对比分析，筛选较佳的限制保存技术体系。

本研究旨在确立适合花叶玉簪中期离体保存技术方

案，为玉簪属植物种质资源保存提供指导。

1　材料与方法

1.1　试验材料

花叶玉簪的健康无菌试管苗由中国农业科学院

作物科学研究所国家作物种质库提供。将试管苗在

MS 培养基（MS+3% 蔗糖 +0.7% 琼脂，pH 5.8）中

培养，获得生长健壮，具有 4 片小叶、1 片心叶，高度

为 5±0.5 cm 的试管苗为试验材料。

1.2　限制生长保存方案筛选及存活率统计

限制生长保存方案采用正交设计 L16（45），限

制保存培养基组成共设置 16 个组合试验，即在
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MS+0.7% 琼脂（pH 5.8）基本培养基的基础上添加

不同浓度的蔗糖、甘露醇、脱落酸和矮壮素，具体浓

度详见表 1。试验中每瓶添加培养基 150 mL。
限制保存材料是将无菌苗分别置于限制生长保

存培养基中进行保存，对照材料是将无菌苗直接置

于 MS 培养基中保存。保存条件均为 20~25 ℃、光

照强度 2000~3000 lx、光照时间 12~14 h/d。基生叶

保持绿色，可进行营养生长，计为存活，每隔 30 d 统

计存活率。

表 1　限制生长保存方案正交设计
Table 1　The orthogonal design of the slow growth tests

方案

Test

渗透性化合物种类及浓度

Kinds and concentrations of 
osmotic compounds

生长抑制剂种类及浓度

Kinds and concentrations of 
growth inhibitors

蔗糖

（g/L）
Sucrose

甘露醇

（g/L）
Mannitol

脱落酸

（mg/L）
Abscisic acid

矮壮素

（mg/L）
Chlormequat 

chloride

1 50 10 0.5 10

2 50 20 1 20

3 50 30 2 30

4 50 40 3 40

5 70 20 0.5 30

6 70 10 1 40

7 70 40 2 10

8 70 30 3 20

9 90 30 0.5 40

10 90 40 1 30

11 90 10 2 20

12 90 20 3 10

13 110 40 0.5 20

14 110 30 1 10

15 110 20 2 40

16 110 10 3 30

1.3　生理生化测定

对保存材料进行 SOD、POD、CAT 活性以及

MDA 含量的测定，测定方法参照李合生［29］植物生

理生化实验方法。每个处理选取 15 株苗，剪取每株

苗外层长势良好、健康的 3~4 个叶片，混样后在研

钵内倒入液氮研磨成冻干粉后分装，每份 0.25 g，3
次重复。

1.4　表型测定

将连续 2 次 6 个月限制保存的试管苗，接入

MS 培养基中恢复培养 60 d。以 MS 培养基中培养

60 d 的植株为对照，对比不同保存方案中恢复培养

后的表型差异。测定的表型指标包括株高、紧密度、

开展度、圆度、冠层色素分布等，其中株高采用游标

卡尺测量，紧密度、开展度、圆度、冠层色素分布等利

用 Scanalyzer 3D 设备（德国 Lemnatec）测定。

1.5　数据处理与分析

存活率、超氧化物歧化酶活性、过氧化物酶活

性、过氧化氢酶活性、丙二醛含量、株高，利用 Excel 
2013 软件进行数据记录和统计；紧密度、开展度、圆

度、冠层色素分布等数据通过 LemnaGrid 软件建立

分析流程，再通过 LemnaMiner 软件进行像素与实

际长度转换，利用 Excel 2013 软件进行计算统计。

利用 SPSS 22.0 软件采用方差分析法（ANOVA）进

行差异显著性分析（P<0.05）。

2　结果与分析

2.1　花叶玉簪无菌苗对照材料和限制保存材料的

生长和存活情况

对照组材料在保存 3 个月后植株已长至近瓶口

（图 1A~C），且培养基量不足，需要进行继代。

限制保存材料在方案 11、12、13 中保存的，在

保存 1 个月时存活率为 100%，个别样品开始出现

叶片黄化或叶缘黄化的现象（图 1D）。保存 2 个月

后开始发生不同程度的叶片卷缩，且相比于对照组

试管苗株高已矮化（图 1E），从第 2 个月存活率开

始下降，保存 3 个月后叶片黄化程度加深（图 1F）。
第 3~6 个月其存活率分别为：方案 11 为 53.3%、

3%、0 和 0，方案 12 为 49.2%、13.3%、3.3% 和 0，方
案 13 为 72%、60%、26.7% 和 0。

方案 14、15、16 保存材料，在保存 1~2 个月期

间存活率均为 100%，其中保存 1 个月时，保存材料

的个别样品开始出现叶片黄化或叶缘黄化的现象；

保存 2 个月后开始发生不同程度的叶片卷缩，且相

比于对照组试管苗株高已矮化。从第 3 个月存活

率开始下降，保存 4 个月后材料黄化明显。第 3~6
个月其存活率分别为：方案 14 为 82%、50%、0 和

0，方 案 15 为 39.4%、6%、0 和 0，方 案 16 为 43%、

36.6%、10% 和 0。
方案 3、7、8 保存材料，在保存 1~3 个月期间存

活率均为 100%，其中保存 1 个月时，除方案 8 外，

保存材料的个别样品开始出现叶片黄化或叶缘黄

化的现象；保存 2 个月后开始发生不同程度的叶片

卷缩，且相比于对照组试管苗株高已矮化；从保存 3
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个月后叶片黄化程度加深、植株叶色变浅且卷缩，矮

化程度增强。保存至第 4 个月时，方案 3、7、8 保存

材料的存活率分别下降为 96%、96%、96%。保存至

第 5 个月时，方案 3、7、8 保存材料的存活率分别下

降为 76%、26.7%、20%，方案 3 黄化程度更高。保

存至第 6 个月时，方案 3 保存材料的存活率仍然为

76%，叶片黄化、叶心部位略见绿色，方案 7、8 保存

材料均死亡。

方案 6、9、10 保存材料，在保存 1~4 个月期间

存活率均为 100%，其中保存 1 个月时，除方案 9
外，保存材料的个别样品开始出现叶片黄化或叶缘

黄化的现象；保存 2 个月后开始发生不同程度的叶

片卷缩，且相比于对照组试管苗株高已矮化；从保

存 3 个月后叶片黄化程度加深、植株叶色变浅且卷

缩，矮化程度增强。保存至第 5 个月时，方案 6、9、
10 保存材料的存活率分别下降为 96.7%、70% 和

96.7%，且黄化程度更高。保存至第 6 个月时，方案

6 保存材料的存活率下降为 53.3%，叶片黄化、叶心

部位略见绿色，方案 9 和 10 保存材料均死亡。

方案 1、2、5 保存材料，在保存 1~6 个月期间

存活率均为 100%（图 1G~O）。保存 2 个月后个别

样品叶片黄化，且相比于对照组试管苗株高已矮化

（图 1G、J、M）；保存 4 个月后个别样品叶色变浅、

卷缩，矮化程度增强（图 1H、K、N）；至保存 6 个

月时，材料虽外层为黄叶包被，但是绿叶仍占多数 
（图 1I、L、O）。将方案 1、2、5 中保存 6 个月的材

料经过 1 次继代后，再保存 6 个月后存活率均为

100%。

A 为对照保存 1 个月；B 为对照保存 2 个月；C 为对照保存 3 个月；D 为方案 11 保存 1 个月；E 为方案 11 保存 2 个月；F 为方案 11 保存 
3 个月；G 为方案 1 保存 2 个月；H 为方案 1 保存 4 个月；I 为方案 1 保存 6 个月；J 为方案 2 保存 2 个月；K 为方案 2 保存 4 个月； 

L 为方案 2 保存 6 个月；M 为方案 5 保存 2 个月；N 为方案 5 保存 4 个月；O 为方案 5 保存 6 个月

A is in vitro plantlets were preserved for 1 month under the control condition，B is in vitro plantlets were preserved for 2 months under the control 
condition，C is in vitro plantlets preserved for 3 months under the control condition，D is in vitro plantlets preserved for 1 months under  

Test 11，E is in vitro plantlets preserved for 2 months under Test 11，F is in vitro plantlets preserved for 3 months under Test 11， 
G is in vitro plantlets preserved for 2 months under Test 1，H is in vitro plantlets preserved for 4 months under Test 1，I is  

in vitro plantlets preserved for 6 months under Test 1，J is in vitro plantlets preserved for 2 months under Test 2， 
K is in vitro plantlets preserved for 4 months under Test 2，L is in vitro plantlets preserved for 6 months under  

Test 2，M is in vitro plantlets preserved for 2 months under Test 5，N is in vitro plantlets  
preserved for 4 months under Test 5，O is in vitro plantlets  

preserved for 6 months under Test 5

图 1　对照和限制生长保存的花叶玉簪生长情况
Fig.1　Growth of in vitro Hosta plantaginea（Lam.）Asch. plantlets of  

control group and slow growth preservation group
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2.2　生理生化检测

2.2.1 超氧化物歧化酶（SOD）活性变化　结果表

明（表 2），方案 1 和方案 2 保存材料的 SOD 酶活

性在保存 1~3 个月期间，均显著高于对照组，方案

5 中材料与对照组的差异不显著。方案 1 保存材料

的 SOD 酶活性显著高于方案 5，且在保存 1~3 个月

差异达极显著。方案 2 与方案 1 相比，保存材料的

SOD 酶活在第 1 个月差异显著，第 2~6 个月差异不

显著。方案 2 与方案 5 保存材料的 SOD 酶活相比，

仅在第 3 个月差异显著，其他时间的差异均不显著。

表 2　花叶玉簪无菌苗保存过程中 SOD 活性变化
Table 2　Changes of SOD activity during the preservation of Hosta plantaginea（Lam.）Asch. （U/g ·min）

方案

Test
第 0 月

Initial
第 1 月

1st month
第 2 月

2nd month
第 3 月

3rd month
第 4 月

4th month
第 5 月

5th month
第 6 月

6th month

CK 61.10±7.85A 80.37±5.24C 95.67±6.14C 103.53±6.99B — — —

1 61.10±7.85A 104.10±4.53A 141.09±7.33A 143.83±6.91A 115.36±9.34A 109.43±2.34A 105.93±5.16A

2 61.10±7.85A 92.63±3.84B 124.82±7.05AB 136.83±7.58A 107.76±2.59AB 98.60±6.63AB 96.79±6.83AB

5 61.10±7.85A 88.20±2.14BC 112.30±10.27BC 114.97±9.58B 97.10±7.16B 91.00±6.15B 87.66±8.94B

表中数据均为平均值 ± 标准差；不同字母表示同列比较差异显著（P<0.05）；对照组保存 3 个月需继代，无 4~6 月数据，下同

The data in the table are mean value±standard deviation，different letters indicate significant difference between the same columns（P<0.05），the 
control group could only be preserved for 3 months and then needed to be subcultured，so there is no data from the fourth to the sixth month，the 
same as below

2.2.2 过氧化物酶（POD）活性变化　结果表明

（表 3），方案 1、2 中材料的 POD 酶活性在保存第 3
个月时，显著高于对照组。在保存 1~4 个月期间，

方案 1、2、5 保存材料的 POD 酶活无显著差异；保

存至第 5 个月时，方案 1 保存材料的 POD 酶活性显

著高于方案 2 和 5 的材料，方案 1 与方案 5 差异极

显著（P<0.01）；保存至第 6 个月时，方案 1 保存材

料的 POD 酶活性仍显著高于方案 5。

表 3　花叶玉簪无菌苗保存过程中 POD 活性变化
Table 3　Changes of POD activity during the preservation of Hosta plantaginea（Lam.）Asch. （U/g ·min）

方案

Test
第 0 月

Initial
第 1 月

1st month
第 2 月

2nd month
第 3 月

3rd month
第 4 月

4th month
第 5 月

5th month
第 6 月

6th month

CK 2.30±0.47A 4.67±0.47A 5.00±0.82A 5.33±0.47B — — —

1 2.30±0.47A 5.67±0.47A 6.33±0.47A 6.67±0.47A 7.00±1.63A 8.00±0.82A 9.33±2.06A

2 2.30±0.47A 5.33±0.47A 5.67±0.47A 6.33±0.47A 5.00±0.82A 5.67±0.47B 6.67±1.25AB

5 2.30±0.47A 5.00±0.82A 5.33±0.47A 5.67±0.47AB 3.67±0.47A 4.00±0.82B 5.67±1.70B

2.2.3 过氧化氢酶（CAT）活性变化　结果表明

（表 4），在保存 1~3 个月期间，方案 1、2 保存材料的

CAT 酶活性显著高于对照组。在保存 4~6 个月期

间，方案 1 保存材料 CAT 酶活性显著高于方案 2。
方案 5 保存材料在保存 2 个月开始 CAT 酶活性显

著低于方案 1，与方案 2 差异不显著。

表 4　花叶玉簪无菌苗保存过程中 CAT 活性变化
Table 4　Changes of CAT activity during the preservation of Hosta plantaginea（Larn.）Asch. （U/g ·min）

方案

Test
第 0 月

Initial
第 1 月

1st month
第 2 月

2nd month
第 3 月

3rd month
第 4 月

4th month
第 5 月

5th month
第 6 月

6th month

CK 2.79±0.35A 4.33±0.47B 4.67±0.47C 5.67±0.47C — — —

1 2.79±0.35A 5.67±0.47A 7.33±0.47A 8.33±0.47A 10.33±0.47A 9.67±0.47A 11.33±0.94A

2 2.79±0.35A 5.33±0.47AB 6.67±0.47AB 7.67±0.94AB 6.67±0.47B 7.33±0.47B 8.00±0.82B

5 2.79±0.35A 4.67±0.47AB 5.67±0.47BC 6.33±0.47BC 5.67±0.47B 6.00±0.82B 6.33±0.47B
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2.2.4 丙二醛（MDA）含量变化　结果表明（表 5），
在保存 1~3 个月期间，方案 2 保存材料的 MDA 含

量显著低于方案 1、5 和对照材料，方案 1 和方案 5
保存材料的 MDA 含量与对照差异均不显著。在

保存 4~5 个月期间，方案 2 与方案 5 保存材料的

MDA 含量差异极显著（P<0.01）；方案 1 和方案 5
保存材料的 MDA 含量在第 4 个月差异显著，在第

5 个月差异极显著（P<0.01）。

表 5　花叶玉簪保存无菌苗过程中 MDA 含量变化
Table 5　Changes of MDA content during the preservation of Hosta plantaginea（Lam.）Asch. （nmol/g·DW）

方案

Test
第 0 月

Initial
第 1 月

1st month
第 2 月

2nd month
第 3 月

3rd month
第 4 月

4th month
第 5 月

5th month
第 6 月

6th month
CK 8.20±0.59A 5.41±0.72A 3.97±0.64A 4.25±0.25A — — —

1 8.20±0.59A 4.75±0.65A 3.47±0.39A 3.67±0.4A 4.55±0.37B 4.67±0.28B 4.79±0.74A
2 8.20±0.59A 3.04±0.58B 2.23±0.28B 2.76±0.4B 3.49±0.48C 4.07±0.25C 4.61±0.56A
5 8.20±0.59A 4.86±0.51A 3.88±0.33A 3.85±0.65A 5.77±0.21A 5.78±0.10A 5.47±0.59A

2.3　不同保存方案恢复培养的花叶玉簪无菌苗表

型差异

结果表明（表 6），经过恢复培养后的方案 2 和

方案 5 的保存材料，与对照材料的株高、紧密度、开

展度、圆度和相对叶绿素含量，均无显著差异，而

方案 1 中保存材料的紧密度、开展度和相对叶绿

素含量虽与对照材料差异不显著，但株高、圆度则

呈现显著性差异（表 6）。由此可见，方案 1 中保存

材料经过恢复培养后短时间内并不能恢复至原始 
表型。

表 6　花叶玉簪保存无菌苗恢复培养后表型变化
Table 6　Phenotypic changes of Hosta plantaginea（Lam.）Asch. in resumed culture after preservation
方案

Test
株高（cm）

Plant height
紧密度

Plant compactness
开展度

Plant caliper length
圆度

Plant roundness
相对叶绿素含量（%）

Relative chlorophyll content
CK 6.65±0.38A 0.41±0.03A 1161.67±122.53A 260.00±12.57A 96.63±1.81A
1 3.58±0.27B 0.42±0.02A 1168.67±61.76A 157.33±17.25B 95.63±1.23A
2 6.03±0.27A 0.45±0.03A 1068.67±89.45A 246.50±6.18A 98.00±0.67A
5 6.21±0.45A 0.48±0.05A 1150.00±93.56A 227.00±15.94A 97.77±1.26A

综合存活率、表型和生理生化物质变化结果，方

案 1 和方案 2 保存材料的抗氧化酶活性总体高于方

案 5，且 MDA 含量低于方案 5，方案 2 为花叶玉簪

中长期离体保存最佳方案，即在 MS 基础培养基上

添加蔗糖 50 g/L、甘露醇 20 g/L、ABA 1 mg/L、CCC 
20 mg/L。

3　讨论

目前限制生长保存方法在不同物种得到了成

功的应用［30-32］。研究表明，不同植物对适宜的甘露

醇浓度要求不同，这可能是由于不同植物抵抗渗透

胁迫的能力有差异，如菊花试管苗在添加 10~20 g/L 
甘露醇的培养基中可保存 12 个月［33］；文心兰试管

苗在添加 30 g/L 甘露醇的培养基中可保存 12 个 
月［34］；马铃薯试管苗在添加 40 g/L 甘露醇的培养

基中可保存 18 个月［35］；也有研究表明 10~50 g/L
甘露醇对百合试管苗生长没有起到明显的限制作 
用［36］。矮壮素被作为延缓剂而广泛地应用于种质

保存中，但不同试材所用浓度也有较大差异，如文心

兰试管苗在添加 30 mg/L CCC 的培养基中可保存

12 个月［37］；添加 200 mg/L CCC 的培养基对宝石无

核葡萄试管苗的生长抑制效果明显［36］；培养基中

CCC 浓度达 1500~2000 mg/L 时对纪伊潮菊等效果

较好［28］；也有研究表明，400 mg/L CCC 的培养基会

引起葡萄组培苗玻璃化［38］。蔗糖在培养基中起双

重作用，合适浓度的蔗糖作为碳源为植株提供营养

物质，高浓度的蔗糖会形成渗透胁迫，抑制植株的生

长，不同植物对蔗糖耐性也不同，如 50~90 g/L 高浓

度蔗糖可以保存百合试管苗 11 个月［36］；90~110 g/L 
蔗糖可以抑制大花卷丹试管苗生长［39］；高浓度的蔗

糖也会对试管苗产生毒害作用，如兰伟等［40］发现

那贺川野菊试管苗在含有 60~90 g/L 蔗糖的培养基

中保存时间比对照短，且存活率低。研究发现 0.5~ 
2.0 mg/L ABA 具有抑制紫背天葵试管苗生长的作 
用［41］，保存 6 个月后存活率 100%；1.0~3.0 mg/L ABA 
可有效延长百合试管苗保存时间［36］；0.2~2.0 mg/L ABA
不利于木薯试管苗的离体保存［42］；7.6 ~11.4 µmol/L
浓度的 ABA 会导致百里香植株难以恢复生长［43］。
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同时采用两种或两种以上限制生长的方法来保存植

物的种质资源可以提高离体保存的效果，如 Thakur
等［24］发现 2.0% 甘露醇或者 2.0% 山梨醇与 1.5%

（w/v）的蔗糖添加在 1/2 MS 培养基可以使大赖草

在常温下保存 6 个月，成活率 70% 以上。

有学者认为植物衰老过程与细胞膜透性的变化

有关，衰老过程即是细胞和组织中活性氧伤害积累

的过程。有研究表明渗透剂能够清除自由基，保护

植物组织免受氧化应激损伤［44-45］。抗氧化酶类物

质 SOD、POD、CAT 可防止活性氧对细胞膜造成的

损害，稳定其代谢平衡，酶活性可作为观测植物生活

力和抵抗胁迫能力的重要指标。从生长延缓剂处理

后试管苗生长受到抑制的生长状态和生理代谢变化

的结果来看，达到或超过试管苗生长受到明显抑制

的处理后，其 SOD 等酶活性及 MDA 含量也发生显

著变化。本研究发现，较佳 3 种方案（方案 1、2、5）
保存材料的 SOD、POD、CAT 酶活性均高于对照组，

但 MDA 含量均低于对照组，可能通过提高材料的

抗氧化酶活性，延迟材料的衰老以达到延长保存时

间的目的，这一结论与姚凤琴等［46］研究结果一致。

本研究获得的玉簪适宜的培养基，即在培养基

中添加蔗糖 50 g/L+ 甘露醇 20 g/L+ABA 1 mg/L+ 
CCC 20 mg/L，保存 6 个月后，材料的存活率为

100%，且在保存过程中试管苗发生生理代谢协调变

化，以减低逆境对试管苗细胞膜系统的伤害，增强保

护酶的活性，增强试管苗对环境的抗逆性，延缓衰

老，达到延长保存时间的目的，为玉簪属植物种质资

源保存提供了技术支撑。
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