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椒样薄荷叶片愈伤组织诱导与抗褐变
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　　摘　要：以椒样薄荷为试材，采用单因素试验法开展了基本培养基的筛选试验，并在基
本培养基Ｂ５中添加不同植物生长调节剂组合和抗褐变剂，分析其对椒样薄荷愈伤组织形
成的影响。结果表明：叶片愈伤组织诱导的基本培养基以Ｂ５为宜；植物生长调节剂以ＫＴ
１．０ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ·Ｌ－１为宜；以Ｂ５＋ＫＴ　１．０ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ·Ｌ－１

为培养基时抗褐变剂以活性炭０．２ｇ·Ｌ－１为宜，椒样薄荷愈伤组织诱导率达到１００％，褐变
率为０．０％，愈伤组织生物量达到４２．１ｇ·Ｌ－１，建立了较理想的愈伤组织体系。
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　　椒样薄荷（Ｍｅｎｔｈａ　ｐｉｐｅｒｉｔａ　Ｌ．）属唇形科薄
荷属多年生宿根性长日照草本植物，又名胡椒薄
荷，从椒样薄荷的茎叶中可提取到芳香的挥发薄
荷油，具有辛辣凉爽的香气，被广泛用于医药、食
品、日用品、化妆品等领域［１－４］。近年来，随着国内
薄荷栽培面积的逐年递减以及薄荷油市场需求量

的加大，国内外薄荷油的价格正逐步上升。因此
研究椒样薄荷的组织培养技术有重要的现实

意义。

利用组织培养的方法诱导愈伤组织是实现快

速繁殖的重要手段，同时愈伤组织也可以作为细
胞悬浮培养生产次生代谢产物薄荷油的原材

料［５］。近年来，以椒样薄荷叶片作为诱导愈伤组

织的外植体的研究工作已有开展，但愈伤组织诱

导过程中易发生褐变［６－８］。该试验以椒样薄荷叶

片为外植体，研究基本培养基、植物生长调节剂组
合及抗褐变剂对椒样薄荷叶片愈伤组织诱导与抗

褐变的影响，旨在为利用细胞培养技术生产薄荷
油提供初始无菌系再生体系的建立提供一定的

参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料

供试椒样薄荷试管苗由武汉生物工程学院细

胞工程实验室提供，以试管苗叶片为外植体进行
愈伤组织诱导试验。

１．２　试验方法

在超净工作台内，将试管苗的叶片从叶柄处

切下，分别接种于各试验培养基上，每种处理接种

１０瓶，每瓶培养基分装３０ｍＬ，接种叶片４片。

培养温度为（２５±２）℃，光照强度为１　５００ｌｘ，光照

时间为１０ｈ·ｄ－１。培养４５ｄ后统计有效接种数、

形成愈伤组织的有效叶片数、褐变愈伤组织数，并
计算愈伤组织诱导率、褐变率；称取各处理愈伤组



织鲜质量并转化为１Ｌ培养基鲜质量（ｇ·Ｌ－１）。

１．２．１　基本培养基对叶片愈伤组织诱导的影响
以常用的 ＭＳ、Ｎ６和Ｂ５为基本培养基，附加

物为１．０ｍｇ·Ｌ－１　６－ＢＡ＋１．０ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ＋
０．２ｇ·Ｌ－１维生素Ｃ（ＶＣ）＋０．２ｇ·Ｌ－１水解乳
蛋白（ＬＨ）＋８．０ｇ·Ｌ－１琼脂，ｐＨ　５．６～５．８。

１．２．２　６－ＢＡ和２，４－Ｄ组合对叶片愈伤组织诱导
的影响

基本培养基为Ｂ５，６－ＢＡ的浓度设计为０．５、

１．０、１．５ｍｇ·Ｌ－１共３个水平，２，４－Ｄ的浓度设计
为０．５、１．０ｍｇ·Ｌ－１共２个水平。其它附加物为

０．２ｇ·Ｌ－１　ＶＣ＋０．２ｇ·Ｌ－１　ＬＨ＋８．０ｇ·Ｌ－１

琼脂，ｐＨ　５．６～５．８。

１．２．３　ＫＴ和 ＮＡＡ、２，４－Ｄ组合对叶片愈伤组
织诱导的影响

基本培养基为Ｂ５，ＫＴ的浓度设计为１．０、

２．０ｍｇ·Ｌ－１共２个水平，ＮＡＡ、２，４－Ｄ的浓度设
计为０．５、１．０ｍｇ·Ｌ－１共２个水平。其它附加物
为 ０．２ ｇ· Ｌ－１　 ＶＣ＋０．２ ｇ· Ｌ－１　ＬＨ ＋
８．０ｇ·Ｌ－１琼脂，ｐＨ　５．６～５．８。

１．２．４　抗褐变剂对叶片愈伤组织诱导与抗褐变
的影响

基本培养基为Ｂ５，抗褐变剂分别使用ＶＣ、活
性炭（ＡＣ）、柠檬酸，浓度均为０．２ｇ·Ｌ－１。其它
附加物为 １．０ ｍｇ·Ｌ－１　ＫＴ＋０．５ ｍｇ·Ｌ－１

２，４－Ｄ＋０．２ｇ·Ｌ－１　ＬＨ＋８．０ｇ·Ｌ－１琼脂，ｐＨ
５．６～５．８。

１．３　项目测定

有效接种数为接种后未污染的外植体叶片

数；诱导率（％）＝形成愈伤组织叶片数目／有效接
种数×１００；褐变率（％）＝褐变的愈伤组织数／总
的愈伤组织数×１００。

１．４　数据分析

采用Ｅｘｃｅｌ　２００７软件对数据进行处理，采用

ＳＰＳＳ　１３．０软件中完全随机单因素试验方差分析
邓肯氏新复极差法（Ｄｕｎｃａｎ′ｓ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｒａｎｇｅ
ｔｅｓｔ）评估各试验处理间差异显著性。文中各表
中数据为平均值±标准差；同列数据中不同英文
字母表示数据间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２　结果与分析

２．１　基本培养基对叶片愈伤组织诱导的影响

　　叶片接种７ｄ后其边缘处开始发生弯曲。

１４ｄ后切口处已有少量愈伤组织形成。２１ｄ后
其表面开始出现绿色小颗粒愈伤组织，且多为致
密型。培养４５ｄ后叶片愈伤组织见图１。由表１
可知，椒样薄荷叶片在３种基本培养基中均能诱
导出愈伤组织，但Ｂ５基本培养基的愈伤组织诱
导率和生物量均显著高于 ＭＳ和 Ｎ６。试验结果
表明在其它附加物相同的情况下，Ｂ５较 ＭＳ和

Ｎ６作为基本培养基更适合于椒样薄荷叶片愈伤
组织的诱导。

图１　３种培养基上的叶片愈伤组织

Ｆｉｇ．１　Ｃａｌｌｉ　ｏｎ　３ｋｉｎｄｓ　ｏｆ　ｍｅｄｉｕｍ
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表１　基本培养基对叶片愈伤组织诱导的影响

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｂａｓｉｃ　ｍｅｄｉｕｍ　ｏｎ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｅａｆ　ｃａｌｌｕｓ

基本培养基

Ｂａｓｉｃ　ｍｅｄｉｕｍ

有效接种数

Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

诱导率

Ｉｎｃｕｄａｔｉｏｎ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

褐变率

Ｂｒｏｗｎｉｎｇ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

愈伤组织生物量

Ｃａｌｌｕｓ　ｂｉｏｍａｓｓ／（ｇ·Ｌ－１）

ＭＳ　 ３２　 ４０±２．０ｃ ４３．８±３．６ａ ２．９±０．３ｃ

Ｎ６　 ３６　 ６５±５．２ｂ ３８．５±２．８ｂ ６．８±０．８ａｂ

Ｂ５　 ３６　 ８５±４．８ａ ３８．２±２．５ｂ ７．９±０．５ａ

２．２　６－ＢＡ和２，４－Ｄ组合对叶片愈伤组织诱导的
影响

　　叶片培养２１ｄ后其愈伤组织呈现２种颜色，
即绿色和黄白色，前者为致密型，后者为松散型，
且后者的生长速度大于前者。培养４５ｄ后统计试
验结果见表２。可知６－ＢＡ和２，４－Ｄ组合均能诱导出
愈伤组织，但诱导率、褐变率及愈伤组织生长情况有
显著性差异。当２，４－Ｄ 浓度为０．５ｍｇ·Ｌ－１时，
以和６－ＢＡ　０．５ｍｇ·Ｌ－１组合效果适宜，但随着

６－ＢＡ浓度增加诱导率却有下降趋势，同时褐变率

却随之升高，２，４－Ｄ浓度为１．０ｍｇ· Ｌ－１时愈伤
组织培养情况同０．５ｍｇ· Ｌ－１处理组。虽然

６－ＢＡ　０．５ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　１．０ｍｇ·Ｌ－１组合的
褐变 率 略 高 于 ６－ＢＡ　０．５ ｍｇ·Ｌ－１ ＋２，４－Ｄ
０．５ｍｇ·Ｌ－１组合，但其诱导率达到１００％，而且
愈伤组织的生长状况也好于后者。故在以Ｂ５为
基本培养基的情况下，６－ＢＡ　０．５ ｍｇ·Ｌ－１ ＋
２，４－Ｄ　１．０ｍｇ·Ｌ－１更适宜椒样薄荷叶片愈伤组
织的诱导。

表２　６－ＢＡ和２，４－Ｄ组合对叶片愈伤组织诱导的影响

Ｔａｂｌｅ　２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　６－ＢＡ　ａｎｄ　２，４－Ｄ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｅａｆ　ｃａｌｌｕｓ

植物生长调节剂

Ｐｌａｎｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒ／（ｍｇ·Ｌ－１）

６－ＢＡ　 ２，４－Ｄ

有效接种数

Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒ

诱导率

Ｉｎｃｕｄａｔｉｏｎ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

／％

褐变率

Ｂｒｏｗｎｉｎｇ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

／％

愈伤组织生物量

Ｃａｌｌｕｓ　ｂｉｏｍａｓｓ

／（ｇ·Ｌ－１）

０．５　 ０．５　 ３６　 ８０±４．０ｂ ３７．５±２．３ｃｄ　 ３．６±０．２ｄ

１．０　 ０．５　 ３６　 ８０±４．０ｂ ５０．０±３．４ｂ ４．９±０．５ｃ

１．５　 ０．５　 ３２　 ７０±２．５ｃ ５７．１±４．５ａｂ　 ３．３±０．４ｄ

０．５　 １．０　 ２８　 １００±０．０ａ ４２．５±３．６ｃ ９．５±０．８ａ

１．０　 １．０　 ３９　 ８０±２．０ｂ ５６．３±５．２ａｂ　 ７．５±０．５ｂ

１．５　 １．０　 ２８　 ７５±５．５ｂｃ　 ６０．０±４．８ａ ７．３±０．４ｂ

２．３　ＫＴ和ＮＡＡ、２，４－Ｄ组合对叶片愈伤组织诱
导的影响

　　叶片培养初期边缘处开始发生弯曲，且在叶
片切口处及叶片表面均已出现愈伤化的迹象。其
中ＫＴ和 ＮＡＡ组合的愈伤组织均为绿色致密
型，而ＫＴ与２，４－Ｄ组合的愈伤组织则均为黄白
色松散型，后者愈伤组织的生长状况整体均要优
于前者，这可能与生长素的类型有关。培养４５ｄ
后统计试验结果见表３。可知 ＫＴ 和 ＮＡＡ、

２，４－Ｄ组合均能成功诱导出愈伤组织。其中２，４－
Ｄ处理组愈伤组织诱导率显著性高于ＮＡＡ处理
组，愈伤组织以黄白色松散状态为主，但前者褐变
率却较后者严重。同时，ＮＡＡ 处理组和２，４－Ｄ
处理组均是以浓度０．５ｍｇ·Ｌ－１时诱导率高，褐

变率低，说明在与ＫＴ配合使用时低浓度的ＮＡＡ
和２，４－Ｄ均有利于愈伤组织的诱导。由试验结果
可以得出：在以Ｂ５为基本培养基的情况下，ＫＴ
１．０ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ·Ｌ－１的组合对愈
伤组织诱导效果最好。
由表２、３可知，６－ＢＡ　０．５ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ

１．０ｍｇ·Ｌ－１组合的诱导率达到１００％，略高于

ＫＴ　１．０ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ·Ｌ－１组合的诱
导率，但是后者的褐变率和愈伤组织生长状况均
要明显优于前者，故将诱导率、褐变率及愈伤组织
的 生 长 状 况 ３ 个 因 素 综 合 比 较，ＫＴ
１．０ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ·Ｌ－１更适于薄荷
叶片愈伤组织的诱导。
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表３　ＫＴ、ＮＡＡ以及２，４－Ｄ组合对叶片愈伤组织诱导的影响

Ｔａｂｌｅ　３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＫＴ，ＮＡＡ　ａｎｄ　２，４－Ｄ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｅａｆ　ｃａｌｌｕｓ

植物生长调节剂

Ｐｌａｎｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒ／（ｍｇ·Ｌ－１）

ＫＴ　 ＮＡＡ　 ２，４－Ｄ

有效接种数

Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒ

诱导率

Ｉｎｃｕｄａｔｉｏｎ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

／％

褐变率

Ｂｒｏｗｎｉｎｇ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

／％

愈伤组织生物量

Ｃａｌｌｕｓ　ｂｉｏｍａｓｓ

／（ｇ·Ｌ－１）

１．０　 ０．５　 ０　 ３６　 ８０．０±５．２ｃ ３７．５±２．８ｄｅ　 ３．２±０．２ｆ

２．０　 ０．５　 ０　 ４０　 ８０．０±６．４ｃ ３７．５±３．４ｄｅ　 ６．６±０．４ｃｄ

１．０　 １．０　 ０　 ３６　 ４０．０±３．２ｅ ５０．０±４．２ｃ ２．７±０．３ｆ

２．０　 １．０　 ０　 ３２　 ３０．０±２．８ｆ ６６．７±５．３ａｂ　 ５．２±０．３ｃｄｅ

１．０　 ０　 ０．５　 ３６　 ９５．０±３．６ａ ３６．８±４．２ｄｅ　 １５．１±０．７ａ

２．０　 ０　 ０．５　 ２８　 ９０．０±４．８ａｂ　 ４１．７±３．６ｄ ９．９±０．６ｂ

１．０　 ０　 １．０　 ３６　 ８２．５±７．２ｃ ５４．６±２．５ｃ ７．６±０．５ｃ

２．０　 ０　 １．０　 ３６　 ７０．０±５．６ｄ ７１．４±４．４ａ ６．４±０．５ｃｄ

２．４　抗褐变剂对叶片愈伤组织诱导和抗褐变的
影响

　　由图２可知，ＡＣ处理组愈伤组织无褐变现
象且生长较快，但愈伤组织颗粒较松散，且偏黄白
色。而ＶＣ和柠檬酸处理组有褐变发生，但愈伤
组织颗粒紧密且颜色偏绿。由表４可知，活性炭

处理组的愈伤组织褐变率为０．０，抗褐变效果显
著性优于 ＶＣ和柠檬酸，而且 ＡＣ在防止愈伤组
织褐变的同时还促进了叶片的愈伤化，愈伤组织
的诱导率也达到１００％。表明椒样薄荷在愈伤组
织诱导试验中，如果较理想地控制了褐变，则愈伤
组织也能获得较好的诱导率。

图２　３种抗褐变培养基上的愈伤组织

Ｆｉｇ．２　Ｃａｌｌｉ　ｏｎ　３ｋｉｎｄｓ　ｏｆ　ｂｒｏｗｎｉｎｇ　ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ｍｅｄｉｕｍ

表４　抗褐变剂对叶片愈伤组织诱导与抗褐变的影响

Ｔａｂｌｅ　４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｒｏｗｎｉｎｇ　ａｇｅｎｔ　ｏｎ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｅａｆ　ｃａｌｌｕｓ

抗褐变剂

Ａｎｔｉｂｒｏｗｎｉｎｇ　ａｇｅｎｔ

有效接种数

Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

诱导率

Ｉｎｃｕｄａｔｉｏｎ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

褐变率

Ｂｒｏｗｎｉｎｇ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

愈伤组织生物量

Ｃａｌｌｕｓ　ｂｉｏｍａｓｓ／（ｇ·Ｌ－１）

ＡＣ　 ３２　 １００±０．０ａ ０．０±０．０ｃ ４２．１±３．５ａ

ＶＣ　 ３２　 １００±０．０ａ ４２．５±３．２ａ ９．５±０．８ｂ

柠檬酸 ２８　 ２５±３．２ｂ ２０．０±２．４ｂ ８．１±０．６ｂｃ

３　讨论

影响椒样薄荷组织培养的因素很多，如温度、

光照、湿度、外植体种类、培养基成分、植物生长调
节剂等。该试验是在外界培养条件不变的情况
下，研究基本培养基、植物生长调节剂组合及抗褐

８４１ 北　方　园　艺　　　　　　　　　　　９月（上）　



变剂对椒样薄荷叶片愈伤组织诱导的影响。不同
基本培养基对椒样薄荷叶片愈伤组织诱导有较大

的差异，该试验中Ｂ５培养基较 ＭＳ和Ｎ６更适合
椒样薄荷叶片愈伤组织的诱导。师素云等［９］报道
薄荷品种‘７３８’的结果与该试验相同，但诱导率均
在５０％以下，而该试验中Ｂ５和 Ｎ６的诱导率分
别达到了８５％和６５％。而张倩等［１０］报道葡萄柚
薄荷茎在 Ｎ６和 Ｂ５培养基中愈伤组织可达到

９０％，这可能与该试验中薄荷的品种、植物生长调
节剂浓度及外植体不同有关。
在离体条件下植物细胞全能性的实现受到植

物内在遗传因素、所处发育阶段及外界环境的共
同影响，外源植物生长调节剂通过内源植物生长
调节剂发挥传递开启遗传物质进行脱分化和再分

化等发育表达信号的作用，因此，外源植物生长调
节剂的种类及浓度合适与否是愈伤组织诱导、增
殖及分化成败的关键［１１］。周伟香等［６］提出２，４－Ｄ
对诱导叶片愈伤化有极显著的效果。该试验发现

２，４－Ｄ浓度高低不仅影响愈伤组织的形成，还影
响愈伤组织的状态，但０．５ｍｇ·Ｌ－１低浓度２，４－Ｄ
更有利于愈伤组织的诱导，建议可以进一步降低

２，４－Ｄ的使用浓度。在现有薄荷叶片愈伤组织诱
导的文献中细胞分裂素多使用６－ＢＡ［１２－１３］，该试验
中还发现ＫＴ处理组对于愈伤组织的诱导和生长
要优于６－ＢＡ处理组，但该试验中 ＫＴ的效果比
较好，具体浓度可以进行深入探讨。但舒英杰
等［１４］提出细胞分裂素ＴＤＺ诱导叶片愈伤组织可
达到６４．２９％，但仍低于该试验结果。
薄荷组织中含有大量的多酚类成分，诱导出

的愈伤组织存在易褐变的问题。在试验中，虽然

２，４－Ｄ有较强的诱导愈伤组织的效果，但容易出
现褐变现象，且随２，４－Ｄ浓度升高褐变率呈上升
趋势，该试验由于加入了ＶＣ，对褐变在一定程度
上有所抑制，但褐变率严重时仍然高达７０％左
右。为了解决褐变问题，对 ＡＣ、柠檬酸和 ＶＣ抗
褐变效果进行了比较研究，结果表明活性炭的抗
褐变效果最好。活性炭在组培试验中能吸附培养
基中的有害物质，对培养材料的生长有利［１５－１６］，
也有研究表明ＡＣ对植物组培中褐变现象基本无
效果，认为ＡＣ吸附有害物质的同时也吸附外源

植物生长调节剂［１７］。方中明等［１７］报道随着培养
基中柠檬酸含量的提高，根状茎的出芽数逐步升
高；当柠檬酸质量浓度为１．０ｇ·Ｌ－１，平均出芽
数为４．４８，培养基未明显褐变。而柠檬酸在该试
验中相对于ＶＣ虽可以减轻褐变，但诱导效果却
不明显。
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欢迎订阅２０１９年《山西果树》

《山西果树》是由山西省农业科学院主管，山西省农科院果树研究所主办的以科学研究和技术普及
相结合的综合性果树科技期刊，被中国期刊网、中国学术期刊（光盘版）、中国期刊数据库、中国核心期刊
（遴选）数据库、中文科技期刊数据库、维普数据库、万方数据库、湖北武汉博看网、龙源期刊网、超星数字
集团等多家网络和数据库收录。本刊为山西省一级期刊，并先后荣获全国园艺类核心期刊奖、华北地区
优秀期刊奖、全国优秀农业期刊奖、全国优秀农业专业技术期刊奖等奖励。本刊设有试验研究、专题综
述、引选育种、调查报告、生产技术、来稿摘登、信息与广告等栏目，主要报道果树科研新成果，推广果树
先进实用的最新技术，普及果树科学知识，传播科技信息，指导果业调整等，内容丰富，科学实用，信息量
大，发行范围广，是广大农林院校师生、果树科技工作者的良师益友，是果农朋友发家致富的好帮手。
本刊为双月刊，大１６开本，６４页，每逢单月１０日出版，每册定价１０．００元，全年６册共６０．００元。

国内外公开发行，全国各地邮政局均可订阅，邮发代号２２－１７；漏订者可直接汇款《山西果树》编辑部订
阅，每寄１次另加挂号费５．００元，统一订２套以上者免收挂号费。

本刊地址：山西省太原市龙城大街７９号 山西省农业科学院果树研究所《山西果树》编辑部
邮　　编：０３００３１
电　　话：０３５１－７６３９４６３、７６３９４６４
电子信箱：ｓｘｇｓｚｚｓ＠１２６．ｃｏｍ（广告部）

０５１ 北　方　园　艺　　　　　　　　　　　９月（上）　


