
广东农业科学 2008年第 8期 

不同光照条件对槲蕨组织培养 

外植体褐化的影响 

刘闻川，俞慧娜 ，戎华磊 ，刘 鹏 

(浙江 师范大学植物学实验室。浙江 金华 321004) 

摘 要：采用组织培养方法，探讨了黑暗、l 000 lx、2 000 lx和 3 o00 lx等4种不同光照条件对槲蕨外植体褐变程度的 

影响。结果表明：随着光照时间的延长，槲蕨外植体的PPO、POD和总酚含量均表现为先增加后减少的趋势：在相同培养时 

间下，随着光照强度的增加，槲蕨外植体的 PPO和POD活性也同时增加，其中光照强度 1 000 lx处理的 PPO和 POD的活 

性均低于其他光照强度处理：光照对槲蕨外植体的总酚含量存相同培养时间下影响并不直接，但 l 000 lx处理下的槲蕨 

外植体的总酚含量积累较少．说职 1 000 lx是槲蕨的组织培养较为适宜的光照条件。 
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Effect of different illumination on browning of Drynaria fortunei 

LIU Wen—chuan，Yu Hui—na，RON Hua—lei，LIU peng 

(Key Laborotory ofBotany,Zhejiang Normal University,~nhna 321004，China) 

Abstract：With the method of tissue culture，studies on the change law of explant browning at the different treatment of 

light(dark，1 000 lx，2 000 Ix and 3 000 Ix)．The result showed that the PPO，POD and total phenols content increased first and 

decreased later during the light time．At the same culture time，with the increase of light intensity，the activity of PPO and POD 

increasing，and the value of POD of 1 000 lx treatment were smaller than other light．The total phenols content did not display 

directly to luminance．However,like PP0 and POD，the content of 1 000 lx treatment also showed smallest．Th erefore，the 

appropriate condition in the tissue culture of Drynariafi~rtunei was the light of 1 000 lx． 
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槲蕨[Drynariafortunei(Kunze)J．Sm]为槲蕨科槲 

蕨属植物。其根茎是中药骨碎补的主要来源。具有补肾 

强骨、续伤止痛等功效，常用于治疗肾虚腰痛、耳鸣耳 

聋、牙齿松动、跌扑闪挫 、筋骨折伤及外治斑秃 、白癜 

风【l1等疾病。槲蕨主要分布在长江以南各省，附生于低 

山丘陵的岩石或树干上 。槲蕨在浙江省主要分布于鄞 

县、东阳、淳安以南的东部、中部 、西部和南部[2-3]。近年 

来。随着人们保健意识的增强。对骨碎补药材的需求量 

日益增大。而槲蕨占骨碎补商品药材的70％以上[41。目 

前。国内外对槲蕨的研究主要集中在化学成分、药理以 

及生药鉴定等方面。如周铜水等 研究了槲蕨根茎总 
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黄酮和柚皮甙的含量测定及生药鉴定：刘振丽等[el研究 

了骨碎补挥发油成分的分析：沈秋仙19]研究了槲蕨根茎 

黄酮类物质提取 ：赵湘洪 I研究了骨碎补对关节炎的 

治疗作用；王维信等【“J研究了骨碎补的双氢黄酮对心 

血管的作用；董福慧等f 21研究了骨碎补对骨愈合过程 

中相关因素表达的影响 ；国外学者研究 了槲蕨对骨细 

胞活动的影响I13 4l。但是。对槲蕨生物学和栽培繁殖学 

特性上的研究较少．目前只有吴艳芳等 研究了光照 

强度、温度 、激素、pH值对槲蕨配子体发育的影响。因 

此 ．加强对槲蕨的繁殖生物学特性的研究具有十分重 

要的意义。 

组织培养是扩大生产和保存物种的一种有效途 

径，但在植物组织培养中经常会遇到外植体褐变现 

象。引起外植体褐变的酶有多酚氧化酶(PPO)、过氧化 

物酶(POD)和苯丙氨酸解氨酶(PAL)等，但最主要的是 

PPO。PPO是催化褐变反应的关键酶 ，能催化酚类物质 

到联苯酚的羟基化 以及羟基酚到醌的脱氢反应 。醌在 

植物体内自身聚合，或与细胞内的蛋白质反应，产生黑 
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色或褐色的沉积物．被认为是植物体酶促褐变的主要 

原因【 。POD则是植物防御中的第一道防线。许传俊等㈣ 

在研究蝴蝶兰外植体褐变发生与总酚含量 PPO、POD 

和 PAL的关系时发现 ．褐变发生前期 PPO和 POD的 

活性皆升高，褐变发生后 2种酶的活力下降。而张盛林 

等f 81研究发现外植体褐变程度与PPO活性呈正相关， 

褐变产物不仅使外植体、细胞、培养基变褐，而且对许 

多酶有抑制作用，从而影响培养材料的生长与分化，严 

重时甚至导致其死亡。晏本菊 9J研究了苍溪梨、金花 

梨外植体的PPO活性、总酚含量和组培褐变率变化规 

律及其关系 ．结果表明 ．PPO活性 、总酚含量与组培褐 

变率均存在一定关系．组培褐变率的高低取决于PPO 

活性和总酚含量。为寻求槲蕨组织培养的较适宜光照 

条件．我们开展了不同光照强度对槲蕨外植体褐变的 

影响研究 ．现将初步研究结果报道如下。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

供试用的槲蕨幼嫩走茎采自浙江师范大学叠翠园 

旁的马尾松干。将槲蕨幼嫩走茎去除表皮，切成长约 1 

cm的小段作为外植体。外植体用 75％酒精消毒 15～30 

S，再放入 1％升汞 中消毒 2 min，然后用无菌水冲洗干 

净 ，备用 。 

1．2 试验方法 

将经消毒的槲蕨外植体接种于 MS培养基中，分 

别置 于黑暗和光照强度 1 000、2 000、3 000 Ix下 培 

养，培养温度白天(12 h)为 25℃、晚上(12 h)为20℃。 

每个处理3次重复，每个重复 3瓶，每个三角瓶接种 

4～5段外植体。试验于接种前(0 d，CK)和培养后 1、3、 

6、7、9 d测定外植体的POD、PPO活性和总酚含量。 

1．3 测定方法 

1．3．1 PPO活性 PPO活性参考毕玉蓉等[2ol的方法进 

行测定 ：称取外植体样品 0．1 g，加入 pH 7．8的磷酸缓 

冲液冰浴中研磨，然后于4℃低温下离心(6 000 r／min) 

20 min。取上清液 0．2 mL，加入 pH 6．0的磷酸缓冲液 

和 0．1 mol／L儿茶酚溶液，37℃下保温 10 rain后，倒人 

比色皿中，于波长 410 nm处读取吸光值 (每分钟记录 

1次 ，共记录 6次 )。以每分钟 吸光度变化值表示酶活 

性的大小，酶活性单位为 △A 。。／rain-g)。 

1．3．2 POD活性 称取外植体样品0．1 g，加入磷酸 

缓冲液和 1％聚乙烯吡咯烷酮(PVP)混合液 2 mL于 

冰浴中研磨，然后于 4℃低温下离心(6 000 r／min)20 

min。取上清液 0．2 mL，与比色皿中的反应混合液(磷酸 

缓冲液+过氧化氢+愈创木酚)混合后，置于波长470 

23 

nm处读取吸光值(每分钟记录 1次，共记录6次)。以 

每分钟吸光度变化值表示酶活性的大小，酶活性单位 

时o |min·g o 

1．3．3 总酚含量 称取外植体样品0．1 g，用 50％乙 

醇一HCI(pH3．0)提取后，置于波长280 nm处读取吸光 

值，最后以没食子酸作标准曲线，计算总酚含量(m )。 

2 结果与分析 

2．1 不同光照处理对槲蕨外植体 PP0活性的影响 

PPO是植物体中普遍存在的一种末端氧化酶，是 

催化褐变反应的关键酶，其可以催化酚类物质形成醌 

类物质，醌类物质再经非酶促聚合，形成红棕色物质， 

逐渐扩散到培养基中，对外植体产生毒害。从图 1可以 

看出．槲蕨外植体在黑暗条件下培养 1 d后 PPO活性 

达到最大值，且与对照(接种前)差异显著；之后随着黑 

暗培养时问的延长．槲蕨外植体的PPO活性减小，但 

变化不大，与对照相比差异不显著。从图 1还可以看 

m．槲蕨外植体在光照强度 1 000、2 000、3 000 Ix条 

件下培养．培养前期的 PPO活性也随着光照时间的延 

长而增加，其中光照强度 1 000、3 000 Ix处理的 PPO 

活性在培养后 3 d达到最大值 ，2 000 lx处理在6 d 

后达到最大值 ；之后随着光照时间的延长 ，PPO活性下 

降．但与对照差异不明显。从同一培养时间下不同光照 

处理的槲蕨外植体 PPO活性调查结果 (图 1)可以发 

现．除培养后 3 d在黑暗条件下的PPO活性最小外， 

其他培养时间均在 1 000 lx光照条件下的 PPO活性 

最小 
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图 1 不 同光照处理对槲蕨外植体 PP0活性的影响 

2．2 不同光照处理对槲蕨外植体 POD活性的影响 

有关研究表明，PPO和 POD共同氧化酚而形成 

醌．醌转变成缩合型鞣质 ．最后形成褐色的聚合体。从 

图2可以看出，槲蕨外植体在黑暗条件下培养，前期的 
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POD活性增加 。并 在培养后 3 d达到最大值 ，之后随 

着黑暗处理时间的延长 ，POD活性有所减小 ，但与对 

照差异不显著。从图2还可以看出，槲蕨外植体在光照 

条件下培养，前期的 POD活性仍然增大，其中 l 000、 

2 000 lx光照处理在培养后 3 d达到最大值 。3 000 

lx光照处理在培养后 4 d达到最大值 ，之后随着光照 

时间的延长，POD活性减小 。从 同一培养时间不同光 

照处理的槲蕨外植体 POD活性调查结果(图2)可以 

发现 。除培养后 l d在 3 000 lx光照条件下的 POD 

活性最小外。其他培养时间均在 l 000 lx光照条件下 

的 POD活性最小。 
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图 2 不 同光照处理对槲蕨外植体 P0D活性的影响 

2．3 不同光照处理对槲蕨外植体总酚含量的影响 

对槲蕨外植体总酚含量的测定结果(图3)表明： 

在黑暗条件下，外植体总酚含量随着培养时间的延长 

而增加．并在培养 7 d后达到最大值且与对照差异显 

著．但在培养后9 d时总酚含量又有所减小：在光照条 

件下 ，槲蕨外植体的总酚含量均有所增加 ，其中 

l 000、2 000 lx处理在培养后 7 d达到最大值．3 000 
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图 3 不同光照处 理对槲蕨外植体 总酚含量的影响 

lx处理在培养后 6 d达到最大值 ，之后随着槲蕨外植 

体各处理光照时间的延长，总酚含量又有所减少。从同 
一 培养时问不同光照处理的槲蕨外植体总酚含量调查 

结果来看 ，各光照处理的总酚含量变化规律不太明显 ， 

其中培养后 l d在黑暗条件下酚类含量最少，培养后 

3 d和 6 d在 l 000 lx光照条件下酚类含量最少 。培 

养后 7 d和 9 d在 3 000 lx光照条件下酚类 含量最 

少 

3 结论与讨论 

在组织培养过程中，外植体褐变的直接原因是酚 

类物质与PPO的区域化分布被打破，以致 PPO能催化 

酚类物质氧化引起褐变 ；如果酚类物质与 PPO的区域 

化分布没有被打破，即使 PPO活性再高，酚类物质含 

量再多，也不会发生褐变反应。许传俊等【2l】研究证实， 

在外植体褐变中，酚类产生鞣质．鞣质对细胞有毒害作 

用，同时细胞结构被破坏，代谢发生紊乱，导致培养失 

败。因此，在组织培养中影响褐变的主要因素是酚类含 

量和相关酶活性。 

本研究结果显示，在同一天培养时间内，随着光照 

强度的增加 ．槲蕨外植体的PPO活性也同时增加，其 

中以 l 000 lx光照处理的外植体 PPO活性最小 ， 

2 000 lx光照处理次之 ．而 3 000 lx光照处理的 PPO 

活性最大，说明部分酚类氧化酶活性是受光的诱导．这 

些酶在光照条件下生长的外植体内比较活跃。但比较 

不同光照处理对槲蕨外植体总酚含量的影响发现，其 

变化规律并不明显，就酚类含量变化的差异来看．黑暗 

处理及 2 000、3 000 lx光照处理在培养 后 3 d就 出 

现显著性变化，而 l 000 lx光照处理则在培养 7 d后 

酚类含量才 现显著性变化，其含量由285．9 mg／g增 

加至842．4 mg／g。从槲蕨外植体在 1 000 lx光照条件 

下酚类氧化酶 系的活力较低且酚类 含量在培养后 l一6 

d内变化不明显的情况可以推断。槲蕨外植体的酚类 

合成与氧化同样受到光的诱导；而槲蕨外植体在黑暗 

条件下培养后 l d时总酚含量减少，说明一段时间的 

黑暗处理可能是减缓酚类合成的因素之一。但是，连续 

长时间的黑暗处理会降低外植体的生理活力，而弱光 

l 000 lx与黑暗交替处理能够抑制 PPO活性及控制 

酚类产生鞣质，从而控制褐变的发生，却不会降低外植 

体的生理活力。因此，本研究认为，l 000 lx是槲蕨组 

织培养中较适宜的光照条件。 

在槲蕨组织培养过程中，接种后外植体的 PPO和 

POD活性都有所增加，但褐变发生后 PPO和 POD活性 

下降。说明这 2种酶均参与褐变的开始；随着褐变发生， 
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外植体的总酚含量增加 。说明褐变过程是酚类积 累的 

过程 。总酚含量在褐变前期与酶活性呈相同的趋势 。但 

在培养后 9 d有一定程度的下降。表明除PPO和POD 

外，可能还有其他因素影响总酚含量。在植物组织培养 

中。褐变与外植体材料的总酚含量关系密切。本试验结 

果表明．槲蕨外植体在褐变发生过程中酚类物质并没 

有随着褐变程度的加重而氧化减少 ，而在培养后 1～7 d 

内总酚含量为逐渐增加的过程 。与酚类氧化酶系活性 

的增强呈现相同的趋势 。说明这段时间并不只是存在 

酚类氧化成醌参与褐变的过程，也同样存在着酚类合 

成的过程。有研究证实。抑制酚类的合成可以抑制褐变 

的发生[221，抑制 PAL活性时褐变发生也会被抑制 侧。 

本研究仅对氧化酚类的酶活性进行 了测定，而酚类合 

成酶(如 PAL等)活性的变化则仍需进一步探讨。 
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西双版纳植物园成为国内数字化植物园建设的先行者 

经过近 5年的不断探索和发展．中国科学院两双版纳植物园 

从软件 、硬件及技术平台的利用上对其数字植物同建设进行了重 

新部署和科学设计 ．数据质量得到明显提升 ，自动化程度显著提 

高，形成了较 为完善的数字植物同系统，成为国内数字化植物同建 

设的先行者。已建成的数字植物同系统主要由“植物信息网络实时 

记录系统(植物信息数据库)”、“植物信息户外采集系统”、“植物园地 

理信息系统平台”等几个部分组成。目前已完成大部分 同区的植物 

定位工作，定位精度由原来误差的3~5 m提高到n1 m以内。并且 

实现对园区内收集的植物数据采集的 自动化．分别建立了基 于桌 

面和移动设备及网络环境的植物园地理信息系统 ，为园区植物管 

理、科普旅游和广大公众提供了方便的数字化信息共享平台。 

数字化植物 同是 世界 一流植物圃 的重 要标志 。它是植物同 

的一种虚拟表现形式 ，使人们能够探究和管理植物园的大量信 

息 。是 以互联网为基础 ，以空间数据为依托 ，以虚拟 现实技术为 

特征 具有三维界 面和 多分辨牢 浏览器 的面 向公 众 的开放系 

统。可使植物园的信息实现数字化管理，并为公众提供身临其 

境 的交 互或访 问平 台。通过该 系统 可查询同 内各区面积 、植 物 

物种数等基本信息，以及详细的各个区的景观．作为数字植物 

园 的一部分 ．构建 了网上虚拟 植物 园 ，任 何人只要点击 网址便 

可在线游览 各个 园区的全景 图。 
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