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中国李组织培养过程中褐变的抑制研究 
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摘 要：研究了影响中国李(海湾红宝石) ，1 salicina I．ind1．CV．Gulf ruby茎段培养褐变的因素，包括基本培养 

基组分、抗氧化剂、细胞分裂素等。结果表明，WPM作为基本培养基培养效果较好；维生素c1．0g·L『。有效抑制 

褐变(褐 变率 16．7％)，且能明显促进增殖(增殖倍数3．00)和生长；KT0．5—1．Omg·L- 外植体生长良好，褐变减 

轻。适宜的培养方案为WPM +IBA 0．1mg·L +6一BA／KT 0．5—1．0mg·L +Vc 1．0g·L～，低温弱光下培 

养7d后转入光下继续培养。 
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Study on browning control in the shoot-tip tissue culture of Chinese plum ’ 
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Abstract：Factors affecting browning of the stem segments culture of Chinese plum Pm，1 salicina Hnd1．CV．Gulf ruby 

were studied with basal media，antioxidants and cytokinins．The results indicated that WPM as basal medium could 

achieve the better effect．1．0g·LI1 Vc availably depressed the browning of explants(16．7％ browning percentage)and 

obviously enhanced the multiplication(3．00 multiplication time)and growth of explants．The growth of explants with 

0．5—1．0mg·L- KT was wel1．and a slight browning was observed in these explants．Th e feasible protocol to the stem 

segment culture of Chinese plum Was that the half-lignification explants were cultured on WPM media including Vc 

1．0g·L-。an d IBA0
．

1mg·L-。added with either6一BA 0．5—1．0mg·L-。or KT0
．

5—1．0mg·L-。
．
Subsequently．the 

explants were placed under the conditions of low temperature and slight light．Seven days after the culture，the explants 

were transferred to light culture、 
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在植物组织培养中易出现外植体或培养物的褐化、枯死现象，这种褐化现象又称为酚污染 J，其对外 

植体的脱分化和营养物的再分化产生严重的影响，甚至对某些果树组织培养成功与否起决定作用。目前 

国内外对桃、杏、樱桃等核果类果树研究进展较快，建立了无性繁殖体系，并且已进入遗传转化阶段 ， 

但对李Prunus salicina Lind1．CV．Gulf ruby的研究较少。这可能因其组织中酚类物质含量较高，在组培中褐 

变非常严重，极易导致外植体死亡，难以建立无性繁殖体系，限制了李的组培快繁。这种褐变现象的有效 

控制是李组织培养取得成功的关键。基于此，笔者在中国李茎段培养中多次重复比较试验研究，筛选出较 

好的抑制方法，为顺利进行李的组织培养提供保证。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

外植体取自华中农业大学果树试验园3年生(用于1．2．1、1．2．2、1．2．3试验)和湖北省武汉市东西湖 

走马岭农场6年生海湾红宝石李 n salicina Lind1．CV．Gulf ruby嫩梢。常规杀菌后无菌操作下切割成 

长度为 0．5～1．0cm的茎段进行接种。 

1．2 方法 

1．2．1 基本培养基 采用4种基本培养基，即MS、3／4MS、改良MS(1／2 NH NO，)、WPM，并添加6一BA 

0．5mg·L- 和 IBA 0，1mg·L『 的组合进行比较。 

1．2．2 抗氧化剂 在WPM+IBA 0．1mg·L- +6一BA 0，5mg· 培养基中添加不同种类、不同浓度的抗 

氧化剂：柠檬酸(CA)0．5、1．0,3．0g·L『 ；维生素 C(Vc)0．5、1，0、3．0g·L- ；活性碳(AC)0．25、0，50、1．00 

g·L- ；聚乙烯吡咯烷酮(PVP)2．5、5．0、10．0g·L- ；CK(不添加抗氧化剂)，比较其对生长及防褐变的影响。 

1。2．3 细胞分裂素 在含 Vc 1．0g·L『 的 WPM培养基中，添加不同种类的细胞分裂素(KT 0．5～2，0 

mg·IĴ 、6一BA 0，5～2．0mg·L- )，比较其对分化和褐变的影响。 

培养基pH值5．5～5．8，接种后先将外植体置于低于室温(25±1)℃和弱光下培养7d后，转移到光下 

培养；[光]照度为3 O001x，光周期为16h(光照)／8h(黑暗)。每个处理的外植体接种数均为50个以上， 

30d后统计褐变率和记录生长状况。 

其计算公式为：褐变率(％)：褐变数／接种数 ×100；增殖倍数 =增殖后芽苗数目／成活数。 

2 结果与分析 

2．1 基本培养基对外植体增殖和生长的影响 

基本培养基中影响外植体诱导、增殖的主要因素是大量元素即无机盐的浓度，特别是对芽的伸长有明 

显的影响。本研究比较了MS、3／4MS、改良MS和 WPM 4种基本培养基对中国李茎段培养增殖、生长的影 

响，结果见表 1。表 1结果表明，在 MS培养基中，虽然前期增殖倍数(2．50)较高，生长较快，但到培养后期 

增殖倍数升高不明显(3．94)，并出现生长缓慢、叶片发黄、逐渐变褐死亡的现象(见图 1)；在 3／4MS培养 

基中，增殖倍数(2．47)略低于 MS培养基，培养后期生长略有改善，但仍有i：l-f．片黄化、逐渐变褐死亡的现 

象；在改良MS、WPM培养基中，外植体生长较快，长势较好，增殖倍数分别为 2．40、2．44，60d后，WPM培 

养基中外植体的长势明显好于改良MS，且增殖倍数最高，达 4．07，>1cm嫩梢的比例升高(28．2％)，这有 

利于以后的生根培养。由此可见，中国李茎段培养以 WPM培养基最好(见图2)。 

表 1 基本培养基对外植体增殖和生长的影响 

Tab．1 The effect of different media on multipfication and growth of explants 
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图l MS培养基培养后期黄化变褐现象 

Fig．1 Etiolation and browning of explants oil MS media 
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图2 WPM培养基正常生长状况 

Fig．2 Growth status of explants 011 WPM media 

2．2 抗氧化剂对外植体褐变抑制和生长的影响 

在中国李茎段培养中，酚类物质含量较高，外植体褐变非常严重，接种 24h后外植体开始褐变。针对 

此现象，添加不同种类和浓度的抗氧化剂研究其对中国李抑制褐变和生长的影响，其结果见表2。表 2结 

果表明，不同种类的抗氧化剂均对抑制褐变有一定的 

效果，处理后褐变率均低于CK，其抗氧化能力顺序依 

次为 PVP>Vc>AC>CA。其中，PVP在 5．0g·L『。时褐 

化率最低，为13．3％；CA在0．5g·L- 时褐变率较高，达 

32．1％。4种抗氧化剂在适宜浓度下对中国李茎尖增 

殖和生长均具有 明显的促进作用，其大小顺序为 

Vc>AC>PVP>CA。在所试浓度范围内，CA在 0．5 

g-L- 时不定芽增殖倍数为2．43；Vc 1．0g-L-。时为3．0； 

AC 0．50g·L 时为 2．30；PVP 5．0g-L 时为 2．33，增 

殖倍数均明显高于CK。从生长状况来看，Vc以0．5— 

1．0g-L- 、AC以0．50—1．00g·L- 效果较好，其中 Vc 

1．0g·L- 时不仅增殖倍数高，且生长也很好，是较为理 

想的浓度。由此可见，抗氧化剂以Vc 1．0g·L『 效果最 

好(见图3)。 

图3 Vc 1．0g·r 外植体生长状况 

Fig．3 Growth status of explants with Vc I．Og·L- 

表2 不同抗氧化剂对防止中国李褐变及生长的影响 

Tab．2 The effects of different antioxidants on browning percentage and growth of Chinese plum 
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2．3 细胞分裂素对茎段生长及褐变的影响 

从表3可见，在WPM培养基中添加不同种类和浓度的细胞分裂素，对中国李褐化和生长的影响是不 

同的。随KT和6一BA浓度的升高，褐化率随之增高，诱导率降低。6一BA在0．5～1．0rag·L『 时，褐化率 

较低，仅为20．0％左右，诱导率为60．0％以上，生长状况也较好；当 KT浓度在0．5～1．0rag·IJI 时，褐化率 

略低于6一BA，诱导率却稍高于6一BA，生长状况良好，伸长加快；当6一BA 2．0rag·L- 、KT 2．0rag·L- 时， 

褐化率均升高，分别为35．0％、30．0％，诱导率明显降低，分别为33．3％、38．3％，且生长缓慢，茎细且脆 

弱，呈水浸状，玻璃化现象严重。在培养后期，随着继代次数的增加，在含有6一BA的培养基中，部分丛状 

芽发生黄化甚至褐变死亡的现象。当 KT 0．5～1．0rag·IJ- 代替6一BA后，其幼苗黄化现象逐渐消失，叶色 

浓绿，伸长加快，1cm以上长度的嫩茎数 目多于 6一BA。若考虑节约成本，那么，添JE6一BA0．5～1．0 

mg·L 也可到达较为满意的效果。 

表 3 不同种类和浓度的细胞分裂素对中国李茎尖生长和褐变的影响 

Tab．3 The effects of different concentrations of BA and KT oil growth and browning percentage of Chinese plum 

图4 6一BA 0．5—1．0rag·L- 外植体生长状况 

Kg．4 Growth status of explants with 6一BA 0．5—1．0 mg·L- 

图5 KT0．5—1．0rag·L- 外植体生长状况 

Fig．5 Growth status of explants with KT 0．5—1．0rag·L- 

2．4 树龄及新梢形态对褐变的影晌 

树龄及取材部位对褐变的影响是不同的。选用未木质化、半木质化和木质化新梢进行比较。结果表 

明，半木质化新梢褐变率较低，仅为18．0％，而未木质化和木质化新梢的褐变率均在 34％以上。树龄越 

高，褐化现象越严重，6年生李褐变率为68．0％ ，是3年生李(20．0％)的3倍多。说明在中国李茎尖培养 

中采用树龄较低的半木质化新梢能有效防止褐变。 

3 讨 论 

3·1 本研究表明，不同基本培养基抑制褐变的效果不同。WPM培养基效果最好，改良MS培养基居中， 

而3／4MS和Ms培养基效果较差。这可能是MS、3／4MS培养基中无机盐含量过高，造成外植体的毒害，不 

利于幼茎对养分的吸收，特别是在培养后期，由于培养瓶内水分的损失，导致叶片失绿、黄化变褐而死 ]； 
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WPM培养基不仅能有效降低褐化率，且外植体长势良好，伸长加快，其原因可能是WPM培养基专门为木 

本植物培养设计的【6j。本试验结果与Emershad等 对中国李幼胚的研究结果一致，但与其他核果类果树 

研究结果则相反 。 

3．2 本试验通过在培养基中添加不同种类和浓度的抗氧化剂对抑制褐变和促进增殖、生长的效果进行研 

究，其总体结果为Vc>AC>PVP>CA>CK，这与仲飞Do]在苹果上的试验结果一致。孔祥生等[1 在柿的 

组织培养中以及Jain等u 在欧洲李的组织培养中均观察到外加PVP效果最好。本研究表明，PVP在2．5 

～ 10．0g· 时，平均褐变率为 16．5％，是最低的，初步认为可能与PVP对外植体分泌的有毒物质的强吸 

附作用有关。笔者在试验中还观察到 PVP对促进增殖和生长效果并不是很理想，尤其是高浓度的PVP 

(10．0 g·L『 )致使培养物叶片卷曲，生长缓慢，发生畸变。因为PVP具有副作用，可致组织培养物坏 

死u引。果树上使用CA作为抗氧化剂的研究还未见报道。张启香等n 】在蝴蝶兰的组织培养中发现CA 

抑制褐化和促进生长的效果明显优于AC，但在本试验中，加入CA 1．0g·L『 5d后外植体叶腋处出现大量 

微黄的愈伤团，经培养发现这种愈伤组织不能正常生长，10d内逐渐变褐死去，仅极少数外植体于 15d后 

出现不定芽。由此可见，在中国李茎段培养中选用CA作抗氧化剂不合适，其原因目前尚不清楚，还有待 

于进一步研究。 

3．3 不同种类和浓度的细胞分裂素对中国李茎尖生长及褐变有一定影响。从本试验结果看，高浓度的 

6一BA可诱导腋芽的大量增殖，但抑制芽的伸长并发生黄化褐变现象；当6一BA和KT交替使用时，既可 

保持较高的增殖速度，又可得到较多的健壮幼苗，有利于诱导生根，且节约成本。 
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