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延缓桑树组培苗褐化的措施探讨 

王照红 杜建勋 孙日彦 周象海 李竹林 

( 山东省蚕业研究所，山东 烟台 264002；。招远市夏甸镇政府，山东 招远 265415) 

摘 要 桑树无茵体系建立过程中易出现组培苗褐化问题，导致组培苗死 5-，无茵体系难以建立。延缓组培 

苗的褐化，应把初培养的时间、外植体的选择、适宜的培养基、抗氧化剂及吸附剂的添加、培养条件和适时的转 

接等措施有机结合起来，减轻褐化对组培苗的影响。 
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基因工程越来越多地应用于桑树育种及桑苗 

快繁等方面 ，组培是其重要一环。许多植物 

的组织培养中发现有褐变现象，尤以木本植物和 

热带植物组织培养 中褐变严重。桑树属木本植 

物，组培苗极易出现根部褐化现象。 

1 组织苗的褐化现象 

组培苗褐化是由于植物细胞膜的结构发生变 

化和破坏时，酶(主要是多酚氧化酶 PPO)和底物 

(苯基羧酸、苯丙烷衍生物、黄烷衍生物)就结合在 

一 块，在氧的作用下，生成醌类化合物，从而引起 

褐变。在褐变过程中，产生的醌类物质 它们多呈 

棕褐色，当扩散到培养基后，就会抑制其他酶的活 

性，从而影响所接触外植体的培养。邱璐[4 等研 

究了桑树生理、培养基组分、转种周期和光照等因 

素对组培苗褐化的影响。 

目前，桑树组培抑制组培苗褐化主要以频繁 

转接、加入 L一赖氨酸、活性炭粉等方法 ，最有效 

为频繁转接，一般以 15～20 d转接 1次为适宜， 

工作量大；而上述几种药物对组培苗褐化的抑制 

影响不大。 

2 延缓褐化的措施 

2．1 初培养的时间选择 

冬季进行初培养，组培苗褐化现象较轻，时间 

最好选择在 1、2月份。夏季进行初培养则褐化现 

象严重，特别在 7、8月份，褐化现象最为严重，无 

菌体系难以建立。冬季温度低，酶的活性低，褐化 

轻，较易建立无菌体系。 

2．2 外植体的选择 

外植体采集时期，以冬季催生的桑芽最为理 

想，春秋季节的生长芽也是不错的选择。冬季建 

立桑树的无菌体系，宜剪取当年生的桑树中部枝 

条，用适宜的营养液如克诺普氏植物完全营养液 

催生桑芽；春秋采用枝条中上部的桑芽。桑芽留 

有 1．5～2 cm的嫩茎以便转接时有足够长的嫩茎 

供切除外植体褐化的部分。采集时间，考虑到杂 

菌在植物附着的多少，应采取阴雨天勿采，晴天下 

午采集；采前喷杀虫剂、杀菌剂或套塑料袋以减少 

外植体上的杂菌量。 

2．3 培养基的筛选 

不同的桑树品种，对培养基中的激素品种和 

浓度要求差别很大；筛选出适合不同桑树品种的 

培养基(以MS培养基为基础培养基，添加适宜的 

激素品种和浓度)，使组培苗生长旺盛，在褐化严 

重前生长出更多的生长芽和足够长的茎，降低褐 

化对建立无菌体系的影响。研究表明一些植物降 

低培养基 ．PH：值，可有效减轻褐化的发生，如水稻 

pH值为4．5～5．0时，生长状态 良好的，其表面 

呈黄白色，pH值为5．5～ 6．0时，愈伤组织严重 

褐变；在桑树组培中，可适当降低培养基 PH：值已 

减轻褐化程度。将欲培养的桑树外植体接种到空 

白琼脂培养基中培养 5～7 d，使组织中的酚类物 

质部分渗入培养基中，然后接种至适宜的培养基 

上 。 

2．4 添加适宜的抗氧化剂与吸附剂 

在培养基中如 PVP一90，抗坏血酸、柠檬酸、 

抗坏血酸氧化酶＼硫脲、二氨基二硫代甲酸钠、2一 

巯基苯并噻唑、氯化钠等是 PPO的抑制剂。聚乙 

烯吡咯烷酮(PVP)是酚类物质的专一性吸附剂， 

收稿日期 ：2007—11—1O 修回日期：2008-01-10 

作者简介 ：王照红(1969一)，男，硕士，副研究员，研究方向为桑树育种及保护。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


· 技术讨论 · 王照红等：延缓桑树组培苗褐化的措施探讨 29 

研究表明，PVP可有效延缓褐化产生5 d以上，使 

用聚乙烯吡咯烷酮(PVP)的培养苗，经 20～25 d 

培养，外植体的切 口周围被一层白色粘状物质包 

围，切口褐化现象大为减轻。活性炭是一种吸附 

性较强的无机吸附剂，能吸附各种微量物质和微 

小颗粒，在有些作物培养上抑制褐化效果不错，上 

述物质均可抑制组培苗的褐化。 

2．5 培养条件的选择 

温度过高或光照过强，均可使 PPO的活性提 

高，从而加速被培养的组织褐变。高浓度 COz也 

会促进褐变，其原因是环境中的 COz向细胞内扩 

散，使细胞内 CO。增多，产生褐变。适当降低培 

养温度(20~22 )，加强培养室的通风换气，对抑 

制褐化有一定的作用。 

2．6 频繁的转接 

根据桑树组培苗褐化程度，适时地进行转接是 

最有效的防治褐化的措施；培养基中的酚类物质达 

到一定浓度，抑制危害到组培苗的生长时，应及时 

将苗移植到新的培养基上。正常条件下培养，一般 

15~20 d转接 1次较为适宜。组培苗经 5～6次转 

接，4～5个月左右的培养，可基本消除褐化现象。 

2．7 其他措施 

外植体接人培养基后进行 5天左右的暗培养， 

可一定程度上减轻褐化的发生；有报道适当降低培 

养基的盐分浓度，也有减轻组培苗褐化的作用。 

3 小结 

适宜的培养基和外植体褐化的程度是无菌体 

系建立成功与否的关键。在有适合桑树不同品种 

的培养基的基础上，采取合理的措施，将外植体的 

褐化减轻至较低水平，对建立桑树的无菌体系可 

起到事半功倍的效果；如若褐化问题不能解决，则 

很难建立起无菌体系。 
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进行防治；二是春蚕结束后用 40 的乐果加洗衣 

粉进行防治；三是晚秋结束后用多种方法进行综 

合防治，力求干净彻底。 

2．3 加强原蚕饲养，提高蚕儿的匀整度和强健度 

2．3．1 做好催青工作，保证转青和收蚁整齐 我 

们利用微机 自控催青系统进行严格的胚子发育进 

度掌控，并在转青齐一、且少见苗蚁的时候发种， 
一

次性孵化率均在 90 以上 。 

2．3．2 保证合理的温湿度，做到良桑饱食 我们 

运用从南方引进的小蚕饲育温湿自动控制器，并 

配以木框双层塑料保温保湿棚和木制式可叠放式 

蚕匾组合而成小蚕共育棚，能充分有效地给予原 

蚕合理的目的温湿度，保证按预定 日期健康发育。 

在整个蚕期，做到提前分匾、匀座，防止蚕头过密， 

食桑不足；做到精选桑叶，剔除各类不良叶，五龄 

后期还要加强摘芯工作。 

2．3．3 做好选除工作，淘汰不良个体 除在收蚁 

时扫除苗末蚁外，重点应在蚕期坚决淘汰弱小蚕、 

迟眠蚕、半脱皮蚕和不结茧蚕，按要求消毒深埋。 

种茧调查结束后，种场人员下去及时收回不良茧， 

制种期要督促淘汰大肚蛹、卷翅蛾、秃蛾等一切不 

正常蛹和蛾，充分保证品种纯正。 

2．4 严格执行标准，联合种茧调查 

我地的种茧调查工作都由省、市、县三家业务 

部门负责同志参加，按照当年所饲养品种应达的 

各项硬性指标，遵照执行。凡合格者，参与制种； 

不合格的，种场以适当高于普茧价收购用作原料 

茧，并补偿部分原种款，以减少群众损失。 

2．5 做好发蛾调节工作 

由于一户一般情况下只养一个品系，发育快 

慢也就在所难免，蚕期调节不过的，重点就在蛹期 

调节。此时，技术人员要根据中、日系蛹色变化情 

况，及时修正调温计划，预先做好提头留尾工作， 

尽量达到同日等量发蛾。 

2．6 规范制种技术，严格袋蛾标准 

制种工作中应采取早感光，掌握迟交长交的 

原则，坚决控制二交，禁止三交，交配时间不少于 

4～6 h o为控制产卵时长，达到即浸种、冷浸种生 

产要求，各驻村技术人员统一布控制种时间，并在 

当晚收回蛾袋统一保管。并对袋蛾情况，分户进 

行抽检，不达袋蛾标准的，对号入座，淘汰所制蚕 

种。 
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