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果树组织培养中褐变现象及其抑制研究进展 

邹英宁，吴强盛 (长江大学园艺园林学院，湖北荆州434025) 

[摘要]从果树基因型、外植体的生理状态、外植体的大小和种类、培养基成分、抗氧化剂、培养条件等影响果 

树组织培养褐变发生的园子．以及减少褐变的有关措施等方面进行了综述。 

[关键词]褐化；抗褐化；果树；组织培养 
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在果树尤其是木本果树的组织培养中，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 ，对外植体的脱分化和营养物质的再分化产生严重的影响，甚至对某些果树组织培养能否成功 

起决定作用。在果树组织培养中，有的外植体褐变非常严重，接种 24 h后就开始变褐 。。 ，导致外植体死 

亡，难以建立无性繁殖体系，限制了其组培快繁及遗传转化的进行。为此，笔者就近年来果树组织培养中 

影响褐化的因子及防止褐化措施的研究进展作一综述。 

1 褐变产生原因 

组织培养中的褐变是指外植体在诱导分化或再分化的过程中自身组织从表面向培养基释放褐色有毒 

物质，使培养基逐渐变成褐色，以至于外植体也随之变褐死亡的现象。褐变在组织培养过程中普遍存 

在[4]。褐变包括酶促褐变和非酶促褐变。目前认为植物组织培养中的褐变主要是由酶促引起。酶促褐变 

必须具备酶、底物和氧 3个条件。引起褐变的酶主要有多酚氧化酶(PPO)、过氧化物酶(POD)、苯丙氨酸 

解氨酶(PAL)等，起主导作用的是 PPO。引起褐变的酶的底物主要是酚类化合物。在正常发育的植物组 

织中，底物、氧气、PPO同时存在并不发生褐变，这是因为在正常的植物细胞内多酚类物质分布在细胞的 

液泡内，而 PP0则分布在各种质体或细胞质内，这种区域性分布使底物和 PPO不能接触。只有当细胞的 

结构发生变化和破坏时，创造了酶与 PPO接触的条件，在氧存在的条件下，细胞中的酚类物质和氧气在 

PPO的酶促下发生氧化反应，形成大量有毒的醌类物质，导致一系列的脱水、聚合反应，最后形成黑褐色 

物质，从而引发褐变[4]。褐变产物不仅使外植体、细胞、培养基等变褐，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，严重时导致死亡。 

2 影响褐变的因子 

2．1 内因 

(1)果树基因型 不同种果树、同种果树不同类型或不同品种在组织培养中发生褐变的频率、严重程 

度存在很大差别。木本果树和单宁含量或色素含量高的果树容易发生褐变。据报道，组织培养中存在严 

重褐化现象的果树植物有银杏 、桃 、李[ 、板栗 引、元花果 、葡萄 。。、核桃 II,12]、柿 、香蕉 、龙 

眼L1 等多种果树。 

由于酚类物质含量和 PPO活性上存在差异，导致有些植物种类组织培养难以成活，有些则容易成功。 

如在芭蕉属中的香蕉、大蕉等品种，B基因多，茎尖组织中褐变程度越重，繁殖成功率越低 ̈]。 

(2)外植体 材料本身的生理状态不同，接种后褐变程度也不同，这可能与其 自身酚类物质的含量及 
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PPO活性有关。一般而言，顶端分生组织接种后褐变轻，已经分化的部位褐变严重。这与分生组织生长 

速度快、细胞分裂频率高关系密切L4 。 

研究认为 ，外植体的褐变程度跟切割大小成反比，即外植体越小 ，切面与体积的比率越大 ，褐变程度越 

重；外植体越大，褐变越轻 ]。此外，外植体的种类也影响褐变，在核桃、欧洲栗等果树上采用胚进行组织 

培养出现褐变较少，而采用叶片等高度分化的组织则容易褐变[1 。 

2．2 外因 

(1)培养基成分 培养基中激素浓度(如 6一BA或 KT等细胞分裂素)过高时，容易产生褐变。邹英宁 

等m 通过中国李的“海湾红宝石”组织培养得出：6-BA在 0．5～1．0 mg／L时，褐化率较低，仅在 2O 左 

右，诱导率为 6O 以上，生长状况也较好。当KT浓度在 0．5～1．0 mg／L时，褐化率略低于BA，诱导却稍 

高于 BA，生长状况 良好 ，伸长加快。当 6-BA 2．0 mg／L、KT 2．0 mg／L时，褐化率均升高 ，分别为 35 、 

3O ，诱导率明显降低，分别为 33．3 、38．3 ，且生长缓慢，茎细而脆弱，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 BA的培养基中，部分丛状芽发生黄化甚至褐变死亡的现象。 

培养基中无机盐含量过高 ，造成毒害 ，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_】 ；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，可能是因为 WPM培养基专门为木本植物培养设计的。Emershad等口。]在中国李幼胚上证实了 

该结果，但与核果类其他果树研究结果相反 。 。 

此外，刘兰英Ⅱ。 还发现，将 DKW 培养基的无机盐浓度减少一半，核桃外植体的褐变率由55．8％降 

至32．5 。高浓度的糖、丝氨酸及硼都可以加剧褐变的发生，而氨态氮过高也有类似的结果。 

(2)抗氧化剂 维生素 C(Vc)能有效防止褐变，是因为 Vc为多羟基还原物质，一方面 Vc可使 PPO 

丧失活性，阻止酚类物质的氧化；另一方面，Vc在酶的催化下能消耗溶解氧，使酚类物质因缺氧而无法氧 

化，从而减轻褐变的程度 。 

有研究表明，聚乙烯吡咯烷酮(PVP)在 2．5～10．0 g／L时，中国李平均褐变率为 16．5 ，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。而且 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_】引。因为 PVP具有副作用，可 

以致使组织培养物坏死_2 。 

在培养基中加入适量的活性炭(AC)和 Vc，不仅能有效防止褐化，还能明显促进增殖和生长[2 。因 

为AC是一种吸附剂，可吸附在组织培养过程中产生的植物碱、醌、单宁等酚类有毒物质和气体，促进植物 

的生理活动及分化生长。在培养基中加入 AC后外植体增殖倍数略低于 Vc，这归结于 AC的吸附作用是 

没有选择性的，在吸附有害物质的同时也吸附了一定浓度的生长激素，对外植体的诱导分化产生了一定的 

负面影响。 b学贤等L2。]研究表明每毫克 AC大约能吸附 100／*g左右的生长调节物质。 

张启香等_2 在蝴蝶兰的组织培养中发现柠檬酸(CA)抑制褐化和促进生长的效果明显优于 AC。CA 

的作用机理与 Vc基本一致，主要因为 CA抑制了多酚氧化酶的活性或增强了醌类化合物还原剂的功能。 

但果树上还未见使用 CA作为抗氧化剂的报道。 

(3)培养条件 光照能促进多种植物组织培养中酚的氧化，将培养物置于低光照或暗光中培养一段时 

间能减轻褐变。据孑L祥生_】胡报道，核桃组织培养中，一定程度的高温能促进氧化酶的活性 ，从而引起酚类 

物质的氧化 ，在(25±2)℃条件下褐变率为 52．75 ，而在(18±2)℃条件下 ，褐变率为 29．8 。仲飞 zs] 

也认为，PPO的最适温度为28℃，pH为 6．2。当pH为 3．0时，其活性仅为前者的 15 9／5，pH为 8．6时， 

几乎没有活性。另外，陈正华L】 发现，核桃在半固体培养基上不易褐变，而钟红梅 报道凤梨外植体用液 

体培养基可以减轻褐变。 

3 防止褐变的措施 

3．1 母株和外植体的预处理 

为降低切割对细胞造成的伤害，用于切割的解剖刀必须尽可能的锋利，解剖刀的消毒不能过分灼烧， 

否贝0会使刀刃变钝 。有些果树的外植体在 5℃下进行低温预~N--N时间均有助于减轻褐化，如核 
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桃、苹果。预培养有助于减轻酚类物质和其他生长抑制物的毒害作用。在 2O年生的柠檬母本植株上采集 

的茎芽，需先在液体培养基上培养 3 d，然后再在半固体培养基上培养。苹果也采用类似的方法[1 。 

3．2 选择适宜的培养基及培养条件 

在最适宜的条件下，外植体处于旺盛的生长状态，有较强的分生能力，便可大大减轻褐变。研究表明， 

不同基本培养基抑制褐变的效果是不同的。核果类果树 WPM培养基效果最好，改良 MS培养基居中， 

3／4 MS和 MS培养基效果较差[18]。苹果用 1／2 MS培养基可减轻褐化，在初始培养中把外植体处于不适 

合酚类合成的条件下，如在黑暗中或弱光下培养，可抑制酚类的氧化。 

3．3 加入抗氧化剂 

抗氧化剂的防褐效果因植物种类而异。孔祥生等 。]在柿的组织培养中以及Jain等 在欧洲李的组 

织培养中均观察到外加 PVP效果最好。在龙眼组织培养中，AC防褐的效果大大超过 PVP、AC；在核桃 

的组织培养 中则以 Na S O。的防褐效果最好，V 和 AC的效果最差。AC能有效抑制樱桃、苹果等组织培 

养中的褐变现象 。对柿子而言，以PVP的效果最好。在有些组织培养研究中将多种防褐剂一起使用， 

对 PPO活性有明显的抑制作用 。 

3．4 连续转移外植体 

对于新接种的外植体，将其很快转移到新鲜培养基上 2～3次，在某些情况下可以减轻褐化，这段时间 

外植体的切口愈合，外渗停止。如无花果、核桃等【1 。 

总之，果树在组织培养中褐变现象非常普遍，只有弄清褐变的产生原因，明白褐变的影响因子，才能对 

症下药，采取适当的防止措施，从而使果树的组织培养顺利进行。 
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(3)不同品种的种子对预处理的效果存在不同，应在实践 中采用不同的预处理 。本试验 中去稃后 

用自来水浸泡种子的预处理是有效的。另外，新收获的李氏禾种子直接发芽试验中发芽率较低，可能与其 

存在一定程度的生理休眠有关，而直接用生活力四唑测定法则可以快速准确地了解到其潜在的发芽能力。 

[参考文献] 

[13颜启传．种子检验的原理和技术[M]．北京：农业f{{版社，1992．29～71． 

[2]Deng H，Ye z H，Wong M H．Accumulation of lead，zinc，copper and cadmium by 12 wetland plant species thriving in metal—contaminated 

sites in China[J]．Environmental Pollution，2004，132：29～40． 

[3]Nandan K B，Singh C 13．Useful macrophytes in Kawar Lake，North bihar，India[J]．Indian Journal of Forestry，2004，27：241～244． 

[43方 华，陈天富，林建平，等．李氏禾的水土保持特性及其在新丰江水库消涨带的应用[J]．热带地理，2003，(3)：63～66． 

[5]绘是英，唐锡华，傅家瑞，等．种子生理研究进展[M]．广州：中山大学出版社，1986．57～58． 

[6]宋松泉，程红义，龙春林，等．种子生物学研究指南[M]．北京：科学f{{版社，2005．58～61． 

[7]孙 群，王建华，孙宝启．种子活力的生理和遗传机理研究进展[J]．中国农业科学，2007，40(1)：48～53． 

[8]应叶青，申亚梅，李 浪．3种阔叶树种子生活力四唑法测定研究[J]．种 子，2005，24(1)：32～35． 

[9]盛海平，汪为民，刘华开，等．水稻种子生活力四唑测定值与发芽率间的相关性[J]．种子，2000，(2)：3O～31． 

[1O]张伟梅，马绍利，倪日群．不同浸种预处理对杂交稻芽谷种子活力的影响[J]．种子科技，2005，(3)：157～158． 

[11]Hampton J G，Martinelli A H，Farrant J M，et a1．Seed technology-past present and future[J]．Seed Sci＆Technol，1999，27：681～702． 

[12]ISTA Technical Committees．An Introduction to the ISTA Technical Committees[J]．Seed Testing International，2004，127：27～32． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

