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梨外植体组培褐变的影响因子及预防措施 
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摘 要：以鸭梨 、黄金梨 、阿 巴特梨和杜梨为试材 ，对梨组培过程 中影 响外植体褐化 的因素及 防褐措施 进行了研究 。 

结果表明，品种、采样时期以及外植体内酚类物质含量等因素都显著地影响材料褐化率。抗褐剂试验表明，培养基 

中添加 0．2 g／L的聚乙烯吡咯烷酮(PVP)或 100 mg／L抗坏血酸(Vc)，或将外植体在 200 mg／L抗坏血酸水溶液中浸泡 

30min后接人添加 2玑 活性炭的培养基，均能显著抑制鸭梨褐化的发生。低温试验表明，鸭梨外植体经 4 低温处 

理 6 h后接种，或接人初期在4℃低温中培养 12～24 h，褐化程度明显减轻。 
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Studies on factors affecting browning of pear explants in vitro and anti—_ 

Drowning m easures 
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Abstract：A study on factors affecting pear explants browning and anti～browning measures during in vitro culture was carried 

out．The results showed that the browning percentages of pear explants were significantly affected by cultivars，sampling 

stages and position，and content of total pheno1．When 0．2 g／L polyvinylpylTolidone(PVP)or 100 mrdL ascorbic acid(Vc)was 

added in the medium，or the explants were inmlersed in the 200 mg／L ascorbic acid solution for 30 rain and then inoculated iu 

the medium in which 2 g／L activated carbon(AC)was added，the browning ofYali cuhivar’S explants was significantly inhib— 

ited．When Yali explants were pretreated at 4℃ in dark for 6 h before inoculation．or cultured at 4℃ in dark from 12 h to 24 h 

at the initial stage of culture，the browning was also effectively alleviated． 
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梨外植体在组培过程中极易发生褐化．给梨无 

菌系的建立带来了极大困难，严重制约了梨组培技 

术的应用和发展l1 。人们对组培褐变的研究颇多，然 

而对梨组培褐化的研究很少 ，已有的抗褐措施效果 

仍不尽理想 ，且现有研究大多只是围绕苍溪梨、金 

花梨、雪青梨等少数几个梨品种进行l1_3-5]．对其它梨 

品种的褐化特性及防褐措施鲜有报道。因此我们对 

梨不同试材褐化的影响因素和抗褐措施进行了研 

究，试图寻找防止梨组培褐化的有效途径，并为梨组 

织褐变的机理研究提供参考依据 

l 材料和方法 

1．1 材料 

白梨 (Pyrus bretschneideri Rehd)中的鸭梨 (Ya1． 

i)，砂梨( pyrifoliaNakai)中的黄金梨(Whangkeum． 

bae)，西洋梨( communis L．)中的阿巴特梨(Abate 

Fete1)以及砧木品种杜梨(P betulaefolia Bunge)的田 

问外植体为试材，采自河北农业大学西校区梨园 试 

验于 2007年进行。采样母株为 5 a生盛果期梨树， 

每品种采样株数 10株。取树冠外围粗细长短一致． 

无病虫害的当年生新梢中上部枝条 (不同部位褐化 

试验除外)，剪成2 cm左右单芽茎段，混合后备用 

组培材料为本实验室继代保存 1 a的梨组培苗 

1．2 培养基的类型及灭菌 

使用 Murashige and Skoog(MS)培养基 ，其中添 

加 6一苄基腺嘌呤(6-Benzyladenine，6一BA)1．0 mg／L． 
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吲哚丁酸(Indole butyric acid，IBA)0．1 mg／L，蔗糖 30 

g／L，琼脂 6 g／L。用氢氧化钠和盐酸调 pH至5．8～6．0。 

培养基经 121 oC高温灭菌 20 min后凝固备用。 

1．3 外植体的杀菌及接入 

田问外植体取回后自来水冲洗 2 h以去除表面 

泥土和灰尘 ，然后剪成 2 cm长的带芽茎段。75％乙 

醇(Ethanol，C2H5OH)杀菌 20 S，1 g／L的升汞(Mer— 

curie chloride。HgC12)浸泡 7 rain，无菌水冲洗 5遍， 

切去两端伤口，保留中部约 1．5 cm带芽茎段正向接 

入 MS固体培养基。每处理 10个外植体，重复 5次。 

培养室温度为 (25_+2) ，每天照光 14 h，光照强 度 

3 000 lx。 

1．4 褐化率的统计及总酚含量测定 

白接入培养基起 15 d统计褐化率 ，褐化以培养 

基严重污染变褐，外植体枯死为标准。水溶性酚和非 

水溶性酚含量的测定参照鞠志国问的方法略作改动， 

以对羟基苯甲酸作标准曲线 ，质量浓度范围 0～100 

mg／L，计算每g鲜样中酚类物质的mg数。测定波长 

为 700 nm。 

1．5 试验处理 

1．5．1 不同品种褐化率差异 于 4月 15日分别采 

集鸭梨、黄金梨、杜梨和阿巴特梨新梢进行试验。 

1．5．2 采样 时期对褐化的影响 分别于 4月 15日、 

4月 30日、5月 15日、5月 30日、6月 15日和 6月 

30日定株采集鸭梨新梢进行试验 

1．5．3 酚含 量与褐化 的关 系 于 7月 6日采集 鸭 

梨 、黄金梨、杜梨 和阿巴特梨 的田问枝条进行试验。 

将材料分为 1～3节嫩尖和 8～10节基部茎段 2部分． 

分别测定酚类物质的含量与褐化率，并以保存 1 a 

的梨组培苗为对照。其中酚类物质含量测定设 3次 

重复。 

1．5．4 低温暗培养对褐化的影响 4月 15日采集 

鸭梨新梢 ，分 2种处理。处理 1：将枝条在 4 冰箱 

中黑暗预处理 6、12、24 h后 ，接入 MS培养基 25 

培养；处理 2：外植体接入培养基后 ，在 4 冰箱中 

暗培养 6、12、24 h，然后转入 25 环境正常培养。对 

照直接置于 25 光下培养 。 

1．5．5 抗褐剂对褐化的影响 研究抗褐剂活性炭 

(Activated carbOn，AC)、抗坏 血酸 (Ascorbic acid． 

Vc)乖Ⅱ聚乙烯吡咯烷酮(P0lyvinylpvⅡ0lid0ne，PVP) 

对鸭梨外植体褐化的控制作用。4月 15日采集鸭梨 

新梢，做如下 7种处理：(1)外植体在2 g／L的AC水 

溶液中浸泡 30 min后接入；(2)接入前外植体在 200 

mg／L的vc水溶液中浸泡 30 min；(3)培养基中添加 

1 g／L的PVP；(4)培养基中添加 0．2 g／L的PVP；(5) 

培养基中添加 100 mg／L的Vc；(6)培养基中加入 2 

g／L的AC；(7)外植体先经 200 mg／L的 Vc浸泡 30 

min，再接入添加 2 g／L AC的培养基中。对照不经抗 

褐剂处理 

1．6 数据分析 

用 SPSS12．0软件进行数据分析 。多重比较采用 

Tukey HSD (Tukey’S honestly significant difference)， 

相关性分析采用 Spearman双尾测验。 

2 结果与分析 

2．1 梨不同品种褐化率的差异 

不同梨品种的田问外植体褐化程度存在显著差 

异。在同一时期所采的不同品种材料中，以鸭梨、杜 

梨、黄金梨 3个品种的褐化程度较为严重，褐化率均 

在 60％～70％范围内变化：而阿巴特梨褐化较轻，褐 

化率仅为 20％，与其它品种的差异达到极显著(图 

1)。在本试验中，不同品种采用了相同的杀菌时问。 

由于品种之间存在差异，其最佳杀菌时间不同，所以 

经相 同时间的杀菌剂处理后不同品种 的组织所受到 

的伤害必然不同，这也可能是造成品种间褐化率不 

同的原因。所以，在今后试验中为降低褐化的发生 

率，鸭梨、杜梨、黄金梨等品种的杀菌时问应适当缩 

短 ，而阿巴特梨则可以进行较长时问的杀菌处理 。 
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图 1 不同品种梨外植体褐化率 比较 

Fig．1 Browning percentage of pear explants from 

difrerent cultivars 

2．2 采样时期对褐化率的影响 

采样时期不同。鸭梨外植体的褐化率也会随之 

发生变化。4月 30日和 5月 15日所采外植体．褐化 

较轻 ，褐化率不足 40％，而其它时期采样 ．褐化严 

重，死亡率高(图2)。本试验中鸭梨褐化率的变化情 

况与李焕秀等圜在金花梨与苍溪梨上的研究结果相 
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似。采样时期对褐化的影响主要是由于不同时期外 

植体内酚类物质含量及 PPO、POD的活性变化造成 

的 根据李焕秀的测定结果，梨茎尖中PPO在 4 

月份活性最高圈，且这个时期的材料组织细嫩，对杀 

菌过程较敏感，这可能是本试验中4月 15日采集的 

鸭梨外植体褐化严重的原因；随着 PPO活性的降低 

和新梢成熟度的增加 ，4月 30日至 5月 15日所采 
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图 2 不 同采样时期鸭梨外植体 褐化 率比较 

Fig．2 Browning percentage of Yali pear explants collected 

indifferentdays 

材料褐化率降低 ；在 5、6月份，POD的活性出现一 

个小高峰，且酚类物质含量较高圈，导致梨茎尖的褐 

化率再次升高。基于这一变化趋势，从控制褐化的角 

度考虑，4月下旬至 5月 15日之前为鸭梨外植体采 

集的较适宜时期。 

2．3 总酚含量对褐化率的影响 

对梨组培苗酚类物质含量的测定显示 (图3)， 

不同品种、不同部位材料的总酚含量几乎相等，大约 

在 27～28 rag／g(鲜质量)；不溶性酚和可溶性酚含量 

之问亦没有显著差异。而这几个品种的组培苗在继 

代过程中也无褐化发生。 

田问材料的总酚含量明显高于组培苗 ，从 34 

mg／g到 66 mg／g不等，且不同品种、不同部位含量存 

在显著差异。由图3可以看出：黄金梨、鸭梨梢部及 

杜梨梢部总酚含量较高，均在 65 mg／g以上，而鸭梨 

基部和杜梨基部含量较低。前者和后者差异达极显 

著：黄金梨、鸭梨梢部以及杜梨梢部可溶性酚含量较 

高．其余外植体含量则很低；不溶性酚，除杜梨含量 

圈不溶性酚Water insoluble polypheno]s 豳水溶性酚 Water soluble polyphenols 
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图 3 梨外植体酚类物质含量 

Fig．3 Phenols content in the shoot tip and base of pear explants 

稍高外，各品种之间无显著差异。总体来看，与组培 

苗不同，田问外植体总酚含量的差异很大。且差异主 

要来 自于可溶性酚 

褐化试验显示，黄金梨、鸭梨梢部及杜梨梢部褐 

化率显著高于其它外植体(图4)，与酚含量对照可 

看出，酚物质含量高，外植体褐化就严重，反之褐化 

就轻。相关性分析也表明，材料的褐化率与总酚含量、 

可溶性酚含量之间均达到极显著正相关，相关系数分 

梢部 I基部 
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阿 巴特梨 

Ahate Fad pear 

别为 0．881(P=O．004)和 0．898(尸=0．002)；而不溶性 

酚含量与褐化率无显著相关。这表明，酚类物质的含 

量是影响褐化程度的主要因素之一，且造成褐化的 

主要酚类为可溶性酚。另外我们注意到，鸭梨和杜梨 

顶部幼嫩外植体褐化率要高于木质化程度稍高的基 

部茎段，所以，在建立鸭梨、杜梨无菌系时，采集基部 

较成熟茎段作为外植体可以减轻褐化的发生 

2．4 抗褐剂对褐化的控制 
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图 4 不 同来源 田间梨外植体 褐化 率比较 

Fig．4 Browning percentage of different pear explants from field 

抗褐剂试验表明，所有处理的褐化率均低于对 

照。其中培养基中添加 0．2 g／L的PVP、100 mg／L的 

vc和将 vc与 AC结合使用 3种处理，鸭梨外植体 

的褐化率显著降低 ，分别 由对照的 78％下降至 

42％、26％和 46％(表 1)。 

2．5 低温暗处理对褐化的控制 

鸭梨外植体在接入培养基前先经 4℃低温暗处 

理 12 h或 24 h，或者在培养初期于 4℃环境 中暗培 

养 6 h，褐化率分别由对照的78％下降到 26％、30％ 

及 42％：而在低温暗培养试验中，若处理时间超过 

12 h，则处理对褐化 的抑制效果消失 (表 2)。 

3 讨 论 

AC具有多孔结构，能够有效吸附培养基中的有 

害物质 7̈_，从而减轻褐化对组培苗的伤害。本试验中 

2 g／L的AC未能对鸭梨外植体的褐化产生显著抑 

制，但其对褐化的影响还是不容忽视的。从表 l我们 

可以看出，培养基中添加 2 g／L的AC和使用 200 

表 1 抗褐剂处理对褐化 的影响 

Table 1 Effects of antioxidants and phenols absorbents 

on explants browning 

褐化率 
Browning 

percentage(％) 

对照 

Control 

2 g／LAC预处理 

2 g／L AC pretreatment 

200mg／L Ve预处理 

200 mg／L Vc预处理+培养基添加2 g／L AC 46 beABC 

200mg／LVe pretreatment+2 g／LACinmedium 

注：字母不同表示差异显著，小写字母达到显著差异(P<0．05)，大 

写字母达极显著差异(P<0．01)。 

Note：The different capital and small letters in the table stand for P< 

O．01and P<0．05．respectively． 

表 2 4℃低 温暗处理对褐化 率的影响 

Table 2 Effects of 4℃ dark treatment on browning percentage 

mg／L Vc溶液浸泡外植体这 2种处理分别进行都未 

能明显抑制鸭梨的褐化，但若将 2者结合起来处理， 

抗褐效果大大增强，外植体的褐化率显著地降低了。 

这说明本试验中AC对褐化还是产生了一定的抑制 

作用，只是可能由于用量不太适宜，其抗褐效果较弱 

未达到显著水平。汤绍虎等 8̈I对雪青梨茎尖愈伤组织 

∞ 叩 印 印如 如 加 0 
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的褐化进行研究后发现培养基中添加 5 g／L的AC， 

对梨的褐变抑制作用明显，据此我们推测，本试验中 

AC的使用量可能偏低，所以今后在鸭梨组培中可以 

尝试通过加大 AC使用量以得到更好的抗褐效果。 

本研究表明，适度低温对梨茎尖的酶促褐变有 

显著的抑制作用。但同时我们发现，低温处理的时间 

超出一定限度后，材料的褐化率有回升的迹象 ，且在 

后期外植体的发育过程中，低温处理时间较长的材 

料生长势明显偏弱，发育迟缓。这说明低温处理会对 

外植体的后期生长带来不利影响。所以低温处理时 

间应 当适度 ，不宜过长 。 

前人普遍认为，褐变随材料组织木质化程度的 

增加而加重 ，但本试验在鸭梨和杜梨外植体上却 

得到了相反的结果 ．茎尖的褐化反而比中下部木质 

化程度高的茎段要严重得多。通过对酚类物质含量 

的测定后发现，这 2个品种的新梢中可溶性酚含量 

的分布规律为中下部茎段低于茎尖，这可能就是导 

致茎尖褐化更加严重的原因。另外还与茎尖的组织 

较细嫩，杀菌过程中受到伤害较重有一定的关系。 

此外我们注意到．梨组培苗的多酚物质含量大 

大低于田问外植体，这就部分解释了为什么田间材 

料在刚接人培养基时褐化较严重而继代多次的组培 

苗则不再发生褐化。至于由田间转移至室内进行培 

养的过程中，材料的多酚化合物含量为何会降低，以 

及具体的变化过程 ，在果树上还未见有相关 的研究 

报道。人们通过对烟草及茶叶进行研究后发现．植物 

体内多酚类化合物的合成和积累过程受环境 因素的 

影响很大。一般认为，露地环境中的强光照 、紫外 

线辐射_l1]、骤寒 等因素都会导致植物体内苯丙氨酸 

解氨酶(PAL)的活性及多酚类化合物的含量提高 ， 

而组培环境中没有这些因子的影响，并且较高浓度 

的植物生长调节剂还会对组培苗酚类物质的积累产 

生抑制旧，这些可能是导致梨组培苗酚类化合物含 

量较低的原因。另外还与组培苗的多代筛选有关 对 

这一过程中酚类物质含量降低机理的研究有助于我 

们深入了解植物体内酚类物质的代谢规律以及控制 

酚代谢的相关信号因子 
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