
亚热带农业研究 

Subtropical Agriculture Research 
第 3卷 第 3期 

2007年 8月 
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摘要：褐变问题是植物组织培养中经常遇到的问题，已经成为影响组织培养成功的重要因素。结合近些年的研究，对褐变 

发生的原因、影响褐变的因素以及控制褐变的措施进行了综述，以期为解决褐变问题提供理论依据。 
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Advances in browning researches in plant tissue culture 

FU Ying，RONG Jun-dong，CHEN Li-guang，ZHENG Yu-shan 

(Institute of Industrial Forest，Fujian Agriculture and Forestry University，Fuzhou，Fujian 350002，China) 

Abstract：Browning has become 811 important factor that affects the success of plant tissue culture．It is frequently encountered in 

plant tissue culture．Integrating the lately studies，the reason and the influences of brown ing and the methods to overcome brown ing 

were researched to offer the theory basis to settle brown ing matter． 
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植物组织培养中所说的褐变是指外植体在诱导脱分化或再分化过程中，自身组织从表面向培养基释 

放褐色物质，以至培养基逐渐变成褐色，外植体也随之进一步变褐而死亡的现象。褐变在植物组织培养过 

程中普遍存在，这种现象与菌类污染和过度含水化(即玻璃化)并称植物组织培养的3大难题。而控制褐 

变比控制污染和过度含水化更加困难，因而，有人认为褐变能否得到有效控制是植物组织培养能否成功的 

关键所在 J。近年来，植物组织培养技术发展很快，有关褐变的研究也越来越深人。本文根据国内外的 

最新研究成果，对褐变发生的原因、影响褐变的因素以及控制褐变的方法做一介绍，以期为解决褐变问题 

提供理论依据。 

1 褐变发生的原因 

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褐变引起的。酶促 

褐变必须具有酶、底物和氧3个条件。 

引起褐变的酶有多酚氧化酶(PPO)、过氧化物酶(POD)、苯丙氨酸解氨酶等，但最主要的是 PPO。 

PPO可分为两大类，即漆酶和儿茶酚氧化酶。习惯上，常把儿茶酚氧化酶称为酚氧化酶、PPO、酪氨酸酶、 

儿茶酚酶或甲酚酶，它与漆酶有明显的区别。漆酶的催化底物范围很广，可以催化单酚、三酚、邻和对位二 

酚以及芳香族某些氨基酸。儿茶酚氧化酶是一种含铜酶，可以催化 2种不同的反应，即催化含一个羟基的 

酚形成二醌和催化邻苯二酚形成二醌。漆酶可催化对苯二酚或苯酚形成对苯醌或邻苯醌，还可以催化其 

他多种基质的氧化，如抗坏血酸、对苯二酚等 】。引起褐变的酶的底物主要是酚类化合物，按其组成可分 

成3类：第一类是苯基羧酸，包括邻羟基苯酚、儿茶酚、没食子酸、莽草酸等；第二类是苯丙烷衍生物，包括 

绿原酸、肉桂酸、香豆酸、咖啡酸、单宁、木质素等；第三类是黄烷衍生物，包括花青素、黄酮、芸香苷等 。 

王泽农等 把酚类及其衍生物分为6大类：黄烷醇类、4一羟基黄烷醇类(花白素类)、花色苷类(花青素 

类)、黄酮醇类、黄酮类及酚酸类。其合成途径有2种：(1)由苯丙氨酸脱氨基而形成，此途径被认为是高 
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等植物中最主要的途径，PAC(苯丙氨酸氨裂解酶)是催化该反应的关键酶，苯丙氨酸脱氨基后转变成肉桂 

酸，后者经羟化酶转化为香豆酸，香豆酸由PPO催化加上2个羟基转变为咖啡酸。(2)经莽草酸途径形成 

查耳酮后，再经一系列不同反应生成黄酮、双查耳酮、异黄酮、花青素、黄酮醇、儿茶素等。但并非所有的酚 

类物质都是PPO的底物。谭兴杰等 从荔枝果皮中得到6种酚类化合物，其中只有1种对荔枝果皮PPO 

有活性，测定其紫外吸收光谱，发现荔枝果皮PPO的天然底物与邻苯二酚的紫外吸收光谱相似。 

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，这是因为在正常的组织细胞内由 

于多酚类物质分布在细胞的液胞内，而 PPO则分布在各种质体或细胞质内，这种区域性分布使底物与 

PPO不能接触。而当细胞膜的结构发生变化和破坏时，则为酶创造了与 PPO接触的条件，在氧存在的情 

况下使酚类物质氧化成醌，进行一系列的脱水、聚合反应，最后形成黑褐色物质，从而引起褐变一J。 

2 影响褐变的因素 

影响植物组织培养褐变的因素是复杂的，随着植物的种类、基因型、外植体部位及生理状态等的不同， 

褐变的程度也有所不同。 

2．1 植物材料 

2．1．1 植物种类及基因型 不同种植物，同种植物不同类型、不同品种在组织培养中褐变发生的频率、严 

重程度都存在很大差别。木本植物、单宁含量或色素含量高的植物容易发生褐变，这是因为酚类的糖苷化 

合物是木质素、单宁和色素的合成前体，酚类化合物含量高，木质素、单宁或色素形成就多，而酚类化合物 

含量高同时也导致了褐变的发生。因此，木本植物一般比草本植物容易发生褐变。已经报道发生褐变的 

植物中，大部分都是木本植物。在木本植物中，核桃单宁含量很高，在进行组织培养时难度很大，不仅接种 

后的初代培养期发生褐变，而且在形成愈伤组织以后还会因为褐变而出现死亡 。Dalai等比较 2个葡萄 

品种“Pusa Seedless”和“Beauty Seedless”的褐变时，发现后者比前者严重，酚类化合物含量也是后者明 

显高 。J。 

2．1．2 材料年龄 幼龄材料一般都比成龄材料褐变轻。平吉成 从小金海棠、八楞海棠和山定子刚长成 

的实生苗上切取茎尖进行培养，接种后褐变很轻，随着苗龄增长，褐变逐渐加重；取自成龄树上的茎尖褐变 

更加严重。幼龄材料褐变较轻与其酚类化合物含量少有关。在欧洲栗的培养中，用幼年型的材料培养时 

含醌类物质少，而用成年型材料培养时含醌类物质多，后者比前者褐变严重。用油棕的幼嫩外植体(如 

胚)培养较少出现褐变，而用高度分化的叶片接种后则容易褐变 J。 

2．1．3 取材部位 外植体的部位不同，接种后褐变的程度也不同。在分别对辣椒下胚轴及子叶组织培养 

时发现，下胚轴具有较强的分生能力，整个外植体生长旺盛，其褐变程度低于子叶 J。在荔枝无菌苗不同 

组织的诱导实验中发现，茎最容易诱导出愈伤组织，且愈伤组织生长良好；叶大部分不能诱导出愈伤组织， 

诱导出的愈伤组织多中度褐变；根大部分不能诱导出愈伤组织，诱导出的愈伤组织全部褐变 J。产生这 

种情况的原因可能是不同生长部位，不同生理状态的外植体材料，酚类物质的含量及 PPO的活性上有所 

差异。 

2．1．4 取材时期 王续衍和林秦碧对24个苹果品种进行茎尖培养时发现，以冬春季取材褐变死亡率最 

低，其它季节取材则都不同程度地加重 lOl。Wang等 也报道“富士”苹果和“金华”桃在9月到2月取材 

褐变轻，5月到8月取材则褐变严重。核桃的夏季材料比其它季节材料更易氧化褐变，因而一般都选在早 

春或秋季取材。造成这种季节性差异主要是由于植物体内酚类含量和多酚氧化酶活性的季节性变化，植 

物在生长季节都含有较多的酚类化合物之故。 

2．1．5 外植体大小及受伤害程度 外植体大小对褐化的影响，表现为小的材料更容易发生褐化，相对较 

大的材料则褐化的程度较轻。另外切口越大，酚类物质的被氧化面也越大，褐化程度就会更严重。蒋迪军 

和牛建新报道，金冠苹果茎尖小于0．5 mm时褐变严重，当茎尖长度在 5—15 mm之间时褐变较轻，成活率 

可达85％I11]。 

外植体组织受伤害程度直接影响褐变。为了减轻褐变，在切取外植体时，应尽可能减小其伤口面积， 

伤口剪切尽可能平整些。除了机械伤害外，接种时各种化学消毒剂对外植体的伤害也会引起褐变。酒精 
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消毒效果很好，但对外植体伤害很重；升汞对外植体伤害比较轻。ziv等 用0．3％升汞代替次氯酸钙进 

行消毒可明显减轻鹤望兰的褐变。一般讲，外植体消毒时间越长，消毒效果越好，但褐变也越严重，因而， 

消毒时间应掌握在一定范围内，才能保证较高的外植体存活率。 

2．2 培养条件 

温度对褐变影响很大。王明华等-1 在褐变很严重的“芭蕾”苹果上验证了低温对褐变的抑制作用。 

苹果、桃、葡萄、金缕梅、丝穗木等植物的茎尖外植体如果取自田间自然光照下的植株枝条，那么接种后很 

容易褐变，而事先对取材母株或枝条进行遮光处理，之后再切取外植体，则可有效控制褐变。暗处理之所 

以能控制外植体褐变，是因为在酚类化合物合成和氧化过程中，需要许多酶系统，其中一部分酶系统的活 

性是受光诱导的。这些酶在自然光照条件下生长的植物体内非常活跃，从这样的植株上取得外植体很容 

易发生褐变，而把取材母株放置在黑暗或弱光条件下生长，植株组织内光诱导的那些参与酚类合成与氧化 

酶的活性就大大减弱，以至酚类化合物的合成减少，其氧化产物酮类也相应减少使褐变得到控制⋯。 

2．3 培养基 

2．3．1 培养基状态 由于培养基中琼脂的用量和pH值的高低不同，培养基可配制成固体培养基、半固体 

培养基或液体培养基。许多试验证明，液体培养基可有效克服外植体褐变，液体培养基再加上滤纸作成 

“纸桥”，效果更好 引。在液体培养基中，外植体溢出的有毒物质可以很快扩散，因而对外植体造成的危害 

较轻。韩碧文和刘淑兰用低氧的半固体培养基培养酚类化合物含量很高的核桃，同样也收到了较好的抑 

制效果 。 

2．3．2 无机盐 在初代培养时，培养基中无机盐浓度过高可引起酚类外溢物质的大量产生，导致外植体 

褐变，降低盐浓度则可以减少酚类外溢，从而减轻褐变。无机盐中有些离子，如 Mn 、Cu 是参与酚类合 

成与氧化酶类的组成成分或辅因子，因此盐浓度过高会增加这些酶的活性，酶又进一步促进酚类合成与氧 

化。为了抑制褐变，在初代培养期使用低盐培养基，可以收到较好的效果。 

2．3．3 植物生长调节剂 有报道说，初代培养处在黑暗条件下，生长调节剂的存在是影响褐变的主要原 

因，此时去除生长调节剂可减轻褐变。BAP(6一苄氨基腺嘌吟)或 KT(激动素)不仅能促进酚类化合物的 

合成，而且还能刺激多酚氧化酶的活性-1 ，而生长素类如2，4-D可延缓多酚合成，减轻褐变发生。还有人 

推测外植体内源乙烯水平会影响酚类化合物含量⋯。 

2．3．4 pH 培养基低 PH值可降低多酚氧化酶活性和底物利用率，从而抑制褐变。升高pH值则明显加 

重褐变 ̈ 。 

2．3．5 螯合剂 培养基中加入螯合剂后，可与多酚氧化酶发生螯合，降低酶活性，从而达到抑制褐变的目的 。 

2．4 培养方式 

2．4．1 外植体在培养基中的放置方式 薯蓣在用茎段作外植体进行组培时，将茎段正向插入培养基中， 

出现明显褐变，而将茎段倒向插入，则褐变完全消失。其原因尚不清楚 。 

2．4．2 培养方法 周延清等n 在培养决明原生质体时，对浅层培养、琼脂糖包埋培养和漂浮培养 3种方 

法进行了比较。发现前2种静置培养方法由于原生质体沉淀造成营养与通气不良，导致原生质体破裂，释 

放出酚类物质而出现褐变；漂浮培养则克服了原生质体沉淀，从而减轻褐变，提高原生质体分裂率。 

2．4．3 转瓶周期 对于易褐变的材料，接种后转瓶时间长，伤l：3周围积累醌类物质增多，褐变加重，而缩 

短转瓶周期可减轻褐变。在山月桂树的茎尖培养中，接种后 12—24 h，转入液体培养基中，这之后的 1周 

内，每天转 1次瓶，褐变得到完全控制。无刺黑莓上也有类似经验 。 

2．4．4 原生质体植板 密度 山杏原生质体培养在 0．1 X 10 ·ml 的植板密度下即可启动分裂，以 

O．5 X 10 ·ml 植板密度分裂频率和植板率最高。随着植板密度的增大，褐变逐渐加重，分裂频率和植板 

率下降 墟 。 

3 控制褐变的措施 

由于PPO是一种含铜离子的蛋白质，因此，寻找良好的抗褐变剂可从 3个方面人手：(1)用将 cü 络 

合掉使酶失活的物质，如植酸(PA)和乙二胺四乙酸钠盐(EDTA)等；(2)加入与酶蛋白和底物的结合部位 
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能够结合的酶抑制剂，从而抑制醌类的产生；(3)加人能减少酚类或使醌类还原的物质，如活性炭(AC)、 

抗坏血酸(Vc)、聚乙烯吡咯烷酮(PVP)等。由于不同物种的 PPO存在着性质上的差异，适宜不同植物抗 

褐变剂也会有所不同。从理论上讲，酶促褐变可以通过以下3种方法加以抑制：(1)除去引起氧化的物 

质——氧；(2)捕捉或减少聚合反应的中间物；(3)抑制有关的酶 J。 

3．1 选取适当的外植体 

选择适当的外植体是克服褐变的重要手段。不同时期、不同年龄的外植体在培养中褐变的程度不同， 

成年植株比实生幼苗褐变的程度严重，夏季材料比冬季、早春及秋季材料褐变的程度强。而冬季的芽进人 

深休眠状态，不太容易生长，所以最好选用早春和秋季的材料作为外植体。取材时还应注意外植体的基因 

型及部位，选择褐变程度较小的品种和部位作外植体 J。 

Danhua和Carole研究了外植体起源与组织褐变的关系，他们认为生长在避荫处的外植体比生长在全 

光下的外植体褐变率低，腋生枝上的顶芽比其他部位枝的顶芽褐变率低。陈正华_ 认为适宜的无机盐成 

分、蔗糖浓度、激素水平、温度及在黑暗条件下培养可以显著减轻材料的褐变。许传俊，李玲等 对蝴蝶 

兰褐变外植体进行扫描电镜和显微结构观察，发现褐变叶片外植体的上表皮已经变形，维管束完全破坏， 

被有毒的鞣质填充，有些薄壁细胞中发现有不明物质沉积。初步分析褐变外植体分泌到培养基中的成分 

有缩合鞣质。外植体总酚含量和PAL活性随褐变程度加重逐渐增加，两者呈现显著正相关。 

3．2 对培养材料进行预处理 

将外植体用流水冲洗，后在5O℃左右处理 l2—24 h，消毒后先接种在只含有蔗糖的培养基上5—7 d， 

使组织中的酚类物质部分先渗人培养基，取出外植体，用适当方法清洗，再接种到合适的培养基上，可减轻 

外植体的褐变 。李焕秀等用6种不同的预处理来研究其对苍溪梨外植体褐变和成活的影响。结果发 

现，低温处理对降低褐变有一定作用，用抗氧化剂或 PPO溶液进行预处理也可起到减轻褐变的作用 1。 

苏梦云等 对乐东拟单性木兰茎段愈伤组织诱导研究的结果表明，在接种前，将外植体在4℃下冷处理2 

h，能使外植体的褐变率从对照的35％降低为25％。 

3．3 选择适当的培养基和培养条件 

在培养基的选择上应注意适当的无机盐成分、蔗糖浓度、激素水平与组合以及配合一些抗褐变剂等都 

可减轻褐变现象的发生。培养过程中还要注意适宜的培养条件。因为在酚类物质的合成和氧化过程中， 

有许多酶系统参与，其中部分酶系统是光活性的。较高的温度会使酶促褐变加强。所以建议在培养初期 

保持较低的温度(15—20℃)，黑暗或弱光下培养，均可减轻培养材料的褐变 。闫桂琴等 刮对翅果油 

树愈伤组织诱导的研究结果表明，葡萄糖为碳源的培养基能有效地防止褐变。张勇等 的试验表明多酚 

氧化酶的最适pH值为5．0；在pH值5．0—6．5范围内酶活力最大；其他pH值下均表现出不同程度的抑 

制，因此可通过调节 pH值来控制香蕉褐变的程度。 

在外植体接种后 1—2 d即转移至新鲜培养基中或同一培养基的不同部位，可以防止酚类物质在伤口 

周围积累过多，连续转移几次即可防止褐变。此外，在外植体的培养过程中适当缩短转瓶周期，适当改变 

培养基的硬度等方法均可减轻褐变。胡凯等 2引的试验结果表明，第2O天就开始转移继代和提高愈伤组 

织与培养基接触面的氧气供给能较好克服褐化。 

3．4 抑制剂和吸附剂的使用 

在培养基中加人抗氧化剂和其他抑制剂可以有效地减轻外植体在组培过程中的酶促褐变。在培养基 

中加入Vc可有效地防止褐变。这是因为Vc为多羟基还原物质，一方面可以使多酚氧化酶失活阻止酚类 

物质氧化；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 。黄霞等(1999) 

发现活性炭与Vc配合使用可有效地防止香蕉茎尖培养中外植体的褐变 ̈ 。刘曼西等在研究中发现有机 

酸对马铃薯PPO活性有抑制作用；此外，蛋白水解产物、氨基酸、2一巯基苯并噻唑、硫脲、二氨基二硫代硫 

酸钠、氰化钾、多胺等物质都可作为抑制剂来防止褐变的发生 。 

活性炭是一种较强的吸附剂，它可以吸附培养物分泌到培养基中的酚、醌等有害物质，从而有效地减 

轻褐变。需要注意的是，活性炭在吸附有害物质的同时也吸附培养基中的生长调节物质，而使其失去作 
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用，影响外植体的正常发育。因此，在加人活性炭的培养基中应适当改变激素配比，使得在防止褐变的同 

时，外植体能够正常地发育 。 

用吸附剂抑制褐变时，吸附剂在吸附有毒酚类的同时，也要吸附培养基中的生长调节剂。因此， 

Zaid 认为在加有活性炭的培养基中，生长调节剂的浓度应适当提高。顾小平等 利用小佛肚竹、凤尾 

竹和孝顺竹幼竹的茎尖和带节茎段研究了愈伤组织诱导和控制褐变的方法。试验结果表明：在3种生长 

调节剂(2，4-D、KT、IBA)的组合中，以2，4一D(2—3 mg·L )效果最好，愈伤组织的诱导率最高，大部分 

外植体都能诱导出愈伤组织，生长良好；2 mg·L～2，4-D +O．5 mg·L KT能使部分茎段诱导出愈伤组 

织，而茎尖诱导的愈伤组织水渍化，易褐变；4 mg·L KT能使个别茎段有愈伤组织产生，但易褐化； 

4 mg‘L KT+O．5 mg‘L IBA能诱导出愈伤组织，但生长缓慢。添加抗氧化剂控制愈伤组织褐变的效 

果要优于吸附剂，其防褐化能力：坏血酸(5 mg·L )>半胱氨酸(100 mg·L )>PVP(1 g·L )>活性 

炭(1 g·L )。在培养基中加人抗坏血酸(5 mg·L )，小佛肚竹、凤尾竹、孝顺竹的茎尖的褐变率分别 

比对照下降了51．3％、43．3％、36．8％，其茎段的褐变率则分别比对照下降了62．7％、42．7％、30．8％。 

4 小结 

到目前为止，组织培养过程中的褐变现象研究已进行了几十年，积累了大量的资料，也提出了各种假 

说，但还是不能确切的阐述组织培养褐变的详细过程。通过对褐变现象研究的回顾和了解，可以得到以下 

共识：组织培养褐变是酚类物质被氧化的结果，其中PPO能促进褐变的发生。引起褐变的因素是复杂的， 

就内因来讲，外植体材料的生理状态、基因型、同一基因型的不同栽培条件、营养状况、生长部位和大小都 

会影响褐变的发生；就外因而言，培养基的成分、外加激素的含量及比例、培养条件(温度、光照时间、光照 

强度、通气状况等)等也会影响褐变的发生。褐变的发生往往是多种因素同时作用的结果。 

总之，植物组织培养中的褐变，在培养基、取材时间、激素、外植体的生理状态方面的原因研究较多，但 

对于外植体发生褐变时其结构变化和褐变产物分析的研究报道较少。在以后的研究中，可以做这方面的 

分析，为深人认识发生褐变的机理和防止褐变提供理论基础。 
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