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摘 要 综述了植物组织培养过程中的褐变机制及迄今常用的抗褐变方法，并分析其利弊，探讨了热激处理作 

为一种新的抗褐 变方法的应用前景 。 
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Abstract The tissue browning mechanisms and the methods to overcome browning in tissue culture were 

reviewed and the advantages and disadvantages of these methods were analyzed． A prospective 

application of heat shock as a new method to control browning was discussed． 
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1 植物组织培养的褐变研究 

褐变是指外植体在诱导脱分化或再分化过程 

中，从组织表面向培养基释放分泌物质，这种分泌 

物质氧化后使培养基逐渐变成褐色(或黑色)，外植 

体随之进一步变褐而死亡的现象 j。褐变现象在植 

物组织培养过程中普遍存在 ]，它与菌类污染和过 

度含水化 (即玻璃化)并称植物组织 培养 三大难题 。 

而控制褐化比控制污染和玻璃化更加困难。 

大量研究表明，褐变与植物体 内酚类物质紧密 

相关，酚类氧化形成有色物质从而引起组织褐变， 

研究与酚类物质合成氧化相关的酶类，成为人们研 

究褐变发生机理 、寻求抗褐变途径的主要方向。而 

这些酶中最受研究者关注的是 PAL(苯丙氧酸解氨酶)、 

PPO(多酚氧化酶)和 POD(过氧化物酶)。 

大多数植物的酚类是苯丙烷类化合物的代谢产 

物。苯丙烷类代谢可生成反式肉桂酸 、香豆酸、阿 

魏酸和芥子酸等巾问产物，这些酚类物质可以进一 

步转化为香豆素和绿原酸，也可以形成 CoA酯，再进 

一 步转化为类黄酮和木质素等 。PAL是苯丙烷类 

代谢途径的关键酶和限速酶，也是苯丙烷类代谢途 

径中研究最多的酶H]。研究发现 ，植物在遭受机械 

伤害、低温、高温或紫外辐射等逆境时，PAL活性 

迅速升高，同时积累大量酚酸、类黄酮和木质素等 

苯丙烷类次生代谢物质 j。 

目前，对组织培养过程中外植体产生褐变起到 

关键作用的氧化酶类研究较多的有 PPO和 POD等。 

它们都能以酚类物质为底物。当细胞受到破坏时， 

胞质和液泡中的物质发生混合，酚类物质很容易被 

氧化酶氧化，产生一些褐色物质，抑制其它酶的活 

性，导致组织代谢紊乱，抑制外植体脱分化、再分 

化和组培苗的正常生长，严重时使生长停滞甚至死 

亡 。 。 

针对植物组织培养过程中普遍发生的褐变现 

象，人,ffJq用不同植物材料从不同角度进行了大量 
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的研究 ，以探明褐变发生的机理，为控制褐变 

奠定理论基础。同时，以此为基础，在寻求切实有 

效的抗褐变方法的道路上进行着不懈的努力，并取 

得了一定的成果。如采用不同培养条件，添加与酚 

类物质合成、氧化相关的酶抑制剂等等，以防止褐 

变的发生，减轻褐变带来的不良影响。近年来，热 

激处理在抑制组培褐变 中的应用也越来越多地引起 

人们的关注。 

2 植物中的热激反应和热休克蛋白 

细胞对热激或其它应激如 pH改变、化学物质 

处理、干旱、紫外线照射、高盐以及重金属条件等 

均能产生一定的反应，来抵抗这些条件造成的伤 

害，该反应统称为热激反应_】 。这种热激反应已被 

证实广泛存在于各种生物物种中I1 。约400万年的 

陆生植物的进化依赖于其对迅速变化的环境条件的 

一 些特殊适应性，其中包括应激耐受机制I1 。 

热激反应是通过一系列平时不表达或表达水平 

很低的基因的激活而实现的，这些基因的产物一般 

被命名为热休克蛋 白(也被称为热激蛋白，heat shock 

protein，HSPs)。热休克蛋白的研究已经进行了 40多 

年了 ，大量的文献对 HSPs的结构特性 ，在正常和 

受损伤细胞或组织中的作用，以及应激条件下的 

HSPs表达的分子机制等进行了阐述。 

根据其在细胞中的表达机制，热休克蛋白分为 

2类：一类是在应激条件下才表达，称为诱导型热 

休克蛋白；另一类是在不受应激处理时也进行表达 

的，称为组成型热休克蛋白。这些热休克蛋白在保 

护细胞免受应激伤害中起作用，并在恢复过程中帮 

助细胞的功能正常化I】。 ]。其中，热休克蛋白作为 

伴侣分子的作用研究最为深入。这些热休克蛋白作 

为伴侣分子在蛋白质的折叠，在细胞内分配定位， 

组 装 和 降 解 中 起 重 要 作 用 。 例 如 HsplO1 

(ClpA／B／X)帮助ATP依赖的蛋白质聚集体的分离； 

Hsp90(HtpG)参 与 了信 号转 导 复合体 的协调 ； 

Hsp70／Hsp40(DnaK／J)维持新生多肽的稳定性及其 

ATP依赖性 的结合和释放 ；Hsp60／HsplO(GroEL／S) 

在特异的蛋白质折叠机制中发挥重要作用；Hsp20 

参与形成的高分子寡聚体可以作为维持未折叠蛋白 

质 稳定 的支 架 (从该支架上释放则需要该寡聚体中的 

Hsp70／40和／或 HsplO1参与)[23-29]。 

最近几年的研究发现，不同 HSPs家族的成员 

往往组成一个 “伴侣分子机器(chaperone machine)” 

联合作用瞳 27, 3o]，甚至不同的伴侣分子复合体也 

可以相互作用形成一个复杂的网络，在蛋白质的成 

熟、组装和定位中起作用I3 叫]。 

近年来的研究还发现，热休克蛋白除了保护植 

物在热激、高盐和干旱等逆境条件下免受伤害外， 

在植物的抗病害中也起一定作用，例如HSP类似蛋 

白RTM1和 RTM2基因产物，在热耐受性上并不起作 

用 ，但可限制 etch病毒对烟草的侵害|3 ；植物免 

疫系统对病原体的识别由结构上相关的多态的疾病 

抗性基因[disease resistance(R)genes]产物控制，HSP90 

协同 RAR1和 SGT1协调 R蛋白的激活 ]。另外 ，还 

发现，在一些作物种子 、水果或蔬菜的储存过程 

中，HSPs能防止引起品质下降的褐变现象I3 38]。 

3 防止植物组培褐变 的方法 

目前，研究者和生产者常用的控制褐化的方法 

有在培养基中加入抑制剂、吸附剂及控制培养条件 

等。 

3．1 培养基中加入褐化抑制，剂 

人们往往通过抑制与酚类物质合成和氧化相关 

酶的活性来达到减轻褐变的目的。Peiser等人在 

研究中分别发现，使用 PAL抑制剂 AOPP(a—aminoox— 

i 一phenylpropionic acid) 、AIP(2一aJninoindan一2一phos— 

phonic acid)以及草甘磷 (glyphosate) 等处理莴苣 ， 

能有效地抑制莴苣的褐变，说明通过影响酚类合成 

可以防止褐变发生。 

抑制酚氧化酶的活性是研究较多的抗褐化方法 

之一l4 ~蛎]。常见的抑制剂有抗坏血酸(Vc)、硫代硫 

酸钠(Na。S 03)、氨基酸、有机酸、硝酸银(AgNO。)和二 

硫苏糖醇等。 

虽然抑制剂能在不同程度上抑制褐变的发生 ， 

但抑制剂也常常对植物材料的生长产生不良影响。 

如李风华等在培养基中加入抗氧化剂AgNO。，对于 

何首乌愈伤组织的褐变有一定的抑制，但同时也发 

现AgNO3对细胞特别是叶片有很强的毒性，试验中 

发现大量的叶片死亡现象[4 。而张俊琦等发现， 

Na2S203、Vc和铜试剂(DDTC)在牡丹的组培中加剧了 
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组织培养物的褐化程度 ]。说明抑制剂的作用机理 

及其效果仍不是很明确。 

3．2 培养基 中加入吸附荆 

培养基中加入吸附剂可以抑制褐变。常用的吸 

附剂有活性炭(Ac)和聚乙烯吡咯烷酮(PVP)。PVP是 

酚类物质的吸附剂，生化分离制备中常用作酚类物 

质和细胞器的保护剂H 。然而，有些学者通过试验 

证明了PVP没有普遍防止褐变的效果，原因是植物 

体内存在着不同的酚类物质，而 PVP也存在不同分 

子量的类型 。但 AC和 PVP除了吸收有毒物质外 ， 

也能吸附培养基中的生长调节剂l4 ∞]。 

3、3 控制培养条件 

研究表明，抗氧化剂预处理外植体能取得较好 

抑制褐变的效果嵋 ；油菜 、核桃 矧、苹果 蚓等 

在 4～5。C下进行低温预处理一段时间均有助于减 

轻褐变。Das等 、邱璐 、付凤玲 、吴晓玲 6o] 

等认为暗培养能使褐变得到控制，而光照培养易导 

致愈伤组织褐变。此外，李世君在对芜菁油菜叶肉 

原生质体培养中发现提高培养基的pH值可明显地 

控制褐变阳 。 

3．4 转入新鲜培养基 

目前生产中仍采用频繁将外植体转入新鲜培养 

基中的办法来减轻褐变，从而提高外植体的分化率 

和组培成活率旧 ]。但这种方法大大增加了组培过 

程中的劳动量，增加了组培苗的生产成本，不利于 

规模化和商品化生产。 

4 热激处理在组培褐化中的应用 

热激反应普遍存在于活的生物体中，热休克蛋 

白的诱导和合成改变了其它基因的转录和翻译[66]。 

近年发现热激处理可抑制褐变的发生。 

伤害会产生从受伤害组织到相邻未受伤害组织 

传播的信号，并诱导某些特定伤害诱导蛋白的从头 

合成 。PAL就是这些诱导蛋 白中的一种，其活性的 

增加导致酚类化合物的积累(如绿原酸、异绿原酸等)并 

引起组织褐化。Hisaminato发现褐变与 PAL活性 

之间的关系是显著的 ]。通过使用AIP(苯丙氨酸途径 

的抑制剂)和草甘磷(莽草酸途径的抑制剂)2种酶抑制剂， 

显著抑制了鲜切莴苣的褐变，使用AIP的处理总酚 

含量和 PAL活性都降低，表明通过干扰伤害后 PAL 
一  64 ～ 

活性的增加或者是酚类前体的合成和积累，对减轻 

褐变是极为有效的。 

近年来研究发现，热激处理可以通过抑制伤害 

后 PAL活性的增加，减轻组培过程中褐变的发生。 

热激处理诱导产生热休克蛋白，减少伤害诱导的 

PAL活性增加，降低由PAL催化的酚类化合物的合 

成 ，进而阻止组织褐变。研究还发现，植物组织在 

同时受到热激和受伤 2种刺激时，优先诱导产生热 

休克蛋白而不是 PALl6 。Kanga等人采用 hsp23的 

抗体对来自于受伤的和热激处理莴苣中脉叶组织的 

分离蛋白质进行蛋白质点杂交分析 蠲]，研究发现， 

只有那些能诱导 hsp23合成的热激处理才能成功地 

减少由伤害诱导的PAL活性和随后的酚类物质积 

累 。未经伤 害的完整 叶片在 45℃下处理 150 S而 

诱 导产生 的 hsps，并不能 与在 未经热激处 理的受 

伤叶片中已合成的PAL相互作用而限制其活性，因 

此，热激处理很可能是通过抑制非热激蛋白的合成 

影响其他蛋白的合成(如PAL)而起作用的。也就是 

说 ，热激处理减少PAL活性是通过抑制 PAL合成而 

实现的。Saltveit认为，热激 “关闭”了非热激 

蛋白的合成，对蛋白质合成进行了重新定向。细胞 

的总蛋白质合成能力是有限的，热激处理后，热激 

蛋白优先合成，占据了大量的蛋白质合成能力，使 

细胞没有足够的能力合成 PAL旧 。 

人们在对不同植物材料的研究中证明了热激处 

理对减轻组培褐变的效果。研究表明，在受伤的莴 

苣中，短期的热激处理能减轻PAL活性，减少酚类 

化合物积累和组织褐变[69--71]。夏铭采用 45℃处理 

红豆杉外植体，表明热激处理对克服褐变有效[7 。 

热激也能降低转基因烟草的 PAL活性 。Julio G 

等热激处理芹菜离体芹菜叶柄(50℃90 s)能显著减 

少 PAL活性的增加及降低褐 变率 。Saltveit在 

莴苣研究中也发现，热激持续诱导合成热休克蛋 

白，阻止了因伤害而诱导的苯丙氨酸代谢酶的产 

生。45℃时无论是在受伤前 4 h进行热激处理，还 

是在受伤后 2 h进行热激处理，90 S的热激作用能 

抑制 PAL活性增加旧 。以上试验结果表明，热激处 

理抑制PAL活性而减轻褐变发生的机制在植物中是 

普遍存在的。 

对热激与褐变关系的研究较多地围绕着控制 
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PAL活性对减轻褐变的影响 。然而 ，有研究 认为 ， 

热激处理对与褐变过程相关的氧化 酶也会产生影 

响，如 Martin D A B等人在对莴苣的研究结果表 

明，在 5O℃水中处理过的新鲜切割的莴苣 ，在整 

个贮藏期间，其 PPO及 POD活性显著低于在 4℃和 

25℃处理的，热激处理抑制了贮藏过程中 PPO及 

POD的合成 ]。虽然 Saltveit和Murata等认为热 

激处理能够降低总酚含量 ，减轻褐变订 。 ；然而 

Fukumoto等发现即便热激处理减少了总酚含量，也 

不完全与褐变相联系_7 。他发现，酚含量较低的冰 

山莴苣组织表现出更高的褐变水平。因此，酚类物 

质的积累所直接引起的褐变是不明确的。Fukumoto 

发现，热激可降低POD活性，使得褐变减轻。他从 

而认为，POD可能在褐变中起到重要作用。但是， 

迄今为止，POD活性与褐变相关和不相关的报导都 

存在m， 。 

因而，尽管诸多研究表明，热激处理在控制组 

培褐变中起到了积极的作用 ，但是 ，其机制是由于 

酚类物质(底物)缺乏形成的反馈抑制使酶活性降低， 

还是一种涉及 PAL、POD和 PPO合成的未知受体的 

直接影响，或是由于蛋白质合成的转向合成热激蛋 

白， “关闭”了褐变相关的酶的合成，仍然不是很 

清楚。热激处理抑制褐变的作用机理还需要大量的 

研究去证明。 

5 结语 

纵观以上各种 防止褐变的处理方法 ，在实际应 

用中均各有利弊 ，如采用吸附剂和抗氧化剂 ，能够 

在一定程度上降低褐变水平，然而一方面在加入培 

养基中时操作 比较麻烦 ，增加瓶苗污染 ；另一 方 

面，抑制剂的效果因植物材料的不同而有差异，这 

些化学物质对有些外植体还可能存在不同程度的危 

害，同时在蔬菜和水果等组培过程中加入化学成 

分，还可能产生毒害或者影响蔬菜营养价值，甚至 

涉及到食品的安全性，因而，采用添加抗褐剂来防 

止褐变也有其弊端。通过光照温度等其他处理或者 

多种条件组合处理，控制褐变的效果往往不佳或者 

程序过于复杂，不便于大批量生产应用。因而寻找 

既简单实用、安全可靠又能达到良好效果的抗褐变 

方法仍然是组培工作研究的重点。 

在不同植物材料中的研究表明，热激处理能够 

不同程度地减轻褐变，因而，通过热激研究揭示褐 

变发生的机理，探索一条有效且安全的抗褐变途 

径 ，对于攻克组培褐变这一技术难题具有重要的理 

论和实际意义。 
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