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热激处理对蝴蝶兰组培褐变的影响 

杨 玲 ，葛 红 ，黄绵佳 ，赵 滢 
(‘华南热带农业大学园艺学院，海南儋州 571737； 中国农业科学院蔬菜花卉研究所，北京 100081) 

摘 要：以蝴蝶兰叶片为试验材料，研究热激处理在抑制组织褐变中的作用。采用45℃条件下热激处 

理 10 min，再经过常温下的不同恢复时间后 ，对叶片切割接种 ，然后在不同培养时间，对组织的褐化指数、 

总酚含量以及 PAL等褐变相关指标进行测定比较。结果表明，采用热激处理的蝴蝶兰，再经过常规培养条 

件 (25℃)培养48 h后，进行切割接种，可显著减轻随后培养过程中的褐变程度。 
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Abstract：To cl~ fy the effect of heat shock on tissue browning of Phalaenopsis，the post—subcuhure 

changes in browning index，total phenolic content and PAL activity in tissues recovered under 25 oC for differ— 

ent time after heat shock treatment at 45 oC for 10 min were determined and analysed．The results suggested 

that the browning of cultured Phalaenopsis tissue could be significantly inhibited by heat treatment when the 

treated tissue was covered for 48 h under 25 ℃ ． 
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褐变在植物组织培养过程中普遍存在 (Hildebrandt&Hamey，1998)。而在兰科植物组织培养过 

程中，褐变的严重发生在很大程度上制约了其成功率。 

目前控制褐变最常用的方法是在培养基中加人活性炭和聚乙烯吡咯烷酮 (PVP)，用以吸附分泌 

到培养基中的有害物质，但这样会抑制蝴蝶兰外植体分化和芽的产生。抗氧化剂也用于蝴蝶兰组培试 

验中，但效果甚微。生产中仍采用频繁将外植体转人新鲜培养基中的办法来减少褐变的影响，从而提 

高外植体分化率和组培成活率 (Ernst，1994；Duan et a1．，1996)，但这种方法大大增加了组培过程 

中的劳动量和生产成本。 

近年来发现，热激处理可以减轻褐化的发生。在受伤的莴苣中，短期的热激处理能减小苯丙氨酸 

解氨酶 (PAL)活性，减少酚类化合物积累和组织褐变 (Loaiza—Velarde et a1．，1997；Saltveit， 

2000)。热激处理离体的芹菜叶柄 (如50℃处理90 S)能显著减少PAL活性的增加及降低褐变率 

(Julio et a1．，2003)。 

本试验以蝴蝶兰叶片为材料，研究在采用热激处理抑制组织培养褐变的过程中不同恢复时间对褐 

变的影响。 
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1 材料与方法 

1．1 材料与处理方法 

试验材料为中国农业科学院蔬菜花卉研究所花卉组培室蝴蝶兰品种 B3(迷你型白花黄心)。 

将瓶苗于烘箱中45℃处理 10 min，然后于正常培养条件 [温度25℃，光照 (2 000±500)lx] 

下分别培养 0、24、48、72 h后，将处理过的叶片切割为 1．0 em×1．0 em方块，接种于 MS+6-BA 

5．0 mg·L 培养基上。以未经过热激处理的瓶苗为对照。每处理接种30瓶，每瓶4个外植体，用于 

观察统计褐变指数；另外每处理接种 30瓶用于测定总酚含量与 PAL活性变化。 

1．2 测定指标及测定方法 

以培养基的变黑程度将褐变程度分为4级。1级：未变色或只在外植体切口处有轻微变色；2级： 

浅黑色；3级：黑色；4级：深黑色。用褐变指数表示外植体褐变的程度。褐变指数 (％) =∑褐变 

级别的瓶数 ×该褐变级别／(调查的总瓶数 ×最高褐变级别)×100。 

采用 Folin—Cioeaheu试剂法，参考 Bonilla等 (2003)方法测定总酚含量。称取 0．1 g样品用5 mL 

含 2％HC1的甲醇研磨，在室温、黑暗条件下提取24 h。4 oC下 12 000×g离心 10 min。取上清液 200 

置于5．0 mL试管中，加入 1．0 mL福林一肖卡试剂和1．6 L 7．5％的碳酸钠溶液，缓慢搅拌反应30 

min后，用日本uV一1601紫外一可见分光光度计在765 nm处比色，测定吸光度OD值。分别取浓度为 

20、40、60、80、100 mg·L 的没食子酸为标准物，步骤同上，建立标准曲线。总酚含量表示为没 

食子酸 mg·g～FM。 

参照 Given等 (1988)方法测定 PAL活性。称取 0．3 g新鲜叶片，用 0．1 mol·L 硼酸缓冲液 

(pH 8．8)提取，4℃下 10 000×g离心 15 min得粗酶液。检测液总体积 5 mL，内含0．1 mol·L一硼 

酸缓冲液 (pH 8．8)，120 Ixmol·L 的 L一苯丙氨酸，粗酶液 1 mL。取两份：一份混匀加入500 L 

6 mol·L HC1后立即测定在 290 nm处 的 OD值；另一份在 30℃反应 60 min后，加入 500 L 

6 mol·L HC1终止反应，在290 nm处比色。以OD值变化0．01为 1个酶活性单位。 

试验重复3次。数据用 DPS软件进行差异显著性分析。 

2 结果与分析 

2．1 热激处理后不同恢复时间对褐变程度的影响 

45℃条件下热激处理 10 min，在接种第 5天开始出现褐变现象，随着培养时间增加，褐变程度 

逐渐加重。其中热激处理后立即进行接种的褐变程度最重 ，与对照相当。处理后24 h和72 h接种的， 

褐变程度稍轻。处理后48 h接种的褐变最轻 (图1)。 
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图1 45℃处理10 min经不同恢复时间后继代培养过程中褐变指数的变化 

Fig．1 The changeS ofbrowningindexin tissueS at different cultural days afterheat shock 

treatmentfollowed by different restorationtime 
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2．2 热激处理后不同恢复时间对总酚含量的影响 

由图2可知，切割后立即测定的蝴蝶兰叶片中总酚含量非常低，接种后 9 d内随着培养时间的延 

长，总酚含量上升。经 DPS统计分析，接种后第 3天，各处理总酚含量都比刚接种时增加一倍，但 

各处理间差异不显著；接种后第 6天，经热激处理后在正常培养条件下培养 48 h后再接种的叶片， 

总酚含量显著低于对照及其他处理。接种后第 9天，对照与热激处理后，经 24、48和72 h恢复的样 

品间总酚含量均差异显著，而48 h处理的叶片总酚含量又显著低于24 h及 72 h处理的。 

培养天数，d 
Culture days 

图2 45℃处理 10 rain经不同恢复时间后接种培养的 

组织总酚含量变化 

Fig．2 Thetotal phenolic contents at different cultural days 

after heat shocktreatmentfollowed by 

different restorati蛐 time 
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图3 45℃处理10 min经不同恢复时间后接种培养的 

组织PAL活性变化 

Fig． 3 PAL  activityin IiSSU~ at different culturalda ys 

after heatshock treatmentfollowed  by 

different restoration thne 

2．3 热激处理后不同恢复时间对 PAL活性的影响 

叶片切割接种后，PAL活性随培养天数增加而上升，到第9天达到最高峰，随后活性开始下降， 

经 DPS统计分析，接种后第 3天，经过热激的各处理 PAL活性显著低于对照；接种后第 6天，对照 

与24、48和72 h处理的PAL活性差异显著；而在第9天，经正常培养条件下培养48 h的处理与对照 

的差异达到极显著水平 (图3)。 

3 讨论 

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。植物在遭 

受机械伤害、低温、高温、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、 

木质素等苯丙烷类次生代谢物质 (Beckman，2000；Sgarbi et a1．，2003)。 

Peiser等 (1998)使用 PAL抑制剂 AOA (氨基氧基乙酸)等处理莴苣，有效抑制了莴苣的褐变。 

Hisaminato等 (2001)利用 AIP(苯丙氨酸途径的抑制剂)和草甘磷 (莽草酸途径的抑制剂)两个酶 

的抑制剂也有效抑制了莴苣的褐变，说明通过影响酚类合成可以防止褐变发生。 

近年来的研究发现，热激处理能产生热激蛋白，减少伤害诱导的PAL活性的增加，降低由PAL 

催化的酚类化合物的合成，进而阻止组织褐变。Sahveit(2000)的研究还发现，植物组织在同时受 

到热激和受伤两种刺激时，优先诱导产生热激蛋白而不是 PAL。热激也能降低转基因烟草的PAL活 

性 (Moriwaki et a1．，1999)。夏铭等 (1996)采用45℃处理红豆杉外植体，发现热激处理对克服褐 
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变是有效的。 

本研究发现，在受到伤害后 ，蝴蝶兰叶片内总酚含量和 PAL活性的变化趋势较为一致，均表现 

为随着培养时间的延长而逐渐增加。但经过热激处理后，外植体中的PAL活性明显低于未经处理的， 

这与 Julio等 (2003)在莴苣中的研究结果一致。 

Sahveit(2000)认为，细胞的总蛋白质合成能力是有限的，热激处理对蛋白质合成进行了重新 

定向。热激蛋白优先合成，占据了大量的蛋白质合成能力，“关闭”了非热激蛋白的合成，使细胞没 

有足够的能力合成 PAL。而热激蛋白在热激处理一定时间后才开始进行表达，表达量持续增加到高峰 

后又逐渐下降，可能是由于这个原因，在本试验中观察到恢复48 h后对褐变的抑制最为显著，而之 

后的抑制效果又呈下降趋势。 
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