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牡 丹 组 织 培 养 甲 褐 变 $-3研 究 进 展 

高 昌 勇 

(菏泽学院生命科学系，山东 菏泽 274015) 

摘 要：介绍了牡丹组织培养中褐变产生机理，综述了牡丹组织培养中影响褐变产生的因 

素，防止褐变的措施等研究现状，归纳了减轻褐变的方法。 
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牡丹(Paeonia SM力nruticosa)属芍药科芍药属宿根木 

本花卉，是我国特产的传统名花，不仅具有很高的观赏 

价值，还有较高的药用价值，深受人们的喜爱。然而传 

统的繁殖方法，如种子繁殖、分株繁殖、压条繁殖和嫁接 

繁殖等已无法满足近年来日益增长的观赏需求。采用 

组织培养是解决这一矛盾行之有效的方法。牡丹基因 

组杂合程度高，常规杂交育种培育新品种需要很长时 

间，效果往往并不理想。通过现代分子生物学技术如基 

因工程、遗传转化等方法可定向改良某一形状，培育新 

品种。而这些技术的应用都离不开高效的再生体系。 

但由于牡丹为木本植物，次生代谢旺盛，组织培养过程 

中褐化现象严重，8O 以上的茎尖都会产生褐色物质[1]， 

褐色物质可能酚类化合物在多酚氧化酶作用下发生氧 

化作用形成酮类物质所致，这类褐色物质在培养基中不 

断扩散，抑制其它酶的活性，毒害培养材料[2]，甚至死 

亡[3 ]，严重影响种苗的成活率，降低了牡丹种苗的扩繁 

效率[6 ]。虽然很多研究者进行了牡丹组织培养的研究 

和探索，但迄今为止获得完整组培苗的报道极少，其中 
一 个十分重要的因素是外植体的严重褐变现象制约了 

组织细胞的进一步分化[8]。现就近年来牡丹组织培养 

中褐变的研究现状和进展进行综合评述，以期为牡丹研 

究者提供一些参考。 

1 植物组织培养中褐变产生的原因 

褐变包括酶促褐变和非酶促褐变。植物组织培养 

中的褐变主要是酶促褐变，引起褐变的酶有多酚氧化 

酶、过氧化物酶、苯丙氨酸解氨酶，酶促褐变现象的产生 

主要是由于PPO(多酚氧化酶)作用于天然底物酚类物 

质而引起的。多酚氧化酶被激活，使细胞中的代谢发生 

变化，酚类物质被氧化后产生醌类物质(这类物质为棕 

褐色)，从而毒害自身的现象。酶促褐变的产生必须具 
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备3个条件：酶、底物和氧。在正常的植物组织中，酶分 

布在各种质体和细胞质内，底物(酚类物质)分布在细胞 

的液泡内，酶与底物不能相遇，因此不会发生褐变；但当 

细胞膜结构发生变化或遇到人为破坏时，则为酶和底物 

创造了相互接触、结合反应的条件，在氧的存在下，褐变 

现象产生。 

2 影晌褐化的因素 

2．1 品种 

牡丹的不同品种在组织培养中褐化程度不同[g]，安 

佰义[】∞等研究表明牡丹不同花型间叶片总酚含量和 

PPO活性水平随着花型演化程度的加大而增加。叶片 

总酚含量高的花型，PPO活性水平也相对较高，在组织 

培养中发生褐变的可能性就越大。花色差异与牡丹叶 

片总酚含量和PPO活性有一定关系。由于酚类物质含 

量和 PPO活性水平上的差异，所以有些牡丹品种组织 

培养难于成功，有些则容易成功。李丽霞等口 在牡丹 

“荷叶紫”和“大胡红”诱导愈伤组织时发现，在相同的培 

养基中二者的褐化率差别明显。 

2．2 外植体的种类和生理状态 

在组织培养中，胚培养较少褐变，而叶片等高度分 

化的组织容易褐变[ ]。在牡丹组织培养中也有类似结 

果，胚培养中出现褐变的报道较少。从组织培养外植体 

的取材来看，选取幼嫩器官有利于组织的分化，但牡丹 

幼叶较高的总酚含量和较高的PPO活性水平容易诱发 

褐变m]。陈怡平等m 研究表明，由于叶片组织的分化 

程度较高，叶柄和顶芽组织分化程度较低，而土芽的组 

织分化程度最低，最容易脱分化产生愈伤组织，褐化情 

况也最轻。何松林掣“ 研究表明不同的取材季节对牡 

丹褐化也有较大的影响，褐变程度随着材料年龄和组织 

木质化程度的增加而增加，对母株进行遮光处理可以减 

轻其组织的木质化程度，因此也相应减缓了牡丹褐化现 

象的发生。 

2．3 培养基 

培养基成分会影响牡丹组织培养的褐变程度。何 
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松林等l_1 以牡丹叶柄作为外植体诱导愈伤组织时，随着 

基本培养基中无机盐离子浓度的降低，褐化现象减轻， 

其中以 WPM培养基为最好，1／2 MS次之，MS最差。 

但李萍等l_g]研究发现牡丹组织在WPM培养基褐化情况 

较改良MS(Ca。 加倍)培养基严重。这可能是不同牡丹 

品种所适合的培养基不同的缘故。 

2．4 培养条件及其它因素 

光能促进多种植物组织培养中酚的氧化l_1̈ ，因此 

将培养物在低光照或置于暗光中培养一段时间能减轻 

褐变__1 。温度过高使PPO的活性提高，从而加速培养 

的组织褐变l_j 。有研究认为l_2。。PPO的最适温度为 

28C，pH为 6．2，当pH为 3．0时，其活性仅为前者的 

l5％，pH为 8．6时，几乎没有活性。 

培养基硬度对褐变也有影响，接种或继代后培养时 

问过长，未及时转移，也会引起材料的褐变，甚至导致全 

部死亡，这在培养过程中是经常可见的。 

3 减少褐化的措施 

在牡丹组织培养工作中，为了防止褐变的发生和减 

轻褐变的危害，针对褐变现象发生的原因，目前主要有 

以下几种防止措施。 

3．1 选择适当的外植体和适当的培养条件 

在冬春季取牡丹幼嫩的材料作外植体，因为冬春季 

多酚氧化酶的活性较弱，随着生长季节的到来，酶活性 

逐渐增强；幼龄材料中酚类化合物的含量少，褐变轻。 

防褐变另一有效的措施是对母株遮光，母株遮光处理的 

外植体在培养基褐化率较自然光下外植体的低，褐化程 

度也较轻。在最适宜的培养条件下，外植体处于旺盛的 

生长状态，有较强的分生能力，便可大大减轻褐化。对 

于易发生褐变的品种在初始培养时把植物的外植体处 

于不适合酚类合成的条件下，如在低温、黑暗或弱光中 

培养，可抑制褐变的发生l_j 。 

3．2 培养基中加人防褐剂 

防褐剂根据其作用原理可分为防止酚氧化的抗氧 

化剂和吸收酿类物质的吸收剂。其中防止酚氧化的抗 

氧化剂一类是酚氧化酶抑制物，如抗坏血酸(VC)瞳妇将 

该酶的Cu。 还原成Cu‘；EDTA可以把Cu 从酶中整合 

出来抑制酶的活性，但 EDIA 同时也螫合了部分 Ca抖， 

Mne 、Zn： 等离子，使其他酶的活性受到一定影响口 。 

另一类是影响酚类化合物与酶结合部位的物质，如硫 

脲、亚硫酸氢钠、二乙基二硫代氨基甲酸钠等口 。常用 

的吸收剂有 PVP和活性炭(AC)等，其中PVP效果好于 

A 。 ，因为 AC除能吸附多酚氧化物外，还能吸附培养 

基中的营养成分，会使外植体由于得不到应有的养分而 

逐渐衰竭，变褐乃至死亡。在牡丹研究 中使用 PVP的 

效果要好于 AC，Na! 最差，且当 PVP浓度大于 500 

rag／kg时褐化率为 0【l ]。另外在静止的液体培养基中 

8O 

加入防褐剂的效果比在固体培养基中加人要明显得多。 

3．3 连续转移外植体 

对于易褐变的材料，可在接种后 l～2 d，将外植体 

很快转移到新鲜培养基上 ，这样可以减轻因褐变产生的 

醌类物质对培养物的毒害作用，连续转接2～4次后，这 

段时间内外植体的切口愈合，外渗停止，可以缓解褐化。 

但此法耗费大量人力、物力，因此在大规模生产组培苗 

中难以开展。。 

3．4 其它措施 

在培养初始采用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做成的纸桥，效果更好，因为 

在液体培养基中，外植体溢出的有毒物质可以很快扩 

散，从而减轻对外植体的伤害。另外应尽量减少对外植 

体的伤害，表面消毒时，酒精消毒效果很好，但对外植体 

伤害很重，升汞对外植体伤害比较轻．夕 植体消毒时间 

越长，消毒效果越好，但褐变也越严重，因此要选用合适 

的表面消毒剂和适当的消毒时间。 

4 小结 

在牡丹组织培养中弓I起褐变的因素是多方面的，但 

主要为：一是外植体本身，包括外植体的遗传特性，外植 

体的生理、生长状态等；二是外植体的培养环境，包括培 

养基的成分及培养条件的影响。抑制褐变的措施也是 

针对引起褐变的不同的原因着手，主要包括抑制多酚氧 

化酶活性，降低总酚含量和根据不同外植体选择不同的 
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日光 温 室 串番 茄 长 季节 栽 培 技术 

胡 志 峰 

(甘肃省农业科学院蔬菜研究所，甘肃 兰州 730070) 

摘 要：甘肃省中部沿黄灌区及河西走廊冬季光热资源丰富，年日照时数约 3 000 h，日照率 

7O 9／6左右，是 日光温室设施栽培的最佳地区之一。串番茄(truss tomato)，又名穗番茄(cluster to— 

mato)，是一种整串收获上市的番茄新品种，其特点是持续结果能力强、果肉硬、货架期长、果形好、 

色泽艳丽、整串采收。日光温室串番茄长季节栽培经济效益好但难度较大，经在河西走廊的武威 

市等地3 a多点试验，自12月上旬采收上市直到来年 5月拉秧，其产量高、经济效益显著，深受种 

植者欢迎。 

关键词：日光温室；串番茄；长季节；栽培技术 
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1 品种选择 

通过对多个品种的对比选择，由沈阳农业大学育成 

的串番茄一代杂种“ST04”表现较好。该品种无限生长 

型，生长势中等，承果能力强，果穗呈鱼骨状成串排列， 

每穗5～6个果，果实大小、形状和颜色整齐一致，果实深 

红色有光泽，扁圆形，果肉硬，单果质量 180 g左右，抗病 

性强，耐低温弱光，抗裂果，耐贮运，货架寿命长。 

2 棚型及棚膜的选择 

番茄喜温喜光，要求栽培温室采光好，早晨升温快， 

保温能力达22℃以上，室内最低温度不低于1O℃。因此 

要选用采光及保温效果较好的西北型节能日光温室，一 

般墙厚 1．2 m以上，跨度7．0 m左右，脊高 3．6～4．0 m， 

后屋面仰角38。以上、厚度 1 m，采光屋面为半拱圆形，采 

光屋面前设置防寒沟。棚膜宜选用高保温醋酸乙烯膜 

或聚乙烯膜。 
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3 育苗 

育苗时间为 8月上中旬，9月下旬定植，苗龄 40 d 

左右。播种前用 100 g／kg的磷酸三钠浸种 20 min进行 

种子消毒，然后将种子用清水反复清洗，消毒后进行催 

芽，至种子露白时播种。苗床选取土质疏松，肥沃，排水 

良好的地块。苗床宽1 m，东西延长，长5～6 m左右，床 

埂高 10 cm，床内耙平踩实，铺3 cm厚营养土。营养土由 

5O ～6O 优质有机肥，4O ～5O 9／6疏松园土过筛后掺 

匀。播种时于苗床内浇透底水，待水渗下后将催好芽的 

种子均匀撒于床面上，然后覆盖1 cm厚的营养土。覆土 

后用 5O％的多菌灵8～1O g／ms拌营养土均匀撒于床面 

消毒，防止猝倒病的发生。播种后及时用旧棚膜加灰色 

遮阳网覆盖以遮光、降温、保湿。出苗时白天 28～ 

3O℃，夜间24。C。出苗后及时降低温度，白天20~24。C， 

夜间 1O～15℃，适时通风见光，防止徒长，保证秧苗健 

壮。番茄苗期灌溉土壤水分以下限 6O 9／6、上限 9O 9／6为 

佳。定植前 1周撤去覆盖物，进行练苗，严格控制浇水， 

温度控制在白天 22~26℃，夜间 1O～15℃，但如遇强光 

高温仍需用遮阳网覆盖。 
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