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玉米幼胚组织培养褐化发生因素的研究 

王宏伟 ，史振声 ，邢志远2(1．沈阳农业大学玉米研究所，辽宁沈阳Il0l6l；2
．辽宁省高速公路管理局，辽宁沈阳 Il0ooo) 

摘要 以5个不同基因型玉米为材料，对影响玉米幼胚组织培养褐化发生的因素进行了初步研究。结果表明，基因型不同的材料发生 

褐化的程度不同。参试材料以沈农糯玉米和白糯 l号褐化率较低；培养基添加20 r／L甘露醇后褐化率由高于30％降到 10％以下；培养 
温度为24～25℃时，幼胚褐化率最低。 
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褐化是组织培养过程中经常遇到的问题，是影响组织培 

养成功与否的重要因素之一。褐化严重者不能产生愈伤组 

织，有时即使产生白色颗粒状的愈伤，质地也很硬，无分化能 

力；继代过程中，褐化会使愈伤组织生长受到抑制，其发育质 

量受到影响，愈伤组织难以保存；分化过程中，褐化影响根的 

形成和发育，严重的甚至腐烂死亡。适宜的外植体、培养基 

和培养条件可以控制某些组织培养过程中的褐化问题。徐 

振彪建立了一种半固体系统可以控制分化过程中的褐化，半 

固体培养系统中琼脂的用量是一个关键因素，1．0～1．5 L 

琼脂效果最佳_l J。姚洪军等指出，适量的无机盐成分、激素、 

蔗糖、温度及黑暗条件可以明显减轻材料的褐变_2J。为减轻 

褐化对玉米组织培养造成影响，笔者初步研究了玉米幼胚诱 

导和继代培养过程中可能引起褐化的因素。 

1 材料与方法 

1．1 材料 选用基因型不同的玉米品种，即沈农266、沈农 

糯玉米、沈农黄玉米、东糯2号(均由沈阳农业大学玉米研究 

所提供)和白糯 1号(由中国农业大学提供)。 

1．2 培养基 

1．2．1 诱导培养基。改良Ms培养基 +30 L蔗糖 +8 L 

琼脂+700 mg／L水解酪蛋白+1 000 mg／L L-脯氨酸+4 mg／L 

2，4_D+0．5mg／L6-BA+1．5mg／LAgNO~，121℃高温条件下高 

压灭菌20min，pH值为5．8～6．0。 

1．2．2 继代培养基。继代培养基组成与诱导培养基相同， 

但2，4_D浓度降为 2mg／L。 

1，3 方法 

1，3．1 愈伤组织诱导培养。接种时，取授粉 l1～14d的雌幼 

穗，去苞叶，用 75％酒精浸泡 10 min后用无菌水冲洗 3～4 

次。选取穗中部 1．5～2 film幼胚，盾片朝上接种，每瓶接种 

幼胚8～10个，每个处理接种幼胚 30～5o个。黑暗，(26± 

1)℃条件下进行培养，1周左右去胚芽，3周后调查愈伤组织 

诱导率。消毒和取胚接种均在超净工作台上进行。 
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1．3．2 愈伤组织继代培养。将诱导获得的Ⅱ型愈伤组织夹 

成2mm左右小块，接种在继代培养基中，每培养皿 30块左 

右。培养条件与愈伤组织诱导条件相同。 

2 结果与分析 

2．1 外植体材料对褐化的影响 表 1表明，不同基因型材 

料经诱导和愈伤组织继代培养后褐化率不同。所试验的5 

个材料中沈农糯玉米的诱导褐化率和继代褐化率都最低；其 

次为白糯 1号，其褐化率都在 10％以下；其他3个材料的褐 

化率都超过 10％，最高可达 33．3％。所以，相同培养条件下， 

应选择发生褐化程度较轻的材料作为组织培养的基本材料。 

除与材料本身基因型有关外，诱导过程中幼胚发生褐化 

还和幼胚的受伤程度有关。材料伤口分泌的酚类化合物会 

在多酚氧化酶作用下转变为褐醌_3 J。所以，挑取幼胚时应尽 

量小心，以免伤口分泌酚类物质，加重幼胚褐化。 

表1 不同外植体材料诱导和继代培养的褐化情况 ％ 

2．2 甘露醇浓度对褐化的影响 在胚性愈伤诱导初期，即 

接种后 5～7 d，水渍型愈伤就在盾片不同部位出现。这些愈 

伤呈水浸状，白色，半透明，质地松软，多次继代仍不能转化 

为正常胚性愈伤。在后期大部分水渍型愈伤逐渐褐化死亡。 

即使有的盾片产生少量鲜黄、致密的正常愈伤，后期也会逐 

渐水渍化。发生这种现象主要是由于培养基的渗透压太低， 

细胞吸水过度。在诱导培养基中加入甘露醇来调节渗透压， 

可以降低幼胚褐化死亡频率。 

表2表明，甘露醇改善了幼胚的褐化，但加入量不同，其 

结果也不同。当加入 l0 L甘露醇时，对降低褐化的作用不 

大；当甘露醇增加到 20和 30 L时，褐化率降低到 10％以 

下。继代2～3代后，加入 30 L甘露醇培养基上的胚性愈 

伤组织开始泛白，质地变硬，颗粒状胚性愈伤组织紧缩，表明 
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愈伤组织分化困难，即使分化也只能得到生长势弱的矮化畸 

形苗。所以，综合褐化率和愈伤组织分化，培养基中以加入 

20g／L甘露醇为宜。 

表2 甘露醇浓度对幼胚褐化的影响 ％ 

使用较高浓度2,4．0(4 mg／L)和添加一定浓度的AgN0=I也能 

在一定程度上防止愈伤组织的水渍化和褐化。 

3 讨论 

褐变是植物组织培养中的一种常见现象，目前已成为植 

物组织培养发展的一大障碍。褐变分为酶促和非酶促褐变2 

种，而植物组织培养中的褐变主要是由多酚氧化酶(PP0)引 

起的 8。关于褐变发生的机制还不是很清楚。叶梅等报道 
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