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蝴蝶兰叶片组织培养中抗褐化的研究 

聂卫卓，贝丽霞 

(黑龙江八一农垦大学 ，大庆 163319) 

摘 要：研究了不同基本培养基 、吸附剂、抗氧化剂对蝴蝶兰叶片组培过程中褐化的影响，结果表明：在叶片诱导类圆球茎过程 

中，Vw培养基是最佳基本培养基，有效的降低了褐化率，类圆球茎的诱导率最高；培养基中添加活性碳 2 g-L-，时，褐化率最低 

为 34．5％；添加抗坏血酸 300 mg·L-‘时，褐化率最低为 40．6％。 
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Research of Preventing Leaves Browning on the Tissue Culture of Phalaenopsis 

Nie Weizhuo．Bei Lixia 

(Heilongjiang August First Land Reclamation University，Daqing 1 633 1 9) 

Abstract：Different kinds of basic mediums，adsorbents and antioxidants which prevent vitro leaves from browning in tissue culture 

Phalaenopsis were studied．The results showed that：in the process of PLB(protocorm-like body1 induced from leaves．Vw medium was 

the best one that reduced effectively browning rate．and the inducing rate of PLB in VW mediums was the highest in the five ones．The 

browning rate as 34．5％ was the lowest when the medium was added 2g／L activated charcoal and the browning rate as 40．6％ was the 

lowest when was added 300mg／L vitamin C． 
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蝴蝶兰又名蝶兰，花姿高雅、花色艳丽、花期长， 

深受人们的喜爱，有“洋兰皇后”的美称。蝴蝶兰属于 

单茎性气生兰，植株上极少发育侧枝，靠自然分株的 

增殖系数很低，比其他任何兰花更难以进行常规的无 

性繁殖。此外，兰科植物种子非常细小，不含有为种子 

萌发提供营养的胚乳或其他组织，在自然条件下很难 

萌发I1J，因此，常规的繁殖方式无法满足市场的需要。 

鉴于上述原因，组织培养成为其主要的繁殖方式。但 

在组织培养过程中，经常遇到外植体的褐化，与污染、 

玻璃化并列为组织培养中的三大问题，严重影响培养 

材料的生长和分化。因而，在蝴蝶兰离体培养中，防止 

外植体褐变死亡是其能否培养成功的关键。 

l 材料与方法 

1．1试验材料 

试验材料为黑龙江八一农垦大学植物组培实验 

室的蝴蝶兰无菌苗。 

1．2试验方法 

挑选大小一致 、叶片长至 2 cm左右的蝴蝶兰无 

菌苗，在超净工作台上将叶片边缘剪掉，垂直于叶片 

主脉切成O．5 cmxO．5 cm大小的叶块，正面向上放置 
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于培养基上，放置在人工培养箱中培养，控制温度 

25℃，光照 2 000 lx。 

1．2．1不同基本培养基对叶片褐化的影响 

本试验设置了 MS、VW、1／2MS、1／4MS和 MS纸 

桥培养基 5种基本培养基，每升各基本培养基均加 

入激素 6-BA5 mg，NAA0．5 mg。 

MS纸桥培养基不加琼脂；1／2MS、1／4MS培养基 

只是大量元素减为 1／2或 1／4，其它不变；以MS培养 

基为对照。 

1．2．2不同吸 附剂对叶片褐化的影响 

在 1．2．1试验所用同样的加入激素的 vw培养 

基基础上 ，添加活性碳 (AC)和聚乙烯吡咯烷酮 

(PvP)2种吸附剂，每种吸附剂均分为每升添加 1、2、 

3 g3个水平。 

1．2．3不同抗氧化剂对叶片褐化的影响 

在 1．2．1试验所用同样的加入激素的 vw 培养 

基基础上，添加柠檬酸和抗坏血酸(VC)2种抗氧化 

剂，每种抗氧化剂均分为每升添加 100、200、300 mg 3 

个水平。 

以上培养基均加入 30 g·L 蔗糖、1O g·L 琼脂 

(MS纸桥除外)，控制 pH值为5．8。每个处理接种 15 

瓶，每瓶接种4片，接种50 d后观察。 

褐化率(％)=(褐化的外植体个数 总的外植体数) 

×1OO 

2 结果与分析 

2．1不同基本培养基对叶片褐化的影响 

由表 1可以看出，叶片在 VW、1／2MS、1／4MS、MS 

纸桥四种培养基中的褐化率均低于对照MS培养基， 

黄化率时高时低。vw培养基中叶片褐化率虽然不是 

最低的(低于对照 20％)，但没有出现黄化现象，类圆 

球茎的诱导率高，为38．26％，颗粒大而饱满，颜色深， 

生长健壮，是叶片诱导类圆球茎的最佳基本培养基； 

叶片在 1／2MS、1／4MS培养基中的褐化率低于 MS，这 

与前人的许多研究一致12一。其原因大概是 MS培养基 

中 P、K、Ca、S等元素含量较高，促进酚氧化为醌类物 

质，改良后的 MS培养基，其元素含量减半或者更少， 

因此褐化较轻。叶片在 MS纸桥培养基上培养，黄花 

率最高，达 91．67％，大部分叶片死亡，无类圆球茎产 

生 。 

表 l 不同基本培养基对叶片褐化的影响 

Table 1 Effect of different basic browning mediums on browning in Phalaenopsis leaves 

2．2不同吸附剂对叶片褐化的影响 

由表 2可见，叶片诱导类圆球茎时，培养基中添 

加一定量的 AC、PVP两种吸附剂都能够比较明显地 

抑制褐化率，从而促进类圆球茎的生长。 

随着 AC和 PVP浓度的增大，外植体的褐化率 

都在降低。AC浓度为 3 g· 时，褐化率最低，浓度为 

2 g·L 时，褐化率稍高。但是，AC浓度为3 g· 时， 

培养基上生长的外植体，颜色发黄，类圆球茎诱导情 

况不佳，在加有 2 g·L 的AC的培养基上叶片颜色 

深绿，类圆球茎的诱导情况较好；3 g·L一的 PVP均比 

2 g·L 和 1 g·L 抗褐化效果好，褐化率为41．67％。 

PVP是酚类物质的专一吸附剂，在生化分离制备中 

常用于酚类物质和细胞器的保护剂，因此 PVP常被 

许多学者用于防止褐变。在本试验中，叶片在含有 

PVP培养基中的褐化率高于含有活性碳的培养基， 

这可能是与植物体内酚类物质有不同的类型 ，PVP 

存在不同分子量有关 。 ． 

方差分析结果表明，除 2 g·L—AC和 3 g·L—IAC 

两个处理之间达到显著差异外 ，其他处理差异均达 

极显著。从外植体的生长状况、类圆球茎的诱导情况 

和褐化率的降低程度三方面综合看，添加 2 g·L一的 

AV对减轻蝴蝶兰叶片褐化效果最佳。 ‘ 
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表2 不同吸附剂对叶片褐化的影响 

Table 2 Effect of different adsorbents 011 browning in Phalaenopsis leaves 

2．3不同抗氧化剂对叶片褐化的影响 

抗氧化剂可以改变外植体周围的氧化还原电 

势，对酚类物质的氧化起到抑制的作用，从而减轻褐 

变。柠檬酸和抗坏血酸的作用机理是增强还原性，抑 

制多酚氧化酶(PPO)的活性，从而抑制褐化。 

从表 3可见，培养基中添加一定量的柠檬酸和 

VC两种抗氧化剂比较明显的抑制了叶片的褐化，从 

而促进类圆球茎的诱导。 

抗氧化剂种类不同，其效果不同，VC的抗褐化 

酸较差些，最低的为 75．0O％。 

抗氧化剂的种类不同，效果也不同。两种抗氧 

化剂随着浓度的增大，褐化率降低。对于柠檬酸而 

言，添加 300 mg·L一-柠檬酸的培养基褐化率最低； 

对于 VC而言，添加 300 mg·L VC的培养基褐化率 

最低。 

试验结果表明，300 mg·L 的 VC的抗褐化效果 

最好，其褐化率极显著低于其它处理。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 

效果最好，最低的为41．67％，低于对照的一半。柠檬 溶解氧，使酚类物质因缺氧而无法氧化嘲。 

表 3 不同抗氧化剂对叶片褐化的影响 

Table 3 Effect of different antioxidants on browning in Phalaenopsis leaves 

3 讨论 

3．1基本培养基对叶片褐化的影响 

适宜的基本培养基对植物组织培养的成功起关 

键作用。通常不同的植物所需基本培养基不同，目前 

常用的有 MS、B5、White、VW等，其中以 MS最为广 

泛。由于MS培养基含盐量较高，是一种高盐培养基， 

不适宜蝴蝶兰的生长与发育，改良的 MS培养基无机 

盐浓度减半或者更少，有效地降低了无机盐的浓度， 

vw培养基是一种低盐培养基，较适合兰花的组织培 

养。 

研究发现基本培养基对蝴蝶兰叶片诱导类圆球 

茎的褐化起着重要的作用。在 MS、VW、1／2MS、1／4MS 

和 MS纸桥培养基五种培养基中，vW培养基中叶片 

的褐化率虽不是最低的，但是诱导率是最高的，类圆 

球茎的生长状况佳，所以VW是蝴蝶兰叶片诱导类 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

●  
‘  

第 1期 聂卫卓等：蝴蝶兰叶片组织培养中抗褐化的研究 31 

圆球茎的最适培养基，可以通过勤转瓶来降低褐化 

现象。改良的 MS培养基和 MS纸桥培养基虽然可以 

有效地降低褐化率，但是黄化现象严重，MS纸桥培 

养基的黄化率高达91．67％，大概是由于叶片的整个 

切面无法完整的浸在培养基中，吸收养分不充足导 

致，不适宜类圆球茎的诱导。 

3．2吸附剂对叶片褐化的影响 

吸附剂的主要作用在于通过氢键、范德华力等 

吸附力把有毒物质从外植体周围吸附掉。PVP是酚 

类物质的专一吸附剂，被许多学者用于防止褐变。活 

性炭是一种吸附性较强的无机吸附剂，尤其是粉末 

状的活性炭，能吸附各种微量元素和微小颗粒 ，但是 

活性炭的吸附没有选择性，除了吸附毒酚类 ，同时也 

吸附培养基中的生长调节剂。在试验中发现 AC和 

PVP对叶片有一定的褐变防止效果，其中以 2 g·L 

的AC防止效果最好，添加 PVP的培养基与对照相 

比，效果显著，但还是不如 AC效果好。门福义认为活 

性炭的吸附能力是由其表面积决定，而不是由它在 

培养基中的含量决定[61，这有待于进一步研究。 

3．3抗氧化剂对叶片褐化的影响 

VC抑制酶褐变的作用机理还有不同观点 ，有人 

认为它能将酶中的 Cu 还原为 Cu ；或者由于它降低 

酶反应液的 PH，改变了酶的作用条件；或者是可以 

将醌类物质还原为酚，然而一旦 VC被彻底氧化成脱 

氢，抗坏血酸醌就会积累而形成褐变。所以，随着 VC 

添加量的增加，抗褐化效果逐步明显，当 VC含量为 

300 mg·L 时，抗褐化效果最佳，褐化率为 41．67％。 
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