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蝴蝶兰组培中 pH和温度对外植体褐化的影响 
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摘 要：以蝴蝶兰 R4品种 叶片为外植体，研究不同 pH培养基、培养温度对褐化率、多酚氧化酶 

(PPO)活性和总酚含量的影响以及褐化率与 PPO、总酚之间的相关性。结果表明：培养基 pH 6．5或培养 

温度 20℃时外植体褐化率最低。在相同温度 (25℃)下 ，PPO活性、总酚含量高低并不与 pH值大小成正 

比，且褐化率与 PPO无显著相关性，pH 5．0时，褐化率与总酚含量显著相关；在相同pH (6．0)下，温度 

越高，褐化率越高，PPO活性越强，总酚含量越高，且 20℃下 ，褐化率与 PPO、总酚含量分别达到极显 

著、显著相关，30~C下 ，褐化率与总酚含量显著相关。 
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Effects of pH and Temperature on Browning of Phalaenopsis Explan ts 
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Abstract：The variety ‘R4’ of Phalaenopsis was used for tlle study of pH an d temperature effect on 

polyphenol oxidase(PPO)activity，total phenolic content，browning rate of the explants，correlation of 

brown ing rate and PPO activity witll total phenolic content．The browning rate Was the lowest at oH6．5 or 

20oC．Under the same temperature(25℃ )，the PPO activity and total phenolic content didn’t have direct ra． 

tio tll the bulk of pH．an d tllere was no significant correlation between PPO activity and total phenolic con． 

tent，but tllere Was sign ificant correlation between brown ing rate an d total phenolic content at pH 5．0：Under 

tlle same pH (6．0)，PPO activity，total phenolic content and browning rate increased while the temperature 

rose，and tllere were the best sign ificant correlation between browning rate and PPO activity at 20℃ ．signifi． 

cant correlation between browning rate an d total phenolic content at 20℃ and 30℃ ． 
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1 目的、材料与方法 

蝴蝶兰 (Phalaenopsis)是兰科蝴蝶兰属多年生常绿附生草本植物，为单茎气生兰，组织培养是主 

要的繁殖方式  ̈，但褐化影响其组培苗的成活率。有研究表明褐化主要是由多酚氧化酶 (PPO)作用于 

天然底物酚类物质形成醌而引起的 J。pH是影响PPO活性的重要因素，不同植物或同属不同种植物 

体内PPO活性的最适 pH均不相同，其变化幅度很大H ]。PPO活性在不同植物中表现的最适温度也不 
一 致，其变化因植物体材料的不同呈现很大差异 引。本试验通过培养基的不同pH和不同培养温度处 

理，测定褐化率以及不同时期不同处理中外植体的总酚含量、多酚氧化酶浮陛；研究褐化率与 PPO活 
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性、总酚的相关l生，以期通过控制培养基的pH以及培养温度来降低蝴蝶兰组培的褐化率。 

试验材料为中国农业科学院蔬菜花卉研究所的蝴蝶兰 R4品种 (Dtps．King Shiang’S Rose×Jet· 

green Firbird)。培养基均为 Ms+6-BA 3 mg·L～，蔗糖 20％，琼脂 2．8 g·L～，光照强度 2 000— 

2 500 lx，光照时间 12 h／d。pH分别为5．0、5．5、6．0、6．5、7．0，温度为 (25±2)℃，常规组培室 

中进行；设20、25和30~C 3种温度 (PQX-300B智能人工气候培养箱中进行)，pH 6．0-t-O．2。R4植 

株叶片 (1 cm×1 cm)，每处理接种20瓶，3次重复，共 180块外植体，用于测定 PPO活性和总酚含 

量。另外每处理再接种30瓶，共90块外植体作为组培中褐化率的观察。 

接种后每 3 d观察 1次褐化情况，褐化统计以接种外植体边缘以及周围培养基颜色变褐为标准， 

褐化率 (％)=褐化外植体数／总接种数 ×100％。多酚氧化酶活性的测定参考朱广廉等的方法 J， 

略做改进，研磨浸提液为0．05 mol·L～pH 5．8磷酸缓冲液。在 uV．1601型分光光度计上测定 525 

nm处的 OD值。总酚含量的测定参考 Folin．Denis法 。̈。，略做改进 ，研磨浸提液为 50％乙醇盐酸 

(pH 3．0)溶液。500 nm处测定 OD值。采用没食子酸做标准曲线，计算总酚含量，以mg·g FM表 

示。试验数据采用 DPS数据处理系统分析。 

2 结果与分析 

2．1 不同pH、温度处理对褐化率的影响 

不同pH与温度引起不同程度的褐化均在接种后第3天开始发生，且褐化率随时间延长而增加。 

其中，pH 5．0培养的外植体褐化率在整个培养过程中始终处于最高水平，到接种第 12天时，其褐化 

率达到32．2％；而pH 6．5的褐化最轻 ，仅为4．4％ (图 1)。可见，中性偏酸的培养基对褐化有抑制 

作用。pH 5．0、5．5、6．0的3种培养基中，褐化开始时褐色物质就扩散至整个培养基，pH 6．5和7．0 

中则主要集中在外植体边缘褐化且色深 (图版，1—5)。在温度处理中，接种第3天时，处于25~C条 

件下培养的蝴蝶兰外植体褐化最多，为23．3％。在随后的培养过程中，褐化率的多少与温度的高低 

成正比。到接种第 12天时，以30~C培养的外植体褐化最多，达到 70％，明显高于其他两处理 (图 

2)。外植体在 20~C培养的褐化颜色最浅，25~C下的褐化较重，且培养基的褐化部分主要集中在外植 

体切口附近，30~C条件下的外植体褐化最严重，褐色最深，且扩散到整个培养基 (图版，6 8)。说 

明温度对褐化的影响比较明显，温度越高，褐化越严重；低温可减轻褐化。 

量 

．霎 
嚣 
差 

3 6 9 l2 

观察时间Obsarvation time(d) 
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图2 温度处理对褐化率的影响 

Fig．2 E oftemperature仙 browrd~ rate of explsmt 

2．2 不同pH与温度处理对蝴蝶兰组培外植体多酚氧化酶 (PPO)活性的影响 

表 1显示不同 pH导致 PPO活性不同，且在不同培养时间变化不一致。刚接种时，各处理间 PPO 

活性均无明显差异。各处理 PPO活性并不随培养时间延长而绝对增加或减少 ，但均在接种第 3天时 

出现上升，pH 6．0条件下 PPO活性显著高于 pH 7．0的；接种第 6天时，各处理 PPO活性均有下降， 
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到接种第 12天时又上升，其中以pH 7．0下的外植体PPO活性处于最高水平，与 pH 5．5、6．0的呈显 

著差异。不同温度对蝴蝶兰组培外植体中PPO活性的影响具体表现在两方面：同一温度下，随培养 

时间延长，活性趋于增强；温度越高，PPO活性越大。20~C条件培养的外植体 PPO活性一直低于其 

他两个处理。25~C和3O℃下培养的外植体 PPO在接种第 9天时均有 1个下降且 30~C培养的与其他两 

个处理的在此时达极显著差异。接种第 12天时，以30~C培养的比20~C培养的外植体 PPO活性多了 

3．895个活力单位，呈极显著差异。 

表1 不同pH与温度对蝴蝶兰外植体中PPO活性的影响 

Table1 Effect ofdifferentpH andtemperature oa activity ofPPO ofPhalaenopsis explant rAA／0．Ol·min一 ·g一 FM) 

注：邓肯氏显著性检验，不同的大、小写字母分别表示在 P=O．Ol、0．05水平上存在显著差异。 
Note：Duncan’s multiple test。different capital and small letters indicate the significance at level of 0．Ol an d 0．05 

2．3 不同pH与温度对蝴蝶兰组培外植体总酚含量的影响 

不同pH引起蝴蝶兰外植体体内总酚含量在各测定时期变化不一致，pH 5．5时总酚含量最低。各 

处理在接种第 3天和第9天时均有下降，整个接种培养过程结束时 (12 d)，pH 5．0条件下培养的外 

植体总酚含量增加了 55．796 mg·g～，处于最高水平，与 pH 5．5、6．5、7．0条件下的呈显著差异 

(图3)。在20~C和30~C下培养的外植体，其总酚含量随培养时间的延长而增加。25~C下培养的外植 

体总酚含量在接种后的第 6天有下降，随后缓慢上升。刚接种时，三处理的总酚含量之间无显著差 

异，从接种第 6天开始到整个培养结束时 (12 d)，30~C下培养的外植体总酚含量均与其他两处理呈 

显著差异 (图4)。 
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图 3 不同 pH对外植体总酚含量的影响 图4 不 同温度对外植体总酚含量的影响 

F ．3 Effect ofdifferent pH on total phenolic content of explant 1．ig．4 Effect ofdifferent temperature on total phenolic 

contentofex~ nt 

2．4 褐化率与 PPO活性、总酚含量之间的关系 

从表2可看出，pH各处理中，PPO活性与褐化率均不存在显著相关性，这说明在不同 pH处理 

的蝴蝶兰组织培养中，PPO活性可能不是引起其褐化的主要因素，可能是由于切割导致膜完整性被破 

坏或者其他氧化酶作用，从而引起褐化，这还需进一步的验证。20~C下外植体褐化率与 PPO活性存 

在极显著相关，表明20％下，随培养时间延长，PPO活性增强是引起褐化率增高的因素。在 pH 5．0、 

2O℃、30~C处理下，褐化率与总酚达到显著相关水平，表明在这些条件下，随培养时间延长，褐化率 

增高是与总酚含量增加有关的。 
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