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蝴蝶兰组培褐 又—lJ 酚酸类物质及相关酶活性的关系 
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摘要：【目的】寻找与蝴蝶兰褐变相关的主要酚酸，并了解与总酚含量及相关酶活性之间的关系。【方法】以 

3个褐变程度不同的蝴蝶兰品种 ‘Chi rla Best Gi r1’(A1)、 alllabills BL． ‘Jude Butterf1Y’(B3)和 Dtps． 

King Shiang’S Rose×Jetgreen Fi rbi rd(R4)为材料，利用高效液相色谱对其进行了9种酚酸的定性定量分析， 

并在以叶片为外植体的初代培养过程中，研究了总酚含量、苯丙氨酸解氨酶 (PAL)、多酚氧化酶 (PPO)和过氧 

化物酶 (POD)的动态变化。 【结果】初步证明绿原酸、邻苯二酚、几茶酚、咖啡酸及没食子酸、对羟基苯甲酸、 

香豆酸可能与蝴蝶兰褐变相关，苯甲酸对蝴蝶兰褐变影响fed,；在褐变过程中，褐变程度高的品种，总酚含量也高； 

PAL和 PPO活性与褐变程度呈正相关，POD与褐变有很大关系；总酚含量与 PAL活性呈正相关，与 PPO和 POD活性 

呈负相关。 【结论】初步阐明了与蝴蝶兰褐变相关的酚酸种类，以及褐变程度与总酚含量及相关酶活性的关系。 
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Abstract： [Objectivel The aim ofthis study was to find out the main phenolic acids which related with tissue browning，and 

analyze the relationship between tissue browning and total phenols and related enzymes in Phalaenopsis．[Method]Three varieties of 

Phalaenopsis．spp．including P．China Best Girl(A 1)，P amabil~BL．Jude Butterfly(B3)and Dtps．King Shiang’S RosexJetgreen 

Firbird(R4)were used as materials，high performance liquid chromatography(HPLC)was used to analyze phenolic acids of them 

qualitatively and quantitatively．And the dynamic changes of total phenolic acids contents and the activity of PAL，PPO and POD 

were studied．[Result]Chlorogenic acid，catechol，catechuic acid，caffeic acid and gallic acid，p-hydroxybenzoic acid，coumaric acid 

correlated with browning，and the influence of benzoic acid on browning was neglectable．Total phenols，PAL and PPO were 

positively correlated with browning；POD played an important role in browning；content of total phenols showed a positive 

corelation with PAL and a negative corelation with PPO and POD．[Conclusion]The related types ofphenolic acids in browning of 

Phalaenopsis，as well as the relationship between tissue browning and phenolic acids and related enzymes are clarified preliminarily． 

Key words：Phalaenopsis；Browning；Phenolic acid；Total phenols；Phenylalanine ammonia-lyase(PAL)；Polyphenold oxidase 

(PPO)；Peroxidas(POD) 

0 引言 

【研究意义】蝴蝶兰为单茎附生兰，分株繁殖系 

数很低，组织培养为其主要的繁殖方式。褐变在蝴蝶 

兰组织培养快速繁殖过程中普遍存在，严重影响外植 

体分化 ”。系统研究蝴蝶兰组培褐变机理，对于寻找 
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控制褐化的有效方法，生产高质量的蝴蝶兰种苗和产 

品的规模化、工厂化生产具有重要的指导意义。 【前 

人研究进展】近年来，国内外有关专家针对蝴蝶兰组 

培快繁做了大量研究工作，但制约蝴蝶兰组织培养成 

功率和增殖率的褐化 问题尚未见深入系统的研究报 

道。研究表明，褐变是由于酚酸类物质在多种氧化酶 

催化作用下形成醌类，醌类物质通过聚合作用产生有 

色物质而导致组织呈褐色，酶、底物和氧是引起外植 

体褐变的 3个基本条件l2．3】。酚类化合物是一类非常重 

要的植物次级代谢产物，是酶促褐变的天然底物，植 

物种类不一样，引起褐变的酚酸物质种类和含量不同。 

苯丙氨酸解氨酶 (PAL)是酚酸类物质合成的关键酶， 

多酚氧化酶 (PP0)是引起酚类物质氧化的主要催化 

酶，过氧化物酶 (POD)是植物体内一类非常重要的 

氧化酶，3种酶对植物组织褐变都有很重要的影响_4 J。 

【本研究切入点】本试验以3个褐变程度不同的蝴蝶 

兰品种为材料，利用高效液相色谱对其进行酚酸定性、 

定量分析，并研究在叶片分化过程中总酚含量及相关 

酶活性的动态变化。 【拟解决的关键问题】寻找与蝴 

蝶兰褐变相关的主要酚酸，并了解与总酚含量及相关 

酶活性之间的关系，探讨引起蝴蝶兰褐变的生理机制， 

为防止蝴蝶兰组培褐变提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

中国农业科学院蔬菜花卉研究所蝴蝶兰品种 P． 

‘China Best Girl’ (A1) 、P amabilis BL．‘Jude 

Butterfly’(B3)和 Dtps．King Shiang’S Rose~Jetgreen 

Firbird(R4)。在以叶片为外植体的组织培养过程中 

褐变程度 A1>B3>R4(图 1)。 

B3 

图 1 培养 15 d 3个品种叶片外植体的褐变情况 

Fig．1 Browning explants after 15d’S inoculation ofA1，B3 and R4 

1．2 指标测定 

1．2．1 酚酸定性定量分析 选取以上 3个品种已生 

根未褐变组培苗，培养条件为：培养基 1／2MS+IBA 0．4 

mg·L～、pH 5．8、温度 25℃、光照2 000 lx，对第2片 

叶进行酚酸定性定量分析；将以上已生根的未褐变组 

培苗第 2片叶进行愈伤组织诱导培养，组培条件为： 

外植体大小 0．8 cm×0．8 cm，培养基 MS+6．BA 3 

mg-L～，pH 5．8，温度 25℃，光照 2 000 lx，在接种后 

第 7天外植体褐变后进行酚酸定性、定量分析。比较 

分析褐变前后测定酚酸的种类，找出与蝴蝶兰褐变相 

关的酚酸 。 

1．2．2 总酚及相关酶活性分析 将生根末褐变的组 

培苗第 2片叶进行愈伤组织诱导培养，在接种后第 0、 

2、4、6、9、14天测定外植体总酚含量和相关酶活性 

的动态变化。培养条件均为：外植体大小 0．8 cm×0．8 

R4 

cm，培养基 MS+6．BA 3 mg·L～，pH 5．8，温度 25℃， 

光照 2 000 lx。试验均重复 3次，数据用 DPS软件统 

计分析。 

1．3 测定方法 

1．3．1 酚酸的定性定量分析 参见文献[6】。仪器为 

Waters244型高效液相色谱仪。柱：g-Bonkapak Phenyl 

(0．4 cm×30 cm)；流动相：35％ CH OH．65％ H，O 

(用 H3PO4调pH 4．5)；流速：1．0 ml·min～；检测器： 

UV254 nmX0．1 AUFS。标准溶液的配置：精密称取 9 

种酚酸标样各 0．25 g，用流动相溶解定容，浓度为 1 

g·L～，摇匀备用。称取 2 g样品用 甲醇研磨 ，转入三 

角瓶用甲醇定容至 50 ml。超声波中振荡 30 min。放 

置过夜后过滤，残渣用 50％甲醇 50 ml加热回流 1 h， 

过滤，滤液浓缩至 25 ml定容。将 Waters公司 Sep．pak 

C 8小柱用 5 ml甲醇冲洗活化，再用 5 ml水冲洗。吸 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


7期 印 芳等：蝴蝶兰组培褐变与酚酸类物质及相关酶活性的关系 2199 

取 5 ml样品提取液通过小柱， 

再收集 2 ml洗出液用于测定。 

弃去最初洗出液 1 ml， 值。 

1．3．2 总酚测定 采用 Folin—Ciocalteu试剂法，参考 

Bonilla等的方法【 。提取液为2％HC1甲醇 (分析纯) 

研磨，在室温、黑暗条件下提取 24 h。12 000×g 4℃ 

离心 10 min，取上清液 200 l，加入 1．0 ml福林一肖卡 

试剂 (Sigma公司产品)，0．8 ml 7．5％的碳酸钠溶液， 

缓慢搅拌反应 30 min后，765 nm处比色测定吸光度 

(OD值)。以没食子酸 (Sigm a公司)为标准物，步 

骤同上，建立标准曲线。总酚含量表示为 mg·g—FW。 

1．3．3 PAL活性测定 参考 Solecka和 Kacperska的 

方法【8】。酶提取液组成为：50 mmol·L—Tris—HC1．pH 

8．9，l5 mmol·L—b一巯基乙醇，5 mmol·L EDTA，5 

mmol·L～Vc，1 0~tmol·L—Leupeptin，1 mmol·L～PM SF， 

0．15％： (W／V)PVP。酶反应液组成为：0．5 ml酶提 

取液，2．5 ml『16 mmol·L～L一苯丙氨酸，3．6 mmol·L‘。 

NaC1，50 mmol·L‘。 (pH 8．9)Tris—HC11。分成两份 ， 

一 份混匀加入 500 ul 6 mol·L‘。HC1后立即测定在 290 

nlTl处的OD值；另一份在37℃下振荡反应1 h后， 

加入 500 ul 6 mol·L HC1终止反应在 290 nm 处比 

色。参比为不加L一苯丙氨酸 (加入0．5 ml ddH2O)， 

以加入酶液煮沸后来验证反应是 由酶液引起的。OD 

值每变化 0．01就生成 1 g反式肉桂酸。以每小时生 

成的 肉桂酸的量来表示酶活性 ，酶活性表示 为： 

~tmol·L—cinnamic acid·mg—protein·h‘ ) 。 

1．3．4 PP0活性测定 参考朱广廉等『9】的方法，略 

作改进，研磨提取液为pH 5．8、0．05 mol·L 磷酸缓冲 

液。在Uv一1601型分光光度计上测定525 nlTl处的OD 

酶活 I~=AA／(0．0l× ×f)×D (1) 

式 (1)中，△ 为反应时间内吸光值的变化；W为试 

验材料鲜重 (g)；f为反应时间 (min)；D 为稀释 

倍数。酶活性单位为U·g-1-min～。 

1．3．5 POD活性测定 参考李合生等【m】的愈创木酚 

法。酶提取液为 0．05 mol·L一、pH 5．5的磷酸缓冲液。 

酶活性测定体系为：2．9 ml 0．05 mol·L。磷酸缓冲液； 

1．0 ml 2％H2O2；1．0 ml 0．05 mol·L 愈创木酚和 0．1 ml 

酶液。反应体系加入酶液后立即于 34℃水浴中保温 3 

min，然后迅速稀释到 1倍，470 nm波长下 比色，每 

隔 1 min记录 1次吸光度，共记录 5次，然后以每分 

钟内 470变化 0．01为一个酶活性单位 (u)。 

酶活性=(△ 47o×W)／(WX ×0．O1× f) (2) 

式 (2)中，△ 470为 470nm条件下，反应时间内吸光 

值的变化； 为酶液总体积 (m1)；W为试验材料 

鲜重 (g)；Vs为测定时所取的酶液体积 (m1)；f 

为反应时间 (min)；酶活性单位为U·g-1．min～。 

2 结果与分析 

2．1 不同褐变程度蝴蝶兰品种酚酸物质定性定量分析 

2．1．1 3个品种生根未褐变组培苗酚酸种类和含量 

从图 2可以看出，3个品种未褐变时均没有检测出苯 

甲酸；褐变相对严重的A1和B3未发现对羟基苯甲酸； 

褐变程度越严重的品种，其咖啡酸、邻苯二酚、儿茶 

酚及绿原酸的含量也越高，即在褐变最严重的品种 A1 

中含量最高，B3次之，在褐变最轻的品种R4中含量 

最低；没食子酸含量在褐变最严重的品种A1中含量 

没食子酸 儿茶酸 绿原酸 邻苯二酚 对羟基苯甲酸 咖啡酸 香豆酸 阿魏酸 苯甲酸 
Gallic acid Catechuic acid Chlorogenic acid Catechol P-hydroxybenzoic acid Caffeic acid Coumaric acid Ferulic acid Benzo~acid 

图2 A1、B3和 R4 3个品种酚酸种类及含量 

Fig．2 Contents and types ofphenolic acids ofA1，B3 and R4 

枷 
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最低，B3次之，R4中含量最高；阿魏酸的含量与褐 

变程度没有明显的关系。 

2．1．2 3个品种外植体褐变后酚酸种类和含量 通 

常蝴蝶兰一般在接种后 5 d便开始褐化。从图 3可以 

看出，3个品种在接种7 d褐变后都只检测出3种酚酸： 

即没食予酸、对羟基苯甲酸和香豆酸。 

1 2I 1_2 

黧 81 0．45 L 
r 一  ] 。。。。

。 。 。 。 。

0 ．21 0．25 

。。。 1 0 0 0 0 0 0 
没食予酸 儿茶酸 绿原酸 邻苯二酚 对羟基苯甲酸 咖啡酸 香豆酸 阿魏酸 苯甲酸 
Gallic acid Catechuic acid Chlorogcnic acid Catechol p-hydroxybenzoic acid Caffeic acid Coumaric acid Ferulic acid Benzoic acid 

图3 A1、B3和 R4 3个品种愈伤组织诱导培养 7 d褐变后酚酸种类及含量 

Fig．3 Contents and types ofphenolic acids in A1，B3 and R4 after browning 

2．2 酚酸类物质相关酶活性动态变化 

2．2．1 总酚含量的动态变化 蝴蝶兰在褐化过程中， 

3个品种的总酚含量的变化一致，都呈下降、上升、 

下降的趋势 (图 4)。在整个培养过程中，褐变严重 

的品种 A1和 B3的总酚含量始终高于褐变轻的品种 

R4，除接种的第 9天外，A1与 R4的差异都达显著水 

0 2 4 6 8 10 12 l4 16 

培养天数Cultural days fd】 

2 4 6 8 10 

培养天数Cultural days fd】 

平 (表 1)。表明总酚含量与褐变程度呈正相关。3 

个品种总酚含量在接种 9 d后都减少，有可能是酚类 

物质大量被氧化引起的。 

2．2．2 PAL、PPO和 POD活性动态变化 在蝴蝶兰褐 

化过程中，3个品种的 PAL变化趋势一致 (图4)， 

说明PAL参与了蝴蝶兰褐变的过程。除接种后的第 2 

培养天数 Cultural days(d) 

培养天数 Cultural days(d1 

图4 总酚含量、PAL活性、PPO活性及 POD活性的动态变化 

Fig．4 Dynamic changes in total phenols，PAL activity，PPO activity and POD activity 
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表 1 褐变过程中总酚含量、PAL、PP0和 POD活性的方差分析 

Table l Vm ance analysis of PAL，PPO and POD activi~and contents of t~al phenols 

表中数据为平均值±标准误。同列不同大写字母为差异极显著 ( 0．01)，不同小写字母为差异达显著水平 ( 0．05) 

Values representmeme~s~SE， and me same c~iml or smallle~erwim．nme same colu~ mdicatedno significance ata=0．01 or0．05level 

天和第 4天外，褐变严重的品种 A1的 PAL活性始终 

高于褐变轻的品种 R4，褐变重的 B3在接种后第 9天 

和第 14天其 PAL活性也比 R4高，且差异达极显著 

水平 (表 1)，表明褐变越严重的品种，PAL活性越 

高。 

3个品种的 PPO活性高峰出现在接种后第 2天， 

其变化趋势一致 (图 4)，除在接种的第 2天和第 6 

天，R4的活性 比A1和 B3高以外，其余时间褐变严 

重的品种A1和 B3的 PPO活性均高于褐变轻的品种 

R4，并达极显著差异水平 (表 1)。说明蝴蝶兰的褐 

变与PPO有很大关系，褐变越严重，其活性也越高。 

3个品种的POD活性变化趋势不一致，B3和 R4 

呈先上升后下降的趋势，而 A1呈下降、上升、下降 

的趋势 (图4)。品种 B3的 POD活性在接种后第 4 

天是鲜样的 5倍，在其它品种中变化幅度也很大，说 

明参与了其褐化的过程 。而变化趋势不一样，说明 

POD的活性可能因品种不同、或者受其它因素的影响 

而有很大差异。 

2．3 PAL、PP0和P0D与总酚含量变化相关性分析 

在蝴蝶兰初代培养过程中，总酚在第 4天含量最 

低，在第 6～9天含量最高，PAL活性在第 4天最低， 

第 6天活性最高，两者呈正相关，相关系数 0．4699(表 

1、表 2)；而 PPO在接种后第 2天活性高峰出现， 

以后一直下降，和总酚含量呈负相关，相关系数为 
-- 0．41326(表 1、表 2)。3个品种 POD活性在第 4 

天最高，与总酚含量呈负相关，相关系数为一0．37258。 

从相关系数来看，3类酶中与总酚含量相关性最大的 

表 2 总酚含量、PAL、PP0和 POD之间的相关性分析 

Table 2 The relativi~ among totfl phenols，PAL，PPO and 

P0D 

左下角为相关系数，右上角为显著水平 

丁he 10wer left comer represented relative coefficient，and me upper right 
comer rep~semed significance level 
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酶为PAL；PPO次之；POD的相关性最低。 

3 讨论 

3．1 与蝴蝶兰褐变相关酚酸 

在组织培养过程中，植物种类不一样，导致褐变 

的酚酸物质种类也不一样，Chever等发现，影响板栗 

组织褐变的酚酸有水解型和浓缩型两种，单宁是核桃 

的主要褐变酚酸，引起云杉褐变的是单宁和苯酚，而 

油橄榄主要褐变酚酸是绿原酸【2】。 

综合本文研究分析，在所测定的9种酚酸中，正 

常培养和接种诱导后都没有检测出苯甲酸，说明苯甲 

酸对蝴蝶兰褐变影响可能很小或没有；绿原酸、邻苯 

二酚、儿茶酚、咖啡酸及没食子酸、对羟基苯甲酸、 

香豆酸可能是与蝴蝶兰褐变相关的酚酸。绿原酸、邻 

苯二酚、儿茶酚及咖啡酸在 3个品种正常培养条件下 

含量很高，而在接种后未检测出，有可能被相关的氧 

化酶氧化成醌类或其它物质，从而导致褐变，因而进 
一

步了解它们的合成途径、代谢机理及与各类合成酶 

和氧化酶之问的关系，对于了解蝴蝶兰褐变都有重要 

意义；没食子酸、对羟基苯甲酸、香豆酸在培养后含 

量升高，可能有两个原因：一是这 3种酸并不是导致 

褐变的酚氧化酶的作用底物，没有参与褐变过程：二 

是可能是在外植体被切割刺激后，刺激了几类酚酸的 

合成酶不断合成酚类物质来应对外界伤害刺激，它们 

所起的作用并不是单纯地加重或减轻褐变，可能在其 

它逆境生理方面有重要作用，有待进一步研究。 

3．2 总酚含量与蝴蝶兰褐变 

有许多资料显示在植物组织培养中的外植体褐变 

的问题与植物体内酚的含量密切相关，酚类含量高的 

植物材料，离体培养难度大，褐变容易发生Il1]。罗晓 

芳等发现玫瑰、牡丹、枣树、葡萄等在组织培养过程 

中总酚含量越高，褐变程度越严重I ’l 。 

本试验在对蝴蝶兰初代培养的整个研究过程中， 

褐变严重的品种Al和B3的总酚含量始终高于褐变轻 

的品种 R4，且差异达显著水平，也说明总酚含量越高， 

褐变越严重。这一结果也证明在蝴蝶兰组织培养中对 

外植体进行减少总酚含量的预处理是行之有效的方 

法{另外，从图 3和表 l可以看出品种间的总酚含量 

变化幅度不一样，这也许是由于品种之间酚类合成酶 

和氧化酶活性不一样或其它因素的制约所致。 

3．3 PAL、PPO和 POD与蝴蝶兰褐变及总酚的关系 

本试验的研究结果表明，3种酶活性变化与蝴蝶 

兰组培褐变密切相关，酶活性越高，褐变也越严重。 

蝴蝶兰外植体褐变发生的过程中，PAL酶的活性 

变化与总酚含量的变化基本上保持一致，两者有基本 

相同的变化趋势，PAL酶活性随蝴蝶兰外植体褐变的 

而增加，总酚的含量也是随外植体褐变的增加而增加， 

二者呈显著正相关，说明在蝴蝶兰褐变发生过程中 

PAL参与总酚的合成。这与 Murata及 Hisaminato在 

PAL对莴苣褐变的影响研究中的结果一致04,151。 

蝴蝶兰外植体褐变发生的过程中，PPO 和 POD 

与总酚含量呈负相关。PPO和 POD的活性增加，同 

时总酚含量降低，这可能是由于在 PPO和 POD两种 

氧化酶的作用下，相应的酚酸被氧化成醌类物质，有 

待进一步研究。 

通过 3种酶与总酚的相关性分析，可以初步认为， 

蝴蝶兰外植体切割后，刺激 PAL活性增高，总酚合成 

增加，含量升高；而 PPO和 POD通过氧化 PAL合成 

的酚酸变成醌类使褐变加重，所以PPO和POD含量 

高时，总酚含量低。 

4 结论 

本文通过对褐变程度不同的 3个蝴蝶兰品种 9种 

酚酸高效液相色谱定性定量分析，初步证明绿原酸、 

邻苯二酚、儿茶酚、咖啡酸及没食子酸、对羟基苯甲 

酸、香豆酸可能与蝴蝶兰褐变相关，苯甲酸对蝴蝶兰 

褐变影响很小；通过蝴蝶兰褐变过程中总酚含量， 

PPO、POD和PAL活性动态变化测定分析，表明褐变 

程度高的品种，总酚含量也高；褐变过程中 PAL和 

PPO活性与褐变程度呈正相关，POD与褐变有很大关 

系；总酚含量与 PAL活性呈正相关，与 PPO和 POD 

活性呈负相关。 
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