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摘要：牡丹组培中褐化现象的发生，影响了组培苗的生长、增殖和组培过程的进行。该文研究了活性炭、硝酸银 、 

PVPP和维生素 c 4种防褐剂对牡丹品种‘乌龙捧盛’组培中褐化控制的作用及对组培苗生长和增殖的影响。结果 

表明：褐化集中发生在转接后4 d内。活性炭能有效控制褐化，但长时间处理会抑制组培苗的生长和增殖；继代培 

养初期在含活性炭 2．0 gJL的培养基中进行4 d短期处理，不仅能有效控制褐化，还在一定程度上促进了组培苗的 

生长和增殖。硝酸银 1．0～8．0 mgJL能明显减轻褐化，其中2．0 mgJL的效果最好并能显著促进增殖；8．0 mgJL时组 

培苗生长量最大。PVPP能部分控制褐化，1．0 gJL效果较好；低浓度的PVPP促进组培苗生长，高浓度时促进增殖。 

维生素 c控制褐化的效果不佳，且易导致组培苗玻璃化。综合分析认为：牡丹品种‘乌龙捧盛’继代转接时，先在添 

加活性炭 2．0 g／L的培养基中培养4 d，然后转入不含活性炭的培养基中，能有效控制褐化和避免活性炭对生长和 

增殖的负面影响；在培养基q~／JnA硝酸银 2．o mgCL，能在有效控制褐化的同时，促进组培苗生长与增殖 ，推荐在牡 

丹组培中应用。 
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Browning occurring in tissue culture of tree peony restrains the growth and multiplication of propagators 

and Success of micropropagation．Contrast tests of activated charcoal，silver nitrate，PVPP and vitamin C were 

designed in tissue culture of tree peony to study their effects on antibrown ing， growth and multiplication of 

subculture propagators．Results showed that brown ing occurred during the first four days of subculture． 

Activated charcoal eliminated brown ing effectively but restrained growth and multiplication of propagators 

synchronously because of its absorbency on nutrient elements in culture media．A four-day treatment of 

2．0 g／L activated charcoal after subculture initiation，also elimi nated brown ing a8 well as promoted appreciably 

the growth and multiplication of propagators．Silver nitrate with concentrations of 1．0—8．0 mg／L controlled 

brown ing obviously，in which treatment of 2．0 mg／L was optimal to the antibrown ing and multiplication of 

propagators an d that of 8．0 mg／L Was most effective to promote the growth of them．PVPP controlled brown ing 

to some extent．Its lower concentration benefited the growth，while the higher one promoted the multiplication． 

Vitamin C Was not suitable for both antibrown ing and development of the propagators．In conclusion，a two· 

step process，during which the subculture propagators were treated firstly in the culture media with activated 

charcoal 2．0 g／L for four days，then in the media without it，should be used in tissue culture of tree peony to 

obtmn the best effect of antibrown ing as well as promote the growth and multiplication of propagator to some 
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extent．The inclusion of 2．0 mg／L silver nitrate in media should also be used to effectively control browning 

and promote the growth and multiplication of propagators． 

Key words tree peony；tissue culture；brown ing antagonists；antibrowning；multiplication 

牡丹(Paeonia X suffruticosa)是我国传统名花， 

享有“花王”的美誉 ，在园林绿化与花卉生产中具有 

巨大的潜力，国内外市场前景广阔。然而，牡丹生产 

中至今沿用传统 的嫁接与分株法进行 繁殖 ，繁殖系 

数低、速度慢  ̈ ，无法满足市场发展的需要。因此， 

利用组织培养进行快速繁殖 ，自然 引起 了国内外研 

究者的兴趣。李玉龙等 、Harris等 J、Bouza等 

和 Beruto等 的研究都取得了不同程度的进展，但 

作为一种行之有效的方法 ，组织培养在牡丹繁殖生 

产中尚未得到应用 ，有许多问题需要进一步研究解 

决 ，褐化就是其中最主要的瓶颈之一u9J。 

褐化是植物材料受伤后，体内释放的酚类物质 

在酚氧化酶的作用下被氧化成褐色的醌类物质的结 

果。褐化主要与植物材料的基因型和生理状态 、取 

材时期、培养基以及培养条件等有关 。̈。；在植物、尤 

其是木本植物组织培养中普遍存在。因此从植物材 

料 预 处 理⋯ 、调 整 培 养 基¨̈  、控 制 培 养 条 

件⋯川 、添加防褐剂[18-26]等多方面，都有大量研究报 

道 ，其中研究和应用最多的是在 培养基 中添加防褐 

剂，常用的主要有 吸附醌 类物质的吸附 剂(如活性 

炭 、PVPP等)和防止酚类物质氧化的抗氧化剂(如维 

生素 c、硫代硫酸钠、半胱氨酸等)。近年来，随着对 

乙烯活性的深入了解，发现乙烯能促进酚氧化酶的 

活性 ，引起酚类物质次生代谢的发生 ，从而导致植物 

组织褐化 。因此，另一种 防治褐化 的方法——在 

培养基中添加 乙烯生物合成 的抑 制剂 (如 AVG)或 

生理活性的抑制剂(如硝酸银、硫代硫酸银等)，已经 

应用于一些植物的组织培养中，并取得 了 良好 的效 

果 。 

牡丹组培中褐化现象严重 。有人报道了在 

叶片和叶柄的离体培养中，活性炭、PVPP和维生素 

C对减轻组织 及随之引起 的培养基褐化有 一定作 

用 嗡 ；而在通常以芽为外植体的牡丹组织培养中， 

尽管组培苗在继代培养中会发生严重褐化 ，但这方 

面的褐化控制研究尚未见报道 。硝酸银作为防褐剂 

用于褐化控制 ，在牡丹组培中也未见报道。因此 ，本 

试验以继代培养中牡丹组培苗的褐化控制为目的， 

同时研究探讨 4种防褐剂(活性炭 、硝酸银 、PVPP和 

维生素 C)对组培苗生长和增殖的影响 ，以期找到既 

能控制褐化，又不影响生长和增殖的方法，从而较好 

地解决牡丹组培中的褐化问题 。 

1 材料与方法 

试验于 2006年 5月在北京林业大学园林学 院 

组培室进行，以牡丹品种‘乌龙捧盛’初代培养的无 

菌苗为试材。继代时 ，按照 Hosoki 的方法把无菌 

苗切分，将大小一致的芽体分别接种于添加活性炭、 

硝酸银、PVPP和维生素 c的不同处理中。采用单因 

子试验设计，每处理接种 l0芽，重复3次；以不添加 

任何防褐剂的处理作对照。转接后 7 d统计褐化情 

况 ，统计指标包括培养基中的褐化发生级别 、褐化发 

生半径和褐化发生高度范围。褐化发生级别根据褐 

色的深浅 ，划分为无或很浅、浅 、中、较深 、深 5级 ，分 

别用 1、2、3、4、5表示 ；褐化发生半径为褐色 区域的 

半径 ；褐化发生高度 范围为褐色 区域的竖 直高度。 

一 每 10 d统计 1次组培苗的生长量，方法是先用电子 

天平称出培养基 的质量 ，然后将组培苗转接进去 ，再 

称出培养基和组培苗 的总质量 ，两者的差值为组培 

苗的质量。每 10 d重复 1次上述过程，用后 10 d组 

培苗 的质量减去前 10 d的质量，结果即为 10 d内组 

培苗的生长量。30 d后统计组培苗增殖情况 ，增殖 

芽的标准为有独立 茎段 且茎段 长 ≥0．5 cm，茎基部 

直径≥0．4 cm，叶片数≥3，能够单独切割下来进行 

培养的芽子。培养基为改 良WPM[Ca(NO，) 加倍， 

NH4NO3减 半，K2s0 减 半]+6-BA 0．5 mg／L+ 

GA 0．2 mg／L+30 g／L蔗 糖 +6．0 WE琼 脂 ，pH6．0。 

硝酸银采用过滤灭菌法加入培养基以防止其受热分 

解 ，其他防褐剂直接加入 培养基 中进行 高压灭菌 。 

培养条 件：温度 25℃左右 ，光 照时数 14 h／d，光 强 

1 500～2 000 lx。用 SPSSIO．0软件对 上述统 计结 果 

进行处理和分析 。 

2 结果与分析 

2．1 防褐剂对褐化发生的作用 

对照处理在接种培养半小时后 ，褐色物质开始 

从切口处 向培养基扩散 ，并逐渐加深。添加活性炭 

的处理中，接种的芽体和培养基均未发现褐化现象。 

其他各处理中，褐化发生的起始时间都比对照晚。 

第 4天以后 ，所有培养基中的褐化情况均变化不大。 

培养 7 d后，统计各处理上的褐化情况 (表 1)，发 现 

活性炭处理中均无褐化发生 ，这与前人在牡丹 叶片 

培养中的报道 一致 。试 验中将部分在添加 活性 

炭 2．0 g／L的培养基 中培养 4 d的组培苗 ，转入对照 

培养基 中，发现 组 培苗 和 新培 养基 也 不 褐 化 (图 

lA)，进一步说明褐化的发生，集中在转接后 4 d内。 

硝酸银 1．0～8．0 mWL的处理 ，控制褐化的效果 

明显好于对照，但在 10．0 m#L时，仅褐化发生高度 
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表 1 防褐剂对牡丹品种‘乌龙捧盛’褐化发生的作用 

TABLE 1 Effects of different browning antagonists on the 

antibmwning of P．×suffruticosa‘Wu Long Peng Sheng’ 

处理 褐化发生级别 

注：继代转接后 7 d统计。表中各指标下的数值均为各处理中的平 

均数 ±标准差；对各指标进行单因素方差分析和多重比较，不同小 

写字母表示 P=0．05差异显著水平。表 2同此。 

范围明显小于对照 。褐化发生级别和褐化发生半径 

均与对照差别 不大。硝酸银 2．0 mg／L控制褐化 的 

效果最佳(图 lB)。升高或降低其浓度。褐化都会加 

重 ；4．0 mg／L的处 理 ，控制褐 化 的效果 也较 好 (图 

lC)。 

标均显著低于对照(图 lD)；0．50 g／L时 ，褐化发生级 

别和褐化发生高度范围也明显小于对照。 

维生素 C 50或 100 mg／L的处理，控制褐化的效 

果略好于对照(图 1E～F)，褐化发生高度范围明显 

比对照低；而 25 mg／L时，褐化情况却 比对照严重。 

2．2 防褐剂对组培苗生长的影响 

表 2显示 ，在含活性炭 2．0 g／L的培养基中处理 

4 d后 ，转入对照培养基中的组培苗 。在培养的中后 

期 ，其生长量 略微大于对照 ；而活性炭长期处理(30 

d)的组培苗 。其生长量在各个时期均小于对照，且活 

性炭浓度越高。生长量越小；其中3．0和4．0 g／L时， 

在培养的中后期 ，组培苗的生长量 比对照明显降低； 

而在培养后期，所有长期处理中组培苗 的生长量都 

明显比短期 处理 (4 d)中的小 。说 明活性炭长期 处 

理，对组培苗的生长产生了抑制作用。活性炭处理 

中。组培苗叶色油绿，无玻璃化现象，生长正常(图 

lG～H)。 

硝酸银处理中，组培苗在培养的前 10 d，长势均 

不如对照 ；以后均好于对照，其中 8．0和 10．0 mg／L 

中，生长量显著大于对照和其他硝酸银处理；6．0 

mg／L时 。组培苗在培养后期的生长量也较大。所有 

硝酸银处理中，组培苗均生长 良好 ，8．0 mg／L中长势 

最好(图 lI)。 

PVPP 0．25和 0．50 g／L时 ，组培苗的生长量大于 

对照；0．25 g／L中长势最好并且在培养的后期 。组培 

苗的生 长量大 于或 显著大 于对 照和其 他 PVPP处 

PVPP各处理对控制褐化都有一定作用，且浓度 理；1．O0 g／L时，对生长产生抑制。PVPP处理中的 

越高效果越好；1．O0 g／L的处理中 。所有褐化发生指 组培苗 ，叶色不如活性炭处理中的绿 。但生长也属正 

表2 防褐剂对牡丹品种‘乌龙捧盛’生长和增殖的影响 

TABLE 2 Effects of different browning antagonists on the growth and multiplication of P．×suffruticosa‘Wu Long Peng Sheng’ 

注：生长量为一定时间内单株组培苗质量的增加量，分别于继代培养 lO、2o和30 d统计；增殖系数=继代培养末期外植体上的平均芽数／继 

代培养初期外植体上的平均芽数，继代培养 30 d统计。 
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『割 1 防 褐 剂 对 牡 丹 品 种
‘

吗龙 捧 盛
’

组 培 中 褐 化 发 生 、 组 培 苗生 K 和 增 殖 的 影 响

F I G [ J R E 1 - ：H西 幅 o f b r o w n i n g a n t a ~o r l {s t s O H a n t i b r o w t fi n g ， g r o w t h a n d m t d t i p l i c a t i o n o f t i s s u e e LL]t U f e o f P ． x s ￡舻 叫 髓∞ “

‘

W u L o n g P e n g S h e n g

’

注 ：A ～ 卜 不 同 防 褐 剂 对 褐 化 发 生 的 影 响 ( A ． 活 性 炭 2 ． 0 g ／L l { ，处 理 4 d ， 然 后 转 入 对 照 培 养 基 中 ； B ． 硝 酸 银 2 ． 0 m g ／L ； C ． 硝 酸 银 4 ． 0

n l g ／L ； D P V P P 1 0 0 g ／【， ； E ． 维 生 素 C 10 0 m g ／I ． ； F 对 照 ) 。 G ～ L ． 小 同 处 理 I} ’组 培 笛 的 生 长 和 增 殖 情 况 ( G ． 活 性 炭 2 0 g ／L 中 处 理 4

t l ， 然 后 转 入 对 照 培 养 基 ； H ． 活 性 炭 2 0 g ／L 处 理 ； 1 ． 硝 酸 银 8 ． 0 m g ／L 处 理 ； J P V P P 0 ． 5 0 g ／L 处 理 ； K ． 维 生 素 C 2 5 m g ／L 处 理 ； L ． 硝

酸 银 2 ． 0 �w 儿 处 理 ) 。 A — F ． 继 代 培 养 7 d ； G ～ L ． 继 代 培 养 3 0 d 。

常 ( 图 l J ) 。

维 生 素 C 处 理 中 ， 组 培 苗 的 生 长 量 在 培 养 的 前

2 0 d 均 小 于 对 照 ；而 在 2 0 d 以 后 2 5 m g ／L 中 ， 略 大 于

对 照 。 观 察 发 现 ， 维 生 素 c 各 处 理 中 ， 组 培 苗 极 易

玻 璃 化 ， 叶 柄 发 红 、 叶 色 发 黄 ， 长 势 不 佳 ( 图 l K ) 。

总 体 上 讲 ， 防 褐 剂 的 种 类 和 用 量 都 对 牡 丹 组 培

苗 的 生 长 造 成 影 响 ， 且 这 种 影 响 在 培 养 的 中 后 期 表

现 较 为 明 显 。

2 ． 3 防 褐 剂 对 组 培 苗 增 殖 的 影 响

由表 2 可 知 ， 活 性 炭 2 ． 0 g ／L 处 理 4 d 的 组 培

苗 ， 其 增 殖 系 数 高 于 对 照 ；而 长 期 处 理 中 的 组 培 苗 ，

均 没 有 新 芽 形 成 ， 增 殖 系 数 明 显 小 于 对 照 ， 说 明 活 性

炭 对 组 培 苗 的 增 殖 有 很 强 的 抑 制 作 用 ， 不 适 合 在 牡

丹 增 殖 培 养 中 长 时 间 使 用 。

与 对 照 相 比 ， 硝 酸 银 各 处 理 均 明 显 促 进 组 培 苗 增

殖 ；2 ． 0 m g ／L 时 ， 增 殖 系 数 最 高 ， 达 3 ． 0 0 ， 升 高 或 降 低

其 浓 度 ， 增 殖 系 数 都 会 下 降 ， 这 与 该 物 质 在 褐 化 控 制

时 的 趋 势 一 致 。 观 察 发 现 ， 硝 酸 银 处 理 中 ， 除 了 茎 基

部 叶 腋 里 有 新 芽 形 成 外 ， 在 伸 长 茎 上 以 及 新 芽 的 叶 腋

里 也 都 有 小 芽 出 现 ( 图 1 L ) ， 因 此 提 高 了 增 殖 系 数 。

P V P P 处 理 对 增 殖 有 明 显 的 促 进 作 用 ， 在 组 培 苗

茎 基 部 的 叶 腋 里 ， 通 常 有 新 芽 形 成 ( 图 1 J ) ， 0 ． 5 0 g ／L

时 新 芽 形 成 最 多 ， 1 ． 0 0 g ／L 中 次 之 ， 但 两 者 差 异 不 显

著 、

维 生 素 c 处 理 对 增 殖 的 作 用 不 明 显 ， 5 0 m g ／L 时

增 殖 效 果 略 好 于 对 照 。

3 结 论 与 讨 论

3 ． 1 防 褐 剂 对 褐 化 发 生 的 影 响

本 试 验 发 现 ， 在 牡 丹 组 培 苗 继 代 培 养 的 褐 化 控

制 方 面 ， 效 果 最 好 的 是 活 性 炭 ， 然 后 分 别 是 硝 酸 银

2 ． 0 、 4 ． 0 和 1 ． 0 m g ／L ， P V P P 1 ． 0 0 g ／L ；而 维 生 素 C 各

处 理 ， 硝 酸 银 10 ． 0 m g ／L 和 P V P P 0 ． 2 5 g ／L 效 果 不 理

想 。 活 性 炭 控 制 褐 化 效 果 最 好 ， 但 使 用 浓 度 不 宜 过

高 ， 浓 度 越 高 ， 对 生 长 的 抑 制 作 用 越 明 显 ；这 与 在 蝴

蝶 兰 的 组 培 中 ， 高 浓 度 的 活 性 炭 却 能 明 显 促 进 组 培
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苗生长“ 有所不同。活性炭使用时间不宜太长 ，否 

则对增殖也产生抑制。由于褐化集中出现在转接后 

4 d内，因此将组培苗在添加活性炭 2．0 g／L的培养 

基中处理 4 d，然后转入不含活性炭 的培养基 中培 

养 ，既有效地控制了褐化，还避免了活性炭长期吸附 

对生长和增殖造成的影响，值得借鉴。其他浓度的 

活性炭中做短期处 理是否也有同样的效果 ，需要进 

一 步研究。 

硝酸银对控制牡丹组培中的褐化有一定作用。 

由于组织培养在密闭或半密闭 的容器 中进行 ，加之 

生长调节剂的作用 ，使得植物细胞产生并释放 出乙 

烯[2 ，植物材料受伤后，乙烯释放量更多 ，而乙烯 

的产生和积累 ，最终导致植物组织发生褐变。硝酸 

银是一种较好的乙烯活性抑制剂，通过竞争性结合 

位于细胞膜上的乙烯受体蛋白，阻止或降低乙烯的 

作用 ，从而减轻 了褐化。本试验发现 ，随着硝酸 

银处理浓度的增加 ，控制褐化的效果先增强后减弱 ， 

其原因尚不清楚。我们推测可能是因为硝酸银 1．0 

mg／L时，不足以完全结合乙烯受体蛋白，而 2．0 rag／ 

L时可以完全或较多的结合该蛋 白，因此褐化最轻 ； 

但随着浓度的进一步提高，多余的银离子对细胞造 

成 了重金属盐伤害 ，因而又加重了褐化。 

PVPP对控制牡丹组培中的褐化现象有一定作 

用 ，这与何松林等 副在牡丹叶柄外植体培养 中的报 

道相似。而维生素 c控制褐化的效果不佳，与前 

人 的报道有所不同，推测与试验材料和维生素 c 

用量不同有关；另外，维生素 c 25 mg／L的处理甚至 

比对照褐化严重，可能是该浓度时维生素 c与组培 

苗的生理机制不协调或使之发生紊乱的结果；也可 

能是各处理间 ，组培苗切割时创伤程度不 同，导致乙 

烯和酚类物质释放量的差异，因而褐化程度也出现 

差异。 

3．2 防褐剂对组培苗生长和增殖的影响 

本试验表明 ，对促进组培苗生长 ，效果最好的是 

硝酸银 8．0 mg／L，然后依次是 PVPP 0．25 s／L，硝酸银 

10．0和6．0 mg／L；而活性炭长期处理，维生素 C 100 

mg／L和 PVPP 1．00 g／L均抑制组培苗生长；其余处 

理与对照差异不明显。另外，维生素 c易导致组培 

苗玻璃化，降低了组培苗的质量。防褐剂的种类和 

用量都对牡丹组培苗的生长造成影响 ，且这种影响 

在培养 的中后期表现较为明显 。 

在组培苗增殖方面 ，硝酸银各处理 和 PVPP各 

处理均明显促进增殖 ，以硝酸银 2．0 mg／L时增殖系 

数最高，然后依次是硝酸银 4．0 ms／L，PVPP 0．50和 

1．00 g／L。维生素 c处理的增殖效果与对照差别不 

明显；活性炭长期处理中均没有新芽形成，明显抑制 

了组培苗的增殖，而 2．0 g／L中短期处理 4 d可以略 

微促进增殖。 

3．3 褐化控制与组培苗的生长和增殖 

褐化控制是组培 中不容忽视的课题之一 ，最常 

用的方法便是在培养基 中添加防褐剂 。最好的防褐 

剂应该是在有效控制褐化的同时，又能促进繁殖材 

料的生长和增殖。本试验发现 ，在培养基 中添加硝 

酸银 2．0 mg／L，能 在控制褐化的同时促进组 培苗生 

长和增殖，因此硝酸银是适合在牡丹组培中使用的 

防褐剂。然而，关于硝酸银 的作用还需要进一步研 

究 ，例如硝酸银促进生长和增殖的机制是什么；为什 

么不利于褐化控制的硝酸银浓度却能明显促进了组 

培苗生长 ，褐化发生 与生长和增殖之间有什 么联 系 

等。这些问题可能需要从酶活性、物质代谢和激素 

水平等方面研究解决。 

在牡丹组培中，活性炭有明显的控制褐化作用， 

但它在吸附培养基中醌类物质的同时，还吸附了生 

长调节剂和其他培养基成分，对生长和增殖造成影 

响。因此，在实际应用中可以利用褐化物质集中出 

现在转接后4 d内的这一特点，在添加活性炭培养 

基中短期培养后，再转入不含活性炭 的培养基中培 

养 ；或者调整活性炭与生长调节物质等培养基成分 

的用量，使其皆能发挥有效作用 ]。 
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