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黄灯笼辣椒组织培养中防褐变的研究 

淡 明 黄海波 郭安平 贺立卡 
(中国热带农业科学院热带生物技术研究所 热带作物生物技术 国家重点实验室 海口 571101) 

摘要：以黄灯笼辣椒无菌苗子叶为外植体，对其分化生长过程中的褐变现象进行研究。结果表明，通过在子叶不 

定芽分化培养基中添加 0．2％活性炭 (AC)、6 mg／L硝酸银 (AgNO3)和40 mg／L维生素 C(VC)，均能不同程度 

的减轻褐变的程度，其中以6 mg／LAgNO3效果最佳。 
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外植体的酶促褐变是植物组织培养中常见的 

现象。酶促褐变是在有氧的条件下，多酚氧化酶 

(Polyphenol Oxidase，即PPO)氧化组织中酚类物质 

形成醌，醌再进一步氧化聚合形成褐色色素⋯。这 

类物质可抑制细胞中其他酶的活性，影响细胞的正 

常代谢，严重时可导致组织的死亡。外植体的酶促 

褐变是植物组织培养成功的主要障碍之一。黄灯笼 

辣椒酱是目前海南最热销的旅游商品之一，因此， 

黄灯笼辣椒是海南最具发展潜力的特色农作物之 
一

。 黄灯笼辣椒组织培养过程中，褐变现象尤其严 

重。正常情况下继代培养 1-2次后即可导致组织褐 

变，这一现象是影响其芽分化和再生的主要障碍。 

本文利用黄灯笼辣椒的子叶作为外植体，’研究了物 

理因素和化学因素对褐变的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

辣椒品系黄灯笼辣椒 (Capsicum chinense 

Jacquin)，由海南省农科院提供。 

1．2 方法 

1．2．1 无菌苗的获取 

取黄灯笼辣椒种子于70％ 乙醇浸泡30 S，1 g／L 

升汞(HgCl2)灭菌7 min，无菌水冲洗 4-6次，接种 

于不含激素的MS培养基(蔗糖 30 g／L、琼脂6 g／L， 

pH 5．8)，置于25oC±2~C，光照 1400 lx×12 h／d下 

发芽。自种子萌发、露出白色根尖开始计算苗龄。 

1．2．2 不定芽的诱导分化及继代培养、伸长、生根 

切取无菌苗苗龄 12—16d的子叶接种到筛选出 

的不定芽分化培养基 (MS+6-BA 5 mg／L+ A 1 

mg／L)中，随后每隔 10．18d转到新鲜的不定芽分 

化培养基培养；不定芽分化后切割成小块转到芽伸 

长培养基 (MS+6-BA 3 mg／L+ A Img／L+GA3 

4mg／L)中；分化的不定芽伸长至3 cm左右即可切 

下移人生根培养基 (MS+ A 0．5 mg／L)进行不定 

根的诱导。 

1．2．3 继代培养中不同因素对褐变的影响 

以不定芽分化培养基为对照 (CK)，在不定芽 

分化培养基中分别添加吸附剂 (0．2％活性炭，即 

2000 mg／L)、抑制剂 (6 mg／LAgNO3)和抗氧化剂 

(40 mg／L维生素 C)，比较其对子叶不定芽分化、生 

长及褐变的影响。 

调节不定芽分化培养基中6-BA(6一苄氨基嘌呤) 

的浓度，比较其对子叶不定芽分化、生长及褐变的 

影响。 

调节外植体转瓶周期和光照 (暗培养、弱光培 

养)对子叶不定芽分化、生长及褐变的影响。 

2 结果与分析 

2．1 活性碳对褐变的影响 

从表 1可以看出，在不定芽分化培养基中加入 

2g／L的活性炭可减轻褐变的发生。但在添加 2g／L 

活性炭的不定芽分化培养基上，不定芽的生长纤 

细、瘦弱，生长迟缓，这种不定芽在伸长培养基中 

较难伸长，不易诱导生根形成正常的幼苗。关于活 

性炭在组织培养中对不定芽增殖和伸长、根诱导的 

作用，有促进和抑制相反的报道结果 】。报道中活 

性炭对不定芽芽增殖和伸长有促进作用的用量一 

般为 1-2g／L，而报道有抑制作用的用量都为 

5—10g／L，Bach[3l也证实了这一点，即低浓度的活性 

炭促进不定芽增殖和伸长，高浓度的活性炭却起减 
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缓作用。本试验在培养基中加入2eJL的活性炭，虽 

可减轻褐变，但对不定芽增殖与伸长表现出抑制作 

用，可能与活性炭的吸附特性有关。活性炭的非选 

择吸附特性，表现在不仅能吸附组织中产生的酚醌 

类物质，有效防止褐变，同时也吸附培养基中的生 

长调节物质，而使其失去作用，影响不定芽的正常 

发育。因此，在加入活性炭的培养基中，应适当改 

变激素的配比，如适当提高6-BA的浓度，在防止 

褐变的同时，使不定芽能够正常的发育。 

表 1 添加剂对不定芽分化、褐变及生长的影响 

2．2 AgNO3对褐变的影响 

试验表明在不定芽分化培养基中加入 6 mg／L 

AgNO3可有效减轻褐变的发生。从表 1可以看出， 

在培养基中添加6 mg／L AgNO3对不定芽分化有较 

大的影响，能够促进不定芽分化率的提高，将分化 

率提高至70％，而且切口处形成旺盛的不定芽丛。 

2．3 维生素C对褐变的影响 

从表 1可以看出，在不定芽分化培养基中加入 

40 mg／L维生素C可减轻褐变的发生。这是因为维 

生素C为多羟基还原物质，一方面维生素C可使多 

酚氧化酶失活，阻止酚类氧化；另一方面维生素C 

在酶的催化下能消耗溶解氧，使酚类物质因缺氧而 

无法氧化，从而减轻了褐变的程度[4|5】。但在含维生 

素C不定芽分化培养基中连续培养2代后易出现玻 

璃化。因此，尽管维生素C可减轻褐变的发生，但 

不利于长期用于继代培养。 

2．4 6-BA的浓度对褐变的影响 

在筛选出的较佳不定芽分化培养基 (MS+ 

6-BA 5 mg／L+ A 1 mg／L+AgNO3 6 m#e)中调节 

2 

6-BA 的浓度，对子叶不定芽的分化和褐变影响不 

同(表2 o从表2可以看出，随6-BA浓度的升高， 

褐变率随之增高，分化率降低。因此，在有效减轻 

褐变，保证子叶不定芽分化率的情况下，不定芽分 

化培养基应使用浓度5 mg／L 6-BA为佳。 

表2 6-BA浓度对不定芽的分化率和褐变的影响 

2．5 外植体转瓶周期和光照对褐变的影响 

转瓶时间早晚也是影响子叶不定芽的分化、生 

长及褐变的重要因子。在试验中，10d转瓶 1次， 

子叶外植体色泽正常，子叶外植体切口接触的培养 

基周围呈淡棕褐色，培养基中无浑浊物产生；15．20d 

转瓶1次，子叶外植体色泽较暗淡，子叶外植体切 

口接触的培养基周围呈淡棕褐色，培养基中有浑浊 

物产生，向四周逐渐扩散，子叶不定芽的分化率降 

低，生长缓慢。由此可见，若接种后转瓶周期时间 

长，伤口周围积累酚类物质增多，会加重褐变。试 

验表明，lOd转瓶 1次，既不影响子叶不定芽生长 

分化，又可有效的抑制褐变。 ． 

本试验前期采用暗培养和弱光培养处理，期望 

能够通过抑制酚类化合物合成，降低多酚氧化酶的 

活性，减少酚类氧化，从而减轻褐变【6’ 】。但是试验 

表明采用暗培养和弱光培养处理，未能有效减轻褐 

变，且子叶不定芽分化率有所降低。 

3 结论与讨论 

外植体的酶促褐变是酚类物质被氧化的结果。 

培养材料的种类与品种、外植体材料的生理状态、 

营养状况、生长部位等内因，以及培养基成分、添 

加激素的种类和浓度、培养条件等外因，都会影响 

褐变发生。本试验以黄灯笼辣椒无菌苗子叶为外植 

体，主要针对子叶不定芽分化过程中产生褐变的外 

因进行研究。通过在子叶不定芽分化培养基中添加 

O．2％活性炭、6mg／LAgNO3和40mg／e维生素 C， 

均能不同程度的减轻褐变的程度，其中以 6 m#L 

AgNO3效果最佳。AgNO3的作用机制还未研究清 

楚，初步认为：植物组织培养是在密闭或半密闭的 

容器中进行的，因此外植体切口处细胞会产生乙烯 

并逐渐积累，积累的乙烯可使外植 (下转第4页) 
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表2 单位林分出材表 

表3 不同密度林分径阶分布及效益分析 

43l7．58元；处理 l最低，为3018．06元；处理3介 

于两者之间。说明了不同种植密度，单位面积的产 

值不同，而且并不是密度越高，收益越高，而是要 

有适当的密度。 

表4列出不同密度的投入及产出效益分析，处 

理 2(90株／亩 )的经济效益最高，为 3989．38元／ 

亩；处理3(70株／亩)次之，为3072．72元／亩；处 

理 1(110株庙 )最差，为2638．26元庙 。 

3 小结 

以上不同的造林密度，得出不同的经济效益， 

从成本投入方面看，不是投资大产出就越大，而是 

要合理科学的密度才能达到最好的经济效益和节 

约成本投入。由此可见，在大面积发展桉树的情况 

下，一定要科学种树，不要盲目投资。在同等的立 

地条件下，不同的造林密度，会产生不相同的出材 

量及不同的经济效益。 

表4 不同密度的投入及产出效益分析 
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(上接第2页)体的生长分化受到影响，而Ag 可 

以抑制乙烯活性嘲。其作用主要表现在：促进愈伤 

组织的器官发生与体细胞胚胎发生；促进一些再生 

困难种芽的产生；增加外植体产生不定芽的数目及 

提高植株的再生频率；防止外植体的褐变与玻璃 

化。 
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