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黑暗预处理对蝴蝶兰组培中外植体褐化的影响 

赵伶俐 。，范崇辉卜，葛 红。 

(1．西北农林科技大学 ，陕西杨凌 712100；2．中 国农业科学院蔬菜花卉研究所 ，北京 100081) 

摘 要：以蝴蝶兰 R4品种叶片为外植体 ，研 究不同时间的黑暗预处理对褐化率 、多酚氧化酶(PPO)活性和总 

酚 含量的影 响。结果 表明：黑暗预处理能减轻褐化 ，其 中以预处理 10 d的褐化最 轻 ；未经暗处 理的褐 化最重 

且 PPO活性最大 ，总酚含量无一致变化规律 ，各处理 中褐化 率与 PPO活性显 著相关 。 
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Effect of Darkness Pretreatment on Browning of 

P nZne，lDp l Explants Cultured in vitro 
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Chinese Academy of Agricuh ural 
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Abstract：The variety R4 leaf of Phalaenopsis was used as explant，the effect of darkness pretreat— 

ment at different time on polyphenol oxidase(PPO)activity，total phenolic content and browning rate 

in virto were studied．The results as follows：Darkness pretreatment may decrease brown，especially 

of pretreatment for 10 d，browning rate was the lightest．The activity of PPO was the biggest when 

explant without darkness pretreatment． Total phenolic content didn t have accordant change rule， 

there was significant correlation between the browning rate and the activity of PP0 in each treatment． 
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目前，组织培养 已成为蝴蝶 兰(Phalaenop— 

sis)的主要繁殖方式 ]̈，而褐化一直是其组培 中 

需解决的问题。有关研究表明导致褐化的主要原 

因是由多酚氧化酶(PPO)作用于天然底物酚类物 

质形成醌而引起的 ]。细胞化学和细胞免疫化 

学分析表明，PPO是一种质体酶 ，存在于正常细 

胞的光合组织(如叶绿体类囊体 的囊泡)和非光合 

组织质体(如马铃薯块茎细胞的造粉体)l8]。多酚 

氧化酶属于植物体 内的末端氧化 酶系统 ，光照 明 

显促进 了此酶的活性 。本试验通过在培养前对外 

植体进行黑暗预处理 ，观察褐化率 ，测定不同时期 

不同处理中外植体的多酚氧化酶活性、总酚含量 ， 

并对彼此间的相关性进行研究，以期寻找通过对 

外植体进行黑暗预处理来减轻蝴蝶兰组培褐化率 

的有效途径 。 
．  

材料与方法 

1．1 试验材料 

试材为中国农业科学院蔬菜花卉研究所花卉 

组培室的蝴蝶兰 R4品种 (Dtps．”King Shiang S 

Rose×Jetgreen Firbird”)。 

1．2 黑暗预处理 

CK为常规组培室 中光 照培养 ；黑暗预处理 

5 d、10 d(均 在 PQX一300B智能人 工气候培养箱 
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中进行。 

1．3 组织培养 

试验材料在上述处理后接种 于 MS+6 BA。 

mg·L一，琼脂 2．8 g·L～，蔗糖 20 9／6，pH6．0 

±0．2的培养基中，光照强度 2 000 lx～2 500 lx， 

光照时间 l2 h／d，温度 25±2℃。外植体为 R4植 

株叶片(1cm×l 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 

做为组培中褐化率的观察。 

1．4 指标测定 

1．4．1 褐化率 接种后每 3 d观察一次褐化情 

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。 

褐化百分数一褐化外植体数／总接种数×100 9／6 

1．4．2 多酚氧化酶活性测定 参考朱广廉等 

的方法。略做 改进 ，研 磨浸 提液 为 0．05 mol· 

I 。。。pH5．8磷 酸缓 冲液 。在 UV—l601型分光光 

度计上测定 525 nm处的 OD值。 

酶活力 (△A／O．01mig·g)一E ／o．01×W 

× t 

1．4．3 总酚 含 量 测定 参考 Folin—Denis方 

法 。略做改进 ，研磨浸提 液为 50％乙醇盐酸 

(pH3．0)溶液。500 nm 处测定 OD值 。用没食 

子酸做标 准曲线 ，计算 总酚含 量，以 mg·g · 

FW 表示 。 

试验数据均采用“DPS数据处理系统”分析。 

2 结果与分析 

2．1 黑暗预处理对褐化率的影响 

接种第 3天，3个处理中的外植体褐化即开 

始出现 ，褐化率均随培养时间延长而增加，未经过 

黑暗预处理的蝴蝶兰外植体褐化率一直高于其他 

两处理 ，到接种第 l2天时 ，褐化率达到 34．4 。 

而黑暗预处理 10 d的外植体褐化率相对最低 ，为 

24．4 。 
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图 1 暗处理对蝴蝶兰外植体褐化 率的影响 

Fig． 1 Effect of darkness pretreatment on 

browning rate of Phalaenopsis explant 

2．2 黑暗预处理对蝴蝶兰外植体 PPO活性的影响 

表 l结果表明，各处理外植体 内 PPO活性在 

刚接种培养时 以未经过黑 暗预处理的最高，但差 

异不显著 。整个培养过程 中(12 d)，各处理 PPO 

活性含量持续上升 ，其中，两个经过黑暗预处理的 

外植体中 PPO活性在接种第 3天时有一个 急剧 

上升 ，随后增加速率趋于缓慢 。接种第 l2天时以 

不经过黑 暗预处 理 的外植 体 PPO 活性增 加 了 

4．188个活力单位，处 于最 高，其 次是暗培养 5 d 

的处理。说明黑暗对 PPO活性有很大抑制作用 ， 

外植体经黑暗预处理后 即使重新给予光照 ，PPO 

活性也会下降。 

表 l 黑暗预处理对蝴蝶兰组培外植体 PPO活性 的影响 

Table l Effect of darkness pretreatment on activity of PPO of Phalaenopsis explant 

注：表中不同的小写字母表示处理间在 P一0．05水平上存在显著差异。 

Note：Different small letter indicated the significant difference at 0．05 leve1． 

2．3 黑暗预处理对外植体体内总酚含量的影响 

刚接种时 ，3个处理 的外植 体总酚含量表现 

为未经过黑暗预处理 的最高，但它们之间无显著 

差异，接种第 3天时均有一个下降 ，但表现为经过 

黑暗预处理 的外植体中总酚含量显著高于未经过 

处理的。接种第 9天时，经过 5 d黑 暗预处理 的 

外植体内总酚含量陡然升高 ，增加趋势持续 到接 

种第 l2天，其值均显著高于其他两处理。 
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图 2 暗培养对蝴蝶兰组培外植体总酚含量 的影 响 

Fig．2 Effect of darkness pretreatment on total 

phenolic content of Phalaenopsis explant 

3 讨论与结论 

3．1 PPO活性受光照强度的影响。在本试验 的 

所有处理 中，PPO最大活性表现在不经过任何暗 

处理的光照强度下 。处于这个条件下培养的蝴蝶 

兰叶片褐化严重。各处理 中褐化率与 PPO 活性 

均存在显著相关性(未黑暗预处理 R。=0．887，黑 

暗预处理 5 d R 一0．946，黑暗预处理 10 d R 。=== 

0．982)，表 明随培养 时间延 长，褐化率增加是 由 

PPO活性加 强引起 的。黑 暗预处理后再光照培 

养可能未完全激活 PPO活性基因的表达 ，所以褐 

化较轻 ，而其中又以黑暗预处理 10 d的控褐效果 

最好 。 

3．2 三处理中总酚含量并不表现一致的变化规 

律 ，而在接种 3 d时均出现一个低谷 ，其原因有待 

进一步研究。在测定的各时期 中，也并不是褐化 

最重的处理中外植体总酚含量一直最高。可见 ， 

外植体在经过黑暗预处理后接种 ，褐化率并不与 

总酚含量绝对相关 ，总酚含量增加 可能不是引起 

褐化加重的主要因素。 

3．3 因此 ，在组培应 用中，接种前对外植体进 行 

黑暗预处理可以在很大程度上抑制 PPO活性 ，从 

而有效减轻褐化。另外 ，黑暗预处理后 ，在接种的 

培养基中加入抑制 PPO活性的物质 ，可能更好 的 

起到控褐效果 ，这有待进一步研究 。 
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