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龙眼组培的褐变抑制研究 

曹鸿斌，刘魁英 ，赵宗芸，黄米丽 (广东海洋大学农学院，广东湛江524088) 

摘要 『目的1探求有效抑制龙眼组培时外植体褐变的方法。【方法1以龙眼嫩梢茎段为材料，采用多种抗褐变方法，筛选对龙眼组织培 
养中的外植体褐变抑制效果最好的方法。『结果1采用6．00 g／L PVP溶液进行预处理对龙眼外植体褐变的抑制效果最好。当6-BA浓度 

为 1．92 1．93 mg／L、KT浓度为 0．88 1．93 mg／L、NAA浓度为 0．05～0．06 mS／L时，外植体的褐变程度最轻。添加 2．00 g，L的 PVP和活性炭 

的培养基对外植体褐变的抑制效果最好。『结论1选取培养基MS+NAA 0．05 0．06 mg／L+6一BA1．92 1．93 mg／L+KT 0．88 1．93 mg／L+PVP 
2．00 ，结合6．00 PVP溶液的预处理，对龙眼组织培养时外植体褐变的抑制效果最好。 
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Study on the Browning-inhibition of Longan in Tissue Culture 

CAO Hong-bin et al (CoUege of Agronomy，Guangdong Ocean University，Zhanjiang，Guangdong 524088) 

Abstract [Objective]The aim was to seek for the effective method of inhibiting the browning of Longan explants in tissue culture．『Method1 With 

stem segments of tender Longan shoot as material，many methods of resisting browning were used to screen out the method with best inhibition 

effect on the browning of Longan explants in tissue culture．【Result】The inhibition effect on the browning of Longan explants pretreated with 
6．0o g／LPVP solution was best．When the 6一BA was 1．92一1．93 mg／L，KT was 0．88一1．93 mg／L and NAA was 0．05—0．O6 mg／L．the browning 

degree of explants was lightest．The inhibition effect of medium with 2．0 g／L PVP and active carbon on the browning of explants was best． 

『Conclusion1The combination ofmediumMS+NAA0．05—0．O6mg／L+6一BA 1．92一1．93mg／L+KT0．88一1．93mg／L+PVP 2．0o geL and pretreatment 

with 6．0o g／L PVP solution had the best inhibition effect on the browning of Longan explants in tissue culture． 
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龙fl~(Dimocarpus longan Lour．Euphorialongana Lam．)为 

无患子科龙眼属植物，是我国南亚热带名贵木本果树。在木 

本植物果树的组织培养中普遍存在着接种材料表面污染、 

褐变和培养成活率不高等问题，这在龙眼的离体培养中更 

为突出。龙眼材料中富含酚类化合物，在建立外植体时形成 

伤口，酚类化合物与多酚氧化酶接触迅速氧化成褐色的醌类 

物质，继而与外植体组织中的蛋白质发生聚合，进一步引起 

其他酶系统失活，从而导致组织代谢活动发生紊乱，生长停 

滞，最终衰老死亡【lJ。能否有效抑制外植体褐变是组织培养 

成功与否的关键，笔者以龙眼嫩梢茎段为材料，研究组织培 

养过程中影响外植体褐变的因子，旨在探求一种有效抑制 

外植体褐变的方法，为进一步研究奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 供试材料取自广东海洋大学农学院园林基地 

龙眼苗圃，品种为石硖，于 2007年春选取品种相同、树龄一 

致的同一部位嫩枝。 

1．2 方法 

1．2．1 材料灭菌。将龙眼嫩梢去掉枝叶后剪成2～3 cm的带 

芽茎段，放人烧杯中，用清水冲洗去除杂物，用浓度 10％NaC10 

溶液浸泡 30 min，无菌水漂洗 2次；再用浓度 75％酒精消 

毒1min，无菌水漂洗2次；放入0．15％Hgcl2溶液中灭菌8rain， 

无菌水漂洗 3 4次；在无菌碟中切去两端后接种。 

1．2I2 预处理。接种前，分别用浓度4．o0、5．00及 6．00 g／L的 

无菌聚乙烯毗略烷酮(PVP)溶液浸泡材料 20 min，以无菌水 

浸泡为对照，研究不同处理对褐变的抑制作用。 

1．2．3 抑制外植体褐变的最佳激素组合筛选。激素使用不 

当，材料容易褐变，选择最佳的生长调节剂，使外植体快速 

生长分化是减轻外植体褐变的重要手段[21。该试验采用 3因 
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素完全实施的二次回归正交旋转组合设计I31，以MS作为基 

本培养基，附加以下激素 ：6-BA(0～2．00 mg／L)，KT(0～1．00 

mg／L)，NAA(0-0．50 mg／L)t'l，筛选出抑制外植体褐变效果最 

好的处理组合。 

1．2．4 不同褐变抑制剂及浓度的筛选。以 MS+6．BA 1．00 

mg／L+KT 0．5 mg／L+NAA 0．25 mg／L为基本培养基，设置 3个 

处理 ，分别添加 PVP、Na2S2S0 、活性炭，每处理均设 5个水 

平，分别为 0．5、1_0、1．5、2．0、2．5 mg／L。以基本培养基不加任 

何附加成分为对照。 

2 结果与分析 

2．1 预 处理的效果分析 由表 1可见 ，采用浓度 6．00 g／L 

的PVP溶液进行预处理对外植体褐变的抑制效果最好，显著好 

于浓度为4．00和5．00gL的PVP溶液，极显著好于对照，而浓 

度为 4．00和5．O0 g／L的PVP溶液之间无显著差异。 

表 1 不同预处理外植体的褐变差异比较 
Table 1 Comparison of the browning differences of 

explants under different pre-treatments 

2．2 不同浓度激素组合的效果分析 利用 DPS3．01统计 

软件求得回归方程：Y=5．4348-0．241 6x1+0．0273 z+0．2240x3- 

0．637 5 XIX2+0．237 5 XIX3+0．1 12 5 X2X3-0 ．559 7 l +0．081 0 2 一 

0．043 6x ，方差分析结果表明，回归关系达到显著水平，失拟 

未达到显著水平，因此认为BA、KT和NAA对外植体褐变有 
一 定影响。根据回归方程进行组合寻优，筛选出Y<2．2，优选 

组合有 179个，其 l，设计参数=1．858 195，设计允许误差为．4- 

0．039 570 2；xl设计参数(规范变量)=1．552 077，设计允许误 

差为+-1．214022E-02；x 设计参数(规范变量)=1．302916，设 
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计允许误差为±3．951 319 E一02；鼽设计参数 (规范变量)一 

1．323 341，设计允许误差为-+4．579 482 E一02。 

根据公式运算可知，当BA浓度为 1．92～1．93 mg／L、KT浓 

度为 0．88～0．90 mg／L、NAA浓度为 0．05～0．06 mg／L时，外植 

体褐变程度最轻。 

2．3 不同褐变抑制剂的效果分析 由表 2可知，添加 2．O0 

g／L的 PVP和 2．0蜀／L的活性炭对外植体褐变的抑制效果最 

好，两者之间无显著差异，但均极显著好于 1．50蜀／L的Na2S2SO 

和对照，1．50 g／L的Na2S2SO 和对照之间差异不显著，说明 

Na2S2SO，不能作为龙眼组织培养中的有效褐变抑制剂。 

表 2 不同褐变抑制剂效果比较 

Table 2 Comparison of the effects of different browning inhibitors 

3 讨论 

选择适当的外植体是抑制褐变的有效手段，多数植物 

都表现为嫩梢部位的褐变较轻，木质化程度高的部位褐变 

较重。而该试验得出的结论恰恰相反，以龙眼嫩梢茎段作外 

植体，其褐变比较严重，接种后 2～3 d外植体就出现严重褐 

变，而有一定程度木质化的茎段只是在切口部位有褐色物 

质渗出，接种后 7 d其内部仍保持绿色，但切开嫩梢发现已 

全部褐变，并有腐烂现象发生。对于生长了一段时间的龙眼 

枝条，其外植体越靠近茎尖褐变情况越轻，反之则越重。该 

试验还发现，经过 15 d的培养，龙眼外植体无论是茎尖材 

料还是茎段材料，都能在一定程度上产生愈伤组织，但只有 

木质化程度较高的茎段才能偶尔萌生出芽。因此，龙眼的组 

织培养宜选取具有一定木质化的茎段，不宜选取刚长出不 

久的嫩梢茎段，这可能与其本身的生理特性有关。当切口处 

的细胞受到伤害产生褐变时，由于嫩梢的体内结构还不完 

整，抵御外界伤害的能力不及较老的茎段，所以在受到醌类 

物质毒害时，损伤较为严重，不能在短时间内形成愈伤，从 
- —+ -+ ··+ *+ *—+ ··+ -+ *+  

(上接第 3102页) 

低浓度盐碱胁迫时，各种牧草 CAT和 SOD活性均急速上 

升，随盐碱浓度增加酶活性降低，表现出先抑制后促进的趋 

势。在盐碱浓度达 200 mmo1／L时，SOD活性变化为：细茎冰 

草>JL冰草>披碱草>黑麦草>扁穗冰草，CAT活性变化为： 

北冰草>细茎冰草>披碱草>黑麦草>扁穗冰草。二者之间的 

表现稍有不同，可能是北冰草中CAT对高盐碱浓度不敏感 

所致，但不影响整体变化趋势。 

GB，r 7714-2005 

而导致整体褐变死亡。 

对较易褐变的外植体进行预处理可以减轻醌类物质的 

毒害作用。龙眼茎段外植体在切割后，会立即产生褐变，而 

在含有抗氧化剂的溶液中浸泡一段时间，能使伤口与空气 

隔绝并使外植体处于抗氧化剂的保护中，从而防止进一步 

褐变；而褐变产生的有害物质也会扩散到溶液中或被溶液 

中的氧化还原物质分解，把带有浸泡液的外植体直接接种， 

浸泡液会在培养基中继续发挥作用。 

在筛选抗褐变抑制剂的试验中发现，在培养初期，用浓 

度为 2．00 g／L的活性炭与 PVP均可有效抑制外植体褐变， 

但经过一段时间的培养后，加入 2．00 g／L PVP的培养基产 

生愈伤组织的机率明显比加入相同浓度的活性炭高，这可 

能与活性炭的特性有关。活性炭是吸附性很强的无机吸附 

剂，但它并没有选择性，在吸附酚类物质的同时，也把培养 

基中的营养物质吸附掉同，短时间内对培养物没有影响，时 

间长了外植体就因缺少营养而枯死，因此应在加入活性炭 

的同时，适当提高培养基的营养成分和激素浓度。 

张卫芳等研究得出，15 d转瓶 1次既不影响茎生长分 

化，又可将褐变控制在有效范围内[61。但笔者通过试验发现， 

培养初期是外植体褐变最严重的时期，因此这段时间能否 

有效抑制褐变，应是组培成功与否的关键。在培养后 1～2 d 

内进行移位能减轻酚类物质的积累和对外植体的毒害作 

用，使外植体能够正常生长，从而有效地抑制褐变，但由于 

培养基的营养成分有限，在培养 7 d后必须转移到新鲜的 

培养基中继续培养。 
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