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‘小 X胡 8号杨’组织培养中的褐化控制研究 
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摘 要：以‘小×胡8号杨’叶片为试验材料。探讨叶片预处理、无机盐浓度、不同温度和光强、抗氧 

化剂与吸附剂等对褐化控制的有效性。结果表明：经过 5~C、12h预处理能减轻外植体褐化现象；使 

用 1／2MS培养基较MS培养基褐化程度减轻；低温暗处理和常温暗处理都能一定程度上减轻褐化； 

抗氧化剂和吸附剂对褐化作用较明显，其中PVP效果较好，VC次之，Na2 s203最差；6一BA和 IBA浓 

度变化对褐化现象基本没有影响。 
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外植体褐化是指无性系植物用于离体培养或进 

行组织培养时，从植物体上切取的组织中多酚氧化 

酶被激活催化酚类物质，生成棕褐色的醌类物质，逐 

渐扩散到培养基中抑制其它酶的活性，以致培养的 

外植体受到毒害。褐化是植物尤其是木本植物组织 

培养中的一大难题。目前许多植物的组织培养过程 

中发现外植体褐化现象[1 ]。‘小 ×胡杨 ’(Populus 

simonii×P．euphratica)是以抗逆性强的小叶杨为母 

本、高度耐盐的胡杨为父本，通过远缘杂交培育出来 

的杨树品种，具有抗旱、耐盐碱、抗病虫等多种特性。 

在进行组织培养过程中，以其叶片为外植体进行初 

代培养时，褐化现象十分严重。本文以‘小 ×胡 8号 

杨’叶片为试材，研究叶片预处理、无机盐浓度、不同 

温度和光强及在培养基中添加抗氧化剂与吸附剂等 

处理对外植体褐化的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

‘小 ×胡 8号杨’插条由辽宁省新民市姚堡林业 

站提供。扦插成苗后，于6月份取幼嫩的叶片作为 

试验材料。 

1．2 方 法 

1．2．1 消毒方法及培养条件 

叶片用洗洁精洗净后用流水冲洗 30min，滤纸 

吸干。在超净工作台表面灭菌处理，70％乙醇处理 

30s，无菌水冲洗 1次，再用 0．1％HgCl2消毒 6— 

8min，无菌水冲洗5—6次。基本培养基均为 MS+ 

6一BA0．5mg·L +IBA0．05mg·L～，蔗糖 3％，琼脂 

6．5g·L～，pH值5．8，培养温度25±2~C，光照强度为 

2 5001x，光照时间 14h·d～。 

1．3 试验处理 

消毒后将叶片切成0．5cm×0．5cm大小，叶背朝 

下接种到培养皿中，每一处理接种 4皿，每皿接种 

l0个外植体，重复3次，20d后观察试验结果。 

1．3．1 外植体预处理对褐化的影响 

‘小 ×胡8号杨’叶片经流水冲洗干净后，置于 

2 5~C冰箱中 12h，取出灭菌后接种，以不处理的外 

植体作对照。 

1．3．2 无机盐浓度对外植体褐化的影响 

将叶片接种到分别以 MS和 1／2MS为基本培养 

基并附加 6一BA0．5mg·L 和 IBA0．05rag·L 的培 

养基中进行培养。 

1．3．3 不同温度和光强对外植体褐化的影响 

将叶片接种后分别置于5℃下黑暗培养 3d、(25 

±2)oC下黑暗培养 3d，以(25±2)oC正常光照作对 
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照。 

1．3．4 不同种类、浓度的吸附剂与抗氧化剂对外植 

体褐化的影响 

将叶片接种到添加吸附剂或不同抗氧化剂的 

MS+6一BA0．5rng·L +IBA0．05rag·L 培养基上培 

养。其中聚乙烯吡咯烷酮(PVP)的浓度分别为 

50(h~ ‘L～ 、l 000mg‘L～ 、2 000mg‘L～ 、5 000mg 

·L～，维生素 C(vc)的浓度分别为 100rag·L～、 

200rag·L～、300rag‘L～、500rag‘L～、l 000rng‘L～，硫 

代硫酸 钠 (Na2S203)的浓度分别为 500rag·L～、 

l 000mg·L～、2 000mg·L～、5 000rng·L～。以培养基 

MS+6一BA0．5rng·L +IBA 0．05rag·L-1为对照。 

1．3．5 生长调节物质浓度变化对外植体褐化的影 

响 

将叶片接种到不同浓度的 6一BA和 IBA组合 

的 MS培养基中培养。 

1．4 测定指标 

褐化程度从重到轻依次为严重褐化(+++)、 

中度褐化(++)、轻微褐化(+)、无褐化(一)。褐化 

率=有褐化现象外植体数，接种外植体数×100％。 

2 结果与分析 

2．1 外植体预处理对叶片褐化的影响 

表 1 外植体预处理对叶片褐化的影响 

从表 l可以看出，杨树叶片经过 5~C、12h预处 

理后进行接种，尽管褐化程度没有减轻，但褐化率降 

低，由对照的100％降到85％。 

2．2 无机盐浓度对叶片褐化的影响 

表 2 无机盐浓度对叶片褐化的影响 

由表 2可知，使用 1／2MS培养基降低无机盐的 

浓度，能减轻褐化程度，但外植体生长效果不明显， 

故试验选用 MS作为基本培养基。 

2．3 不同温度和光强对叶片褐化的影响 

5~C、3d暗处理和(25±2)℃、3d暗处理都可以 

降低褐化率，减轻褐化程度，见表3。 
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表 3 不同温度和光照对叶片褐化的影响 

2．4 不同种类、浓度的吸附剂与抗氧化剂对叶片褐 

化的影响 

从对叶片褐化程度的影响来看，PVP效果最好， 

VC次之，Na2 S203最差，见表 4。当 PVP的浓度为 

500 2 000rng·L 时，随着浓度增加防褐化的效果 

越来越明显，当浓度达到2 000rng·L 时褐化率降到 

20．0％，且外植体长势良好，部分叶片已分化出不定 

芽。当PVP浓度达到5 000mg·L 时，防褐化效果下 

降，褐化率达到95％，但褐化程度减轻；当VC浓度 

为100 300mg·L 时，褐化率有所降低，褐化程度 

减轻；但当Vc浓度达到500mg·L 以上时，防褐化 

表现较差；VC浓度为500 mg·L 时，培养第2天外 

植体四周切El就变成褐色，且随着培养天数增加褐 

化面积逐渐扩大；当 VC浓度达到 l 000rng·L 时， 

培养第2天整个叶片呈褐色，严重促进外植体褐化； 

培养到第 3、4天，褐化面积基本达到 100％，叶片停 

止生长，逐渐死亡；不同浓度的 Na2S203防褐化效果 

较差，随着浓度增加褐化程度加强，当浓度达到 

2 000 mg·L 以上时，虽然叶片膨大，但出现严重的 

褐化现象。 

表4 不同种类、浓度的吸附剂与抗氧化剂对叶片褐化影响 

2．5 生长调节物质对叶片褐化的影响 

6一BA和 IBA不同浓度变化对叶片褐化的影响 

结果见表 5。 
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表5 6一BA和IBA浓度变化对叶片褐化的影响 

从表5可以看出，随着6一BA和 IBA浓度变化， 

褐化率和褐化程度都没有明显的变化，说明在‘小× 

胡 8号杨’组织培养过程中，6一BA和 IBA浓度对叶 

片褐化现象基本没有影响。 

3 讨 论 

褐化现象在组培中普遍存在，与外植体的基因 

型、材料的年龄和大小、取材时间和部位、培养基成 

分、培养条件等因素关系密切 J。选择合适的培养 

基和培养条件是控制褐化的有效手段之一。试验研 

究表明，5cC、12h预处理能在一定程度上减轻叶片 

褐化现象。使用 1／2MS培养基较 MS培养基褐化程 

度减轻，主要是在初期培养过程中，MS基本培养基 

中高浓度的盐可以促进酚类物质大量外渗，同时培 

养基中Cu2 和 Mn2 的存在可以刺激多酚氧化酶的 

活性，促进醌的合成，加重外植体的褐化程度，但‘小 

×胡8号杨’叶片在 1／2MS培养基上生长效果不明 

显。低温暗处理和常温暗处理都能在一定程度上减 

轻褐化，这是由于黑暗条件下一些光诱导参与酚类 

合成和氧化的酶活性减弱，导致酚类合成减少，氧化 

产物醌类也相应减少，从而使褐化得到一定程度的 

控制。本试验通过抗氧化剂 VC、Na：S~03和吸附剂 

PVP对叶片褐化的影响效果可知。PVP的抗褐化效 

果最好，VC次之，Na2 S2O 最差。这种现象在牡丹_6 

的组织培养中也有类似的报道。此外，试验还发现， 

当vC浓度达到500mg·L 以上时，促进叶片的褐化 

速度和程度，与前人的研究培养基中加人vc(5oo一 

5 000mg·L )可明显减少‘薄壳香’核桃褐化发生的 

结果相反 ]。另外 6一BA和 IBA浓度变化对‘小 × 

胡 8号杨’叶片褐化基本没有影响。 

在实际操作中还采取了其他措施，如严格控制 

叶片的消毒时间(不宜过长)，尽量减少外植体材料 

的切割、接种操作过程在空气中暴露的时间，对降低 

‘小×胡 8号杨’叶片褐化死亡率都有一定的影响。 
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