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不同培养条件对黧蒴栲组培苗褐变的抑制作用 

周冰彬，陈晓阳，李 慧 
(北京林业大学 林木花卉与遗传育种教育部重点实验室，北京 100083) 

摘要：黧蒴栲外植体在组织培养过程中，褐变现象十分严重。不同培养条件比较试验的结果表明，WPM为黧 

蒴栲初代培养的最适培养基，抗坏血酸(Vc)、活性炭(AC)、聚乙烯吡哆烷酮(PVP)对抑制外植体褐变均有作 

用，其中，PVP效果最佳，最适浓度为3 g／L。光照条件和温度对黧蒴栲褐变的影响都很大，初期暗培养和降低 

温度到 19℃，能显著抑制外植体的褐变。 
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Effect of different conditions on browning of Castanopsis sn in tissue culture 

ZHOU Bin-bing，CHEN Xiao—yang，LI Hui 

(Key Laboratory of Genetics and Breeding in Forest Trees and Ornamental Plants， 

Ministry ofEducation；Being Forestry University，Belling 100083，China) 

Ab!；臼眦t：Browning phenomena is often very severitous for Castanopsisfissa in tissue culture．Different factors have different 

effects in controlling it．The results indicate that：WPM is the best beginning culture medium for Castanopsis n；Vc，AC 

and PVP are good for controlling explant browning．and PvP is the best one with an optimum  concentration of3 g／L．IUumi- 

nation and temperature are more important for browning，and dark and low temperature(19℃)at the beginning ofits in vitro 

culture effective to control browning． 
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黧蒴栲(Castanopsisf~ssa(Champ．ex Benth)Rehd． 

et Wils)，又名闽粤栲、裂斗锥、大叶栎、裂壳锥等，为 

壳斗科(Vagacea~)栲属(Castanopsis Spach)常绿乔木， 

树体高大，是亚热带林区主要常绿阔叶树种之一，为 

亚热带森林建群树种，次生林先锋树种 。黧蒴栲生 

长极为迅速，采伐后，萌芽更新容易，萌条年平均高 

生长可达 1 In，年平均胸径生长量可达 1．5 cm左右， 

3～5 a可采伐一次。因此，是优良的薪炭林树种，也 

是优良的纤维板和纸浆原料树种。此外，由于抗性 

强，对土壤要求不严，成为广西和广东部分地区退耕 

还林及山地造林绿化首选树种_1 J。 

然而，黧蒴栲种子不能较长时间贮藏，且扦插繁 

殖很难⋯，因此，有必要探索通过组织培养，开展黧 

蒴栲规模化育苗的技术。同时，通过组织培养，建立 

起适合转基因和改良基因的再生体系。在组织培养 

过程中，黧蒴栲组培苗褐变现象非常突出。本试验 

从基本培养基配方筛选及改变培养条件人手，探索 

减轻褐变的作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料的来源 

将取 自广西和江西的黧蒴栲种子播于温室，分 

别取胚以及发芽后生长3个月的茎段作为组培的外 

植体材料。 

1．2 方法 

采用 MS、1／2MS、WPM作为基本培养基，附加 6 

一 BA 0．5 ms／L+NAA 0．2 ms／L+V_c 50 ms／L，添力Ⅱ蔗 

糖3％，琼脂5％，调节pH值到6．0。观察不同培养 

基对外植体生长情况的影响6 

分别采用添加不同浓度的抗氧化剂 Vc、PVP，加 
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人不同浓度的吸附剂活性炭，在不同的光照条件(黑 

暗、12 h光照、全光照)和不同的温度(19~C、25~C和 

27℃)进行培养，初期液体培养，在固体培养基中转 

瓶等方法，观察不同的处理对外植体褐化的影响。 

对试验数据(百分率经反正弦平方根转化)用 

DPS数据处理系统进行方差分析，差异显著者使用 

Tukey法进行多重比较，检验不同处理间的差异显著 

性。 

2 结果与分析 

2．1 不同培养基初代培养的效果 

胚相对生长比较容易，在试验初始阶段采用胚 

进行初代培养基的选择。胚经灭菌后，分别接种于 

添加了激素的 MS、1／2MS、WPM 3种培养基上，在 20 

d和40 d后，对培养情况作两次观察，结果见表 1。 

表 1 不同培养基初代培养的效果 

Table】 Effect of different nlediums Oll initial culture 

20 d 40 d 

培养基 — — — —  
⋯ ． 

根端萌 芽端萌 完全萌 根端萌 芽端萌 完全萌 
M edium s 

动率／％ 动率／％ 发率／％ 动率／％ 动率／％ 发率／％ 

MS 2Clb 0b 0b 2Ob Oc Oc 

1／2MS 46．67a 0b 0b 46．67a 6．67b 6．67b 

WPM 46．67a 26．67a 26．67a 60a 53．33a 53．33a 

注：同一列中字母相同为无显著差异。 

从表 1可以看出，不同培养基对黧蒴栲的初代 

培养影响很大，40 d后 WPM培养基上的外植体完全 

萌发率达到 53．33％，植株生长表现出旺盛的长势， 

1／2MS的效果次于WPM，只有个别植株生长良好，而 

MS培养基的外植体完全萌发率为 0，且根的生长也 

停滞，完全无生长迹象。由此得出，WPM为适合黧 

蒴栲初代培养的基本培养基。经方差分析，不同培 

养基间的差异达到显著水平，多重比较结果也表明 

WPM显著优于其他两种培养基(见表 1)。 

2．2 不同处理对抑止褐化的作用 

2．2．1 不同浓度抗氧化剂和吸附 对抑制褐化的 

效果 以 1／2MS+0．5 mg／L 6一BA为基本培养基， 

外植体选用发芽后生长 3个月的茎段，添加不同浓 

度的Vc、AC、PVP，试验结果见表2。 

从表 2可以看出，培养基中添加不同浓度的抗 

褐化剂均能够抑止外植体的褐变，从而促进外植体 

的生长。抗褐化剂的种类不同，其效果不同，其中 

PVP对于防止外植体褐化效果最好，外植体褐化程 

度最轻，褐化率最小仅为 13．34％，为对照的 1／5左 

右；Vc效果次之；AC亦能有效的减轻褐化现象，从 

试验中的观测来看，抗褐化效果随浓度的增加而增 

加，但未产生愈伤组织。抗褐化剂的浓度不同，效果 

也不同，随着 PVP浓度的增加，外植体的褐化程度 

也降低，浓度为3 g／L时的效果最好，愈伤组织的褐 

表 2 不同浓度抗氧化剂和吸附剂对褐化程度的影响 

Table 2 Effect of antioxidants and sorbent concentration on browning 

聚乙烯吡哆 

烷酮(PVe) 

／(g·L一 ) 

O．5 

l 

2 

3 

40 

33．34 

20 

13．34 

对照(CK) 无 l5 

注：“+”越多表明褐化程度越严重。 
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化率仅为 13．34％；Vc为 50 mg／L和 150 mg／L的效 

果比 100 mg／L和 200 mg／L时的好。方差分析结果 

表明，不同浓度之间的抗褐化剂差异极显著。将不 

同处理的褐化率进行多重比较，Vc 50 mg／L与 PVP 

O．5 L的处理差异不显著，Vc 200 mg／L与对照差异 

不显著，vc 50 mg／L与对照在 m水平上差异不显 

著(表 2)综合分析，可以得出 3 L的 PVP是黧蒴栲 

外植体培养最佳的抗褐化剂。 

2．2．2 不同光照条件对褐化程度的影响 不同光 

照条件对褐化程度的影响见表 3。从表 3可以看 

出，不同光照时间对外植体的褐化影响存在差异。 

方差分析结果 F=109．43<F0川=10．9，显示差异 

极显著。经对不同光照造成的褐化率进行多重比 

较，12 h光照和全光照在 。。水平上差异不显著。 

从试验结果可以看出，全光照下外植体的褐化程度 

最严重。在培养初期，暗处理有助于减轻褐化，但长 

期处于黑暗状态下不利于植株生长，植株叶绿素含 

量不足，叶片呈现黄白色，因此，应合理控制暗培养 

的时间。试验中发现，3 d的暗培养足以大大降低褐 

化率。 

表3 不同光照条件对褐化程度的影响 

Table 3 Effect of different illum|nalions on browning 

培养条件 接种瓶数 褐化情况 褐化率，％ 差异显著性 

ccmditi∞ Coum of Effect of Rate of Significance 

of culture inoculation browning browning O
．05 O．01 

2．2．3 不同温度条件对褐化程度的影响 在暗培 

养下，温度对于外植体褐化的影响很大。从表 4可 

以看出，温度不同，褐化率的差异也很大，温度降低 

到19~C，褐化率就下降到33．33％，两种温度差异的 

多重比较结果也表明存在着极显著的差异。因此， 

在培养初期，19~C比较有利于减轻外植体的褐化。 

表 4 不同温度条件对褐化程度的影响 

Table 4 Effect of different temperatures on browning 

培养条件 接种瓶数 褐化情况 褐化率，％ 差异显著性 

Condition Count of Effect of Rate of Significance 

of culture inoculation browning browning O
．05 O．01 

另外，在培养中还看到，初期采用液体培养(液 

体培养基为 1／2MS+糖，不加琼脂)，3 d天后转移到 

固体培养基，均能有效的抑止褐化；初期采用固体培 

养，3 d后在瓶中转位或转瓶，亦能有效减轻褐化。 

通过试验，摸索出适合黧蒴栲的最适培养条件为： 

WPM +6一BA O．5 mg／L+NAA 0．2 mg／L+PVP 3 g／L． 

暗培养 3 d后采用 12 h光照，于 19℃下进行培养。 

3 结论与讨论 

适宜的基本培养基对于林木外植体的组织培养 

起着关键的作用，通常不同的植物所需的基本培养 

基不同。比较 3种培养基的离子浓度，可以看出， 

WPM的总 N含量和总 K含量要远远低于 MS培养 

基，由此说明，黧蒴栲的组织培养要求相对较低的盐 

浓度。 

在木本植物的组织培养中，外植体的褐变也是 

导致培养失败的一个主要原因。主要是与单宁含 

量、色素含量、多酚氧化酶的活性有关，在切割外植 

体时，切口附近的细胞受到伤害，酚类化合物外溢， 

与多酚氧化酶接触，并在其催化下氧化成褐色的醌 

类物质，导致组织代谢紊乱，生长停滞，最终死亡。 

黧蒴栲在木本植物中属于单宁含量高的一种，初代 

培养极易发生褐化，而且在形成愈伤组织后还会因 

此褐化而死亡【2]。抗褐化剂一般分为抗氧化剂和吸 

附剂两大类，不同植物所适宜的抗氧化剂和酚类物 

质吸附剂也有所不同，且不同浓度的抗褐化剂也有 

很大差异。 

从试验中可以看出，PVP效果最好，在一定范围 

内，随着浓度的增大，抗褐化效果也越好。而抗坏血 

酸的效果与减轻褐化程度并不成正相关，50 mg／L和 

150 mg／L的效果要好于 100 mg／L和 200 mg／L，这可 

能是由于当抗坏血酸浓度为50 mg／L时，其全部作 

用于多酚氧化酶，产生低浓度 的脱 H抗坏血酸 

(D眦  )；当浓度超过50 mg／L时，多余的抗坏血酸 

也被氧化，产生DHAA，多余的DHAA易与氨基酸反 

应产生褐变 ；而当浓度为 150 mg／L时，产生 的 

DHAA与氨基酸发生的褐变抵消了它的抗褐变效 

果；当浓度为200 mg／L时，DHAA与氨基酸发生的褐 

变超过了它的抗褐变效果。试验中也看到，抗坏血 

酸浓度为50 mg／L时，外植体的生长情况、繁殖系数 

要好于后 3种浓度，平均苗高 2．5—3 em，叶片绿色， 

长势旺盛。吸附剂活性炭也能减轻褐化现象，但凡 

是添加活性炭的培养基，外植体均未产生愈伤组织， 

可能由于活性炭不仅吸附有害物质，也吸附了培养 
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基中的激素和有益元素，使培养基的实际激素浓度 

和各种元素含量下降，从而抑止了愈伤组织的生成。 

光照对于褐变也有一定的影响，适当的暗处理 

有利于减轻褐变。温度对褐变的影响亦很大，温度 

降到l9℃时，褐化率降低到33．33％，低温可以降低 

酶的活性，但温度的降低也要在一定的范围内，过低 

的温度甚至会造成外植体不同程度的冻害。 

(编辑 刘彦琴) 
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