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山药茎段愈伤组织褐变与外源药物抑制效应的研究 

蔡建荣 

(福建省龙岩市农业科学研究所 ，福建 龙岩 364000) 

摘 要：以山药节间部茎段愈伤组织及其分化出的组培苗为外植体，在外源药物预处理、培养基中添加抗 

氧化剂及不同培养基质等方面进行试验。结果表明，将茎段外植体在接种前用 100 mg／L Vc溶液浸泡 30 rain，褐 

变现象能得到明显抑制 ；Ms培养基中添加 150 mg／L聚乙烯 吡咯烷酮 (PVP)能有效抑制茎段分化过程 中的褐变 ； 

在山药组培苗的快繁阶段采用液体基质培养方式能显著降低褐变程度，提高组培苗成活率。 
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怀山药具有较高的药用价值及营养价值 ，通过 

组织培养技术不仅可进行快速繁殖 ，而且能使优 良 

品种种性得以保存延续 。但山药在组织培养过 

程中存在着严重的褐变现象 ，组培幼苗或外植体分 

化时经常有枯死现象 ，其基部培养基颜 色呈黑褐 

化，这种现象又称为酚污染 ，严重影响山药离体快 

繁技术的发展 。山药组织培养 目前 以节间茎段作 

为常用外植体 ，因此我们就茎段分化培养及组培 

苗快繁过程中的褐变现象及有效抑制等方面进行了 

探讨。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

供试材料为山药品种寸金薯茎段 (带节间)及 

其分化的幼苗 ，来 自福建龙岩大池镇。 

1．2 方 法 

1．2．1 Vc预处理对外植体分化褐变的抑制 

先将外植体用 自来水反复冲洗后 ，在无菌条件 
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下 ，用 70％酒精消毒 20～30 S，再放人 2％次氯酸 

钠溶液中消毒 10～15 rain，再用无菌水漂洗 3～4 

次 ，最后将外植体切成长 0．6～0．8 cm含节间 

部的小段，处理分接种前用 100 mg／L Vc浸泡 30 

min和未经 vc处理 2种 ，每处理各 3O瓶 ，重复 3 

次，然后放入 MS培养基培养 ，琼脂 0．7％，pH值 

为 5．8，培养温度 25±2℃，光照强度为2 000 lx， 

每天光照时间 16 h ，观察其褐变程度。 

1．2．2 抗氧化剂对外植体褐变的抑制 

将经灭菌处理后的外植体茎段接种在以下 3种 

处理 的 MS培养基 (pH值 5．8)中进行培养。A： 

MS+150 mg／L聚乙烯吡咯烷酮 (PVP)，B：MS+80 

mg／L半 胱 氨 酸，C：MS+100 mg／L偏 二 亚 硫 酸 

钠 。 ，每处理 30瓶，重复 3次，培养条件 同上， 

观察外植体的褐变情况。 

1．2．3 茎段 分化 组培 苗在 不 同培 养基质 的生长 

观察 

以山药茎段愈伤组织诱导出的多芽体形成的组 
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培幼苗为外植体，分别接种在 MS+0．7％琼脂 (固 

体培养)和未加琼脂的 MS培养基 (液体培养)中 

进行快繁培养，每处理 30瓶，重复 3次，培养条 

件同上，观察其在快繁增殖过程中的褐变情况。 

2 结果与分析 

2．1 经 Vc预先处理后的外植体褐变程度 

根据试验结果可知，山药含节间部茎段进行组 

织培养时，2种处理的褐变情况差别很大，未经过 

VC预处理的样本在接种后 2 d就全部 出现一定程 

度的褐变现象，在外植体基部培养基出现浅褐色 

斑，直径 约 0．6～1 em，10—30 d后随着培养时间 

的增加 ，褐变程度也越严重，外植体基部褐色培养 

基色斑直径平均达到了3～4 cm，而且由最先的浅 

褐色斑逐步转成了深褐色，褐变现象极其严重 ，在 

40 d左右时，发现有外植体枯死现象；而经过 100 

me,／L Ve浸泡预处理的样本在培养 10 d以前均未发 

现培养基有褐化块 ，在 20 d左右，在外植体基部 

陆续出现极浅色褐斑，褐块直径约 0．6 cm，但茎段 

愈伤组织诱导出的多芽体生长状况良好，培养 3O 

40 d后所有样本也都出现浅色褐斑 ，由此可见， 

随着培养时间的延长，经预处理的样本也会出现不 

同程度的褐变，但褐变程度明显轻于未经预处理的 

样本 。 

目前对组织培养中褐变反应的程度值还没有计 

算标准 ，笔者根据外植体褐变数百分比、培养基褐 

化块直径与培养瓶底部直径的比值等综合状态设计 

了一个数学计算公式： 

R= m+耋㈦ 
其中 rtt为褐变样本累加数，F为总样本数， 

试验中 F值为 30，d为褐变样本基部培养基褐化 

块直径 (单位 ：em)，D为培养瓶底部直径 ，经测 

量 ，本试验所用的培养瓶底部直径为 6 cm，n为褐 

变样本求和计数器。采用该数学公式计算得 出的 2 

种处理的外植体褐变程度 R值 (3次重复平均值)， 

经vc预处理后的外植体褐变程度值低，培养 10、 

20、30和40 d的 尺值分别为 0、0．7、2．8和 6．3， 

而未经 vc处理的 尺值分别为 5．8、9．0、18．9和 

23．6。经 100 mg／L Ve浸泡 30 min后 的样本能表现 

出较强的抗褐变效果，可能是因为山药茎段外植体 

吸收并附着的Vc在短期内将外植体伤口切面因酚 

类物质与氧气聚合产生的有毒醌类物质重新还原成 

为酚物质 ，从而暂时抑制有毒醌物质扩散到培 

养基中，在短时间内未能影响其它酶的活性 ，外植 

体保持正常的生长状况。 

2．2 外源抗氧化药剂对外植体褐变的抑制 

从 图 1的试验统计结果可看出，发生褐变平均 

数在培养早期均保持一个较低的水平 ，因此 ，加入 

3种抗氧化剂在茎段分化早期均能有效抑制外植体 

的褐变，但随着培养时间的延长，3种抗氧化剂抑 

制褐变效果出现差异，MS+100 mg／L偏二亚硫酸钠 

(C处理)在外植体培养 10 d左右时有较多样本出 

现褐变现象 ，而且随着培养时间的再次延长，褐变 

现象越来越严重 ，外植体基部培养基褐化块直径最 

大达到 4 cm；MS+80 mg／L半胱氨酸组合虽然在外 

植体培 养 10 d左右时也 出现少量样本褐变现 象， 

但随着培养时间的延长 ，发生褐化平均数 P变化趋 

势相对较好 ，因此在褐化抑制作用上略好 于 C处 

理 ，A处理 在此 次试验 中表 现 出最 佳抑 制效 果， 

即 ：MS+150 mg／L聚乙烯吡咯烷酮 (PVP)，其在培 

养早期发现只有 2个样本有轻微褐变现象 ，而且随 

着培养时间的逐步增加 ，褐变程度表现也并不十分 

明显，仅在培养 35 d左右时，在外植体基部培养 

基出现了少量的褐变现象 ，而且褐化块的直径仅为 

0．8 cm左右 

。
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图 1 抗氧化剂抑制褐变作用效果的趋势 

2．3 固态与液态培养基质对外植体褐变的影响 

根据试验结果 ，由茎段愈伤组织分化出的组培 

苗的褐化程度在固体培养基中明显比液体培养基严 

重，在培养时间达到 15 d左右时，组培苗根部的 

固体培养基均出现较明显的褐化现象，以根部为中 

心，培养基褐化平均直径为 1．5 em；培养时间逐步 

延长至30 d，组培苗基部培养基褐化块直径达到了 

4 cm左右 ，部分组培苗出现轻度枯化现象 (图 2)。 

液体培养方式在培养时间达到 30 d时 ，未发现组 

培苗有明显的褐变现象，幼苗生长状况良好，但随 
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图2 培养基质对抑制外植体褐变作用 

着培养时间的进一步延长，也有少量组培苗出现枯 

化现象，原因可能是因酚类物质氧化反应产生的有 

毒醌类物质在液体中容易被稀释 ，在短时问内无法 

在液体培养基中形成一个有效作用浓度点 ，所以外 

植体生长状况在一定时间内正常。 

3 结论与讨论 

褐变是指植物组织培养过程中，由于外植体组 

织被切割和接种快繁时 ，损伤切面细胞中酚类物质 

在酚氧化酶的作用下与氧气聚合而发生氧化反应 ， 

形成有毒的醌类物质，外植体切面迅速变成棕褐色 

或暗褐色 ，并逐步扩散至培养基中，抑制其它酶的 

活性，导致组织代谢紊乱 ，生长受抑制 ，最终致使 

外植体死 亡 ’ 。目前 花卉 、果树等组织培养中 

抑制褐变方法 已有大量的研究 ，如选择适宜的外植 

体 、培养温度 、pH值 、琼脂浓度 ，培养时对外植 

体进行多次转移，在培养基中添加吸附剂和防褐剂 

(抗氧化剂)，如活性炭 、抗坏血酸 (vc)、亚硫酸 

钠 、聚乙烯 吡咯烷酮 (PVP)等 ～ 。但在怀 山药 

组织培养中报道较少。 

本研究表明，山药茎段组织培养过程中预先对 

外植体用 100 mg／L Vc溶液浸泡 30 min，可在一段 

时期内表现出较强的抗褐变效果 ；在适宜培养基中 

添加一定量的抗氧化剂均可在一定时间内能有效抑 

制外植体的褐变 ，但山药外植体愈伤组织分化诱导 

出多芽体的时间大约为 25 d左右 ，所以，MS+ 

150 mg／L聚 乙烯吡咯烷 酮 (PVP)为最适 宜配方 ， 

因长期使用 PVP容易对外植体产生毒副作用 ，因 

此在培养 25～30 d时应及时对分化组织进行转移。 

山药组培苗快繁周期大约 30 d ，而液体基质培养 

方式在这一段时间内不会使有毒醌类物质浓度达到 

有毒的程度 ，因此 ，在山药组培苗的快繁阶段采用 

液体培养基能有效预防其褐变，提高怀山药组培苗 

增殖系数。褐变现象普遍存在 于植物组织培养 中， 

本文仅在组织培养中短期抑制褐变方面进行了实验 

探讨，若能从植物生理生化、品种遗传等方面对褐 

变现象发生的原因 、规律进行研究分析，从根本上 

解决这种褐变现象 ，那将是很有价值的，因此，在 

这方面仍需要作进一步的研究探讨。 
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