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引进爬山虎组织培养中的褐化及其控制 
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摘 要：以引进爬山虎种子无菌苗为试验材料，对爬山虎组织培养中褐化现象进行了研究。试验结果表 

明．引进爬山虎种子无菌苟在组培诱导中褐化率高达 89．3％，严重影响了脱分化和再分化。在培养基中 

添加不同浓度的AC、PVP、Vc表明，Vc是爬山虎组织培养中防止褐化较有效的方法，比AC和PVP的 

效果好，Vf适宜的浓度为 1．5g／L。 
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Studies Oil the Browning and Antibrowning in the Tissue Culture of Parthenocissus tricuspidata 
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Abstract：In this paper，the browning and antibrowning in the tissue culture of Parthenocissus tricuspidata 

was studied．The materials are aseptic stem segments with cotyledons from Canada．The results showed that 

aseptic stem segments with cotyledons appreared more browning．its browning rate reached even over 

89．3％．Different concentrations of Vc or AC or PVP was added in medium，The results showed that Vc is 

the best method on antibrowning and its suitable concentration is 1．5 g／L． 
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褐化是指在植物组织培养过程中，由培养材料向 

培养基中释放褐色物质，以致培养基逐渐变成褐色，培 

养材料也随之进一步变褐而死亡的现象⋯。褐化的发 

生是由于在组织培养中，外植体被损伤，酚类物质释放 

出来，刺激了多酚氧化酶的活性，使得酚类物质被多酚 

氧化酶氧化形成醌类物质，扩散到培养基中，造成培养 

基和植物材料出现褐化。很多植物在组织培养中部会 

出现不同程度的褐化现象，褐化的出现严重影响了外 

植体的脱分化和再分化，最终导致外植体的死亡。 

爬 山虎 (腑 thenocissus tricuspidatn Planch．)又名 

“爬墙虎”、“地锦”，是葡萄科 (Vitaceae)爬山虎属 

(Parthen0cissus Planch．)植物[21。爬山虎的组织培养不仅 

能为其快速繁殖提供更好的途径，而且还为基因工程、 

原生质体杂交、体细胞培养等提供研究基础。笔者曾报 

道过爬山虎的离体培养口】及体细胞胚发生[41，曾以引进 

爬山虎种子为试验材料，但在爬山虎的组织培养过程 

中出现了不同程度的褐化现象，尤其是引进爬山虎种 

子无菌苗的诱导，其褐化现象更为突出。能否减轻褐化 

的发生，这对引进爬山虎的组织培养成功与否至关重 

要。 
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由于种子比植株具有携带方便、便于保存等优点， 

因此是国外引进植物资源中首选的材料。对种子进行 

组织培养，又是保存种质资源和生物技术育种不可缺 

少的研究手段，本试验研究也对其他引进植物的研究 

利J{{捉供了 一定的参考价值。 

1材料和方法 

1．1试验材料及处理方法 

采用加拿大引进爬IlJ虎的无菌种子苗为试验材 

料。 

种了的表面火菌过程足先刚室温下的自来水冲洗 

2～4h，以除去外植体表面的大部分微生物。为了软化 

种皮再用自来水浸泡 10h，然后用 70％酒精表面灭菌 

2min，无菌水冲洗 2次，接着用 0．I％HgCI 表面灭菌 

10min，无菌水冲沈 5次。随后接种在B 基本培养基 

巾，30d后，得到展开 叶的无菌种子苗。 

1．2培养基及添加物 

1．2．1种子的启动培养基 启动培养基采用 B 基本培 

养基，／1 添加任何植物生长调节剂。 

1．2．2带子叶茎段的培养 剪取兀菌种予苗的带子叶茎 

段接种在B5+BA 1．0mg／L+NAA 0．05mg／L培养基 

巾。 

1．2_3不同添加物对防止褐化的影响 仍采用 B +BA 

1．0mg门L+NAA 0．05mg／L培养基培养带子13’f．茎段。 

在培养基中添加 同浓度的活性炭 (以下用AC 

表示)(0．5、1．0、2．0g／L)、聚乙烯吡咯烷酬(以下用 PVP 

表示)(0．2、1．0、2．Og／L)、抗坏血酸 (以下用 Vf表示) 

(0．2、0．8、1．5、2．Og／L)，观察其对褐化的影响。统计出现 

褐化的时问及接种30d后的褐化率及分化芽的生长情 

况 。 

褐化率= 0％ 

～ l二述培养基内均含有20g／L蔗糖，5gm琼脂。培养 

基采用 1mol／L NaOH或HCL渊T)H值为 5．8 6．2高压 

蒸汽灭菌 20min。 

1．3培养条件 

培养室保持温度 22～28~C，光 ／暗周期 15h／9h，光 

强2000～2500 Lx，湿度 45％～57％。 

2结果与分析 

2．1带子叶茎段的褐化情况 

引进爬山虎带子叶茎段接种在培养基 B +BA 

t．0mg／L+NAA 0．05mg／L中30d厉，统计其褐化情况 

如表 1。 

试验材料接种数量(个)褐化数 (个)褐化率(％) 

分化芽生长情况 

表 l带子叶茎段的褐化情况 

堕盟 攮 塾里 塑 堑壁 全 塑 里 
引进种带子叶 段 28 25 89．3 — —  

竺 
分化芽较少．多见顶芽有少量牛K．有的顶芽不￡E}乇 

引进种带了IIr苹段282589．3分化芽较少，多见顶芽有 

少量生长，有的顶芽不生长。 

由表 1得知，引进『内爬山虎种予作外植体得到的 

带了叶茎段接种在培养鉴中培养30d后，其褐化率高 

达89．3％，这严重影响了其在培养基中的进一步生长 

分化。丽笔者曾研究过本地爬山虎(取材于北京林业大 

学校同内)的组织培养【3]，以笔尖为试验材料，接种在 

同一种培养基中褐化较少，生长分化良好。这可能是由 

于引进种与本地种的遗传背景不同以及所含单宁及其 

他酚类化合物的数量各异，从而影响了褐化的发生稗 

度。此外，培养材料的不同发育阶段也可能是造成褐化 

发生的原因。 

2．2不同添加物对防止褐化的影响 

褐化发生的原冈很多，如植物种类和品种、材料的 

年龄和大小、取材时间和部化、光照、温度、培养基成分 

矛̈方式等等[5]。由于本试验的试验材料是从种子得到 

的试管苗，试验材料受到了一定的限制，因此本试验主 

要从培养基的添加成分考虑以减轻褐化的发生。在培 

养基中添加不同浓度的AC、PV-P、V ，接种30 d后观 

察对褐化的影响效果。／1 同添加物对褐化的影响均以 

表 1为对照。 

2．2．1添加AC对褐化的影响 在培养基中添加不同浓 

度的AC，观察对褐化t 向影响，见表2。 

由表2可以看出，添加AC浓度 O．5 L时，接种 

l5d后开始褐化，接种 30d后褐化率为25％，比对照明 

显降低，这说明活性炭对防．Il。：褐化能够起到一定的作 

用。当AC浓度增大到 1．0-g／L以上时，褐化不9』j显，这 

主要是因为添加AC后使培养基的颜色变为蓝色，浓 

度小时培养基颜色浅，浓度大时颜色深，影响了对褐化 

的观察。虽然添加AC后褐化率降低，但观察发现，芽 

表 2不同AC浓度对爬山虎组织培养褐化的影响 

AC 壅 g／L 焦 垫墅 一一一蓬 巫 塑塑 堕 一一遏 ． ! 分化劳生 生 
0．5 

1．O 

2．O 

2O 

19 

2O 

l5 d 

明显 

小明显 

芽分化少 l̈ K艟小，最大只有O．5 cm 

注：分化芽生长情况足统计再浓度市̈比最好的 K分化情况 
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的分化较少，甚至无分化，生长非常缓慢，生长量最大 

的只有O．5cm，且在茎段底部形成了1-3条细长的根， 

这说明添加活性炭对芽的分化和生长没有显著影响， 

但有利于根的形成，只不过形成的根较细。 

表 3不同AC浓度对爬山虎组织培养褐化的影响 

注：分化芽生长情况是统计各浓度相比最好的生长分化情况 

2．2．2添加PVP对褐化的影响 在培养基中添加不同 

浓度的PVP，观察对褐化的影响，见表3。 

由表3得知，添加PVP浓度为O．2g／L时，接种 7d 

开始出现褐化，随PVP浓度的提高，出现褐化的时间 

延长。但培养30d后，其褐化率均较高，与对照相当。 

PVP浓度为0．2g／L时褐化率达到了94．4％，浓度提高 

时，褐化率仍为 80％以上，这严重影响了爬山虎试管 

苗的分化生长，其分化芽的数量也较少，只有 l一2个。 

由此看来，PVP对引进爬山虎无菌苗的褐化没有起到 

有效的控制。 

表 4不同Vc浓度对爬山虎组织培养褐化的影响 

注：分化芽生长情况是统计各浓度相比最好的生长分化情况 

2．2．3添加vc对褐化的影响 在培养基中添加不同浓 

度的 ，观察对褐化的影响，见表4。 

由表4可以看出，添加V 的培养基，随浓度的提 

高，褐化率逐渐降低，浓度提高时，褐化得到了明显的 

控制。不同浓度的培养基开始褐化的时问均在 15d以 

后，尤其是添加 vc浓度为 1．5 L时，接种后出现褐化 

的时问为25d，褐化率只有25％，从芽的生长情况看， 

分化芽明显增多，最多的达 l2个，且生长状况良好，当 

V。浓度提高时，褐化率稍有改善，但芽的分化及生长 

情况与浓度为1．5g：L相比没有提高。 

通过以上三种添加物的试验得知，V 对引进爬山 

虎控制褐化的效果明显比AC和PVP好。 

3结论与讨论 

(1)前人多认为，植物不同发育阶段，褐化发生有 

所不同。褐变一般随着培养材料的年龄和组织木质化 

程度的提高而加剧。外植体的老化程度越高，其木质素 

的含量也越高，也越容易产生褐化，成龄材料一般均比 

幼龄材料褐化严重【 。而该试验通过对引进种爬山虎 

带子叶茎段进行组织培养发现，其褐化现象比较严重。 

看来引进爬山虎幼嫩阶段的组织培养仍然存在着高的 

褐化率。 

(2)同是一个种，在同一种培养基上，当地种的组 

织培养芽生长分化较好，褐化率较低嘲，而引进爬山虎 

的褐化率较高。引进爬山虎和本地爬山虎不同发育阶 

段的褐化现象是否有筹异以及褐化的机理还有待于进 
一 步研究。 

(3)综合来看，V 是爬山虎组织培养中防止褐化 

较有效的方法，比AC和PVP的效果好。vc适宜的浓 

度为1．5g／L。这可能是由于V 不仅起到了防止酚类物 

质氧化的作用，还以辅酶的形式参与了生物催化 

剂——酶系的活动。而AC和PVP的效果不如V 好， 

这可能是由于AC不仅吸附了酚类物质，还吸附了一 

些营养物质和植物生长调节剂，从而影响了爬山虎芽 

的分化和生长。而PVP防止褐化的能力不如v。好，这 

与陈正华(1986)叙述的对龙眼的组织培养研究同结果 

相一致。 

(4)由试验得知，褐化是影响引进爬山虎种子无菌 

苗组织培养中分化和再分化的主要障碍。因此，控制褐 

化的研究对于引进爬山虎种质资源的保存和利用非常 

重要。控制褐化发生的因素很多，如培养基内的蔗糖浓 

度、细胞分裂索的多少、pH值以及光照、培养温度等都 

有可能防止褐化的发生【B】，今后有待于进一步探讨。 
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