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木本植物组织培养褐化控制策略 
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摘 要：木本植物组织培养过程中褐化现象严重，采取有效措施进行褐化控制是木本植物组织培养成功的关键。 

在进行木本植物组织培养过程中先进行培养材料的基因型、生理状态和长部位的影响研究，然后通过培养基的 

调控、抗褐化剂的使用以及培养条件改变来控制培养材料的褐化是一条有效的途径，对今后顺利开展木本植物 

组织培养研究有重要的借鉴意义 
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brow ning control strategy of W oody plant tissue culture 

ZHAI Ⅺao—qiaO 

(Henan Academy of Forestry，Zhengzhou．Henan 450008，China) 

Abstract：Woody plan t tissue culture process of browning phenomenon is serious an d take effective 

measures to control browning woody plan t tissue culture is the key to Success．Mody in the process of plant 

tissue culturetoaculture ofthe genotypes． physiologicalstatean dtheimpactonlongpositions， an dthen 

through the medium of control， the use of an ti-browning agents an d culture conditions  to control the 

browning training materials is an  effective way to the future smooth woody plan t tissue culture research has 

im portant reference． 
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在木本植物组织培养过程中，外植体褐化现象 

经常发生。褐化的发生主要是当外植体组织被切割 

后，切口附近的细胞受到伤害，其分隔效应被打破， 

酚类化合物向外分泌．酚氧化酶释放或合成，在合 

适的pH，温度等条件下，酚氧化酶、酚类物质 (底 

物 )和氧气聚合发生氧化反应，形成褐色醌类物质， 

切面迅速变成棕褐色或暗褐色，褐色物逐渐扩散到 

培养基中，抑制其它酶的活性，毒害整个外植体组 

织，外植体随之进一步变褐而最终死亡的现象 

褐化可以影响外植体的脱分化和再分化，甚至决定 

某些植物组织培养能否成功，其能否得到有效的控 

制是植物组织培养能否成功的关键所在 ”。 

在木本植物组织培养过程中影响褐化的因素 

较多，所选材料的种类与品种、外植体材料的生 

理状态、营养状况、生长部位，培养基成分、外 

加激素的含量及比例，培养条件等都会影响褐化 

的发生 。在对一种木本植物进行组织培养研究 

时如何在众多的因素中快速找到控制褐化的措施 

是关键。在对木本植物进行组织培养时，首先要 

查阅文献，了解当前所用木本植物所属的科、属 

和种，别人是否在组织培养方面有研究，褐化程 

度怎样，采取哪些措施比较有效，这些都可以借 

鉴。但如果此种材料以前没有人做过研究，从以 

下几个方面入手是一条有效的途径。 

1外植体的基因型和牛理状态 

首先要判断自己培养材料是否有基因型和材 

料生理状态的选择，因为不同植物种类和品种在组 

织培养中发生褐变的频率和程度都存在很大的差 

别。在枣幼胚培养中不同发育时期的胚珠褐化不同 
∞‘

。 华盖木在进行组织培养时，上部粗壮枝条顶芽 

为外植体褐化严重。中部枝条顶芽为外植体褐化明 

显降低，而下部枝条顶芽褐化最轻“ 。因此。根据 

自己具体培养的木本植物进行适宜培养的材料筛 

选，在不进行任何褐化控制的条件下培养。褐化发 

生轻的应为适宜的培养材料。 

2基本培养基和植物牛长调节剂的选择 

当组织培养的材料确定后，首先要进行的就是 

诱导培养时培养基和植物生长调节剂的选择应用， 
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不同植物发生的褐化程度与培养基和植物生长调 l 000 mgm 时，褐变率最低 。在银杏组织培养中， 

节剂的种类密切相关。 抗褐变剂中以 0．1％的植酸 PA 效果最好，其次为 

基本培养基对植物愈伤组织和细胞褐化影响 PVP和 V。，活性炭和硫代硫酸钠效果最差 。油茶 

较大，有些培养基能减轻褐化，而有些促进褐化。 茎尖培养中采用吸附剂活性炭、PVP和 3种抗氧化 

培养基中无机盐浓度过高可引起酚类外溢物质的 剂 (Vc、N szO。和柠檬酸)控制褐化实验中发现， 

大量产生，导致外植体褐化，降低无机盐浓度，减 活性炭和 PVP的抗褐化效果最好，Vc效果次之， 

少酚类物质外溢，从而减轻褐化 ，尤其是其中的 N s。O。和柠檬酸效果最差 。。引进爬山虎组织培养 

NH 和 NO。一的浓度对愈伤组织的褐化影响较大， 中的褐化及其控制中采用活性炭 (AC)．PVP)维 

增加NO。一．减少NH 明显促进愈伤组织生长．减 生素 C(Vc)3种抑制褐化发生， Vc抗褐化效果 

轻褐化 。 优于另外两种  ̈。3种抗氧化剂 (抗坏血酸，亚硫 

通常用于植物组织和细胞培养的植物生长调 酸钠、柠檬酸 )对茶条槭外植体组织培养中在一定 

节剂有生长素如 NAA、IBA、IAA、2，4一D等，细 浓度下抗坏血酸、亚硫酸钠、柠檬酸三者配合能明 

胞分裂素如 BA、KT、ZT等。不同的激素对愈伤组 显抑制菌类污染及褐变的产生 。 

织和细胞的作用不一样。因此，对愈伤组织和细胞 4培养条件的调整 
褐化的影响也不同。一些研究认为 BA或KT不仅 当抗褐化剂的使用不十分有效时就要结合培 

能促进酚类化合物的合成，而且能刺激多酚氧化酶 养条件的改变来控制褐化。培养条件主要结合光 

活性，增强酚类物质氧化成醌类物质的能力，从而 照、培养温度、接种密度、培养方法和缩短继代周 

加剧褐化程度 ’。但在试验中发现，6一BA的作用 期来控制褐化。 

表现出两重性：一方面，6-BA不适合紫杉芽的诱 光照 光照会提高 PPO的活性，促进多种植物 

导，明显引起外植体的褐化；另一方面，在南方红 组织培养中酚类物质的氧化 ，因为在酚类化合物 

豆杉细胞培养中附加0．1-0．5 mg／L的6-BA，对愈 合成和氧化过程中，有许多酶系统参与，其中部分 

伤组织生长量的增加、保持质地，尤其是抑制褐化 酶系统的活性是受光诱导的 虬。，因此在黑暗或遮 

效果明显u“。银杏愈伤组织的诱导与褐变调控时， 光条件下培养外植体可防止褐变的发生。但在东北 

BA与NAA的培养基诱导的愈伤组织生长较慢，乳 红豆杉的研究中发现，光照 12 h／d条件下，愈伤 

黄色，继代培养后很快变成松散型的愈伤组织，不 组织诱导率达 100％，愈伤组织呈强烈的生长势头； 

容易褐变；而附加 BA与 2，4-D的培养基诱导的 而暗培养的愈伤组织则变褐、变黑，褐化加重 。 

愈伤组织，前期生长较快，乳白色，继代培养后容 核桃茎尖接种子 l／2 MS+活性碳 2 g培养基中，置 

易褐变 一。 于5~C冰箱中黑暗培养7 d后取出和转接于Dt(W 

3抗褐化剂的应用 +6～BA 1．0 m L+0．01L+20％硫代硫酸钠5 ml，培养 

在进行培养基和植物生长调节剂的选择使用 

都不能消除培养材料褐化时抗褐化剂的使用就成 

为首选的控制褐化的方法。抗褐化剂由防止酚氧化 

的抗氧化剂和吸收酚类物质的吸收剂 。在组织培 

养过程中常用的抗褐化剂有维生索 C(Vc)、硫代 

硫酸钠(Na：s：o，)、柠檬酸(CA)、半胱氨酸(Cys)、)、 

脱落酸 (ABA)、二硫苏糖醇 (DTT)、聚乙烯吡略 

烷酮 (PVP)、活性碳 (AC)、硝酸银 ((AgNOs)、 

植酸 (PA)、水解酪蛋白 (LH)、乙二胺四乙酸二 

钠 (EDTA)等n ．不同的抗褐化剂对植物材料的 

褐化抑制作用不同。 ． 

中国李愈伤组织培养时．PVP的抗氧化能力最 

强、AC次之．CA最差。并且同一抗氧化剂的不同 

浓度对褐化的影响较大，PVP在5 000 mg／L时，褐 

变率最低，vc在3 000 mg／L时褐变率最低，CA在 

基中置于25℃．无光照环境下培养．此方法抑制祸 

化效果为佳，可确保常分化生长的整个阶段 ’ 

温度 温度过高时能促进 PPO的生物活性，从 

而促进酚类物质的氧化，加速外植体褐化 ，而低 

温可以抑制酚类化合物的合成，降低多酚氧化酶的 

活性，减少酚类氧化，从而减轻褐化 “ 在 ’薄壳 

香’核桃的愈伤组织诱导时，把外植体分别培养在 

高温 (25 4-2)oC和低温 (18 4-2)oC条件下培养， 

高温培养可明显促使褐化的发生，褐化率达 52．7％， 

而低温条件下褐化率为 29．8％【2 。油茶茎尖在 l0℃ 

恒温箱中处理 3 d后再置于(25±2)oC的培养室内 

培养褐化率降低 “’。 

继代周期与接种密度 继代周期和接种密度 

对褐化也会产生一定的影响。在东北红豆杉愈伤组 

织诱导初期，频繁继代反而愈伤组织生长延迟、并 
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且褐化；以30 d为继代周期．愈伤组织生长旺盛； 

继代周期过长 (如50 d)．愈伤组织会萎缩褐化加 

重 。油松胚珠愈伤组织诱导和悬浮细胞系的建立 

中采用缩短继代培养周期的方法抑制褐化效果较 

好 。曼地亚红豆杉茎段和叶片的愈伤组织诱导条 

件和愈伤组织继代褐化研究发现在继代培养中发 

现在第 2O d就开始转移继代和提高愈伤组织与培 

养基接触面的氧气供给能够较好克服褐化 ”。接种 

密度过大时．由于培养基中的营养物质难以满足愈 

伤组织或细胞的需求．导致褐化死亡．东北红豆杉 

悬浮培养时．接种量以0．6～0．9 瓶 (50 mL)为最 

佳密度．大于 1．0∥瓶 (50 mL)时培养物易褐化． 

密度增加时褐化更严重 。 

培养方法与培养基硬度 在进行金钱树愈伤组 

织的诱导与增殖过程中．如果培养方法不恰当会出 

现严重的褐化现象，从而影响愈伤组织的生长，甚 

至使愈伤组织受毒害而死亡。采用液体培养，对防 

止愈伤组织的褐化效果明显 。华盖木培养基硬度 

对褐化的影响研究发现．培养基较稀时．酚类、醌 

类物质很易渗入培养基，使培养基变为褐色．同时 

使接触它的外植体也变为褐色．褐化严重；硬度较 

高时．培养基基本不变色．外植体大多颜色青绿． 

褐化较轻。随琼脂用量增加．培养基硬度加大，褐 

化程度减轻．褐死率降低 ‘。 

各种影响因子在实际研究中一般综合应用。在 

牡丹组织培养过程中，褐化现象普遍发生，通过改 

变培养条件、培养方式以及在培养基中添加抑褐剂 

的方法来控制，青龙卧墨池的牡丹组培物在添加生 

长素会加剧启动培养中外植体的褐化程度，暗培养 

对愈伤组织抑制褐化很有效．悬浮培养未能减缓褐 

化却能使愈伤快速增殖 ，吸附剂聚乙烯吡咯烷酮 

(PVP)和结冷胶能够有效地缓解褐化，抑褐剂硫 

代硫酸钠、抗坏血酸和铜试剂 (DDTC)在牡丹的 

组培中加剧了组织培养物的褐化程度 。 ‘罗田甜 

柿’幼胚培养培养基以MS(1／2N)最适；蔗糖浓 

度以7％．抗褐化剂以活性炭效果最好 ⋯。 因此在 

进行木本植物组织培养时，要根据培养材料的褐化 

程度，综合考虑褐化控制措施，以便达到理想的控 

制效果。 
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