
第23卷 第2期 

2 0 0 8年 6月 

河 北 林 果 研 究 

I咖 JOIJllNAI OF FORKS3"RY AND ORCHARD砌 D卿  

V01．23 No．2 

Jun． 2008 

文章编号：1007-4961(20O8)O2．0195．05 

梨组培褐化及抗褐措施研究进展 

刘 杰 ，张玉星 ，董 祯。 
(1河北农业大学 园艺学院，河北 保定 07l00l；2河北女子职业技术学院，河北 石家庄 050091) 

摘要：从褐化的发生机制、影响褐化的因素以及抗褐措施等方面，对近几年在梨组培上的相关研究进展进行了 

概述，并结合当前研究中存在的问题 ，对今后梨组培褐化研究的发展提出了展望。 
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Progress on pear’s explants browning and anti—browning measures 

ill the process of tissue culture 
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Abstrs~．-The research progress on pear explants b~wninginfi~ue cultureis reviewedfrom the aspects ofbrowningmecha- 

nism．influencing factors and anti—b~wning techniques in r℃cent years．Some suggestions for the development of browning 

research are pIo1)osed according to the pw~ems existed in the recent researches． 
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梨是我国重要的经济树种，也是栽培最为普遍 

的果树之一，在我国栽培历史悠久。半个多世纪以 

来，在科研工作者的不懈努力下，我国梨产业和科研 

水平在整体上都有了较大的发展。随着研究的不断 

深入，组织培养在梨的种质保存、离体快速繁殖、苗 

木脱毒、遗传育种等方面所发挥的作用日渐突出，特 

别是在重组 DNA遗传转化，改良梨品种特性等方面 

显示出其简易、快捷、高效的优点。因此，梨组培快 

繁技术的研究日渐受到人们的重视-1]。然而，大部 

分梨品种因酚类物质含量较高，外植体初代或继代 

培养过程中褐化十分严重，导致材料大量死亡，从而 

对梨外植体的脱分化和再分化带来了严重影响，成 

为制约梨组培技术快速发展的瓶颈 -3]，因此，如何 

减轻组培苗褐化的发生已经成为当前梨组培过程中 
一 个亟待解决的问题。本文对近几年在梨外植体褐 

化问题上的研究作一回顾，并结合存在的问题提出 

了展望。 

1 褐化的发生机制 

褐化就是指组培过程中外植体体内的酚类物质 

在有氧气存在的条件下，被多酚氧化酶氧化形成棕 

色的醌，再经非酶促聚合形成黑褐色物质Hj，此物质 

扩散到培养基中抑制其他酶的活性而对外植体产生 

毒害的现象。在此过程中，酚类物质、多酚氧化酶和 

氧气共同决定了褐化的发生。鞠志国等【5J通过研究 

进一步指出，正常的组织细胞中酚类物质存在于液 

泡内，酚氧化酶则分布在各种质体或细胞质中，酶和 

底物通过一系列膜系统实现区域性分布，因此不会 

发生褐变。只有当细胞受到伤害或老化死亡，正常 

的膜结构遭到破坏，褐变才会发生。在此过程中，酚 

类物质和酚氧化酶是褐化发生的两个重要因素。 

1．1 酚类物质 

酚类物质是碳水化合物代谢的衍生物，也是植 

物界种类最多，分布最广的次生代谢物质之一，常被 
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称为多酚类。酚类化合物按组成可分成 3类：苯基 

羧酸(包括邻羟基苯酚、儿茶酚、没食子酸、莽草酸 

等)，苯丙烷衍生物(包括绿原酸、肉桂酸、香豆酸、咖 

啡酸、单宁、木质素等)和黄烷衍生物(包括花青素、 

黄酮、芸香苷等) J，其中，苯丙烷衍生物与褐变关系 

最密切，是多酚氧化酶(PPO)的底物L7 J。 

大量研究表明，不同梨品种的组织褐变程度与 

酚类化合物含量呈显著正相关，并且，引起褐变的水 

溶性酚类以绿原酸为主，此外还有桂皮酸、香草酸、 

香豆酸、没食子酸、儿茶酚、咖啡酸等【4]。及华在梨 

s4矮化砧外植体的研究上证明，其褐化变化规律受 

总酚含量变化的影响 J。 

1．2 酚氧化酶 

与梨组织褐变密切相关的酶主要有多酚氧化酶 

(PPO)、过氧化物酶(POD)、过氧化氢酶(CAT)、超氧 

化物歧化酶(SoD)、脂氧合酶(L0x)、苯丙氨酸解氨 

酶(PAL)等。从初次培养和继代培养过程中试管苗 

的褐变程度和PPO的活性来看，PPO是植物酶促褐 

变中最重要的酶，其活性的高低是引起培养材料褐 

变的关键 J。 

PPO是一种含铜的蛋白，其活性依赖于铜的氧 

化还原作用。PPO在组织细胞内以两种形式存在， 
一 种以游离态(FPPO)形式存在于细胞质中，一种以 

结合态(BPPO)形式存在于细胞膜上。其中FPPO具 

催化活性，可以氧化酚类物质发生褐变。陈国刚研 

究表明，库尔勒香梨果实褐变指数与多酚氧化酶含 

量成正相关 J。 

2 影响褐化的因素 

2．1 基因型 

褐化的程度与基因型有很大关系，不同的树种 

和品种，由于多酚氧化酶活性和酚类物质量上的差 

异，褐化程度也不同。李焕秀研究了鸭梨、苹果梨、 

南果梨、苍溪梨和日面红梨 5个品种，发现 PPO活 

力存在品种间差异，其中南果梨 PPO活性最高，而 

苍溪梨活性最低口。 ；在对苍溪梨和金花梨的研究中 

证明，苍溪梨的 PPO和 POD活性、褐化率均高于金 

花梨 。 

2．2 外植体 

外植体本身的生理状态不同，接种后褐变的程 

度也不同。其原因可能是不同生理状态的材料，酚 

类物质的含量及PPO活性都不同_l 。一般来说，幼 

嫩的组织在接种后褐变并不明显，而随着培养材料 

的年龄和组织木质化程度的提高，褐化加剧_l 。 

Dan hua Yu和Camle P研究了外植体起源与组织褐 

变的关系，发现生长在避荫处的外植体比生长在全 

光下的外植体褐变率低，腋生枝上的顶芽比其他部 

位枝的顶芽褐变率低口 。金花梨和苍溪梨茎尖组 

培过程中，在旺盛生长的4月份所采外植体褐变率 

为 100％，而 1、2月份的外植体褐变率仅分别为0和 
4．5％ [11 3

。 而吴晓霞则认为旺盛时期的外植体分裂 

能力强，褐变程度低n引。关于不同时期材料的褐化 

程度，不同的研究者结论存在差异，这可能与树种以 

及供试树体生理状态有关，具体原因还有待进一步 

研究。 

外植体的类型也影响褐化。胚培养较少褐变， 

而茎尖、叶片等高度分化的组织容易褐变n̈。外植 

体越小，切面与体积的比率越大，褐变程度越重，即 

外植体或培养材料越大，褐变越轻口 。 

2．3 培养基 

培养基 pH值的变化可引起酚类与酚氧化酶结 

合部位的改变_1引，从而影响酶的活性。一般来说， 

酸性环境不利于褐变的发生。毕阳测定了苹果梨的 

PPO活性，发现在 pH 6．5的情况下活性最强  ̈，而 

程建军认为苹果梨多酚氧化酶 的最适 pH值为 
4．6[ ]

。 黄花梨 PPO最适 pH为6．0̈引。巴梨 引̈、安 

久梨_加 和鸭梨_21]等品种的 PPO也都在中性或近中 

性时活性最高。培养基中过高的无机盐浓度会引起 

植物外植体酚的氧化，加重褐化的发生，但汤绍虎在 

雪青梨的研究中发现，培养基中不同的无机盐浓度 

对雪青梨愈伤组织褐化无显著影响口 ，这可能是不 

同树种和品种之间，耐受盐胁迫的能力不同所致，有 

待于进一步研究。此外，高浓度的糖、氨态氮、丝氨 

酸及硼都可以加剧木本植物褐变的发生 纠̈；细胞分 

裂素 BA或 Kin能刺激 PPO活性提高，使褐化加 

剧 ；与固体培养基相比，液体培养基可以减轻褐 

化对外植体的伤害程度，原因是外植体溢出的毒害 

物质可以很快扩散；琼脂含量高，培养基硬度大，褐 

变率低，随着琼脂用量的减少，褐变加重 ；用硬度 

较高的自来水配制的培养基也会加重外植体的褐 

化 。 

2．4 培养条件 

温度影响PPO的活性，进而影响褐化。苹果梨 

PPO在30℃～50℃具有良好的活性，其中以在40℃ 

下活性最大，低于 20℃及高于 65oC，PPO活性均有 

明显降低n副。黄花梨PPO的最适温度为25~C，低于 

15~C或高于50~C时PPO活力显著降低[1 。光能促 

进植物组织培养中酚的氧化。高疆生等研究发现暗 
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处理可以抑制梨的褐化 ]。高的二氧化碳浓度也 

会加剧褐变。原因是环境中的 CO2向细胞内扩散， 

细胞内c 一增多，c 一与细胞膜上的 ca2 结合， 

使有效 ca2 减少，导致内膜系统瓦解，酚类物质与 

PPO相互接触，发生褐变 ]。 

3 主要防褐措施 

3．1 选择适宜的外植体 

晏本菊等研究了苍溪梨、金花梨不同时期的外 

植体褐变率的变化情况，发现从 1月到 9月两品种 

褐变率先升后降，褐变高峰出现在 5月份，1月和 9 

月褐变最轻L】 。一般来说，夏季外植体最容易褐 

变，春季和秋季外植体褐变较轻。秋季芽进入休眠， 

不易生长，而春季外植体组织幼嫩，分裂能力强 酚 

含量低，多酚氧化酶的氧化活性较弱n“，是进行组 

培的首选材料L】 。选择生长旺盛的部位采集外植 

体如新梢尖端有利于减轻褐化，而使用新梢基部木 

质化程度高的茎段褐化严重，不易成活L】 。茎尖作 

为外植体接种时，以7～15 InlTl褐化较轻，成活率高。 

3．2 对材料进行预处理 

研究表明，对田间母株遮光或短期热处理，然后 

再采集外植体进行接种，可以减轻褐化 ]。接种前 

先用流水冲洗外植体可以冲掉外植体中的部分酚类 

物质，减轻褐化；低温预处理也可减少组织氧化褐 

变 ；李焕秀在苍溪梨上的试验显示，将外植体放 

人冰水中处理一定时问然后再接种，有利于减轻褐 

化；低温处理时，结合一些褐变抑制剂溶液共同处理 

效果较好 ]。此外，将梨外植体用 0．1％的8一羟基 

喹啉硫酸盐(8一nos)浸泡 12 h后，再常规杀菌，不 

仅能防止外植体污染，还能抑制外植体褐变 。另 

外在切割外植体时在抗氧化剂或吸收剂中进行，可 

以隔离切面伤口与氧气的接触，相应减轻了褐化的 

发生。 

3．3 选择适宜的培养基和培养条件 

在适宜的培养基中，外植体生命力强，对褐化的 

抵抗能力强。如苍溪梨在 MS+1．0 mg／L BA+0．5 

mg／L GA3的培养基中褐化轻，成活率高，而在 MS+ 

2．0 mg／L BA+1．0 mg／L IBA培养基中全部褐变死 

亡L3 ；在新梨 7号培养过程中，低盐培养基 AS防褐 

效果优于 MS培养基 j。此外，BA、Kin等激素促进 

褐化 ]，选用低激素浓度或不含激素的培养基也有 

利于减轻褐化的发生。 

在培养初期，改变培养条件也有利于阻止褐化 

反应的发生，如暗处理或弱光下培养可减轻新梨 7 

号的褐化 ；低温抑制酚酶的活性，初期在 15~C～ 

20cI二下培养，或先在 4~C低温下培养一段时间后再 

转到常温下进行培养可明显的减轻褐化发生；在低 

pH的液体培养基中培养一段时问后再转入固体培 

养基正常培养也可以减轻褐化。 

3．4 使用抑制剂和吸附剂 

在培养基中加入抗氧化剂和其他抑制剂可有效 

地减轻梨外植体的酶促褐变。在新梨 7号上使用 

0．4 mg／mL的抗坏血酸(Vc)可有效控制褐变 ；巯 

基乙醇(Mc)能显著降低雪青梨外植体的褐化 ；8 
一 羟基喹啉硫酸盐防止金花梨外植体褐变效果明 

显 ；抗坏血酸、柠檬酸、亚硫酸氢钠和 L一半胱氨 

酸四种抑制剂对黄花梨 PPO有一定的抑制作用  ̈； 

但对苹果梨中多酚氧化酶研究发现，亚硫酸氢钠、维 

生素 C、柠檬酸对 PPO活性有抑制作用，而硫酸钠几 

乎无作用  ̈。各种褐变抑制剂的作用机理和应用 

范围各不相同，几种常用褐变抑制剂及其作用机理 

见表 117]。 

表 1 几种常用褐变抑制剂及其作用机理 

Table 1 Browning fmhibitors and their inedaank~m 
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续表 1 Table 1 

常用的吸附剂有活性炭(AC)和聚乙烯吡咯烷 

酮(PVP)。活性炭具多孔结构，比表面积大，是良好 

的吸附剂，能够有效吸附培养物分泌到培养基中的 

酚、醌等有害物质，从而减轻了褐化，保护培养物免 

受酚、醌 等的毒 害。试验 中活性 炭常用 浓度为 

0．O1％ 0．1％【3 。黄霞等发现活性炭可有效地防 

止香蕉茎尖培养中外植体的褐变 』。活性炭也能 

显著降低雪青梨外植体的褐化【l 。但是活性炭的 

吸附是没有选择性的，在吸附酚、醌的同时也会吸附 

营养物质和激素，影响外植体的正常生长。所以加 

入活性炭后要相应调高激素的浓度水平，以保证材 

料能够正常生长。PVP是酚类物质的专一性吸附 

剂，能与酚类化合物中的一OH结合而吸附它们 ， 

同时 PVP也能通过和酶 一底物结合形成复杂的化 

合物，对多酚氧化酶起一定的抑制作用，使酚不被氧 

化l3“。但有些研究者通过试验证明 PYP没有防止 

褐变的效果，原因可能是在植物体内存在着不同的 

酚类物质，而 PVP也存在不同分子量的类型。 

3．5 其他方法 

防止褐化最直接的方法是经常转移培养基。新 

接入的外植体在培养的前几天连续转移到新鲜培养 

基上3—5次，一段时间以后，外植体的切口愈合，酚 

类物质停止外渗，褐化基本可以消除。在梨、核桃、 

瑞香、兰花、无花果等的组织培养中都使用了这个方 

法 J。但是红豆杉组织培养中，新鲜培养基对外植 

体褐化有刺激作用，可能是新鲜培养基中氧气充足， 

促进了 PPO活性的提高 。另有研究表明，热激可 

以影响植物多酚氧化酶类活性，因此研究短时间热 

激处理对梨组织培养褐化现象的影响应是一个很广 

阔的领域。此外，应用反义基因技术，将多酚氧化酶 

基因反向插入植物基因组，得到低褐变率的转基因 

植株的方法也是可行的。转基因植株由于含有反义 

多酚氧化酶基因，其酚酶的合成在转录水平上受到 

部分或完全抑制，表达量大幅度下降，从而在一定程 

度上降低了酶促褐变的发生。应用此项技术，已成 

功培育出了抗褐变马铃薯新品种 ]。同时研究人 

员也正在将此技术应用到梨的抗褐变研究中。 

4 存在问题及展望 

针对园艺植物组织培养过程中的褐变问题，人 

们已经研究了几十年，积累了大量资料，应用各种措 

施防止褐化也取得了一定的效果。但是关于梨组培 

褐化的研究还比较少，进程相对滞后。现有许多梨 

的防褐措施都是盲目照搬其他园艺植物的做法，并 

未考虑到梨自身的树种特点和品种特性差异，所以 

导致在实际应用中存在许多问题，如普遍认为新梢 

尖端作为外植体，其褐化轻于基部木质化程度高的 

茎段L1 ，但本实验室在梨上的试验得到了相反的结 

果；液体培养在其他一些树种上有抗褐效果，将其应 

用在鸭梨上，效果却不明显。可见，仅仅照搬是不能 

真正解决问题的。另外，有些方法在梨上的效果虽 

已见报道，但其效果的重现性并不高。如有研究认 

为，暗培养对梨的褐化有较好的抑制作用 ]，但笔 

者以鸭梨为试材进行试验，却未能得到相同的结果。 

还有些方法如低温处理、加入褐化抑制剂和吸附剂 

等，虽对褐化有一定抑制效果，但会直接影响到外植 

体的质量和培养基的性质，进而对外植体的后期生 

长造成抑制-2 J。并且现行的各种防褐措施往往只是 

基于表面现象，治标不治本，很难从根本上消除褐化 

对梨组培材料的影响，致使褐变仍然是目前梨组培 

中一个难以逾越的技术难题。如何在参考其他树种 

做法的基础上，针对梨自身的褐化特点制定出一套 

适合于梨各品种的行之有效的防褐措施，是今后梨 

组培快繁工作的一个重点。与此同时，还要对梨褐 
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化产生的原因、生理生化机制以及遗传控制途径等 

方面进行更深入广泛的研究，找到褐化发生的主导 

因子，才能从根本上防止褐化的发生。 
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