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植物组织培养中的褐化现象及防治措施 
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摘要：褐化是植物组织培养 中一种常见的现象，直接影响到组织培养能否取得成功。对褐化产生的机理、影响因素 

及防治措施进行 了探讨。 
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The Browning and Prevention M easures in Plant Tissue Culture 
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Abstract：Material browning is a universal phenomenon in plant-tissue culture，and it plays a vital role in plant-tissue cul— 

ture．This article introduced the generation mechanism of browning，influencing factors and prevention measures． 
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植物组织培养在植物离体快繁 、无病毒苗木培育、 

遗传育种及种质资源保存等方面的应用越来越多。但 

是．在植物的组织培养中易出现外植体或培养物的褐化 

现象。褐化现象与菌类污染和玻璃化并称植物组织培养 

的3大难题。 

1 褐化的概念 

褐化是指在植物组织培养过程中，外植体在诱导脱 

分化或再分化时。自身组织由其表面向培养基释放褐色 

物质。以致培养基逐渐变成褐色。外植体也随之进一步 

变褐而死亡的现象n1。褐化一般分为两种形式： (1)由 

于细胞受胁迫或其他不利条件影响所造成的细胞死亡 

(称为坏死)而形成的褐化现象 ，不涉及酚类物质的产 

生。诸多不利条件 (如温度)都可以造成细胞的程序化 

死亡。 (2)因为酚类物质被多酚氧化酶 (PPO)氧化 

所引起[2-3]。在完整的组织和细胞中，酚类物质和 PPO是 

分隔存在的——酚类物质分布在液泡中。而 PPO则分 

布在各种质体或细胞质中。这种区域性分布使底物与 

PPO不接触。但当外植体组织被切割和接种时，细胞膜 

被破坏．从而破坏了酚类化合物和多酚氧化酶的分隔状 

态 ，使两者相遇，酚类化合物在酶的催化下迅速氧化而 

形成褐色醌类物质[4]．并进一步与组织中的蛋白质发生 

聚合，抑制其他酶的活性，毒害整个外植体组织 ，导致 

组织代谢紊乱，生长受阻，最终逐渐死亡l5：。以棉花为 

例，对陆地棉正常愈伤组织与褐化愈伤组织研究发现． 
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褐化愈伤组织的PPO活性、棉酚含量均高于正常的愈 

伤组织 ，而超氧化物歧化酶 (SOD)活性、过氧化氢酶 

fCAT)活性和可溶性糖的含量均低于正常的愈伤组织。 

这是由于细胞膜遭到破坏使 PPO与棉酚在有氧条件下 

结合生成醌类物质．导致愈伤组织的褐化。而愈伤组织的 

褐化促使SOD、CAT活性下降和可溶性糖含量降低圈。 

2 影响褐化的因素 

2．1 基因型 

由于各种植物中单宁等酚类化合物的数量和多酚氧 

化酶的活性不同．因此不同种植物发生褐化的频率和严 

重程度不同【s-踟。一般木本植物的酚类化合物含量比草本 

植物高，因此进行组织培养时．木本植物更容易发生褐 

化。同种植物的不同类型、不同品种发生褐化的情况也 

不同。如对桉树的研究发现．柳桉的茎段比较容易褐 

化，杂交桉 U6的茎段褐化程度比较轻；邓恩桉 25、13 

号无性系褐化程度较轻．24号无性系褐化较重[ 。王宏 

伟等 发现沈农糯玉米和白糯 1号褐化率较低。 

2．2 外植体情况 

2．2．1 材料年龄和大小 一般来说。褐化随材料的年龄 

和组织木质化的程度而增加。外植体的老化程度越高， 

其木质素的含量也越高，也越易产生褐化．成龄材料一 

般均比幼龄材料褐化严重。邱路等报道[83。用桑树基部 

发出的幼芽作外植体比用桑树上部高大枝条上的壮芽做 

外植体褐化轻，褐化率低；幼龄树比老龄树褐化轻 。褐 

化率低；阿月浑子 2年生和 4年生材料组织培养易获得 

成功 ，但 8年生和 26年生材料则出现褐变现象。在对 

早脆王品种枣的胚离体培养中发现，完整接种的早脆王 
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胚珠随其成熟度的增加褐化加重ll 。外植体大小对褐化 

的影响，表现为小的材料更容易发生褐化，相对较大的 

材料则褐化的程度较轻。另外切 口越大，酚类物质的被 

氧化面也越大，褐化程度就会更严重_5I。蒋迪军等报道 ， 

金冠苹果茎尖小于 0．5 mm时褐变严重 ．当茎尖长度在 

5～15 mm时褐变程 度较轻⋯】。 

2．2．2 取材时间和部位 由于植物体内酚类化合物含 

量和多酚氧化酶的活性在不同的生长季节并不相同，一 

般在生长季节含有较多的酚类化合物。因此，一般来说 

冬季褐变少，夏秋季褐变最严重，接种后存活率也最 

低。如卡德兰在新茎旺盛生长的6～9月间褐变物显著增 

加，在生长较弱的冬春季显著减少。核桃、欧洲栗、海 

枣、牡丹也有类似情况 j。在取材部位上存在幼嫩茎尖 

较其他部位褐化程度低的现象，木质化程度高的节段在 

进行药剂消毒处理后褐化现象更严重阁。Yu等对葡萄的 

研究发现，从侧生蔓枝切取的茎尖比延长蔓切取的酚类 

物质含量低，更易存活⋯】。刘兰英在 “薄壳香”核桃 的 

组织培养中发现随着芽位的降低 ，褐变率显著提高[1l。 

张明丽等在对金叶红瑞木的研究中发现 ．影响褐化的主 

要因素是枝芽的着生位置_121。 

2，2．3 消毒情况 接种时各种化学消毒剂对外植体的伤 

害也会引起褐化。消毒剂不同，消毒时间不同．外植体 

的褐化程度也不同。酒精消毒虽然效果较好 ，但易对材 

料造成伤害 ，导致褐化，升汞对外植体伤害比较轻。且 

消毒时间越长，消毒效果越好，但褐变越严重I4_。在消 

毒时间方面，一般是消毒时间越长，褐化率越高 ]，因 

而消毒时间应掌握在一定范围内才能保证较高的外植体 

成活率。肖显华等人通过对苹果枝条的研究发现消毒后 

用磁力搅动充分清洗材料对减轻褐化是有效的㈣。 

2．3 培养条件 

2．3．1 光照 由于光能促进多种植物组培中酚的氧化 ． 

因此在采集外植体之前 ．如果将取材母株进行遮光处 

理，然后再切取外植体 ，能够有效地抑制褐化的发生 

初代培养时，将接种的材料在黑暗条件下培养．对抑制 

褐化发生也有一定效果 ]。在对 巨桉 叶片 的研 究中发现 

光照条件对巨按叶片渗出物形成的影响从低到高依次 

为：黑暗、漫射光、短 日照 、长 Et照_141 在魔芋组织培 

养中发现愈伤组织诱导及不定芽分化在黑暗或散射光下 

培养，可大大减少切块伤 口褐化程度．151。 

2．3．2 温度 温度对褐化影 响很大 ：高温能使 PPO的 

活性提高，促进酚类氧化；而低温可以抑制酚类化合物 

的合成 ，降低多酚氧化酶活性，减少酚类氧化 ．从而减 

轻褐化。Ishii等发现卡特兰在 15～25 qC培养比在 25 qC 

以上褐化轻_引。核桃组培中发现 ， f25+21 qC条件下褐变 

率为 52．75％，而在 f18_+21 qC条件下褐变率为 29．8％⋯。 

在桉树的组织培养中也发现了这一现象 ：把接好的不同 

桉树品种外植体分别培养在高温 (23～27 qC) 和低温 

f16～20 qC)条件下得出 ．高温培养可明显促使褐化 的 

发生 ．褐化率 达 52．17％，而低温条件下褐化率仅 为 

29．18％ 。 

2．4 培养基 

2．4．1 无机盐浓度 过高无机盐浓度会引起某些植物外 

植体中酚类物质氧化口]。在桑树组培中，1／2 MS培养基， 

降低无机盐浓度能减轻褐化现象，降低褐化率_lI。油棕用 

MS培养基容易引起外植体的褐变 ，而用降低了无机盐 

浓度的改良MS培养基时则可减轻褐变 ，并可诱导出愈 

伤组织和胚状体[81。刘兰英[41发现 ，将 DKW 培养基的无 

机盐浓度减少 1／2，核桃外植体的褐变率由 55．8％降至 

32．5％t”。 

2．4．2 pH值 pH值可能对酚类物质和酚氧化酶结合部 

位产生影响。在卡特兰中发现，培养基 pH值 4．0～5．0 

时外植体褐化物多，pH值为 5．5时则少_lI。 

2．4．3 生长调节荆 生长调节物质使用不当．培养材料 

容易褐化，细胞分裂素具有刺激多酚氧化酶活性提高的 

作用 ]，在核桃的组培中，培养基中 BA和 KT的含量为 

3．0～6．0 m 时能显著促进褐变 的发生 。当 BA为 10 

mg／L时，褐变率为 35．4％；为 30和 60 rag& 时，褐变 

率分别是 54．4％和 72．3％。而当培养基 中 KT的含量为 

3．0和 6．0 mg／L时，褐变率分别是 60．3％和 70．6％，与 

前者差异显著，而且均高于对照。在桑树的组培中 BA 

的使用浓度低 ，褐化轻 ，褐化率低 ，随 BA浓度 的提 

高，褐化重 ，褐化率高_lI。 

2．4．4 培养基的状态及硬度 液体培养基中外植体溢出 

的毒害物质可以很快扩散 ，相对而言对外植体伤害较 

轻。把核桃分别在固体 、半固体和液体培养基上培养 ， 

结果半固体培养基芽的诱导成功 ，而其他培养基上都发 

生了氧化褐变。凤梨外植体用液体培养可解决褐变_l41。 

在桑树组织培养中随琼脂用量的减少 ，培养基硬度减 

小 ，褐化重，褐化率高_lI。 

3 控制褐化的措施 

3．1 合适取材 

通常外植体应具有较强的分生能力，在最适宦的细 

胞脱分化和再分化培养条件下．使外植体处于旺盛的生 

长状态，可大大减轻褐变 ]。因此多选择幼龄植株取材。 

在植株的一定部位取材，使材料中酚类物质含量较低， 

也有助于减少褐化_lI。在对早脆王品种的胚离体培养中发 

现取出其胚珠，剥去珠被接种可有效防止褐化I101。 

3．2 母株和外植体的预处理 

3-2．】 黑暗预处理 对母株进行遮光处理，可以减轻褐 

化程度 ．有利于初代培养物的萌发。在月季的培养中发 

现．相同的外植体在初代培养结束时，重度遮光处理下 

褐化的百分比最低为 58．2％，而自然光照和轻度遮光处 

理的褐化率分别为 88．3％和 79．6％t41。欧阳磊等【 在桉树 

培养中发现，在采集穗条的前几天，用黑色塑料袋将枝 

条套住 ．减少光线的照射，可以有效降低外植体诱导的 
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褐化率，邓恩桉离体芽诱导对比试验 ．褐化率减少了 

22．18％。 

3I2．2 低温预处理 低温处理有助于减轻褐化。核桃、 

苹果外植体在 5℃下进行低温预处理一段时间有助于减 

轻褐化。红豆杉采用 45℃预处理对克服褐化有效 一但 

组织的活力有较大损伤影响愈伤组织的发生 ]。巨桉带 

芽茎段在 5℃低温下处理几天后褐化率有所减少陶。 

3．2_3 预培养 预培养有助于避免酚类物质的毒害。如 

在 20年生的柠檬母本植株上采集茎芽 ，需先在液体培 

养基上培养 3 d，然后在半固体培养基上培养。核桃外 

植体需预先在只含有蔗糖的培养基中培养 5～7 d：板栗 

最初 2～3 d用一定浓度的咖啡碱或含有石灰的培养基使 

形成层的伤口的单宁沉淀有助于减轻褐化【lJ。 

3．3 选择适宜的培养基 

3_3．1 调整基本培养基中无机 离子浓度和种类 有报 

道 。邓恩桉诱导培养在经过改 良的 MS培养基中培养比 

在未经改 良培养基中效果好 ，褐化死亡率有所降低【lJ。 

油棕用改 良的 MS培养基 ．苹果用 1／2 MS的培养基也 

可减轻褐化Ⅲ。 

3．3．2 调整培养基中激素的含量和比例 研究发现，高 

浓度的细胞分裂素和生长素有可能刺激桉树外植体的氧 

化．巨桉和邓恩桉带芽茎段在高浓度的外源激素中进行 

诱导褐化率较高，而在低浓度的外源激素中诱导褐化率 

减少。 

3．3I3 在培养基中添加适量的抗氧化剂 包括抗坏血酸 

(Vit C)、硫代硫酸钠、聚乙烯吡咯烷酮 (pyrrolidone， 

PVP)、血清白蛋白、柠檬酸等 。在红豆杉培养过程中， 

培养基添加 0．01～0．2 mg／L抗坏血酸能较为有效抑制愈 

伤组织褐化[16 3。华盖木组织培养中，PVP、二硫苏糖醇 

(D1fr)、抗坏血酸 3种防褐化剂对褐化的抑制作用较为 

明显，其效果 PVP>DTF>Vc【 。 

3．3．4 在培养基中添加吸附剂吸附酚类氧化物 活性炭 

是一种吸附性较强的吸附剂．但应尽量使用最小浓度的 

活性炭_8]。有报道，0．1％-~0．5％活性炭对吸附酚类氧化物 

的效果很明显罔。但活性炭的吸附作用没有选择性，在吸 

附酚类氧化物的同时也吸附营养物质。蝴蝶兰的培养中 

发现．活性炭能有效控制褐化和促进生长，但不利于分 

化_l8]。PVP也是常用的吸附剂含 PVP培养基 的 “抗褐” 

能力明显强于含活性炭的培养基㈣。 

3．4 外植体的连续转移 

加快继代转瓶的速度 ，及时更换新鲜培养基，可以 

减轻酚类物质对培养材料的毒害作用 。在兰花、黑莓、 

山月桂树、无花果、核桃、瑞香、大花飞燕草、紫叶黄 

栌茎尖或腋芽培养中均可减少褐化。番茄原生质体培养 

中不断添加新鲜的培养液可以减轻褐化现象。但在红豆 

杉中，继代培养的新鲜培养液对外植体释放醌类物质有 

刺激作用 ，可能与新鲜培养基中的氧气充足从而促进 

PPO活性有关【lJ。 

在实践中可将上述措施综合使用。同时针对不同的 

植物采取与之相对应的措施，并在实践中不断摸索、试 

验，才能找到最有效的防褐措施 ，达到最好的效果。 
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