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摘 要：细胞受损后，由于细胞区隔作用被破坏，毒性酚类或其氧化物醌类物质毒害细胞，导致组织 

褐变，植物组织培养过程中培养低效或失败。目前认为组织培养中褐变程度主要受外植体材料的基因 

型、生理状态、种类、大小、预处理、培养条件、培养基及培养方式的影响。在目前的研究中控制褐变的有 

效方法主要有低温培养、暗培养、勤转种、添加抗氧化剂、增效剂或吸附剂于培养基中等。 
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褐变是植物组织培养中一种普遍存在的现象，是由于组织中多酚氧化酶被激活，使细胞酚类物质被 

氧化而产生棕褐色醌类物质，这种褐变现象又被称为酚污染。多酚类物质及其氧化物醌类物质会抑制其 

它酶的活性，从而毒害整个外植体，严重影响外植体的脱分化、再分化和生长。目前褐变已成为植物组织 

培养发展的一大障碍【1· 。 
一

、 褐变的发生机制及控制多酚氧化机理 

在正常细胞内，多酚类物质分布于液泡内，酚酶分布在各种质体或细胞质内，封闭的细胞内膜使底 

物多酚类物质与多酚氧化酶分隔开来形成独立的区域性分布，细胞内醌类物质水平较低。这种区隔作用 

也使植物细胞不会发生自毒作用。当细胞受伤或衰老时，细胞膜的结构遭到破坏发生破裂或渗漏，细胞 

内物质的区域性分布被破坏，代谢失调。超氧化歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)和过氧化物酶(POD)--" 

者失调，使细胞内积累大量活性氧。同时，酚类物质与多酚氧化酶相互接触，在合适的pH、温度等条件 

下，植物多酚很容易于水溶液中在多酚氧化酶作用下被氧气或活性氧所氧化，使酚转变为棕褐色的醌类 

物质和水；醌类物质经过非酶促聚合，形成黑褐色物质 (羟醌与黑色素等)抑制其他酶的活性或堵塞细 

胞。多酚类物质和醌类物质可逐渐扩散到培养基中，或渗入到代谢力弱的相邻细胞内，毒害外植体组 

织。【 一 】 

植物多酚类物质可分为水解型和合成型两种类型，其能与酶蛋白结合，使酶高级结构改变，导致酶 

活性降低或丧失；多酚也能与大分子底物 (蛋白质或多糖)结合，降低酶与底物的结合；多酚也可与 

Mg̈ 、Zn̈ 、Mn 等金属离子激活剂或辅基产生络合 ，抑制酶活性。褐变可分为酶促褐变和非酶促褐变， 
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目前认为植物组织培养中的褐变主要是酶促褐变。酶促褐变主要是由多酚氧化酶(PPO)引起的。 

控制多酚氧化可采用抗氧化剂和增效剂。抗氧化剂通常有两类：一类是酚氧化酶抑制物，如Vc将 

该酶的cuz+还原成Cu ，Vc、VE,B一胡萝 卜素等也能使半醌或醌类物质还原为相应多酚类物质，这类物 

质同时也能减少活性氧；另一类是影响酚类化合物与酶结合部位的物质，如硫脲、亚硫酸氢钠、硫代硫酸 

钠、巯基乙醇、二乙基二硫代氨基甲酸钠等。亚硫酸盐是广泛使用且最重要的PPO酶抑制剂，可溶液中 

完全抑制多酚的氧化。增效剂具有金属离子螯合作用，可使 Fe 和cu 的催化作用丧失。一般用柠檬 

酸、酒石酸、磷酸等羟基酸，它们不仅有增效剂的作用，同时也能提供酸性环境，使多酚的氧化得到抑制 

【l·7— 1 
o 

二、影响褐变的因素 

1、基因型 

不同种植物、同种植物的不同类型或品种，在组织培养中发生褐变的频率和程度都存在差异。这是 

由于各种植物表达的多酚类物质种类、含量以及酚氧化酶的种类、活性存在差异，有些植物种类组织培 

养较易成功，有些则很困难。一般木本植物的酚类化合物含量比草本植物高，因而在组培过程中更容易 

发生褐变。例如在相同的培养基上诱导培养，孝顺竹比小佛肚竹和风尾竹更易褐变【91。 

2、外植体生理状态 

材料本身的生理状态不同，接种后褐变的程度也不同。通常分生部位接种后形成醌类物质少而分化 

的部分形成醌类物质较多，褐变随着材料的组织木质化程度和年龄而增加。植物体内酚类化合物的含量 

受到取材时间的影响。例如，柿的嫩芽茎尖的多酚氧化酶活性显著高于休眠芽，以嫩枝茎尖为外植体进 

行培养时易褐变死亡【m1。同年6月份所取的核桃半木质化新植茎芽萌发率高于冬季休眠芽和4月份嫩 

枝茎芽腋芽，且褐变率及褐变死亡率都较后两者低  ̈1。 

3、外植体的种类和大小 
一 般认为，木本植物较草本植物的外植体在培养过程中更容易发生褐变。外植体小的材料，由于切 

口所占比例较大而较易发生褐变。切口越大，酚类物质被氧化的面积就越大，褐变程度越严重【 1。 

4、材料的预处理 

材料在接种前经过一定预处理可减轻外植体在培养中的褐变。预处理一般有低温或黑暗条件下预 

培养；外植体在水或抗氧化剂中切割或浸泡，以减少外植体与氧的接触和使水溶性多酚和醌类物质充分 

的渗出外植体。例如竹在培养时外植体在无菌水或半胱氨酸(100rag／L)溶液中浸泡2—4h有利于控制 

褐变【 1；魔芋培养过程中，在 1％的柠檬酸溶液中切割外植体，可有效抑制外植体褐变【”1；黑暗预处理能 

减轻蝴蝶兰R4品种叶片外植体的褐变程度，其中以预处理 10d的褐变最轻；未经暗处理的褐变最重且 

多酚氧化酶(PPO)活性最大【l‘1。 

5、培养条件 

培养过程中，低温比高温有利于抑制褐变，高温会促进酚类氧化；而低温抑制酚类合成，降低多酚氧 

化酶的活性，减少酚类氧化【 ， 1。暗培养或弱光培养对抑制褐变也有一定的作用。例如小佛肚竹在暗培 

养和弱光(800Lx)下培养的茎尖和茎段的褐变率比在强光(2000Lx)下培养有所下降【51。 

6、培养基及培养方式 

培养基中过高的糖、丝氨酸浓度会加剧褐变【6·17,̈1。在相同浓度下，蔗糖对褐变的抑制效果要优于 

葡萄糖【 1。矿质元素也对褐变存在影响，在蝴蝶兰初代过程中，培养基中Fë 、cu 浓度越高，褐变越严 

重【2。1。这是由于 Fë 、cu 可作为催化剂加速多酚与活性氧(Ros)作用而被氧化为醌类物质。棉花胚性 

愈伤组织培养基中，氮源配比不合适也会引起褐变【 1。曼地亚红豆杉愈伤组织诱导及继代过程中，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，从而影响酚类的氧化程度【71。而细胞分裂素类 

激素能促进酚类化合物的合成或刺激多分氧化酶活性提高，加速褐变。例如，随着6一BA使用浓度增 
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加，可增加牡丹培养中腋芽外植体的褐变和死亡数 [221。在培养基中加入抗氧化物质可有效降低褐变， 

例如在对东方杉愈伤组织培养基中加入抗坏血酸250mg／L，亚硫酸钠 250mg／L，柠檬酸5000mg／L组 

合能有效降低褐变[23 ；茶条槭带芽茎段进行芽增殖培养的培养基中加入 1／2该组合也能有效降低污染 

和控制褐变【 引。在蝴蝶兰无菌苗培养基中添加 200mg／L谷胱甘肽对分化生长和减少褐变综合效果好； 

Vc和硫代硫酸钠对褐变抑制作用强，同时也抑制外植体生长分化；活性炭抑制褐变效果好，但抑制分化 

。 

不同的培养方式引起褐变的程度不同，提高愈伤组织和培养基接触面的氧气供给有利于抑制褐 

变，减少多酚分泌型外植体材料四周的多酚类物质也有利于减少褐变。有利抑制褐变的培养方式，对不 

同植物是不同的。例如曼地亚红豆杉以珍珠岩基质上覆盖滤纸条培养效果最好 ；而核桃采用液态培养 

基可减轻外植体的褐变 [13】。在蝴蝶兰培养中 10—15d转瓶，更换新鲜培养基 ，褐变的比率可明显降低 

。 在桑树培养中，当转种周期为 15d时褐变率为 10％，转种周期为30d褐变率为66％[261。 

三、防治方法 

1、选择适宜的外植体和培养条件 

成功的经验表明，选择适当的外植体并建立最佳的培养条件是克服材料褐变的最主要手段 。选择 

适宜的外植体，材料的年龄、取材部位、材料的大小及外植体受伤害程度等均能对褐变产生影响。外植 

体材料应有较强的分生能力，在最适宜的细胞脱分化与再分化的条件下，使外植体处于旺盛的生长状 

态，便可大大减轻褐变。一般情况下，取幼龄树新萌发嫩枝条的带芽茎段、嫩叶或茎尖作为外植体，也可 

采用幼胚来培养。另外对于某个种的植物进行培养前，在不影响培样目的的情况下，应筛选褐变低的基 

因型个体。 

在培养条件的许多因子中，较为重要的是适宜的元机盐成分、适宜的蔗糖浓度及激素水平。培养早 

期的培养基中应含较低浓度的元机盐，降低Fe 和cu 浓度或不用这两种离子；在保证正常培养的需 

求下使用低浓度细胞分裂素；愈伤组织或细胞培养物为异养型，应使培养物获得充足的氧气，以利于分 

化和生长。 

适宜的温度及在黑暗条件下进行培养也可减轻材料的褐变。易发生褐变的外植体，可先于低温 

(4—20℃)预培养数小时，也可于黑暗或弱光照下预培养数日后再转入正常培养条件下培养。外植体受 

伤害程度直接影响褐变，切割时应尽可能减小伤口面积，并缩短切口在空气中的暴露时间。 

随着 pH增高，多酚被氧化的作用增强⋯，因此培养基 pH值应控制在 6．0以下。 

组织培养的一些材料产生水解型多酚，这类外植体在培养过程中会由于多酚类物质分泌到培养基 

中使培养基的颜色加深，并进一步氧化为醌类物质，而多酚类物质及相应的醌类物质会抑制多种酶的 

活性，从而阻碍外植体对营养物质的主动吸收和转化。对于培养初期多酚类物质合成分泌的材料可以 

在液体培养基中预培养一段时间，使酚类物质充分分泌到培养基中，减少外植体内和外植体周围的多 

酚物质。对于培养过程中多酚类物质不断合成的材料在培养中要进行转移外植体到新鲜培养基中，一 

般转移周期在2周左右。 

2、使用抗氧化剂或增效剂 

组织培养时，在培养基中加入抗氧化剂、增效剂培养或预培养，使用抗氧化剂和增效剂对材料进行 

预处理，可抑制外植体的酶促褐变。目前在培养基中一般单独或组合添加 V“V队B一胡萝 卜素、硫代硫 

酸钠、巯基乙醇、酒石酸、柠檬酸、亚硫酸盐、植酸、二硫苏糖醇等。V 和宁檬酸主要在早期起作用，随培 

养时间延长作用消退，亚硫酸钠在中后期作用较好[26】，但亚硫酸盐对植物具有一定毒害作用，不宜单独 

添加。也可在有抗氧化剂或增效剂的无菌溶液中切割材料后再接种，这类处理适用于外植体切割后快 

速氧化的材料。抗氧化物质对外植体的培养会起到一定的副作用，培养基添加浓度不宜过高，一般在 

200mg／L以下，且多用于初期培养而不宜长期培养。还原性抗氧化剂在使用时应注意保持其还原性，因 

此一般最好过滤除菌使用，而不与培养基一起高温灭菌。 

3、使用吸附剂 
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在培养基中加入吸附剂可以抑制褐变。吸附剂有聚乙烯吡略烷酮(PVP)和活性炭(AC)等，活性炭 

是吸附性较强的元机吸附剂，但在使用过程中，应尽量使用最小浓度来防止褐变，因为活性炭的吸附作 

用是元选择性的 1，活性炭浓度一般在 0．1—0．5％之间【l1。PvP是酚类物质的专一吸附剂，其对酚的结 

合强于酶蛋白的结合，因而可使酶从多酚一酶复合物中结合出来，从而使酶的抑制消除。但随着PVP用 

量的增加，大部分组织培养物之增殖率也随之下降，这可能是由于PVP在吸附培养基中引起褐变的物 

质之外，还吸附了部分植物激素。PvP浓度一般在 0．3％左右【1． s，加1。 

四、抗褐变研究展望 

目前对于多酚类物质系统的研究及应用主要集中在植物化学，食品、制革、精细化工领域，集中于 

对多酚的生产应用，而在活细胞中的生化动态代谢机理及其对细胞的作用研究很少。目前国内植物组 

织培养关于褐变的研究文献中，多数是针对具体材料进行试验性处理，处理的抗褐变物质种类多样，且 

各种试剂配比、浓度、及具体作用差别较大。部分研究开始对总酚含量、多酚氧化酶活性、过氧化物酶活 

性、可溶糖含量、可溶蛋白含量进行测定。测定褐变组织中具体多酚类物质种类及其相关基因研究的报 

道极少。 

由于植物种甚至品种，由于基因型不同所产生的酚类物质种类和量都有不同，而不同的酚类物质 

对细胞的毒害作用机理不一样且比较复杂，从而造成在培养过程中解决办法的多样化。因此，可着手于 

测定分析引起褐变的多酚类物质的种类，分析其危害细胞的生化原理，从根本上找出合理的解决方法， 

以形成完整体系。 
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(上接第 104页)度)；11⋯⋯。这些经验对于进一步认识其它数量、认识抽象的数，学习用抽象的数来表 

示具体的量，在解决问题中产生有用的策略，估计解决问题的结果的合理性 ，是十分重要的背景知识。 

教学中应结合学生的生活现实，使学生对常见数量有切实的感悟。 

(2)注重理解、总结和提炼基本数量关系。教学中应在注重理解和感悟数量间关系的基础上，经常 

通过概括和整理，使一些基本的数量关系在学生头脑中确定下来，以利于迁移。数学中的基本数量关系 

大致可分为两类：① 抽象的数量关系，如数的顺序、大小关系；有关分数、百分数的相对性关系；和与加 

数(差与被减数减数)的关系、积与因数(商与被除数除数)的关系；加、减、乘、除、乘方、开方、指数运算 

与对数运算等运算之间的关系；比例关系；约数与倍数关系；等式、不等式基本性质；方程中未知量与已 

知量关系；函数中变量之间的关系；有关向量的关系；各种运算规律反应出来的关系等。② 有实际意义 

的数量关系。如长度、面积、体积关系；有关量与量的进率关系；有关行程问题、工程进度问题中的关系； 

有关打折购物、产品合格率 、储蓄利率、销售利润的关系；有关物质密度、溶液浓度的关系；有关常量、变 

量的关系；其它在具体情境中反映出来的数量关系。 

事实上，对数量关系不仅可以作如上分类 ，还可作进一步提炼。如速度与路程、时间关系，有关工程 

进度的关系，有关物质密度、溶液浓度的关系等常常是商与被除数、除数关系的具体化。而这种关系又 

可以进一步概括为“1倍量、倍数和多倍量的关系”。例如：“某人骑自行车的速度是 15千米／小时，若按 

此速度匀速行驶，3小时行多少千米?”这里的“15”是 1倍量，“3”是倍数，答案“45”是多倍量。 

2、把培养数量意识作为数学教育的重要目标 

数学教师应整体认识数学课程改革理念，注重结合具体数量认识数、运用数表示具体数量，重视估 

算，引导学生勇于面对具有现实背景的数学问题，善于发掘、感悟现实世界蕴涵的数量和数量关系，在 

解决问题的活动中发展定量描述事物和量化分析、解决问题的能力。 
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