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植物组织培养中的褐变现象及解决途径 
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摘 要：褐变是植物组织培养中三大难题中的首要问题，决定组培的成功与否。本文分析了褐变的原因及影响因 

素，讨论了几种防止措施和解决途径，供组培工作者参考。 
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组织培养是用植物的任何器官 、细胞进行人 

工培养，使之分化成完整植株的过程。被培养的部 

分称为外植体。外植体在培养过程中体内的多酚 

氧化酶被激活 ，使细胞里的酚类物质氧化成棕褐 

色的醌类物质，导致培养材料褐变死亡的现象叫 

褐变。这种褐化物不但 向外扩散导致培养基逐渐 

变成褐色 ，而且还会抑制其他酶的活性 ，严重影响 

外植体的脱分化和器官分化 ，造成培养失败 ，这已 

成为组织培养 中的一个棘手问题 ，同时也成为植 

收稿 日期：2005—07—12 

作者简介：谢 丽霞 (1963一 )，女 ，副研究员 。 

物快繁体系建立的一大障碍，这种现象与菌类污 

染和过度含水化(玻璃化)并称为植物组织培养中 

的三大难题 ，尤其是褐变。因此 ，能否有效地控制 

褐变是组培能否成功 的关键。 

1 褐变的原因 

很多植物尤其是木本植物体 内含有较多的酚 

类化合物。在完成植物体的细胞中，当切割外植体 

后，切口附近细胞的分隔效应被打破，酚类化合物 

和多酚氧化物便流出，多酚氧化酶氧化酚类化合 

物使之而成为褐色的醌类物质和水。醌类物质又 
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d，抽穗期早 2 d，成熟期早 2 d。 植物营养元素。水稻应用后，秧苗素质好 ，地下部 

2．4 对产量的影响 根系发达，白根多，地上部不徒长，秧苗健壮整齐， 

处理 l与对照比较 ，株高增加 2．0 cm，穗长 单株分蘖增加，干物质积累多 ，抗逆性强，插秧后 

增加O．7 cm，平方米穗数相同，每穗实粒增加 1．4 返青快，分蘖早；②能促进秧苗根系有机酸分泌增 

个，秕粒减少 O．4个，千粒重增加 O．5 g，增产 25．5 多，在根系周围形成一个适合秧苗生长的小环境， 

kg／667 m ，增产幅度达 5．3％(表2)。 给秧苗生长发育创造了良好条件；③能有效防除 

表 2 考种测产调查 

朴硼 穗数 总粒数 实粒数 空秕率 千粒重 产量 增产 
～ 一

(穗／ )(gZ／穗)(gZ／穗) (％) (g) (kg／667 m2)(％) 

l 670 46．8 44．2 5．6 25．6 505．4 5．3 

2(CK) 670 45．8 42．8 6．6 25．1 479．9 

2．5 增产原因分析 

①壮秧粉富含活性氧化硅、有机酸、锌、硼等 

立枯、青枯、黄秧等病害；④对因营养失调导致的 

生理性病害也具有较好的预防及调理功效。 

3 结论 

通过试验 ，水稻应用壮秧粉后，秧苗素质好， 

具有一定的增产效果，是水稻培育壮秧的一种有 

效产品，建议扩大示范推广面积 。 
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会在酪氨酸酶等酶的作用下，使外植体的蛋白质 

聚合 ，生长停顿 ，最终导致死亡。 

2 影响褐变的因素 

影响褐变的因素极其复杂，随着植物种类、基 

因型、外植体的部位及生理状况等的不同，褐变的 

程度也有所不同。 

2．1 与基 因型有关 

不同种植物 、同种植物不同类型 、不 同品种在 

组织培养中褐变程度有很大差别。一般来说，多年 

生木本植物一般 比草本植物容易发生褐变 ，因为 

木本植物 的单宁或色素含量较高，而酚类的糖苷 

化合物是木质素、单宁和色素的和成前体，所以木 

本植物易褐变。 

2．2 与外植体生理状态有关 

褐变随着年龄 和组 织木植化 程度增加 而加 

强。因此，在外植体接种时常需要剥去鳞片和大叶 

片，尤其是以切取幼嫩的芽尖或切取顶芽分生组 

织(或带少量叶原基)接种更为理想 ；如在欧洲栗 

的培养中，幼年型的外植体培养含醌类物质少，而 

用成年型材料培养时含醌类物质多 ；在卡得德亚 

兰的培养中，较短的新生茎致褐物质含量高，而较 

长的新生茎致褐物质含量低。不同生长季节取材 

的培养成功率亦不同。王续衍等(1988)对 24个苹 

果品种进行茎尖培养时，发现冬春季取材褐变死 

亡率低，其他季节取材较重。外植体大小也会影响 

褐变，例如，用油棕幼嫩外植体(胚)培养较少褐 

变，而用高度分化的叶片接种后，则褐变。受伤程 

度大小也影响褐变。为了减轻褐变，切取外植体尽 

可能减少伤 口面积 ，切 口尽可能平整些。 

2．3 与外植体取材时间有关 
一 般在春夏季 ，尤其是春季采取生长旺盛的 

外植体产生褐变较轻 ，已木栓化或木质化的枝条 

和处于休眠状态的芽作为外植体时褐变严重。即 

分生部位接种后形成醌类物质少，而分化的部位 

则形成醌类物质较多。 

2．4 与外植体培养条件有关 

从田问 自然光照下植株取苹果 、桃 、葡萄等的 

茎尖 ，接种后易褐变 ；事先对母株或枝条遮光处 

理，之后再切取外植体，则减少褐变。因为酚类化 

合物合成和氧化过程中，有一部分酶系统的活性 

是受光诱导的。此外 ，光照促进组培 中酚的氧化 ， 

光照条件对巨桉叶片渗出物形成的影响从低到高 
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为 ：黑暗、漫射光 、短 日照 、长 日照。因此 ，在黑暗或 

低光照培养一段时问能减轻褐变。培养温度 、光 

照 、培养时间等都对褐变有很大影响。卡特兰在 

15～25 cC褐变轻。苹果和桃的茎尖培养也是低温 

条件下抑制褐变。咖啡组织培养在光照过强 、培养 

时间过长时 ，加速褐变 。 

2．5 与培养基有关 

在初代培养时，培养基中无机盐浓度过高 ，会 

引起酚类物质大量产生 ，导致褐变；降低盐的浓 

度 ，尤其是 Mn 和 Cu 离子浓度较低时，可减少酚 

类外溢减轻褐变。 

培养基的pH值较低时常有利于减轻外植体 

的褐变。 

植物生长调节物质使用不当时，材料也容易 

褐变。在黑暗条件下初代培养，生长调节剂是影响 

褐变的主要原因，6一苄氨基腺嘌呤或激动素不仅 

促进酚类化合物生成 ，而且刺激多酶氧化酶的活 

性，增加褐变；而生长素类如2，4一D和 NAA可延 

缓多酚合成，减轻褐变。细胞分裂素 BA有刺激多 

酚氧化酶活性提高的作用，这一现象在甘蔗的组 

织 培养 中十分 明显 ；水稻 MS培养基 中多效唑 

(MET)含量高时褐变严重。 

许多试验证明，在液体培养基和半固体培养 

基上，褐变程度比在固体培养基上轻，液体培养基 

有效地克服外植体褐变。液体培养基再加上滤纸 

桥，效果就更好。因为外植体溢出的有毒物质很快 

扩散到液体培养基中，对外植体危害较轻。 

3 解决褐变的途径 

3．1 选择适宜的外植体和培养条件 

许多研究表明，选择适宜的外植体和培养条 

件是克服褐变的最主要手段。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 

的培养条件下，使外植体处于旺盛的生长状态，便 

可大大减轻褐变。在培养条件的许多因子中，较为 

重要的是适宜的无机盐成分 、适宜的蔗糖浓度及 

激素水平。适宜的温度及在黑暗条件下进行培养 

也可显著减少材料的褐变。据报道 ，如在芽初始培 

养的 1-6周 内用暗培养 ，或在 150 Lx左右的光强 

下进行光培养，或在取外植体之前对母株进行遮 

光处理 20-40 d，可抑制酚类物质氧化。 

3．2 在培养基中加入抗氧化剂 

在组织培养中，加入一些抗氧化 (下转 72页) 
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高 恩 j--等 做 好 种 子 检 验 工 作 确 保 水 稻 种 子 质 "l- 

种子真实性是指一批种子所属品 

种、种或属与文件(品种证书、标签等) 

是否相 同，是否名副其实。品种纯度是 

指品种在特征特性方面典型一致的程 

度。真实性和品种纯度鉴定是保证良 

种遗传性充分发挥，防止良种混杂退 

化，提高种子质量和产品品质的必要 

手段。 

2．4 种子水分测定 

种子水分是指种子中所含水分的 

重量占供试种子总重量的百分率。认 

真进行水分测定，掌握种子水分情况， 

并及时采取措施，使种子达到并保持 

标准水分要求，是保证种子贮藏运输 

安全 ，防止种子劣变的关健 。测定种子水分的方法 

很多 ，有烘干法 、真空干燥 法 、电测 法 、甲苯 蒸馏 

法、近红外线技术、核磁共振技术和微波技术等。 

2．5 种子生活力测定 

种子生活力是指种子发芽的潜在能力或种胚 

所具有的生命力。种子生活力测定方法有四唑染 

色法 、甲烯兰法 、红墨水染色法等。 

2．6 种子健康测定 

种子既是病虫危害的对象，也是病虫传播的 

媒介。种子健康检验具有检疫检验和种用价值鉴 

定双重任务，是防止农作物病虫害传播的重要措 

施。其主要方法有直观观察法、培养检验法、幼苗 

症状法。 

总之，田间检验和室内检验是保证水稻种子 

质量必不可少的重要措施 ，二者缺一不可。田间检 

验是种子形成过程的质量控制 ，室内检验是种子 

形成后的把关 ，只有二者的有机结合并严格按照 

检验标准和规程操作，才能从源头上把住种子质 

量关，确保进入流通领域的种子质量。 
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(上接 62页)剂进行材料的预处理或预培养，可大 

大减轻醌类物质的毒害。这些抗氧化剂包括 ：有机 

酸 、蛋 白质水 解产物 ，氨基酸 ，二 氨基二 硫化 甲 

酸钠 ，亚硫氢酸钠 ，氰化钾 ，二硫苏糖醇 多氨等。 

在倒挂金钟茎 尖培养 中加入 0．0l％聚乙烯 吡咯 

烷酮(PVP)对褐变有抑制作用，而用 0．7％PVP、 

0．28 mol·L 抗 坏血酸 、双氧水 (5％)一起加入 到 

0．58 mol·L 蔗糖溶液中震荡 45min，对褐 变有 

明显抑制作用。而在卡特利亚兰茎尖培养中，将 

5 mol·L 氰化钾 、抗坏血酸 、半胱氨酸和硫 脲加 

入到液体培养基中，对多酚氧化酶的活性有明显 

的抑制作用。在静止的液体培养基中加入抗氧化 

剂比在固体培养基中加入的效果要明显得多。 

3．3 加活性炭 

0．1％--0．5％活性炭对吸附酚类氧化物效果明 

显(王敬驹等，1983)，在许多热带树木的组织培养 

中均曾观察到活性炭防止外植体褐变的明显效果。 

3．4 缩短转瓶周期 
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对于易褐变的材料进行连续转移可以减轻醌 

类物质对培养物的毒害作用。在无刺黑莓的茎尖培 

养中，接种后 l～2 d就转入新鲜培养基；在山月桂 

树的茎尖培养中，接种 12-24 h便转入液体培养 

基，然后继续每天转移 1次，连续 7 d，褐化便得到 

了完全控制。在山月桂树的茎尖培养中 ，接种后 

l2～24 h，便转入液体培养基中，在此之后的一周 

内，每天转一次瓶，外植体褐变可得到完全控制。 

总而言之 ，在植物组织培养中，褐变是个常见 

的棘手的问题 ，虽然不可避免，但我们可以在培养 

的各个环节加以控制，使之减轻，大大提高组织培 

养成功率。 
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