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植物组织培养中褐变现象的研究 

马莉贞 (青海大学农牧学院，青海西宁810o03) 

摘要 阐述了植物组织培养中褐变现象的原理及影响褐变的因素，提出了防止褐变的措施和方法。 
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Abstract The principle of explant brewingwan statedinthis paper，andthefactors causingbrewingandthemethodsto overeolne brewingin planttissue 

culture were put forward． 
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褐变是指外植体在培养过程中，自身组织从表面向培养 

基释放褐色物质，以致培养基逐渐变成褐色，外植体也随之 

进一步褐变而死亡的现象。 

1 褐变的原理 

褐变的发生与外植体组织中所含的酚类化合物多少和 

多酚氧化酶活性有关。很多植物，特别是木本植物都含有较 

高的酚类化合物，这些酚类化合物在完整的组织和细胞中与 

多酚氧化酶(PPO)分隔存在，因而比较稳定。在建立外植体 

时，切口附近的细胞受到伤害，其分隔效应被打破，酚类化合 

物外溢。在溢出过程中与多酚类氧化酶接触，在 PPO的催化 

下迅速氧化成褐色的醌类物质和水，醌类又会在酪氨酸酶等 

的作用下，与外植体组织中的蛋白质发生聚合，进一步引起 

其他酶系统失活，从而导致组织代谢活动紊乱，生长停滞，最 

终衰老死亡_1—31。 

通过研究L4J发现，苍溪梨、金花梨外植体 PPO活性、总酚 

含量与组培褐变率存在一定关系，其组培褐变率的高低取决 

于PPO活性和总酚含量 2种因素。但也有研究L5I6J发现，总 

酚含量高、PPO活性高，褐变率并不高。如总酚含量高和PPO 

活性高的苹果枣其褐变指数并不高，而PPO含量很低的阿月 

浑子的褐变指数则远高于苹果枣，可能正是由于易褐变的阿 

月浑子材料本身的区域化分布被打破所致。褐变指数高低 

与总酚含量以及PPO活性之间的关系因品种而异，有些品种 

与PPO活性有关，有些则与总酚含量密切相关，而有些则与 

两者均有关。 

2 影响褐变的因素 

2．1 植物材料 木本植物，单宁含量或色素含量高的植物 

容易发生褐变 J。因为酚类的糖苷化合物是木质素、单宁或 

色素合成前体，酚类化合物含量高，木质素单宁或色素形成 

就多，而酚类化合物含量高将导致褐变的发生，因此，木本植 

物一般比草本植物容易发生褐变。 

幼龄材料一般比成龄材料褐变轻，可能与幼龄材料中酚 

类化合物含量少有关。 

2．2 取材部位及时期 用油棕幼嫩器官或组织，如胚等外 

植体进行培养，褐变较轻，而用高度分化的叶片作外植体，接 

种后则很容易褐变_8J。对濒危植物翅果油树的组织褐变研 
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究也表N E9J，幼龄的茎段是诱导愈伤组织的最佳材料。 

植物体内酚类化合物含量和 PPO活性呈季节性变化，植 

物在生长季节都含有较多的酚类化合物。PPO活性和酶类 

含量基本是对应的，春秋季较弱，随着生长季节的到来，酶活 

性逐渐增强。所以。一般都选在早春和秋季取材_1．8J。 

2．3 培养基 

2．3．1 无机盐。在初代培养时，降低盐浓度可以减少酚类 

物质外溢，从而减轻褐变。如将 DKW培养基的无机盐浓度 

减少 1／2f10J，核桃外植体的褐变率就由 55．8％降至 32．5％。 

无机盐中有些离子，如Mn2 、cu2 是参与酚类合成与氧化酶 

类的组成成分或辅因子，因此盐浓度过高会增加这些酶的活 

性，酶进一步促进酚类合成与氧化_6J。 

2．3．2 植物生长调节剂。激素浓度也会改变组培材料的褐 

变程度。在柿树的组培中_1 ，用改 良的 MS培养基(ZT 9．13 

tanol／L，IAA 0．57舯0l／L)能促进外植体的生长与分化，减轻 

外植体的褐变程度。细胞分裂素有刺激 PPO活性提高的作 

用。在桑树培养过程中，BA的使用浓度低，褐化轻，随BA浓 

度的提高，其褐化率升高 J。另外，在薄壳核桃的茎尖培养 

中也发现[1 。随着培养基中6一BA浓度的升高，褐化率随之增 

高，褐化反应时间也提早。 

2．3．3 抗氧化剂。加入抗氧化剂可改变外植体周围氧化还 

原电势，从而抑制酚类氧化，减轻褐变[13,14]。如在辣椒_1 J中 

加入 vc可明显减轻褐变程度，但不能长期用于继代培养。 

在用不同褐变抑制剂对梨PPO活性抑制研究中发现u ， 半 

胱氨酸( cvs)、抗坏血酸(Ve)、NaHSO3对梨翠冠 PPO活性抑 

制效果较佳，而植酸(PA)和EDTA．2Na抑制效果较差。 

在外植体接种之前，用抗氧化剂浸泡一定时间，也能收 

到一定效果。 

2．3．4 吸附剂。活性炭(AC)和聚乙烯吡咯烷酮(PVP)都可 

以去除酚类氧化造成的毒害效应。在蚕豆幼叶离体培养研 

究中发现[1 。加 PVP的培养基中外植体的褐变率明显比加 

AC的低。 

活性炭除了有吸附作用外，在一定程度上还降低了光照 

强度。从而减轻褐变。 

2．3．5 培养基状态。采用液体培养基可以有效克服外植体 

褐变[18,19]。在液体培养基中，外植体溢出的有毒物质可以很 

快扩散。因而对外植体造成的伤害较轻。在半固体培养系 

统[20]中。加入低浓度琼脂，愈伤组织位于培养基表面，这种培 
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养系统对褐化有毒物起到了很好的扩散作用，减轻了对根发 

育所造成的毒害，收到了很好的效果。 

2．4 其他因素 

2．4．1 外植体大小及受伤害程度。为了减轻褐变，在切取 

外植体时，应尽可能减小其伤口面积，伤口剪切尽可能平整 

些，接种时各种化学消毒剂对外植体的伤害也会引起褐变。 
一 般来讲，外植体消毒时间越长，消毒效果越好，但褐变也越 

严重，因而消毒时间应掌握在一定范围内，才能保证外植体 

存活率较高。 

2．4．2 光照。暗处理能控制外植体褐变_2 ，是因为在酚类 

化合物合成和氧化过程中，需要许多酶系统，其中一部分酶 

系统的活性是受光诱导的。 

2．4．3 温度。低温不仅可以抑制褐变[1,22]，还可以抑制酚类 

化合物的合成，降低 PPO的活性，减少酚类氧化，从而减轻 

褐变。 

2．4．4 转瓶周期。缩短转瓶周期可减轻褐变。 

3 防止褐变的方法 

3．1 外植体的选择 不同基因型、不同时期、不同年龄的外 

植体在培养中褐变的程度不同。所以，应选取褐变程度低的 

种或品种；选用幼龄材料；最好选用早春和秋季的材料作为 

外植体。 

3．2 适宜的培养基和培养条件 注意培养基的状态、类型、 

组成，如无机盐浓度、激素浓度等；初期培养可在黑暗或弱光 

下进行；对外植体进行预处理 J，如先用流水冲洗，然后进行 

低温处理。 

3．3 在培养基中加入抗氧化剂和吸附剂 在培养基中加入 

偏二亚硫酸钠、抗坏血酸、柠檬酸等抗氧化剂，但应注意添加 

量。而且不同吸附剂在不同植物上有效程度不同。 

3．4 反复转移 在外植体接种后 1～2 d立即转移到新鲜培 

养基中，能减轻醌类物质对培养材料的毒害作用，连续转移 

5～6 d，可基本解决外植体褐变问题【1,7,24]。 

4 结语 

关于组培中的褐变现象学者已经提出了各种假说[25,z6]， 

认为褐变的发生往往是多种因素共同作用的结果。因此，只 

有深入了解有关机制，找到影响褐变的主导因子和克服褐变 

的有效方法，才能在实践中防止褐变的发生。 

目前，十几种植物如番茄、马铃薯、甘薯、菠菜、蚕豆、葡 

萄、香蕉、茶树等的PPO基因已被克隆。此外，利用反义 RNA 

技术也成功获得了抗褐变的马铃薯新品系[27,28]。这将为探 

索与培育抗褐变的转基因作物开辟新途径。 
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科技论文写作规范——缩略语 

采用国际上惯用的缩略语。如名词术语DNA(脱氧核糖核酸)、RNA(核糖核酸)、ATP(三磷酸腺苷)、ABA(脱落酸)、ADP 

(：二磷酸腺苷)、cK(对照)、c (变异系数)、CMS(细胞质雄性不育性)、M (吲哚乙酸)、LD(致死剂量)、NAIl(净同化率)、PMC 

(花粉母细胞)、LAJ(叶面积指数)、LSD(最小显著差)、RGR(相对生长率)，单位名缩略语 mRI(国际水稻研究所)、FAO(联合国 

粮农组织)等。对于文中有些需要临时写成缩写的词(如表及图中由于篇幅关系以及文中经常出现的词而写起来又很长 

时)，则可取各主要词首字母写成缩写，但需在第一次出现处写出全称，表及图中则用注解形式在下方注明，以便读者理解。 
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