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植物组织培养中褐变的产生机理及控制措施 
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摘要：阐述了植物组织培养概况及其在农业中的应用和植物组织培养中褐变的产生机理，提出了 

植物组织培养中褐变的控制措施。 
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Analysis on the Browning of Callous in Tissue Culture and Controlling Measures 
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(Huai’all Academy of Agricultural Sciences，Huai’all 223001，China) 

Abstract：The application of tissue culture in a culture and mechanism of callous browning were discribed．The 

controlling measure of caHous browning was reported． 
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植物组织培养是生物工程的基础和关键环节之 
一

， 在农业生产中发挥着越来越重要的作用。植物 

组织培养是一项技术性较强的工作，褐变是植物组 

织培养工作中经常遇到的难题⋯，有效控制褐变 

是植物组织培养成功的关键。 

1植物组织培养概况及其在农业中的应用 

1．1 植物组织培养概况 

植物组织培养技术既是植物遗传工程的基础和 

关键技术之一，也是一种实用性极强的高新技术。 

20世纪80年代以来 ，植物组培技术迅速发展，已 

经成为生物工程研究开发的新热点。迄今为止已获 

得400多种植物的细胞，不仅可通过细胞的再分化 

生成完整植株，而且可以通过细胞培养获得600多 

种人类所需的各种物质，植物细胞培养已经建立起 

专门技术，形成新的学科体系。 

1．2 组培技术在农业中的应用 

1．2．1 在植物育种上的应用 植物细胞组织培养 

已广泛应用于植物育种，在单倍体育种、胚培养、 

体细胞杂交、细胞突变体筛选、遗传转化等方面均 

取得显著成效。采用遗传转化方法，解决植物育种 

中用常规杂交方法所不能解决的问题，并与常规育 

种方法相结合，建立高效育种技术体系是目前各国 

努力的方向。目前通过这种方法已获得抗虫棉等一 

批新品种，并已在生产上大面积推广应用。 

1．2．2 在植物脱毒和离体快繁上的应用 植物离 

体繁殖的突出优点是快速，而且材料来源单一，遗 

传背景均一，不受季节和地区等限制，重复性好。 

目前世界上已建立许多年产百万苗木的组织培养工 

厂，成为一个新兴产业，组培苗市场已国际化。 

1．2．3 在次生代谢产物生产上的应用 利用植物 

细胞组织的大规模培养，可高效生产各种天然化合 

物，如蛋白质、脂肪、糖类、药物、香料、生物 

碱、天然色素及其他活性物质。该领域已引起人们 

广泛兴趣和重视，国际上已获得专利 100余项。 

1．2．4 在植物种质资源保存和交换上的应用 利 

用植物细胞组织培养进行离体低温或冷冻保存，可 

大大节约人力、物力和土地，还可挽救濒危物种。 

同时，离体保存的材料不受各种病虫害侵染、不受 

季节限制，利于种质资源的地区间及国际间的交 

换。目前，我国在多个地方建立了植物种质资源离 

体保存设施。 

2 褐变的产生机理 

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 
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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。 

2．1 褐变的产生机理 

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。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。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，醌类物质 

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 -4 J。苍溪梨、金花梨组培褐变率的高低取决于 

PPO活性和总酚含量 ；总酚含量高、PPO活性 

高，褐变率并不高 ]。褐变指数高低与总酚含量 

及 PPO活性间的关系因品种而异。 

2．2 褐变的影响因素 

2．2．1 植物种类及基因型 组培中不同种植物、 

同种植物不同类型、不同品种褐变发生的频率、严 

重程度都存在很大差异。木本植物、单宁或色素含 

量高的植物易发生褐变，如核桃单宁含量很高，组 

织培养难度很大，往往会因为褐变而死亡。 

2．2．2 与外植体生理状态有关 (1)褐变随着 

年龄和组织木质化程度增加而加强。因此，外植体 

接种时常需剥去鳞片和大叶片，尤其以切取幼嫩的 

芽尖或切取顶芽分生组织 (或带少量叶原基)接 

种更为理想；(2)不同生长季节取材的培养成功 

率亦不同。王续衍等 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 

取材死亡率较重； (3)外植体大小也会影响褐变 

程度；(4)受伤程度大小也影响褐变发生。切取 

外植体时伤口尽可能平整可减轻褐变发生程度。除 

机械伤害外，接种时各种化学消毒剂对外植体的伤 

害也会引起褐变。一般外植体消毒时间越长，消毒 

效果越好，褐变程度也越严重，因此消毒时间应掌 

握在一定范围内，才能保证较高的外植体存 活 

率 。 

2．2．3 培养基的成分及培养条件 王永清等 对 

樱花组织在不同培养基中的生长状况比较发现， 

1／4MS培养基在一定程度上能减轻樱花外植体的褐 

变。张妙霞等  ̈进行柿树组织培养发现，改良的 

MS培养基能促进外植体分化，减轻外植体的褐变 

程度。培养基中加入的生长调节物质不当，也会使 

外植体产生褐变。张卫芳等  ̈在对 1 a生薄壳核桃 

的茎尖培养中发现，随着培养基中6一BA浓度的升 

高，褐化率随之增高，褐化反应时间提前；较低浓 

度的6-BA适宜茎尖分化生长，褐化反应慢，部分 

培养基已无明显褐化现象；添加 2，4一D、IAA的组 

合中，褐化反应稍有推迟。在荔枝的组织培养过程 

中，培养基 中添加 1 mg／L BA+0．5 mg／L 2，4．D 

时，愈伤组织较坚硬，增殖缓慢，易产生褐变，而 

培养基中添加 1 mg／L BA+1 mg／L 2，4一D时，愈 

伤组织浅黄疏松，增殖快 引。说明，选择适当的 

培养基及最佳的生长调节物质可有效克服褐变。 

培养条件对褐变也有影响。温度过高或光照过 

强，都可提高 PPO的活性，从而加速被培养组织 

的褐变；CO：浓度过高也会促使褐变发生 引。 

2．2．4 培养时间过长 接种后，材料培养时间过 

长，未及时转移，也会引起材料的褐变甚至死亡。 

3褐变的控制措施 

3．1 选择适宜的外植体 

选择生长旺盛、分生能力强的植物部位作为外 

植体材料，在进行组织培养过程中不易产生褐变。 

取材时还应注意外植体的基因型，选择褐变程度较 

小的品种作为外植体。 

3．2 对外植体进行预处理 

将外植体用流水冲洗，然后在 50℃左右条件 

下处理 12—24 h，消毒后先接种在只含有蔗糖的培 

养基上5—7 d，使组织中的酚类物质部分先渗入培 

养基。取出外植体，用适当方法清洗，再接种到适 

合的培养基上，可减轻外植体的褐变。李焕秀 

等H纠用6种不同的预处理研究其对苍溪梨外植体 

褐变和成活的影响，结果发现，低温处理对降低褐 

变有一定作用；用抗氧化剂或 PPO溶液进行预处 

理也可起到减轻褐变的效果。 

3．3 选择适宜的培养基和培养条件 

选择适宜的无机盐成分、蔗糖浓度、激素水 

平、pH值及培养基状态、类型等是十分重要的。 

初期培养可在黑暗或弱光下进行，因为光照会提高 

PPO的活性，促进多酚类物质的氧化。另外，还要 
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注意培养温度不宜过高，保持较低温度 (15～ 

2O℃)也可降低褐变作用。 

3．4 添加褐变抑制剂和吸附剂 

培养基中加人抗氧化剂和其他抑制剂可有效减 

轻外植体在组培过程中的酶促褐变。培养基中加人 

Vc可有效防止褐变  ̈。黄霞等 副̈发现活性炭与 

Vc配合使用可有效防止香蕉茎尖培养中外植体的 

褐变 J。此外，蛋白水解产物、氨基酸、2．巯基 

苯并噻唑等物质都可作为抑制剂防止褐变。活性炭 

可吸附培养物分泌到培养基 中的酚、醌等有害物 

质，从而有效减轻褐变，但活性炭也吸附培养基中 

的生长调节物质，从而影响外植体的正常发育。因 

此，加人活性炭的培养基中应适当改变激素配比， 

在防止褐变的同时外植体能够正常发育。 

3．5 连续转移 

外植体接种后 1～2 d立即转移到新鲜培养基 

中，可减轻酚类物质对培养物的毒害作用，连续转 

移五六次可基本解决外植体褐变问题。此法比较经 

济，简单易行 ，应是首选克服褐变的方法。 

关于组培中的褐变现象各种假说  ̈刚认为， 

褐变的发生往往是多种因素共同作用的结果。因 

此，只有深人了解有关机制，找到影响褐变的主导 

因子和控制褐变的有效方法，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 

薯等的PPO基因已被克隆；此外，利用反义 RN技 

术也成功获得了抗褐变的马铃薯新品系 卜 ，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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