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植物组织培养褐变产生的因素及对策 
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【摘 要】本文针对植物组织培养中常见的褐变现象，详细地分析了其产生的机理及影响因素，并提出了相应的对策，为科研 
和生产提供 了一定的理论和 实践依据。 
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目前．在许多植物组织培养过程中，常遇到褐变问题。褐变 

主要发生在外植体 。在植物愈伤组织的继代、悬浮细胞培养以 

及原生质体的分离与培养中也经常发生。褐变产物不仅使外植 

体、细胞、培养基等变褐，而且对许多酶有抑制作用，从而影响 

培养材料的生长与分化 ，严重时甚至导致死亡。本文探讨植物 

组织培养中褐变现象的影响因素、机理及防范措施，对我们进 

行科学研究或工厂生产，包括植物组织的培养，原生质体 、悬浮 

细胞和植物器官的培养都有着十分重要的现实意义。 

1 褐变产生的影响因素 

影响植物组织培养褐变的因子是复杂的。因植物的种类、 

基因型、外植体部位及生理状态等不同，褐变的程度也有所不 

同。 

1．1 植物种类及基因型 

不同的植物和不同的基因型决定了不同的褐化程度。在组 

织培养中．品种褐化难易可能是与该品种中多酚类物质含量的 

多少及多酚氧化酶 PO)活性的差异有关。 

1 I2 外植体部位及生理状态 

外植体的部位及生理状态不同其褐化程度不同，同时，不 

同时期和不同年龄的外植体在培养中褐变的程度也不同。 

1．3 培养基成分 

培养基成分中的无机盐、蔗糖浓度 、激素水平等对褐变的 

程度的影响尤为重要。另外，其 pH值也与褐变程度有较大关 

系。 

1．4 培养条件 

温度过高或光照过强。均可加速被培养组织的褐变。不利 

环境条件都能造成细胞的程序化死亡．温度是诱导程序化死亡 

的主要因素I”。 

2 褐变产生的机理 

2．1非酶促褐变 

非酶促褐变是由于细胞受胁迫或其他不利条件影响所造 

成的细胞程序化死亡或自然发生的细胞死亡，即坏死形成的褐 

变现象，并不涉及酚类物质的产生。徐振彪等【 将生长正常的 

愈伤组织转移到含 NaC1的培养基中，组织周围尤其是接触培 

养基部分发生褐变 ，但培养基中没有看到扩散的褐化物质。当 

温度升高时继代保存时间过长，也会发生此类现象。但这种褐 

变若采取适当措施或者愈伤组织适应了胁迫环境就不再发生 

了嘲。 

2I2 酶促褐变 

目前认为植物组织培养中的褐变主要是由酶促褐变引起 

的，培养材料变褐主要是由伤 口处分泌的酚类化合物引起的 

【41
。 酶促褐变如 同一般的酶促反应，其发生必须具备三个条件 ， 

即酶、底物和氧。引起褐变的酶有多酚氧化酶(PPO)、过氧化物 

酶(POD)、苯丙氨酸解氨酶等。从初次培养和继代培养过程中 

试管苗的褐变程度和 PPO的活性来看 ，表明 PPO活性的高低 

是引起培养材料褐变的关键。引起褐变的酶的底物主要是酚类 

化合物 。按其组成可分成 3类：苯基羧酸(包括邻羟基苯酚 、儿 

茶酚、没食子酸、莽草酸等)。苯丙烷衍生物 (包括绿原酸、肉桂 

酸、香豆酸、咖啡酸、单宁、木质素等)，第三类是黄烷衍生物(包 

括花青素、黄酮、芸香苷等 )，但并非所有的酚类物质都是 PPO 

的底物。 

在正常发育的植物组织中，底物、氧气、PPO同时存在并不 

发生褐变，是因为在正常 的组织细胞内由于多酚类物质分布在 

细胞的液泡内，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不能接触。而当细胞膜的结构发生变 

化和破坏时，则为酶创造了与 PPO接触的条件 ，在氧存在的情 

况下使酚类物质氧化成醌 ．进行一系列的脱水、聚合反应 ，最后 

形成黑褐色物质 ，从而引起褐变。 

3 防止外植体产生褐变的对策 

从理论上讲，酶促褐变可以通过以下三种方法加以抑制：一 

是除去引起氧化的物质——氧；二是捕捉或减少聚合反应的中 

间产物 ：三是抑制有关的酶。实际操作上，下列措施是被认为行 

之有效的。 

3．1 适当外植体的选择 

取材时应注意选择褐变程度较小的品种和部位作外植体。 

成年植株比幼苗褐变程度厉害，夏季材料比冬季及早春和秋季 

材料的褐变要严重。冬季的芽不易生长，宜选用早春和秋季的 

材料作为外植体。王异星【 用荔枝无菌苗不同组织的诱导试验 

表明，茎最容易诱导出愈伤组织 ，培养 2周后长出浅黄色的愈 

伤组织；叶大部分不能产生愈伤组织或诱导出的愈伤组织中度 

褐变；而根极大部分不产生愈伤组织，诱导出的愈伤组织全部 
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褐变。 

3．2 对外植体的处理 

通过对较易褐变的外植体材料的预处理能减轻醌类物质 

的毒害作用。处理方法如下：外植体经流水冲洗后，在 2．5℃的 

低温下处理 12．24小时，再用升汞或 70％酒精消毒 ，然后接种 

于只含有蔗糖的琼脂培养基中培养 5．7天，使组织中的酚类物 

质部分渗入培养基中。取出外植体用0．1％漂白粉溶液浸泡 10 

分钟，再接种到合适的培养基中。若仍有酚类物质渗出，3．5天 

后再转移培养基 2 3次，当外植体的切口愈合后 ，酚类物质减 

少，这样可使外植体褐变减轻或完全被抑制。何琼英等旧用抗 

坏血酸预处理香蕉吸芽外植体，能减轻外植体褐变 ，从而提高 

芽丛诱导率。 

3．3 适宜的培养基 

培养基的成分与褐变程度有关，要考虑所选培养基的状态 

和类型。 

3．3．1 适当的无机盐浓度 

张妙霞等同在柿树组织培养防止褐变所进行的试验中 。4 

种培养基的无机盐以改良 MS(大量元素减半)和 1／2MS的效 

果最好，MS的效果较差，结果证明低浓度的无机盐可促进外 

植体的生长与分化，减轻外植体褐变的程度。徐振彪【l】在对玉 

米幼胚耐NaC1愈伤组织的筛选表明，随NaC1浓度升高，褐变 

现象加重。 

3．3．2 适当和适量的激素 

王异星嘲在荔枝的组织培养过程中。培养基中添加 1 mg／L 

BA+0．Smg／L2,4．D时，愈伤组织较坚硬，增殖缓慢，易产生褐 

变。培养基中添加 1mg／LBA+1mg／L2,4-D时 ，愈伤组织浅黄 

疏松，增殖也快。 

3 3 3 培养基的硬度 

在一定范围内，琼脂用量大，培养基硬度大，褐变率低嗍， 

这可能是培养基的硬度影响了酚类物质的扩散速度的缘故。 

3．3 4培养基中水的硬度的影响 

硬度低的蒸馏水褐变率低，而使用硬度较高的自来水，褐变 

严重，甚至会出现褐变死亡[81。这可能是配制培养基的水改变了 

培养基中无机盐的浓度，间接地影响了植物外植体的褐变。 

3 3 5培养基的 pH值 

在水稻体细胞培养中。pH值为 4．5．5．0时MS液体培养基 

可保持愈伤组织处于良好的生长状态，其表面呈黄白色，而pH 

值为 5．5—6．0时，愈伤组织严重褐变 【9】。一般来说，酸性环境 

(pH值为4．5．5．0)不利于褐变过程的发生㈣。 

3．3．6 培养条件 

如温度过高或光照过强，光照会提高 PPO的活性，促进多 

酚类物质的氧化，从而加速被培养的组织褐变。高浓度CO：也 

会促进褐变，其原因是环境中的 CO2向细胞内扩散。细胞内 

CO3 增多，CO32‘与细胞膜上的CO32‘结合，使有效 C032‘减 

少，导致内膜系统瓦解 ，酚类物质与 PPO相互接触。产生褐变 

[HI
。 因此。初期培养要在黑暗或弱光下进行。 

3．4 添加褐变抑制剂和吸附剂 

褐变抑制剂主要包括抗氧化剂和 PPO抑制剂。在培养基 

中加入偏二亚硫酸钠、L．半胱氨酸、抗坏血酸、柠檬酸、二硫苏 
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糖醇等抗氧化剂都可以与氧化产物醌发生作用。使其重新还原 

为酚【l2】。由于其作用过程均为消耗性的，在实际应用中应注意 

添加量。其中 L．半胱氨酸和抗坏血酸均对外 植体无毒副作 

用，在生产应用中可不受限制。在水稻细胞的培养基中，添加植 

酸(PA)，可防止褐变 ，PA分子中众多的羟基产生抗氧化作用 ， 

使生色物质的含量下降或 PA与 PPO分子中的 Cu2+结合 ， 

从而降低了其活力。陈学森等㈣在对植酸在银杏组织培养中应 

用的研究中也证实了植酸具有抑制多酚氧化酶活性的作用。 

常用的吸附剂有活性炭和聚乙烯吡咯烷酮(PVP)。活性炭 

是一种吸附性较强的无机吸附剂。能吸附培养基中的有害物 

质，包括琼脂中的杂质、培养物在培养过程中分泌的酚、醌类物 

质以及蔗糖在高压消毒时产生的 5．羟甲基糠醛等。从而有利 

于培养物的生长。粉末状的活性炭与颗粒状的活性炭相比吸附 

性更强，一般在培养基中加入 1．4g／L的活性炭。在使用过程中 

应注意，尽量用最低浓度的活性炭来对抗褐变的产生 。因为活 

性炭的吸附作用是没有选择性的，在吸附物质的同时，也会吸 

附培养基中的其他成分，对外植体的诱导分化会产生一定的负 

面影响㈣。而聚乙烯吡咯烷酮(PVP)是酚类物质的专一性吸附 

剂，在生化制备中常用作酚类物质和细胞器的保护剂，可用于 

防止褐变【 。 

3．5 进行细胞筛选和多次转移 

在组织培养过程中，经常进行细胞筛选，可以剔除易褐变 

的细胞。在外植体接种 1．2天后应立即转移到新鲜培养基中， 

能减轻酚类物质对培养物的毒害作用，降低抑制作用，使外植 

体尽快分生 ，连续转移 5．6次，可基本解决外植体的褐变问 

题 。 
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