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油茶组织培养过程中防止褐变的研究 
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摘要：以油荼为试验材料，对其组织培养过程中褐化的发生及防止措施作了探讨，结果表明：褐化发生程度与培养 

温度、培养基中激素浓度和无机盐含量等因素有关；较高的培养温度、培养基中较高浓度的无机盐、较高浓度的激 

素及木质化程度高的外植体都会促进褐化的发生；培养基中加入吸附剂能有效地抑制褐化的发生． 
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油茶(Came／1／a o／dfe,~)是我国重要的木本油料树种，油茶组织中酚类物质含量较高．酚类的糖苷化合物 

是木质素、单宁和色素的合成前体⋯．因此，当酚类化合物含量高时，木质素、单宁或色素形成就多，易导致褐 

变的发生[2 】，有些细胞会因褐变而死亡．我们进行油茶带腋芽茎段培养后发现：在茎段腋芽的愈伤组织诱导 

过程中，褐化平均直径达0．63锄，有的甚至达2．10锄，因严重的褐化现象抑制了诱导愈伤组织产生，甚至出 

现死亡．为抑制褐变发生，进行了多次重复比较试验，该试验在培养基为 MS+2—4D 2．0 mg／L+KT 1．0 mg／L 

中加入不同浓度的活性炭和抗氧化剂(维生素 c、柠檬酸、硫代硫酸钠和 PVP)，培养温度为(25±2)℃，每天 

光照14 h，光照强度为2 500—3 O0O lx[5】．另外，还观察了不同培养基和植物激素的不同浓度对油茶组培褐化 

的影响．培养 15 d后对外植体的褐化情况进行统计分析，研究它们在不同处理上的防褐化效应，并筛选出了 

较好的抑制方法，为顺利进行油茶组培提供了保证． 

1 实验材料与方法 

1．1 材料 

采自广东韶关大塘镇油茶林，选取树势健壮，新梢长短一致，粗而嫩，生长势强，无病虫害，多分布在树 

冠的中部外围茎尖为实验材料，采后立即送回实验室进行处理． 

1．2 外植体消毒 

将外植体首先浸在洗衣粉液中，用试管涮轻轻涮洗外植体表面后用流水冲洗4—5次，然后用浓度70％ 

的酒精浸泡3o 8，再用浓度0．1％的升汞浸泡7 rain，最后用无菌水漂洗4—5次，接种于培养基上． 

1．3 培养基及应用方法 

实验采用2种基本培养基(I／2MS、MS)与添加2—4D 2．0 rag／L+KT 1．0 rag／L+1 g／L~di性碳的组合培养基进 

行对比．在培养基上添加7．0 g／L琼脂粉，30 g／L蔗糖，pH 5．8．在培养基为h +2—4D 2．0 rag／L+KT 1．0 mg／L 

中加入不同浓度的活性炭和抗氧化剂(维生素c、柠檬酸、硫代硫酸钠和PVP)(见表 1)，在121~C、0．15 MPa条 

件下高压灭菌20 rain． 

在 Is+2—4D 2．0 mg／L+KT 1．0 mg／L培养基中添加不同浓度植物生长调节剂(2，4一D、NAA、gr)，比 

较其对生长及褐变的影响． 
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2 结果与分析 

2．1 减轻油茶褐变的培养基筛选 

试验表明，在1／2MS+1 g活性碳培养基中，茎尖褐化率较低，但生长不明显或无生长；在 MS+2一D 2．0 

mg／L+KT 1．0 mg／L组合培养基中，褐化率偏高，但外植体有生长．降低无机盐浓度，能减轻褐化现象，降低 

褐化率．改变培养环境进行试验，将接种好的外植体置于 lO℃恒温箱中3 d后取出，再置于(25±2)℃室内光 

照强度为2 500～3 03O lx条件下培养，褐化率在原基础上有一定降低． 

2．2 添加不同浓度的抗氧化剂、吸附剂对防止油茶茎尖褐变的影响 

以MS+2—4D 2．0 mg／L+KT 1．0 mg／L．~合培养基中添加不同浓度的抗氧化剂、吸附剂的试验结果见 

表 1． 

表 l 培养基中添加不同浓度的抗氧化剂和吸附剂对防止油茶茎尖褐变的影响‘ 

*接种后 15 d观察到的结果 

由表 l可以看出，不同种类和不同浓度的抗氧化剂、吸附剂对油茶茎尖褐变有不同的影响．在各种配比 

的培养基中，以添加吸附剂(活性碳和 PVP)的培养基效果最好，褐变得到一定控制；添加抗氧化剂的培养基 

褐化较严重，其中添加硫代硫酸钠培养的外植体褐化最严重．在添加 vc的培养基上，愈伤组织生长好，颜色 

为黄绿色；在添加吸附剂的培养基上，愈伤组织长势一般． 

2．3 生长调节剂对茎段愈伤组织诱导及褐变的影响 

在 MS培养基中添加不同种类和浓度的生长调节剂，对茎尖愈伤组织诱导和褐化影响不同，结果见表2． 

表2 MS培养基中添加不同种类和浓度的生长调节剂对茎尖愈伤组织诱导率和褐化的影响 

表2显示，随2—4D浓度的升高，褐化率随之增高，愈伤组织诱导率下降，褐化反应时间也提早，先是出 
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现淡褐红，以后颜色逐渐加深，最终外植体停止生长或死亡；植株愈伤组织诱导缓慢，其颜色由淡黄逐渐变 

成灰白．添加2—4 D 2．0+KT 1．0的组合中，愈伤组织诱导率最高为63％．在添加 NAA的组合中，褐化率相 

同，反应时间稍推迟，但愈伤组织诱导缓慢，呈淡黄绿色． 

实验表明：Ms+2—4D 2．0 reg／L+ 1．0 reg／L+100 reg／L Ve的培养基，在培养温度为(25 4-2)℃，每天 

光照14 h，光照强度为2 500—3 000 Ix条件下培养，带腋芽的外植体愈伤组织诱导率高，并可有效控制褐变． 

3 讨论 

褐化现象在组织培养中普遍存在，其与外植体的基因型、外植体年龄、大小、部位、种类、培养基和培养 

条件等因素关系密切n】．选择合适的培养基是防止褐化的有效手段之一．有研究表明，选择合适的培养基、蔗 

糖浓度、激素水平等条件均可减轻材料的褐变 _9J．从本文实验结果来看，以油茶茎段作为外植体诱导愈伤 

组织时，随着基本培养基中无机盐离子浓度的降低，褐化现象减轻．此外，在培养基中加入吸附剂也是防止 

外植体褐变的有效方法．在组织培养中，活性炭、PVP能吸附培养基中的有害物质，并在植物组织培养的许多 

方面都有积极的作用．但是，活性炭的吸附作用是没有选择性的，在吸附褐变物质的同时，也会吸附培养基 

中的生长调节物质，而使其失去作用，因而对外植体的诱导愈伤组织会产生一定的负面影响[10]．本实验通过 

研究对吸附剂活性炭、PVP和3种抗氧化剂(Vc、№ 03和柠檬酸)对褐化的影响发现，吸附剂的抗褐化效果 

最好，随着其浓度的升高，抗褐化效果提高，vc效果次之，Na2s203和柠檬酸效果最差．另外，在培养基中添 

加不同浓度的2—4D、KT和NAA对褐化有不同的影响；接种后进行暗处理，可在一定程度上减轻褐化反应． 
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Control Browning of the Tissue Culture of Came／／／a oleifera 
QUE Sheng-qu~d ，Zl-IU Bi—fel ，PENG Lin ，ZHONG De-hl 

(1．Life Sciences College Nanchang University，Nanchang 330047，Jiangxi，China； 

2．Yingdong College of Bioengineering，Shaeguan University，Shaeguan 512005，C,uangdong，Chi~) 

AIlSII'a~I Experiments were carried out to discuss the~ffeeting factors and solve the problem of browning of Came／I／a 

oleifera during the tissue culture．The results showed that the browning rate of Came／I／a oleifera in invitro culture could be 

increasedwith usingthehigher cl ingtem~rature，u曲=lgthe stem segmentlignified as explantand supplementingwith 

higher concentration of salt and hormone in medium．Some additions like sorbent could be effectively prevent Came／／／a 

oleifera explants from browiw,． 

Key w0砌s：Camellia olei：fera：tissue culture；sorbent；baming 
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