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摘要 : 以蝴蝶兰‘Dps.Jet greenMantefon ’品种为试材 ,以继代培养获得 的丛生芽为 外植体 ,系统研究 了 2 种吸 附

剂 —活性炭 (AC) 、聚乙烯吡咯烷酮 (PVP) 及 不同预 处理 (外植体 4 ℃冷藏 24h 、黑 暗预处 理 5d 和 黑暗 预处理

10d )对蝴蝶兰组培中组织褐化的影响 。结果表明 :活性炭能有效防止褐化和促 进生长 ,综合效果 最佳 。除外植

体 4℃冷藏 24h 处理外 ,其余处理措施均可减轻组织褐化 ,但效果均不及活性炭 。
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Abstract : Theclusteredshoots generatedfrom proliferation periodof Phalaeno psis amabil is were

usedasex plantinordertostud ythebrownin goftissueculture.Thetreatmentsincludetwoadsor 2
bents:activecarbon,PVP,andthree pretreatments:ex plants preservedat4 ℃for24hours,with

darkness pretreatmentfor5da ysand10da ys.Theresultsindicatedthatactivecarbonwasthebest

oneofallthetreatments,whichcouldcontrolbrownin gand promoteex plant growth.Exce ptfor

theex plants preservedat4 ℃for24hours,theothertreatmentscoulddecreasebrownin g,butthe

effectswerenotas goodasactivecarbon.
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　　蝴蝶兰 ( Phalaeno psis amabi l is ) 又称蝶兰 ,属热

带气生兰 ,是生长在热带及亚热带地区的兰科 (Or2
chidaceae) 植 物 ,多 产于亚 洲 ,其株型 美观 、色彩 艳

丽 、花期持久 ,在热带兰中有“兰花皇后”之美称 ,是

兰科植物中栽培最广泛、最普及的种类之一 ,是国际

上最具有商业价值的四大观赏热带兰之一 [1] 。蝴蝶

兰种类丰富 ,分布广 ,东起菲律宾 、新几内亚 ,南达澳

大利亚北部 ,西苏门答腊 ,北到我国台湾、云南 、四川

西部均有原种 (野生的蝴蝶兰) 存在 ,约有 50 多种 ,

其中我国有 7 种 ,全部为附生兰 [2] 。蝴蝶兰商品化

大规模栽培十分成功 ,在兰花市场上占有相当大的

比例 ,主要用作切花和盆花栽培 。蝴蝶兰属于单茎

型气生兰 ,过去一般依靠摘心发出叶芽进行繁殖 ,但

对植株损害很大 ,因而现较少被采用[3] 。蝴蝶兰植
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株上极少发育侧枝 ,比其他种类的兰花更难于进行

常规无性繁殖 ,组织培养是建立蝴蝶兰快速繁殖无

性系的重要手段 。蝴蝶兰和其他兰科植物一样 ,在

组培快繁生产中存在着易褐化死亡的问题 ,因此如

何克服褐变成了组培快繁生产成功与否的关键 [4] 。

本试验系统探讨了不同吸附剂和不同预处理措施对

蝴蝶兰组培中褐化控制的影响 。

1 　材料与方法

1.1 　供试材料

供试材料为蝴蝶兰 ,品种为‘Dps.Jet greenMan 2
tefon’,由北京三益公司提供 。

1.2 　方法

本试验在河北农业大学生物无机化学重点实验

室组培室进行 ,以蝴蝶兰品种‘Dps.Jet greenMante 2
fon’为试材 ,以继代培养获得的丛生芽为外植体 ,将

大小一致的单芽接种于不同的处理中 ,记录褐化时

间 、褐化 率和 生长 量。培养和观察 60d,30d 统计

1 次生 长量 。培 养基均 为 MS+6-BA5m gΠL+

NAA0 15m gΠL, 蔗糖20 gΠL, 琼脂 315 gΠL, 椰汁 100

mLΠL, 光照强度 2000 ～2500lx, 光照时间 13h Πd,
温度(25 ±2) ℃。

1.2.1 　不同吸附剂对褐化影响试验 　选用的吸附

剂为活性炭和聚乙烯吡咯烷酮 ( PVP) ,分别设 4 个

浓度 :1、2、3、4 gΠL, 以不加吸附剂为对照 。

1.2.2 　外植体冷藏及黑暗预处理试验 　外植体冷

藏即将外植体在 4 ℃下冷藏 24h (处理 1) ;黑暗预处

理 5d (处理 2) ,黑暗预处理 10d (处理 3) ,此处理均

在 HPS —280 生化培养箱进行 ,以常规组培室培养

的为对照。

2 　结果与分析

2.1 　不同吸附剂和预处理对褐化的影响

2.1.1 　不同吸附剂对褐化影响 　对照在接种后的

第 7 天培养基与小苗接触部位开始变褐 ,随时间推

移 ,褐色逐渐加深 ,并扩散至整个培养基 ,第 60 天整

个培养基均呈褐色 。与对照相比 ,加入活性炭的处

理 ,从接种至第 60 天均无褐化现象产生 ,此处理的

4 个浓度水平之间防褐效果差异不显著 ,而对照在

第 15 天和第 30 天时的褐化率分别为 72%和 83%;

PVP 作为吸附剂在培养的整个过程中降 低了褐化

率 ,其各浓度水平与对照相比均达显著水平 ,其中浓

度为 ΠL 的效果最好 ,与其余浓度水平差异显著 ,

在第 5 天和第 3 天时其褐化率分别为 和 3 % 。

但随时间推移培养基的褐色逐渐加深 ,说明 PVP 有

一定的防褐效果 ,但其效果不及活性炭 (见图 1) 。

图 1 　PVP对褐化率的影响
Fig.1 　EffectofPVPonbrownin grate

2.1.2 　不同预处理对褐化影响 　由图 2 可知 :对照

在第 7天开始褐化 ,经预处理的各处理均推迟了褐化

现象出现的时间 ,且与对照差异显著 ,其中以经黑暗

预处理 10d 的效果最佳 ,褐化现象出现的最早时间

比对照推迟了 5d 。由图 3 结果表明 :在所有处理中 ,

褐化率均随培养时间的延长而增加 。经黑暗预处理

5d 和 10d 的 2 种处理均降低了褐化率 ,尤以黑暗预

处理10d 的效果明显 ,在第 15天和第 30天时其褐化

率分别为 25%和 56% 分别 比对 照降 低了 65% 和

32%, 黑 暗 预处 理 5d 的 效 果其 次 ,在第 15 天 和

第30天时 其褐化率分别为 38%和 67%; 而外植体

4℃冷藏 24h 的处理在第 15 天时褐化率显著低于对

照 ,第 30天时其褐化率为 85%, 显著高于对照 。

图 2　不同预处理出现褐化的时间
Fig.2 　Timeofbrownin gofdifferent pretreatments

图 3 　不同预处理的褐化率
F 3 　B f ff
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2.2 　不同吸附剂和预处理对生长的影响

2.2.1 　不同吸附剂对生长的影响 　由表 1 可知 :与

对照相比 ,加入活性炭的各浓度水平长势均优于对

照 ,与对照差异显著 ,但各浓度水平间无明显差异 ,

在第 30 天和第 60 天时 ,加入活性炭的各浓度水平

之间 ,植株的新叶数和株高增量均显著优于对照 ,可

知活性炭能促进植株的生长 ,在培养期间 ,此各浓度

水平的植株叶色浓绿 、有光泽 ;加入 PVP 的各浓度

水平在第 30 天时的新叶数与株高增量均与对照差

异显著 ,至第 60 天时新叶数均优于对照 ,与对照达

显著水平 ,综合考虑蝴蝶兰 的生长状况 ,说 明 PVP

能显著促进蝴蝶兰生长 ,其中 ,以浓度为 1 gΠL 的效

果最好 ,不仅与其余浓度水平差异显著且与对照有

显著差异 。结合培养期间的观察 ,加入 PVP 的处理

在长势、生长量大小 ,及光泽度方面不及活性炭处理

(见图版 1) 。

表 1 　不同吸附剂对生长的影响
Table1 　Effectofdifferentadsorbentson growth

处理浓度Π
(g·L -1 )

Treatment

concentration

活性炭 　Activecarbon PVP

30 d 60 d 30 d 60 d

新叶Π片
Numberof
newleaves

株高 增量Πcm
Increment

heightof
plantlets

新叶Π片
Numberof
newleaves

株高增量Πcm
Increment

heightof
plantlets

新 叶Π片
Numberof
newleaves

株高增量Πcm
Increment

heightof
plantlets

新叶Π片
Numberof
newleaves

株高增量Πcm
Increment

heightof
plantlets

对 照 0.90d 0.21e 2.00e 0.41c 0.90c 0.21d 2.00d 0.41b

1 1.60c 0.37a 3.33d 0.60a 1.50a 0.37a 2.33b 0.54a

2 2.00a 0.36b 4.30a 0.48c 1.30b 0.33b 2.80a 0.38c

3 1.80b 0.33c 3.50c 0.56ab 1.16b 0.22d 2.30b 0.37c

4 1.63c 0.24d 4.00b 0.52b 1.23b 0.28c 2.20c 0.43b

　　注 :表中同列不同小写字母表示方差分析差异显著 ( P<0.05 ) .

1: 对照 ,2: 活性炭2 gΠL,3:PVP1 gΠL
图版 1　吸附剂处理第 60d 褐化和生长情况

Plate1Thebrownin gand growthof Phal aeno psis plantlets

culturedontreatmentsofabsorbentatsi xt yda y

2.2.2 　不同预处理对生长的影响 　由图 4 和图 5

可知 :经黑暗预处理的 2 种处理在第 30 天和第 60

天时其新叶数和株高增量均大于对照。说明在整个

培养期间 ,经黑暗预处理可促进植株生长。黑暗预

处理 10d 的效果均优于黑暗预处理 5d 的效果 ,说

明延长一定的黑暗预处理时间可促进植株的生长 ;

而 4 ℃冰箱冷藏的处理在第 30 天和第 60 天时的新

叶数与株高增量均显著低于对照 ,说明此处理抑制

了植株的生长 ,在培养期间观察到此处理的蝴蝶兰

植株生长缓慢 ,苗小 ,叶片无光泽 (见图版 2) 。

图 4 　不同预处理的对叶片数的影响
Fig.4 　Effectofdi fferent pretreatments

　onthenumberofnewleaves

图 5 　不同预处理对株高增量的影响
F 5 　 ff f ff

f
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1: 对照 ,4: 黑暗预处理 10d,5: 黑暗预处理 5d,6:4 ℃冷藏 24h

图版 2　各预处理第 60天褐化和生长情况
Plate2 　Thebrowningand growthof Phal aeno psis plantlets

culturedon pretreatmentsatsixt ythday

3 　讨论

外植体的褐变是指用于离体培养的无性系植物

或进行组织培养时 ,从植物体上切取的切段组织中

的酚类物质被氧化 ,生成棕褐色的醌类物质 ,逐渐扩

散到培养基中 ,抑制其他的酶活性 ,以致培养的外植

体受到毒害 。活性炭具有强大的吸附能力 ,它主要

吸附非极性分子和色素等大分子 ,可以减少一些有

害物质的影响 [4] ,它可以促进花药培养时的雄核发

育 ,形成单倍体植株 [5] 。以 活性炭 1%的浓度可 以

使洋葱的生根数增加。在兜兰种子的培养
[6]

、甘蔗

的组织培养及试管苗的生根中 [7] 都利用了活性炭防

止植物自身的酚类物质排泌和变褐老化 ,对形态发

生和器官形成有良好效应 。本试验中活性炭防褐化

效果最佳
[8]
,与对照相比能显著促进植株生长 ,在试

验的 60d 内 ,组培苗均未出现褐化现象 。聚乙烯吡

咯烷酮 (PVP) 是酚类物质的专一吸附剂 ,在生化分

离制备中常用于酚类物质和细胞器的保护剂 。在柿

树组织培养中可以有效防止褐变 [9] 。在本试验中 ,

PVP 处 理有 一定 的防 褐效 果 ,亦 能 促进 生长 ,以

1 gΠL的效果最佳 ,但其整体效果不及活性炭处理 。

在预处理试验中 ,黑暗预处理能减轻褐化 ,亦能

促进生长 ,其中以预处理 10d 的褐化率最低 ,可能

与黑暗处理降低了多酚氧化酶 ( PPO)活性有关 。另

外 ,继续增加预处理的时间褐化率是否会进一步降

低 ;若在接种的培养基中加入活性炭或 PVP 后再经

黑暗预处理 ,防褐效果是否会更好 ,这均有待于进一

步研究。

外植体 4℃下冷藏 24h 后离体培养 ,在接种后

15d 之内有一定的防褐效果 ,30d 后其褐化率高于

对照 ,长势和生长量显著低于对照 ,而韩超研究表明

丽格海棠中度成熟茎 段经 4 ℃下冷藏 20h, 芽生长

量大于 对照 [10] ,这可能与 试材的 种类 及品种 不同

有关 。
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