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　　摘要:本试验研究了不同光照强度培养下 ,蝴蝶兰初代培养过程中外植体内多酚氧化酶(PPO)活性 、

总酚含量以及褐化百分率的变化规律。结果表明:1 000Lx 和 3 000Lx 光强培养可降低褐化率 , 2 000Lx

光强培养的外植体褐化严重且 PPO 活性高于其他两处理 ,差异显著;三处理间总酚含量差异不显著。二

者相关性分析表明 , PPO 活性与外植体中总酚含量呈中等相关。
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　　蝴蝶兰(Phalaenopsissp.)是兰科蝴蝶兰属多年生常绿

附生草本植物 ,为单茎气生兰 , 分株繁殖系数极低[ 1] 。因此 ,

国内外对其组培快繁做了大量研究工作 ,但对其成活率的关

键影响因素———褐化问题的研究未见系统报道。有研究表

明导致褐化的主要原因是由多酚氧化酶作用于天然底物酚

类物质形成醌而引起的[ 2] 。 通过加入抗氧化剂和吸附剂可

较好控制褐化发生[ 3] ,但对外植体生长不利 , 而对外植体进

行遮光处理可减缓酚类物质合成[ 4] 。这与酚类物质合成和

氧化相关的酶都是光诱导型的有关。本试验通过在培养过

程中给予外植体不同的光照强度处理 ,研究外植体的总酚含

量 、多酚氧化酶活性以及褐化指数变化规律 , 寻找通过控制

光照强度来减轻蝴蝶兰组培褐化率的有效途径。

1　材料与方法

1. 1 试验材料

　　中国农业科学院蔬菜花卉研究所花卉组培室的蝴蝶兰

R4品种。

1. 2 培养过程中不同光照强度处理

　　均在 PQX - 300B智能人工气候培养箱中进行(宁波东
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南仪器厂)。设置三种光照强度:1 238 ±180Lx;2 180 ±

175Lx;3 213±160Lx 。

1. 3　组织培养

　　培养基为 MS +2. 8g / L 琼脂+20%蔗糖+3mg /L6 -

BA , pH 5. 8 , 温度 25±2℃。外植体为 R4 植株叶片(1cm×1

cm),每处理接种 20 瓶 , 3 次重复 , 共 180 株外植体 , 用于测

定 PPO 活性和总酚含量。另外每处理再接种 30 瓶 , 共 90

株外植体作为组培中褐化率的观察。

1. 4 指标测定

1. 4. 1 褐化率

褐化百分数=
褐化外植体数
总接种数

1. 4. 2 多酚氧化酶活性测定 参考植物生理学实验(朱广

廉等 , 1990)[ 5] 。略做改进 ,研磨浸提液为 0. 05mol /LpH5. 8

磷酸缓冲液。在 UV - 1601 型分光光度计上测定 525nm 处

的 OD 值。

酶活力(ΔA /0. 01min g)=
E525

0. 01×W×t

1. 4. 3　总酚含量测定　参考 Folin - Denis 方法[ 6] 。略做

改进 ,研磨浸提液为 50%乙醇盐酸(pH 3. 0)溶液。 500nm

处测定 OD值。采用没食子酸做标准曲线 , 计算总酚含量 ,

以 mg g - 1 FW表示。

2 结果与分析

2. 1　不同光照强度培养对褐化率的影响

　　接种第 3d , 褐化即开始出现 ,且 3 000 Lx 光照下的外植

体褐化严重 , 1 000Lx与 2 000Lx 光照处理的褐化水平相当。

褐化率随培养时间延长而持续上升。 但培养 12d 时 , 处于

2 000Lx光照强度下的褐化率明显高于其他处理。

2. 2 不同光照强度对外植体 PPO活性的影响
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图 1　不同光照强度培养对蝴蝶兰外植体褐化的影响

表 1　不同光照强度培养对蝴蝶兰组培外植体 PPO 活性的影响

处理
不同接种天数培养外植体中 PPO 活性　△A /0. 01 ,min. g FW0

0 3 6 9 12 △PPO

±1 000Lx 6. 445 a 5. 861 a 7. 250 a 6. 472 a 8. 084 b 1. 639

± 2 000Lx 6. 472 a 5. 805 a 6. 611 a 7. 167 b 9. 056 a 2. 584

± 3000Lx 6. 589 a 6. 528 a 8. 695 a 7. 361 b 8. 028 b 1. 439

　注:表中不同的小写字母表示处理间在P =0. 05水平上存在显著差异

　　结果表明:不同光照强度处理对蝴蝶兰组培外植体体内

PPO 活性影响差异显著。三种处理在培养 3d 时 , PPO 活性

均有一个下降的趋势;培养 6d 时 , 3 000Lx 处理的外植体体

内 PPO 活性明显高于其他处理 , 2 000Lx 处理的最低;随

后 , 2 000Lx处理的外植体内PPO 持续上升 , 在培养12d 时 ,

与其他两处理的差异呈显著水平。而 3 000Lx 与 1 000Lx

处理在此时几乎没有差异。

2. 3 不同光照强度对外植体体内总酚含量的影响

图 2　不同光照强度培养对蝴蝶兰外植体内总酚含量的影响

　　不同光照强度影响培养外植体的总酚含量 , 但各处理间

差异不显著。 3 000Lx 光照培养的外植体总酚含量在培养

3d 时明显高于其他两个处理 , 但其在培养 6d 时有一个下降

过程 ,此后持续上升。其他两处理从培养开始体内总酚含量

就不断上升 , 培养6 d时 , 三者体内总酚含量相当 , 随后

2 000Lx 处理的外植体总酚含量高于其他两处理 , 但差异不

显著。

3 讨论

　　 PPO 活性受光照强度的影响 。在本实验的三个光照处

理中 ,其表现最大活性的光照强度为 2 000Lx , 处于这个条

件下培养的蝴蝶兰叶片褐化严重。 1 000Lx 和 3 000Lx 光照

强度可能未完全激活 PPO 活性基因的表达 ,所以褐化较轻 ,

而其中又以 1 000Lx 的低光强控褐效果最好。这与杨博等

人对玫瑰组培褐化[7]的研究结果一致。

　　不同光照强度对外植体内总酚含量的影响无明显差异 ,

但其仍表现为 2 000Lx 光强处理的外植体内总酚含量高于

其他两处理 ,这与三种处理的褐化指数对比结果也相一致。

　　研究还发现多酚氧化酶与总酚含量的相关性(1 000Lx

中 y=25. 955x - 117. 55 , R2 =0. 5548;2 000Lx 中 y =

25. 19x - 113. 54 , R2=0. 7432;3 000Lx 中 y=13. 018x -

30. 821 , R2=0. 1531)表明:PPO与总酚含量呈中等相关性。

这与多酚氧化酶是促进酚类氧化成醌 ,从而引起褐化的理论

也相符合。

　　 2 000Lx光照强度能加速 PPO 活性 ,可能催化更多的

酚类物质氧化形成醌 , 从而导致褐化严重。因此 , 我们在蝴

蝶兰组培应用中 ,早期培养时可先降低组培室的光照强度 ,

等切割伤口愈合 ,开始膨大分化时 , 更换新的培养基且转入

2 000Lx 光强中培养 , 这样就可以加速 PPO 在光合过程中

对电子传递的协同作用 , 从而利于外植体生长分化 , 提高分

化率。
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