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　　摘　要:在植物组织培养过程中 ,常发生褐变 、污染 、玻璃化现象三大难题 ,严重影响了组织

培养材料的正常发育 ,给组织培养带来了一定的困难。结合近些年的研究 ,对三者发生的原因以

及控制措施进行了综述 ,以期为科研和生产提供一定的理论依据和实践指导。
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　　植物组织培养技术是指在无菌条件下 ,将离体的植

物器官 、组织 、细胞以及原生质体 ,在人工配制的培养基

上培养成完整植株的过程[ 1] 。植物组织培养研究自

Haberlandt(1902)的工作开始 ,至今已有 100年的历史。

现在植物组织培养技术已在科研和生产中广泛应用 ,成

为最引人注目的生物技术之一。特别是近 30年来 ,不

少组织培养工厂应用该技术大量生产花卉 、蔬菜及特种

经济植物幼苗 、脱毒苗 ,使作物种植逐步走向集中控制

化、规模化 、自动化 、不受自然影响的工厂化生产[ 2] 。尽

管组织培养方面理论研究已相当精深 ,但在试验和生产

过程中常常会遇到褐变 、菌类污染和玻璃化现象三大难

题[ 3] ,严重者会导致试验和生产的失败 ,给科研和生产

造成巨大的经济损失。所以 ,植物组织培养操作过程中

的经验积累和技术的掌握是很重要的。现根据国内外

的研究成果 ,对植物组织培养中的三大难题进行了分

析 ,并提出了相应的解决方法。

1　褐变现象
1.1　褐变概念及产生机理

褐变是指外植体在诱导脱分化或再分化过程中 ,自

身组织从表面向培养基释放褐色物质 ,以至培养基逐渐

变成褐色 ,外植体也随之进一步变褐而死亡的现象[ 4] 。

目前认为褐化主要是由酶促引起的。酶促褐化必须具

有酶 、底物和氧3个条件。引起褐化的酶有多酚氧化酶

(PPO)、过氧化物酶(POD)、苯丙氨酸解氨酶等[ 5-7] 。在

正常发育的植物组织中 ,底物 、氧 、PPO同时存在并不发

生褐化 ,这是因为在正常组织细胞内 ,多酚类物质分布

在液泡 ,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 ,再进行一系列

的脱水 、聚合反应 ,最后形成黑褐色物质 ,从而引起褐

化
[ 8-9]

。

1.2　克服外植体褐变的措施

褐变在植物组织培养过程中普遍存在 ,尤以木本植

物组织培养中褐变严重
[ 10-11]

。控制褐变比控制污染和

玻璃化更加困难 ,因而有人认为褐变能否得到有效控制
是植物组织培养能否成功的关键[ 12-13] 。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。实际操作中 ,下列措施被认为

是行之有效的。

1.2.1　选择适当的外植体　选择生长旺盛的 ,分生能力

强的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。油棕用幼嫩的外植体培养时褐变较轻 ,而用

高度分化的叶片接种后 ,褐变严重。在取材时还应注意

外植体的基因型 ,选择褐变程度较小的品种作为外植

体[ 14] 。

1.2.2　培养材料进行预处理　将外植体用流水冲洗后 ,

在 5℃左右处理 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[ 15] 用 6种不

同的预处理来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抑制褐变有一定作用。

1.2.3　选择适当的培养基和培养条件　在培养基的选

择上应注意适当的无机盐成分 、蔗糖浓度 、激素水平与

组合以及配合一些抗褐变剂等都可减轻褐变现象的发

生。培养过程中还要注意适宜的培养条件 ,因为在酚类

物质的合成和氧化过程中 ,有许多酶系统参与 ,其中部

分酶系统是光活性的。较高的温度会使酶促褐变加强。
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所以建议在培养初期保持较低的温度(15 ～ 20℃),黑暗

或弱光下培养 ,均可减轻培养材料的褐变。

1.2.4　抑制剂和吸附剂的作用　在培养基中加入抗氧

化剂和其他抑制剂可以有效地减轻外植体在组培过程

中的酶促褐变[ 16] 。在培养基中加入Vc可有效的防止褐

变。这是因为 Vc为多羟基还原物质 ,一方面可以使多

酚氧化酶失活阻止酚类物质氧化;另一方面 Vc在酶的

催化下能消耗溶解氧 ,使酚类物质因缺氧而无法氧

化[ 17] 。此外 ,蛋白水解产物 、氨基酸 、2-巯基苯丙噻唑 、

硫脲 、二氨基二硫代硫酸钠 、氰化钾 、多胺等物质都可作

为抑制剂来防止褐变的发生。活性炭是一种较强的吸

附剂 ,它可以吸附培养物分泌到培养基中的酚 、醌等有

害物质 ,从而有效地减轻褐变。需要注意的是 ,活性炭

在吸附有害物质的同时也吸附培养基中的生长调节物

质 ,而使其失去作用 ,影响外植体的正常发育。因此 ,在

加入活性炭的培养基中应适当改变激素配比 ,使得在防

止褐变的同时 ,外植体能够正常的发育[ 18-19] 。

1.2.5　其他防止褐变的措施　在外植体接种后 1 ～ 2 d

即转移至新鲜培养基中或同一培养基的不同部位 ,可以

防止酚类物质在伤口周围积累过多 ,连续转移几次即可

防止褐变[ 20] 。此外 ,在外植体的培养过程中适当缩短转

瓶周期 ,适当改变培养基的硬度等方法均可减轻褐变的

毒害。

2　污染的原因及对策
污染是指在植物组织培养过程中 ,培养基和培养材

料滋生杂菌 ,最终导致培养失败的现象。从时间角度可

以将污染发生原因归纳为 3个阶段:①前期准备阶段:

包括培养基灭菌不彻底 、器皿的灭菌不完全 ,外植体的

选择不当与消毒不彻底;②无菌操作阶段:包括无菌操

作室灭菌和超净工作台有问题 ,操作不规范 ,操作工具

的消毒不彻底等;③培养阶段:培养环境不清洁和培养

体系意外开放等。由于这三方面的作用 ,存在细菌性污

染、真菌性污染 、内源菌污染。

2.1　细菌污染及对策

细菌性污染的主要症状是材料附近出现黏液状和

发酵泡沫状物体 ,或在材料附近的培养基中出现混浊和

云雾状痕迹。一般在接种后1 ～ 2 d即可发现
[ 21]

。细菌

污染主要由外植体带菌或培养基灭菌不彻底以及操作

人员操作不慎造成。外植体带菌污染的解决措施是对

外植体进行彻底消毒。即根据不同材料选择合适的消

毒剂和消毒方法;对特殊材料先进行预处理;对材料内

部带菌的组织 ,在培养基中加入适量抗生素 ,以达最佳

消毒效果。此外 ,培养基的灭菌力求彻底 ,而且操作人

员要严格按照无菌操作顺序操作
[ 22]

。

2.2　真菌污染及对策

真菌性污染主要指霉菌引起的污染 ,一般接种后

3 ～ 8 d可在培养基中发现各种颜色的菌斑。多由空气

污染和瓶口边缘以及取放封口纸扬起的灰尘和真菌孢

子落入器皿中造成。因此 ,每次使用接种室和超净工作

台前 ,先用紫外线灯杀菌 20 min ,再用 75%的酒精喷雾

降尘。接种时先用75%的酒精棉球擦拭瓶子外部 ,然后

再放入超净台。接种时 ,瓶子要拿成斜角 ,瓶口放在火

焰上方 ,利用气流上升的原理 ,以阻止空气中飘扬的孢

子落入瓶内 ,取封口纸时动作要轻。另外 ,如发现霉菌

污染应及时清除[ 23-29] 。

2.3　内源菌污染及对策

在植物组织培养过程中 ,较难处理的是内源菌污

染。内源菌污染是由于外植体材料内部的微生物(如内

生细菌 、真菌等)不能被一般的表面消毒方法所清除 ,随

着材料带入培养过程造成的。在组织培养早期会导致

培养失败 ,增殖效率降低 ,培养物生长减缓 ,玻璃化苗增

加等;在组织培养后期会导致试管苗移栽困难和死亡。

针对内源菌污染 ,有以下防治对策:①改进外植体消毒

方法。结合常规的消毒方法 ,采用间隙消毒法。即经过

一般的消毒过程后 ,把外植体放在不含激素和维生素的

培养基中 ,培养一段时间后取出 ,再消毒 1次。②反复

检查培养物。有的污染很长时间后才会表现 ,有的污染

不经细致检查不易发现 ,所以在初代培养成功后要反复

检查 ,不要急于扩大繁殖。 ③使用抗生素。抗生素能抑

制污染菌的生长 ,在使用初期效果较好。但抗生素不能

完全杀死污染菌 ,因此潜伏的污染可能会给植物以后的

生长带来问题[ 30-31] 。

3　玻璃化现象
3.1　玻璃化概念及形成原因

玻璃化是指在培养过程中材料呈半透明状 ,组织结

构发育畸形的现象 ,又称“过度水化”
[ 32]

。玻璃化的苗由

于组织畸形 ,分化能力降低 ,不易成活 ,因此不宜用作继

代和移栽的材料。目前认为玻璃苗的形成可能有以下

几方面的原因。

3.1.1　由于玻璃苗苯丙氨酸解氨酶活性降低 ,而这种酶

是植物木质素和纤维素合成途径的关键酶之一 ,因而导

致粗纤维的含量下降 ,细胞壁膨压下降 ,水势降低 ,细胞

吸水过多而发生畸变。

3.1.2　由于玻璃苗的叶绿素含量很低 ,因此 ,其光合作

用减弱 ,物质合成能力下降 ,导致发育不良而发生畸变。

3.1.3　培养条件对试管植物的玻璃化影响很大 ,人们认

为:培养容器中的相对湿度 ,培养基中无机盐和碳水化

合物的含量 ,氮素的供应形态 ,琼脂含量以及培养温度

等因素皆可影响玻璃苗的发生率。

3.2　玻璃化防治对策

3.2.1　利用固体培养 ,增加琼脂浓度 ,降低培养基的衬

质势 ,造成细胞吸水阻遏 ,可降低玻璃化[ 33-34] 。琼脂浓
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度应不低于 0.8%,条状琼脂先用双蒸水浸泡 24 h去除

杂质 ,粉状琼脂应尽可能选用含灰量低于 2.5%的琼脂

粉。因为琼脂杂质中的 Ca2+ 、Mg2+ 、Fe2+ 、Zn2+ 、Cu2+

等含量较高 ,会影响培养基中矿质元素的含量和比例。

3.2.2　玻璃化发生是“生长因子不平衡的产物” 、是培养

物“中毒” 、不能很好适应培养基和培养环境的结果。因

而提高培养物对逆境的耐受能力是有益的。可适当提

高培养基中蔗糖含量或加入渗透剂 ,降低培养基中的渗

透势 ,减少培养基中植物材料可获得的水分 ,造成水分

胁迫。

3.2.3　注意通气 ,尽可能降低培养容器内的相对空气湿

度和改善氧气供应状况。目前较多使用塑料薄膜封口 ,

要注意薄膜的通透性或改用透气膜
[ 35-36]

。

3.2.4　适当降低培养基中 NH
+
4 浓度 ,或者及时转移 ,

使NH+
4 浓度高低交替;适当提高培养基中的 Ca2+浓

度;注意细胞分裂素和生长素的配合以及激素和 K+之

间的配合[ 37] ,以兼顾不定芽增殖系数和抑制玻璃化的发

生。

3.2.5　控制温度 ,适当进行低温处理 ,避免过高的培养

温度 ,可消除玻璃化[ 38] 。

3.2.6　增加自然光照。试验发现 ,玻璃苗放于自然光下

几天后 ,玻璃化逐渐消失
[ 39]

。

4　结语
科学的不断发展 ,使得植物组织培养技术的应用前

景越来越广阔 ,完善此项技术 ,控制污染 、褐化和玻璃化

这三大难题是一大关键。相信不久的将来 ,植物生理

学、生物化学 、组织培养学等学科的合作 ,将为组织培养

中这三大难题的机理研究提供更有力的证据 ,使控制措

施从治标走向治本 ,三大难题必将得到彻底解决。
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桃种质资源糖酸品质研究进展

赵剑 波
1 , 吴 本宏2 , 姜 　全1 , 郭继 英1 , 陈青 华1

(1.北京市农林科学院林业果树研究所 ,北京 100093;2.中国科学院植物所,北京 100093)

　　摘　要:阐述了桃果实糖酸含量及其与果实风味的关系 、桃果实糖酸遗传规律的研究进展 ,

存在的主要问题 ,并对今后的研究进行了展望。

关键词:桃;糖酸品质;遗传规律

中图分类号:S 662.102.4　文献标识码:A 　文章编号:1001-0009(2008)04-0107-03

　　我国果树生产在世界上占有重要的地位。据世界

粮农组织统计 ,2003年我国果树栽培面积和水果总产量

为9 889 820 hm2和 72 015 402 t ,分别占世界的 19.5%和

15.1%,均居世界第一位。我国桃生产在世界上居更重

要的地位 ,2003年栽培面积和产量分别为 1 402 700 hm2

和4379366 t ,分别占世界桃栽培面积和产量的63.4%和

32.1%。我国果树生产尤其是在过去 10年里获得了迅

猛的发展 ,几种主打水果出现了相对过剩 ,部分果园出

现卖果难和销毁果园的现象 ,但高品质的果品在市场上

竞争力强 ,经济效益高[ 1-3] ,目前果树生产正处于从数量

型向质量型的转化阶段。因此 ,提高果品的质量成为我

国目前果树产业的首要任务。
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　　品种自身的品质特性在优质果品生产中起着决定

性作用。桃是多年生果树 ,育种周期长 、效率低 ,优良新

品种的选育速度慢 ,尤其是高内在品质的品种选育在世

界范围内均未能获得突破性进展[ 4] 。导致桃品质育种

陷入目前困境的原因主要有两个:一是对现有的种质资

源的品质特点了解不够 ,尤其是缺少对特殊种质资源的

挖掘和利用;二是对果实品质形状的遗传特点了解不

多 ,育种盲目性大 ,难以实现预定的品质育种目标[ 5] 。

我国是桃起源中心 ,种质资源特别丰富 ,且具有悠久的

利用历史 ,拥有大量的优秀的或特异的桃种质 、尤其是

古老的或农家的品种资源 ,而这些资源很少被欧美国家

乃至我国的育种家所利用[ 6] 。在进行桃种质资源果实

品质的评价基础上建立桃种质的品质信息平台 ,并同时

积极开展果实品质遗传规律的研究 ,对于实现科学地选

配亲本 ,提高育种效率 ,加快优质品种的育种过程 ,实现

果实品质育种的突破 ,具有重要的意义。
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Three Difficult Problems in Plant Tissue Culture

YANG Li-qin , LI Rui , WANG Jun , H U Hai-ying , WU Xiao-ling

(Ningxia University , Ningxia , Yinchuan 750021 , China)

Abstract:There are three difficult problems in plant tissue culture:browning , contamination and vitrification.These bad-

ly af fect the normal development of tissue culture material , and inf luence the proceedings of tissue culture.Combined

with the recent years research , this paper analyzed the reason why these phenomenons come out and poses some sugges-

tions on how to control them , which can provide theory and practice evidence for science research and production.

Keywords:Tissue culture ;Browning;Contamination;Vitrification
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