
·专题综述· 北方园艺 2009(11):110～ 114

第一作者简介:赵滢(1981-),女,吉林省吉林市人,硕士 ,研究方向

为花卉组织培养与生理生化。 E-mail:zhaoying8107@yahoo.com.

cn。

通讯作者:葛红(1964-),女,浙江平湖人 ,研究员 ,研究方向为花卉

遗传育种与组织培养。 E-mail:gehong@mail.caas.net.cn。

基金项目:国家“863”计划资助项目(2004AA241200);国家“十五”

科技攻关计划资助项目(2004BA521B02)。

收稿日期:2009-06-20

蝴蝶兰组织培养中褐变发生及控制的研究进展
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　　摘　要:综述了蝴蝶兰组织培养褐变的发生机理 ,以及相关褐变控制措施的研究进展 ,并提

出热激处理可以作为抑制蝴蝶兰组织培养褐变的有效途径 ,从而为解决蝴蝶兰组培褐变问题提

供更多理论参考。
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　　蝴蝶兰(Phalaenopsis spp.)观赏价值极高 ,在热带

兰中素有“兰花皇后”之美誉 ,倍受国内外消费者亲睐
[ 1]
。

蝴蝶兰为单茎气生兰 ,分株繁殖系数很低 ,组织培养是

蝴蝶兰的主要繁殖手段[ 2] 。但在蝴蝶兰组培过程中普

遍存在着褐变现象 ,褐变产物抑制了原球茎的启动 、生

长和小苗的再生 ,严重时会导致整个外植体变褐死

亡[ 3] ,给生产上造成了极大的经济损失。

近年来 ,研究者从不同角度对蝴蝶兰组培褐变现象

进行了研究 ,以探明褐变发生机理 ,寻求切实有效的抗

褐变方法 ,并取得了一定的研究成果。现主要围绕蝴蝶

兰组培褐变发生及控制方面的研究进展进行综述 ,以便

为更好的控制蝴蝶兰组培褐变 ,提高蝴蝶兰组织培养的

成功率 ,降低生产成本提供参考。

1　蝴蝶兰组织培养中褐变及其机理研究进展
当植物组织受伤时 ,物理性伤害引发了植物体内许

多重要的变化 ,如呼吸作用的增强 、活性氧的产生 、膜的

瓦解 、乙烯含量的增加及次生代谢物的形成等[ 4] ,这些

体内变化最终普遍表现为切口附近褐变的发生[ 5] ,植物

组培过程也不例外。外植体组织被切割和接种时 ,酚 、

酶的区域化分布被打破 ,在有氧条件下 ,释放或合成的

酚氧化酶将组织切口表面的酚类物质氧化成醌 ,这些褐

色或黑色物质逐渐扩散到整个培养基中 ,抑制了其它酶

的活性 ,毒害整个外植体组织[ 6] 。通过对蝴蝶兰褐变外

植体的显微结构观察发现:褐变叶片外植体的上表皮已

变形 ,维管束完全破坏 ,被有毒的鞣质填充 ,有些薄壁细

胞中发现有不明物质沉积
[ 7]
。

1.1　褐变与酚类物质及其合成代谢酶活性的关系

酚类物质是植物体内一类非常重要的次生代谢产

物 ,是引起褐变的天然酶促底物。酚类物质在相关合成

酶的作用下被形成 ,在氧化酶的作用下被氧化成醌 ,从

而导致褐变发生。

1.1.1　酚类物质　酚类物质由苯丙烷代谢途径合成 ,它

的合成和积累与PAL活性密切相关。有关酚类物质的

含量与蝴蝶兰组培褐变的关系存在着 2种不同的结论:

第 1种认为蝴蝶兰组培褐变程度与外植体总酚含量呈

正相关 ,即在蝴蝶兰组培褐变过程中 ,总酚含量越高 ,褐

变程度越严重[ 7] 。第 2种结论则认为蝴蝶兰组培褐变

程度与外植体内总酚含量没有必然的联系 ,可能与褐变

前后总酚含量的变化有关[ 8] 。因此 ,褐变与总酚含量的

关系还有待进一步的研究。酚类物质的种类与蝴蝶兰

组培褐变的关系可能更为密切。通过对褐变程度不同

的 3个蝴蝶兰品种进行 9种酚酸的定性定量分析表明:

绿原酸 、邻苯二酚 、儿茶酚 、咖啡酸 、没食子酸 、对羟基苯

甲酸 、香豆酸可能与蝴蝶兰组培褐变有关;苯甲酸对蝴

蝶兰组培褐变影响较小[ 9] 。所以 ,不同蝴蝶兰品种引起

褐变的酚类物质的种类不同 ,可能是导致褐变程度差异

的内在原因。

1.1.2　苯丙氨酸解氨酶(PAL)活性　PAL是连接初生

代谢和苯丙烷代谢 ,催化苯丙烷代谢的关键酶和限速

酶[ 10] 。它的活性受多种因素影响 ,其中包括信号转导因

子的调控[ 11] 。组织被切割后 ,伤害信号诱导的最初反应

是组织内 PAL 的合成及活性的增加 ,这也是褐变发生

的前提
[ 12]

。有研究发现 ,蝴蝶兰叶片外植体在整个褐变

过程中其PAL基因表达出现差异 ,在离体培养第3天时

表达明显提高 ,直到第 8天还维持较高表达水平 ,以后

随着外植体褐变的加重 ,PAL基因表达水平逐渐降低。

可见 ,蝴蝶兰外植体褐变过程与 PAL基因表达相关[ 13] 。
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印芳等从生理的角度研究指出蝴蝶兰组培褐变程度随

PAL活性的增加而增加 ,同时提出外植体被切割后刺激

了酚合成酶不断合成酚类物质来应对外界伤害 ,这种应

激反应不单纯地表现为褐变的加重 ,可能在其它逆境生

理方面也有重要作用 ,还需进一步研究[ 14] 。通过干扰伤

害诱导的 PAL 活性的增加 ,抑制酚类化合物的合成与

积累 ,可降低褐变的发生[ 15] 。蝴蝶兰组培苗经热激处理

后 ,外植体中的PAL活性明显低于未经处理的 ,显著地

减轻了蝴蝶兰组培过程中的褐变程度[ 16] 。

1.1.3　酚氧化酶(PPO 、POD)活性　PPO是一类催化氧

化一元酚或多元酚的含铜质体金属酶。细胞化学和细

胞免疫化学分析表明 ,PPO位于细胞的质体内 ,通常与

膜结合呈潜伏状态 ,当植物体受到机械损伤等逆境胁迫

时 ,膜结构瓦解 ,潜伏态 PPO 被活化 ,活性增加 ,催化褐

变反应发生
[ 17]
。普遍认为PPO是引起褐变发生的主要

原因。除 PPO氧化酚类物质外 ,POD也可利用切割等

胁迫释放的 H2O2来催化酚类物质氧化 ,引起褐变发

生[ 18] 。在接种后发现 ,蝴蝶兰叶片外植体内 PPO和

POD活性显著增加;褐变发生后 ,活性开始降低。同工

酶分析也表明 ,离体培养前 PPO和 POD几乎没有酶带

出现 ,活性很低;离体培养后 ,PPO和 POD都出现新的

酶带 ,且活性增强 ,说明接种后外植体内有新的 PPO和

POD合成。褐变发生后 ,PPO和 POD活性降低 ,说明它

们参与了蝴蝶兰组培褐变的开始[ 19] 。酚氧化酶活性受

光照 、温度 、培养基 pH 等因素影响 ,从而影响蝴蝶兰的

组培褐变。光能促进多种植物组织培养中酚类物质的

氧化 , 光照强度增加 , 外植体褐变程度严重[ 20] 。在

1 000 L 和3 000 L 光强下培养的蝴蝶兰外植体褐变较

轻 ,2 000 L光强培养的外植体褐变严重且 PPO活性高

于其他 2处理 ,差异显著[ 21] 。赵伶俐以蝴蝶兰品种 R4

为材料发现 ,当培养基 pH 6.5或培养温度为 20℃时外

植体褐变率最低;pH 6.0时 ,温度越高 ,PPO活性越强 ,

褐变率则越高
[ 22]

。

1.2　褐变与活性氧清除机制的可能关系

细胞膜系统普遍被认为是植物受伤害的敏感部位。

膜系统损伤与细胞内活性氧引发的膜脂过氧化有关
[ 23]

。

逆境胁迫可诱发活性氧(ROS)迅速过量产生 ,组培切割

也不例外。过剩的 ROS 对植物组织造成氧化胁迫 ,导

致膜脂过氧化 ,丙二醛(MDA)是膜脂过氧化的产物 ,其

含量多少是膜损伤程度的标志。MDA的积累会对细胞

膜造成进一步的伤害 ,破坏膜系统 ,引起细胞内区域化

功能丧失 ,使得酶与底物接触 ,导致褐变发生[ 24] 。Niki

等[ 25] 对山茱萸细胞低温培养 48h后 ,发现前质体 、粗面

内质网和液泡膜破裂 ,酶与底物的细胞间隔被打破 ,褐

变发生。因此 ,有学者提出褐变发生的关键原因在于细

胞膜完整性被破坏[ 26] 。

抗氧化系统的启动对于清除过剩的 ROS ,抑制膜脂

过氧化 ,维持膜系统的稳定 ,进而控制褐变的发生至关

重要[ 27] 。植物细胞的抗氧化系统由抗氧化酶系统(如

SOD、CAT 、GPX 、APX 、GR 等)和抗氧化小分子物质

(AsA和GSH)组成。罗建平等[ 28]研究发现培养基中加

入 AsA可显著提高SOD尤其是 APX活性 ,减轻膜脂过

氧化 ,减轻沙打旺原生质体的褐变 ,改善原生质体的培

养状况。目前 ,蝴蝶兰组培褐变与膜脂过氧化作用关系

的研究仅见一篇报道 ,认为:蝴蝶兰外植体在褐变过程

中 ,SOD和 CAT 活力降低 ,MDA 含量显著上升[ 29] 。因

此 ,从膜系统的角度对蝴蝶兰组培褐变机理进行进一步

的研究 ,有可能为控制组培褐变提供有力依据。

2　控制蝴蝶兰组织培养褐变的措施
目前 ,控制蝴蝶兰组培褐变的研究多集中在外植

体 、培养基及培养条件的选择 ,吸附剂 、抗氧化剂的使

用 ,连续转移外植体等方面。

2.1　外植体的选择

一般外植体应选择生长旺盛的组织或器官 ,这样的

外植体有很强的分生能力 ,抵抗褐变的能力强
[ 30]

。蝴蝶

兰组培快繁多以根尖 、茎尖 、叶片 、花梗芽 、花梗节间等

器官为外植体
[ 31-32]

。刘真华
[ 33]
认为 ,根尖外植体虽不容

易褐变但也不容易分化;李进进等
[ 34]
也认为根尖不易褐

变 ,但可较好的分化 ,所用培养基B5+NAA 1.5 mg/ L+

KT 0.2 mg/L+CM 150 mg/L+3%蔗糖。相比较 ,茎尖

分生较强 ,容易脱分化并再分化成完整植株 ,组培褐变

较轻 ,其中以0.3 cm长的茎尖效果最佳
[ 33]

。但蝴蝶兰

为单茎性植物 ,取茎尖可能损伤母株。以蝴蝶兰叶片为

外植体研究发现 ,1.0 cm×1.0 cm 大小的叶块褐变较

轻 ,分化也较佳 ,是比较好的外植体材料。而 0.5 cm×

0.5 cm大小的叶块为外植体 ,接种后褐变速度很快 ,培

养到第 50天时褐变率 100%
[ 35]

。可见 ,外植体的大小会

影响褐变程度。Bonga
[ 36]
认为 ,外植体越小 ,切面与体积

的比率越大 ,伤害及褐变的程度就越大。另外 ,杨海芸

等
[ 37]
以不同叶龄的叶片为外植体接种后发现 ,取叶龄

45 d的试管苗为外植体 ,组培褐变最轻 ,30 d次之 ,60 d

褐变最重。对于花梗芽的取材要选择合适的时间 ,张忠

和
[ 38]
研究指出 ,6 ～ 8月份高温季节采芽进行组织培养

褐变严重 ,组培成功率很低。

2.2　培养基的选择

蝴蝶兰组织培养采用的基础培养基有多种 ,如 MS 、

1/2MS 、KC 、改良 KC 、B5、改良 Kyoto、N6、改良 VW 等。

蝴蝶兰在不同基础培养基上培养 ,组培褐变程度有差

异。研究基本培养基对叶片不定芽分化的影响时发现 ,

MS培养基上的叶片外植体褐变最轻 ,改良 VW 最

重[ 37] 。培养基的状态对组培褐变程度也会产生一定的

影响。在几种不同的培养方式中 ,褐变程度从小到大依
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次为:纸桥培养基<液体培养基<固体培养基[ 39] 。许传

俊等[ 20]比较了纸桥培养基和固体培养基上培养的蝴蝶

兰叶片外植体的褐变情况 ,结果表明 ,在MS纸桥培养基

上培养的外植体褐变程度比固体培养基 MS 、B5、N6上

的轻。陈菁瑛等[ 40] 认为培养叶片最好使用液体培养基 ,

这样有毒物质可以很快扩散 ,减少对组织的毒害 ,减轻

褐变。

培养基中外源激素 、矿质元素及蔗糖浓度也会影响

蝴蝶兰的组培褐变程度。与添加 6-BA相比 ,添加 TDZ

的基础培养基上的外植体褐变较少 ,培养 2个月后外植

体仍能保持鲜绿色[ 37] 。在蝴蝶兰初代培养过程中 ,不同

浓度的矿质元素对褐变的影响不同 ,培养基中 Fe 、Cu浓

度越高 ,褐变越严重;但随培养基中 K 、Ca、Zn浓度升高

褐变减轻
[ 41]

。陈之林等发现 ,用含 30 g/L 蔗糖的 MS

培养基接种的蝴蝶兰花葶切片褐变较严重 ,部分外植体

生长停滞 ,并逐渐坏死;而将MS培养基中的蔗糖浓度降

至为 15 g/ L 时外植体褐变程度减轻 ,诱导率显著升

高
[ 42]

。

2.3　培养条件的选择

从培养条件看 ,初期暗培养 、适当降低培养温度或

pH值等都可以起到减轻褐变的作用。黑暗预处理能减

轻蝴蝶兰组培外植体褐变 ,其中以预处理10 d的褐变最

轻 ,未经暗处理的褐变最重且 PPO活性最大[ 43] 。Bhat

等[ 44] 将外植体用流水冲洗后 ,放置在 5℃左右的冰箱内

低温处理 12 ～ 24 h ,消毒后先接种在只含蔗糖的琼脂培

养基中培养 5～ 7 d ,使组织中的酚类物质先部分渗入培

养基中 ,取出外植体用 0.1%漂白粉溶液浸泡 10 min ,再

接种到合适的培养基上 ,发现这样能显著减轻褐变的发

生。适当降低 pH ,可抑制外植体内 PPO 活性 ,控制褐

变发生[ 18] 。

2.4　培养基中抗褐变剂的加入

研究发现 ,培养基中加入吸附剂和抗氧化剂可较好

的控制褐变现象的发生。刘真华等[ 45]研究了吸附剂(活

性炭 、PVP)和5种抗氧化剂(柠檬酸 、半胱氨酸 、谷胱甘

肽、维生素C和硫代硫酸钠)对蝴蝶兰组培褐变的影响 ,

结果表明 ,活性炭能有效控制褐变和促进生长 ,但不利

于分化;谷胱甘肽控制褐变效果虽不及活性炭 ,但综合

效果最佳。但许传俊等
[ 20]
认为 ,添加活性炭 、维生素 C

或PVP 对减轻褐变无显著作用;而添加柠檬酸可减轻

外植体褐变。卜朝阳
[ 46]
在蝴蝶兰花梗培养基中加入

PVP并进行暗培养 ,发现抗褐变效果较好。另外 ,培养

基中加入 10%椰子水也能减少原球茎增殖过程中的褐

变
[ 47]

。

2.5　连续转移外植体

目前生产中仍采用频繁将外植体转入新鲜培养基

中的办法来减轻褐变 ,目的是为了减少分泌物对蝴蝶兰

外植体的毒害作用 ,从而提高外植体分化率和组培成功

率[ 48-49] 。但也有报道指出频繁的继代会影响愈伤组织

的生长分化与发育 ,使分化缓慢 ,延迟生长[ 50] 。所以还

应根据具体培养情况选择适当的继代时间。

3　展望
蝴蝶兰组培褐变是一个复杂的生理代谢过程 ,其调

控涉及多个方面。现有研究结果说明 ,伤害信号分子也

可能参与了褐变反应
[ 51]
,但伤害信号的确切特性以及其

如何将物理伤害转变成生理反应的目前尚未研究清楚 ,

这可能会为蝴蝶兰组培褐变的深入研究提供了一条新

途径。

另外 ,目前常用的控制蝴蝶兰组培褐变的方法在使

用上都存在着一定的局限性 ,如 Michio-Tanaka 等[ 52] 指

出 ,在培养基中加入活性炭或 PVP 会抑制蝴蝶兰外植

体的分化和芽的产生。抗氧化剂的加入还可能增加组

培过程中的污染率。而频繁将外植体转入新的培养基

中进行培养则大大增加了组培过程中的劳动量 ,增加了

组培苗的生产成本 ,不利于组培苗规模化和商品化生

产。近几年随着对褐变研究的不断深入 ,利用多种作物

研究发现适当的热激处理能够不同程度地减轻褐

变[ 53-54] ,并且这种方法安全 、操作简便 ,多用来防止果蔬

贮藏加工过程中的褐变[ 55] ,而在防止植物组培褐变上的

应用却少见研究报道。仅见夏铭等
[ 56]
报道了 45℃热激

预处理红豆杉外植体 45 min对于克服红豆杉组培褐变

是有效的。最新研究发现 ,45℃热激处理 6 min恢复

48 h 后再切割接种能显著减轻蝴蝶兰的组培褐变程

度[ 16] 。可见 ,运用热激预处理来抑制植物组培褐变的发

生是可行的 ,而这种方法在组培中的应用还有待进一步

的研究证明 ,包括热激处理适用的范围 、热激处理的条

件及相关机理等内容。未来如能将热激处理这种更为

低廉便捷的抗褐方法广泛应用于组培生产实践中 ,对于

提升蝴蝶兰组培快繁的产业化步伐将具有重要的意义。
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堇菜属植物的研究进展

杨姗姗 , 明 　晓 , 朱蕊蕊 , 高 亦珂
(北京林业大学园林学院,北京 100083)

　　摘　要:对堇菜属植物的开花生理 、繁殖方法 、分子生物学 、育种学研究及园林园艺的应用研

究等方面进行了简要的综述。提出目前中国堇菜的研究工作需要更加注重新的园林园艺上的应

用方式和新品种的培养。
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　　堇菜属(Viola)植物多年生 ,少数为2 a生草本植物 ,

稀为半灌木 ,具根状茎。地上茎发达或缺少 ,有时具匍

匐枝。单叶 ,互生或几声 ,全缘 、锯齿或分裂;托叶小或

大 ,呈叶状 ,离生或不同程度地与叶柄合生。花两性 ,两

侧对称 ,单生 ,稀为2花 ,花分为开放花和闭锁花 ,开放花

开放具花冠生于春季 ,闭锁花不具花冠生于夏季[ 1] 。

世界上约有堇菜属植物 525 ～ 600 种(Ballard[ 2] ,

1996),其中中国约 110种[ 1] 。堇菜属植物广布于世界温

带地区 ,欧洲的阿尔卑斯(Alps)及地中海 、亚洲的喜马拉

雅(Himalayas)及东亚和南美洲的安地斯(Andes)及巴塔

哥尼亚(Patagonia)为该属的分布和演化中心[ 5] ;我国南

北各省区均有分布 ,以西南的种类最多 ,其中四川省及

云南省均分布有 54种;东北地区的种类次之 ,有 42种;

华北 、华中及华南地区各有 20余种;新疆产22种[ 3] 。
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　　堇菜属植物用途广泛 ,不仅具有观赏价值 ,可作为

地被盆栽以及森林美化 ,而且具有止痛消炎、清热解毒、

抗氧化 、抗免疫缺陷等药理作用。由于堇菜属植物具有

综合性开发利用价值 ,其经济利用和学术研究越来越受

到人们的关注[ 4] 。近年来 ,堇菜属植物的研究在中国已

逐渐受到重视。

1　堇菜属植物的研究
在国外 ,堇菜是最早用于商业性种植的植物之一。

大约公元前 400年 ,人们已经在 Attica(希腊的一座城

市)建造专类苗圃来培育堇菜 ,然后在雅典的市场中出

售。英国的冰冻果子露(Sherbet)中加入了堇菜 ,亚洲的

医生用堇菜种子榨油来解蝎子毒。堇菜的花被用来装

饰房间 ,叶子被用来做成沙拉和食物 ,人们也用堇菜来

造酒。

由于受到皇室的喜爱 ,堇菜属植物的栽培和育种在

18世纪的欧洲就已经得到了空前的发展。仅 1881年巴

黎市场1 a 出售约60亿束堇菜价值约577 000法郎。堇

菜香精的提取技术以及如何收获堇菜的花来制成酸碱

指示剂(Syrup of Violets)促进了堇菜种植在欧洲的进一

步发展。19世纪 40 ～ 50年代 ,随着俄国堇菜(Russian

violet)的引种 ,布里斯托尔(Bristol)和巴斯(Bath)地区的

Advances in Emergence and Inhibition in The Tissue Culture Browning of Phalaenopsis

ZHAO Ying , YANG Shu-hua, GE Hong
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Abstract:The advances in Brow ning mechanisms and the related anti-browning techniques in tissue culture of phalaenop-

sis were reviewed.Furthermore , heat-shock treatment was mentioned as a new effective method for browning inhibition ,

which providing more theoretical references to resolve the tissue culture browning of phalaenopsis.
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