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Abstract:The different methods of the pret reatments and dissociations in chromosome sectioning of Carthamus tinctorius

L.were compared.500 top of root cells were observed , the proportions of metaphase cells and the metaphase cells

which were suitable for karyotype analysis were compared.The results showed that the pretreatment with the mixture

of 0.002 mol/L 8-Hydroxyquinolin and 0.1%Colchicine(v∶v=1∶1)8 h , 1 mol/L HCl at normal temperature 6 min

performed well in the sectioning.The karyotype analysis revealed that the karyotype of Carthamus tinctorius L.was

2n=2X=24=24m and its index of AS.K %was 58.25%, the karyotype asymmetry belonged to 1 B type , it s karyo-

type was symmetrical.This suggested that it was relatively primitive forms.
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红掌组织培养过程中外植体褐变的研究

杜敬 然
1 , 赵 　斌1 , 李 英丽1 , 李荣 华2 , 方 　正1

(1.河北农业大学河北省生物无机化学重点实验室,河北 保定 071001;2.沧州师范专科学校生物系 ,河北沧州 061001)

　　摘　要:在红掌组织培养过程中 ,外植体易发生褐变 ,严重阻碍了红掌组织培养的正常进行。

现以红掌`红粉佳人'(Anthurium andraeanum cv.Sonate)品种为试材 ,取健康植株幼嫩叶片为外

植体 ,对其愈伤组织培养过程中褐变现象进行研究。研究不同抗氧化剂 、吸附剂(柠檬酸 、抗坏血

酸VC 、叶酸 、聚乙烯吡咯烷酮 PVP、活性碳 AC)以及不同培养基硬度的防褐化效果。结果表明:

使用硬度为 5 g/L琼脂的 MS培养基 ,并添加6-BA 1.0 mg/L+2 ,4-D 0.2 mg/L+聚乙烯吡咯烷

酮(PVP)0.2%可有效控制褐变并获得较高的愈伤诱导率。
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　　红掌(Anthurium andraeanum)属天南星科(Arace-

ae)花烛属(Anthurium Schott)[ 1] ,又名火鹤 、安祖花 、大

叶花烛 、红鹤芋 、哥伦比亚花烛等 ,是多年生附生常绿草

本花卉 ,原产于哥伦比亚和厄瓜多尔[ 2] 。其肉穗花序黄

色[ 3] ,具有红色 、橙色 、黄色 、粉色 、绿色及白色蜡质佛焰

苞 ,高雅别致 ,适合于高档场所和家庭室内摆放。红掌

花期很长 ,盆栽品种可以四季开花 ,并且瓶插水养期可

长达 1个月[ 4] 是一种花叶兼赏的价值很高的名贵盆栽

及切花的高档花卉 ,深受人们喜爱。红掌通常以分株繁

殖为主 ,以扦插为辅 ,繁殖速度很慢 ,自然繁殖远不能满

足市场需求 ,所以组织培养已成为重要的繁殖途径 ,但

在组培过程中外植体的褐化现象成为亟待解决的难题。

该研究旨在找出红掌组织培养过程中防止褐化的最佳

条件 ,从而提高红掌组培诱导率和繁殖系数。

1　材料与方法
1.1　试验材料

红掌品种`红粉佳人' (Anthurium andraeanum cv.

Sonate)购自北京大兴苗圃 ,以健康植株的幼嫩叶片为

试材 ,试验于2009年 3 ～ 5月在河北农业大学生物无机

化学重点实验室组培室进行。
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1.2　试验方法

1.2.1　外植体的选取及预处理　以红掌品种`红粉佳

人' 健康植株的幼嫩叶片为外植体试材 ,首先用自来水

冲洗干净 ,于无菌室超净工作台上用 75%的酒精处理

30 s ,再用0.1%的升汞处理 8 min ,最后用无菌水反复

冲洗 5 ～ 6次 ,并反复震荡以彻底将升汞清除掉 ,再用无

菌滤纸吸干多余的水分后 ,将叶片切成4 ～ 6 mm小方块

接种于不同处理培养基中。每瓶接种5块外植体 ,每个

处理接 10瓶 ,重复 3次。

1.2.2　培养基的选取　基本培养基均采用 MS+6-BA

1.0 mg/L+2 ,4-D 0.2 mg/L ,加入蔗糖 30 g/L ,除不同

硬度试验培养基中加入不同浓度琼脂外 ,其它试验处理

均加入琼脂 5 g/L ,培养基 pH 5.8。培养基在 121℃下

灭菌 25 min。

1.2.3　培养条件　培养温度为(25±2)℃,光照时间为

13 h/d ,光照强度为1 000 ～ 1 500 lx ,30 d转瓶1次 ,接种

60 d后 ,观察褐化情况 ,并统计褐化率和愈伤诱导率。

1.2.4　不同添加物处理对外植体褐化及愈伤组织诱导

影响　以 MS+6-BA 1.0 mg/L+2 ,4-D 0.2 mg/L 培养

基为基本培养基 ,添加不同抗氧化剂 、吸附剂(柠檬酸 、

抗坏血酸(VC)、叶酸 、聚乙烯吡咯烷酮(PVP)、活性碳

(AC)),设计不同添加物质试验处理 ,以不添加任何吸附

剂和抗氧化剂处理为对照。

1.2.5　不同硬度培养基处理对外植体褐化及愈伤组织

诱导影响　以 MS+6-BA 1.0 mg/L+2 ,4-D 0.2 mg/ L

培养基为基本培养基 ,添加不同浓度琼脂 ,设计不同硬

度处理试验 ,琼脂用量分别为 2 、3、4 、5、6 g/L ,同时每个

处理加入 0.2%PVP。

2　结果与分析
2.1　不同添加物处理对外植体褐化及愈伤组织诱导的

影响

　　表 1　　不同添加物处理对外植体褐化的影响
处理 浓度 总数 褐化率/ % 差异显著性 愈伤诱导率/ % 差异显著性

柠檬酸 1 mg/ L 50 35 b　　　B 65 a　　　A

抗坏血酸 1 mg/ L 50 37 b　　　B 63 a　　　A

叶酸 1 mg/ L 50 74 a　　　A 26 b　　　B

PVP 0.2% 50 26 bc　　 B 74 a　　　A

活性炭 0.2% 50 13 c　　　B 0 c　　　C

　　注:小写字母表示方差分析差异显著(P<0.05);大写字母表示方差分析差异显

著(P<0.01)。

以接种培养 60 d的褐化率衡量各处理抗褐化效果

(见表 1),在培养基中加入柠檬酸 、抗坏血酸(VC)、聚乙

烯吡咯烷酮(PVP)、活性炭(AC)都具有抗褐化效果。其

中 ,以加活性炭处理的褐化率最低。活性炭具有强大的

吸附能力 ,可以吸附褐色有毒物质 ,减少有害物质对接

种外植体的影响 ,降低褐化率。虽然添加活性炭能使外

植体褐化率显著低于其它处理 ,使褐化率降到 13%,但

活性炭同时也会吸附培养基中的生长调节剂 ,使愈伤诱

导率大大降低 ,有碍红掌愈伤组织的形成。由此可见 ,

虽然活性炭能够有效降低红掌外植体的褐化率 ,同时也

抑制外植体愈伤组织的形成。因此 ,活性炭并不是红掌

愈伤组织形成过程中最佳的防褐化剂。在红掌愈伤组

织形成过程中 ,使用添加 PVP 的处理对防止外植体褐

化的效果仅次于活性炭 ,效果较好 ,并且愈伤组织的诱

导率也最高 ,达到了 74%,高于添加柠檬酸 、抗坏血酸 ,

叶酸的处理。即PVP 在防止红掌外植体褐化的同时也

促进了红掌愈伤组织的形成。因此 ,5个处理中 ,0.2%

PVP处理效果最佳 ,是防褐化的最佳处理。

2.2　培养基硬度对外植体褐化及愈伤组织诱导的影响

由表 2可以看出 ,培养基的硬度对红掌外植体褐变

的影响较大。使用2 g/ L的琼脂 ,培养基硬度小 ,几乎呈

液体状 ,接种后外植体褐变程度最深且愈伤诱导率最

低。加大琼脂的用量 ,可以增加培养基的硬度 ,适当加

大培养基硬度时 ,褐变程度减轻。当培养基硬度达到处

理 4 ,即琼脂用量5 g/ L时 ,褐变率达到最低值 27%,愈

伤组织诱导率达到最高值 73%。随着培养基硬度进一

步加大 ,褐化率又出现上升趋势。分析认为 ,当培养基

硬度增大时 ,虽然培养之初限制了褐色有毒物质外渗的

量 ,但是由于硬度过大 ,使外植体外渗的有毒褐色物质

聚集在外植体伤口附近难以扩散 ,造成有毒物质的局部

累积 ,从而加大了褐化程度。试验结果表明 ,以加入

5 g/L琼脂的处理防止褐变的效果最好 ,并且能够得到

较高的愈伤诱导率。

　　表 2　　不同硬度培养基对褐变的影响
不同硬度

处理

琼脂浓度

/g·L-1

接种数

/个

褐化率

/ %

愈伤诱导率

/ %

1 2 50 54a 46b

2 3 50 48ab 52ab

3 4 50 36ab 64ab

4 5 50 27b 73a

5 6 50 43ab 57ab

　　注:小写字母表示方差分析差异显著(P<0.05)。

3　讨论与结论
外植体褐化是指在组培过程中 ,由外植体向培养基

中释放褐色物质 ,致使培养基逐渐变成褐色 ,培养材料

也随之慢慢变褐而死亡的现象[ 5] 。Harel[ 6] 和 Kahn[ 7]等

的研究表明 ,苹果和梨的组织褐变程度与其酚类物质含

量密切相关。酚类物质含量高的品种更容易发生组织

褐变。Dala等[ 8] 对葡萄的褐变进行研究得到了同样的

结论。褐化的发生是由外植体中的酚类化合物与多酚

氧化酶作用被氧化形成褐色的醌类化合物 ,醌类化合物

在酪氨酸酶的作用下与外植体组织中的蛋白质发生聚

合 ,进一步引起其它酶系统失活 ,导致组织代谢紊乱 ,生

长受阻 ,最终逐渐死亡
[ 5]
。在正常组织中 ,由于酶与酚
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被定位分隔或酶未受活化 ,而不易发生褐变[ 9] 。因此外

植体材料的生理状态 ,不同的培养条件都能影响外植体

中的酚类化合物与多酚氧化酶的作用 ,因此均成为影响

外植体褐变的因子。木本植物 、单宁含量或色素含量高

的植物容易发生褐变[ 10] 。这是由于酚类的糖苷化合物

是木质素 、单宁和色素的合成前体[ 8] 。酚类化合物含量

高 ,木质素、单宁或色素形成就多了 ,而酚类化合物含量

高同时也导致了褐变的发生。季节因素也不容忽视 ,

Chevre[ 11]曾报道 ,欧洲栗在1月份酚类形成较少 ,到5 、6

月份酚类含量明显提高 ,褐变率达到最高。Reuveni和

Kipnis[ 12] 用椰的完整胚 、叶片作外植体进行培养 ,很少发

生褐变现象。因此 ,外植体组织受伤害程度直接影响褐

变。在切取外植体时 ,应尽量减小伤口面积 ,以减少褐

变。采用叶片为外植体更容易褐化 ,有研究表明 ,油棕

组织培养中采用胚培养较少褐变 ,而叶片因组织高度分

化容易褐变
[ 13]
。研究并解决以叶片为外植体的褐化问

题 ,对于红掌的成功组织培养具有重要意义。该试验针

对红掌组培中产生褐变的现象进行研究 ,通过设置不同

硬度培养基 、添加抗氧化剂 、吸附剂等处理方式 ,筛选适

宜的防止红掌外植体褐化的处理 ,为红掌的组织培养提

供更有效的技术方法。研究表明 ,在防止褐化过程中具

有重要作用的吸附剂活性炭具有强大的吸附能力 ,王立

娅等人研究表明活性炭对蝴蝶兰防褐化效果最佳[ 14] ,它

主要吸附非极性分子和色素等大分子 ,可以吸附褐色有

毒物质 ,从而减少一些有害物质的影响 ,降低褐化率 ,但

活性炭同时也会吸附培养基中的生长调节剂 ,有碍红掌

愈伤组织的形成。有研究表明 ,在棕榈组织培养中 ,培

养基中加入 0.3%活性炭 ,需要加入高浓度的生长素以

诱发愈伤组织的形成[ 15-16] 。该试验也验证了活性炭的

吸附无选择性这一重要结论。试验结果显示 ,聚乙烯吡

咯烷酮(PVP)是酚类物质的专一吸附剂 ,PVP 处理不仅

能够有效的防止外植体褐化 ,同时还能促进愈伤组织的

形成 ,培养基硬度为5 g/L时 ,添加0.2%聚乙烯吡咯烷

酮(PVP)能有效抑制褐化并促进愈伤组织的形成。在植

物组织培养过程中 ,褐化现象普遍存在 ,深入了解褐变

机理 ,寻找适合外植体培养的条件 ,解决外植体褐变问

题在植物组织培养发展过程中具有重要意义。
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Study on the Browning of Explants in Tissue Culture of Anthuriumandraeanum

DU Jing-ran1 , ZHAO Bin1 , LI Ying-li1 , LI Rong-hua2 , FANG Zheng1

(1.Key Lab of Bio-ino rg anic Chemistry.Agricultural University of Hebei , Baoding , Hebei 071001;2.Department of Biology , Cangzhou Teach-

ers' Co llege , Cangzhou ,Hebei 061001)

Abstract:Tissue oxidative browning is a big problem which interferes with normal propagation ofAnthur iumandraeanum

tissue culture.The young leaves of Anthurium andraeanum cv.Sonate were used as explants in order to study the

browning of tissue culture.The treatments included two adsorbents:active carbon , PVP , three antioxidants:citric acid ,

VC , folic acid , and five culture medium.Results showed that the best treatment for the browning control of explanted

tissue is the explants were cultured in MS with agar(5 g/ L), added with 6-BA(1.0 mg/L),2 ,4-D(0.2 mg/L), and PVP

(0.2%).

Keywords:Anthurium andraeanum;tissue culture;explant;browning
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