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　　摘　要:观察蝴蝶兰叶外植体发生褐变后的细胞亚显微结构发现 ,细胞膜以及细胞壁扭曲变

形甚至断裂 ,细胞壁降解严重 ,集聚大量黑色颗粒物质 ,细胞内出现黑色絮状物质 ,叶绿体结构破

坏。Pauly 试剂和亚硝酸钠溶液染色结果表明:褐变外植体存在有较多酚类物质 ,染色较深。以

上结果说明 ,外植体在褐变过程中 ,细胞膜完整性被破坏 ,酚类含量增加促进褐变。
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　　外植体褐变是影响植物组织培养成功的一个重要

因素 ,研究认为多酚氧化酶(PPO)催化酚类物质生成褐

色醌类物质 ,醌又再经非酶促聚合 ,形成深色物质(羟醌

与黑色素等)
[ 1-2]

。一般认为多酚氧化酶分布于细胞质

体 ,酚类物质存在于液泡 ,培养过程中细胞结构损伤 ,打

破PPO与酚类物质的区域化分布 ,造成培养物褐化。

经前期研究发现 ,目前对外植体褐变的发生多集中在相

关酶活性的研究 ,以及筛选防褐剂等 ,对发生褐变的外

植体细胞结构变化及其与褐变关系研究较少。Lukkan-

nen 等
[ 3]
指出褐变的疏松愈伤组织细胞结构被破坏 ,细

胞间和细胞质中沉积鞣质。发生褐变的水稻花药表皮

细胞和药室内壁降解严重 ,集聚大量黑色颗粒物;中层

与绒毡层降解消失[ 4] 。蝴蝶兰褐变的叶外植体细胞皱

缩 ,细胞边界模糊 ,维管束已被完全破坏并有填充物堵

塞 ,颜色反应表明鞣质存在 ,部分薄壁细胞中有不明物

质沉积[ 5] 。现研究蝴蝶兰叶外植体在发生褐变后的细

胞亚显微结构变化 ,以及酚类物质在细胞内分布变化 ,

探讨酚类分布与结构变化以及与外植体褐变发生间的

关系 ,为进一步认识外植体褐变发生的机理提供依据。

1　材料与方法
1.1　试验材料

蝴蝶兰(Phalaenopsis.sp),取自华南师范大学生物

园 ,按照文献[ 5]离体培养。选取培养8 d发生褐变的外

植体进行观察。

1.2　试验方法

1.2.1　电镜观察　将外植体切割成长 1 cm 、宽 1 mm、

厚 1 mm的组织小块;置于 2%戊二醛 PBS 固定液中固

定 4 h。固定后于4℃冰箱保存。0.1 M 磷酸缓冲液冲

洗 6次 ,每次 20 min;漂洗后置于1%锇酸PBS 固定液中

固定 3 h。0.1 M 磷酸缓冲液再冲洗 6次 ,每次10 min。

对漂洗干净后的材料进行脱水 , 50%乙醇漂洗 15 min、

70%乙醇脱水过夜 ,依次通过 80%-90%-100%-

100%乙醇逐级脱水 ,每次 15 min。脱水后的材料用环

氧丙烷置换2次 ,每次 15 min。再依次用 812环氧树脂

包埋液与环氧丙烷(1∶3)、812环氧树脂包埋液与环氧

丙烷(1∶1)、812环氧树脂包埋液与环氧丙烷(3∶1)分

别浸透1 、3.5、1 h ,最后用纯 812环氧树脂包埋液包埋过

夜。包埋好的材料通过 LKB 型超薄切片机切片 ,观察

并拍照。以新鲜材料为对照。

1.2.2　酚类组织化学观察　取外植体 0.4%多聚甲醛

固定后 ,低温冷冻切片 ,切片分别置于 Pauly 试剂和

10%亚硝酸钠溶液孵育30 min后 ,置于显微镜下观察并

拍照。以新鲜材料为对照。

2　结果与分析
2.1　蝴蝶兰叶外植体发生褐变后亚显微结构观察

亚显微结构观察发现 ,与对照外植体(图 1-I)比较 ,

发生褐变的外植体细胞的细胞间质发生皱缩(图 1-A),

细胞膜以及细胞壁扭曲变形(图 1-B),细胞器被降解 ,细

胞内含物解体 ,囊泡内有黑色物质沉积 ,细胞内出现黑

色絮状物质(图 1-B),细胞膜断裂(图 1-E)。细胞壁集聚

大量黑色颗粒物质(图 1-C 、D),甚至断裂(图 1-G)。褐

变外植体的细胞壁与细胞膜分离 ,细胞之间的连接处充

满不明物质(图 1-F)。褐变外植体的叶绿体受到严重破

坏 ,整体收缩 ,变成巨大的深色的电子致密结构(图1-H)。
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图 1　蝴蝶兰褐变叶外植体亚显微结构(I为对照)

图 2　褐变外植体酚类染色反应

　　注:左:培养 0 h外植体 ,右:培养 8 d褐变外植体;A、B:未染色;C 、D:10%亚硝酸钠处理;E、F:Pauly 试剂处理;V:维管束。
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2.2　蝴蝶兰褐变外植体酚类物质分布变化

褐变的蝴蝶兰叶外植体细胞内叶绿体减少 ,维管束

结构破坏(图2B)。10%亚硝酸钠染色结果表明 ,对照外

植体着色较浅 ,只维管束有轻微着色(图 2D),而褐变的

外植体细胞质与维管束都呈现深褐色 ,说明褐变的外植

体胞质和维管束都有较多的酚类物质分布;经 Pauly试

剂染色的对照外植体基本没染色(图2E),而褐变的外植

体胞质与维管束染色较深(图 2F),分布较多酚类物质。

3　讨论
细胞在正常情况下 ,酚和酶呈局域化分布 ,在组织

发生褐变时 ,这种局域化分布被破坏。陈国刚等[ 6] 研究

发现褐变的香梨果实细胞膜的电解率上升与褐变呈正

相关 ,龙眼[ 7]和荔枝[ 8]的果皮褐变时细胞膜完整性被破

坏。该研究证实蝴蝶兰外植体离体培养发生褐变时 ,细

胞膜完整性被破坏 ,细胞壁降解严重 ,前期分析外植体

分泌的成分表明 ,分泌到培养基中的褐色物质中存在缩

合鞣质 ,显微结构观察证实大量的鞣质沉积在维管束

内
[ 5]
。褐变发生后叶绿体结构破坏 ,叶绿素含量下降

[ 9]
。

现观察到褐变外植体细胞内细胞器 、叶绿体等被降解 ,

叶绿体呈现黄褐色 ,数量较少 ,叶绿体遭到破坏。说明

在外植体发生褐变时 ,膜的通透性改变 ,导致褐变发生 ,

产生的有毒物质毒害细胞 ,造成细胞内细胞器和叶绿体

被进一步破坏 ,导致细胞死亡。

研究表明在蝴蝶兰叶外植体褐变过程中 ,酚类物质

的含量增加 ,与褐变呈现相关性
[ 9]
,分析 PAL 活性随褐

变发生逐渐升高 ,PAL 的表达量增加 ,褐变发生早的外

植体其 PAL 基因表达出现增加的时间也提前
[ 10]
,说明

酚类的增加与酶的活性和基因的表达有一定的相关性。

该研究发现外植体褐变后 ,细胞内酚类物质的分布发生

变化 ,结合前期发现的外植体褐变发生前酚氧化相关酶

PPO 、POD的活性增加 ,出现新的同工酶酶带[ 9] 的结果 ,

说明褐变发生因为细胞膜系统破坏 ,酶 、酚的相互作用

产生对细胞有毒害物质 ,导致细胞死亡 ,培养失败。
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Ultrastructure and Distribution of Phenol in

Phalaenopsis Browning Leaf Explants
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Guangdong 510631;2.Fujian Institute of Subtropical Botany , Xiamen , Fujian 316006)

Abstract:In the brow ning Phalaenopsis explants ,cell w alls were distorted.The cell membranes as well as the cell w alls

were twist distorts even breakon.And there were abundant of black pellet substance gather in the degraded cell w all.The

chloroplasts were shrinked to deep color st ructure.The results show ed that there a lots of phenol in vascular tissues when

the browning explant cell t reated with Pauly reagent and 10%NaNO2 .The integrity of cellular membrane structure of

browning explant was dest royed during explant brow ning.The increasing of polyphenol content in explant aggravated

browning.

Keywords:Phalaenopsis;explant;brow ning;ultrastructure;phenol
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