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　　在植物组织培养中 ,植物激素对器官分化的调节起

着非常重要的作用 ,尤其是细胞分裂素与生长素的比值

对组织的发育起着决定作用。不同浓度的组合对器官

分化调节的结果不同 ,这种无性繁殖的方法 ,易于保持

品种原有特性 ,使其保持优良的品性。
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Rapid Propagation of Hylocereus undatus
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Abstract:Taking stem sections of axillary bud of Hylocereus undatus pitaya with stem as explant , using method of

tissue culture were studied.The results showed that the best medium for start was MS+5.0 mg/L 6-BA +0.05 mg/L

NAA , the induce rate was 70%;best medium for proliferation w as MS +6.0 mg/ L 6-BA + 0.09 mg/L NAA ,

proliferation coef ficient was 3.5;best medium for rooting was 1/2MS+0.30 mg/ L IBA +0.20 mg/L NAA , rooting

rate more than was 95%, the average number of rooting was 7.2 bar/plant , the length of root was 8.2 cm , the seedling

grew more exuberant.
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秦岭野生春兰组织培养过程中的褐化控制研究
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　　摘　要:以秦岭野生春兰为材料 ,选花梗和花萼作为外植体 ,以1/2MS作为基本培养基 ,运用

L9(3
4
)正交实验研究处理对褐化的影响。结果表明:处理 4是控制春兰外植体褐化的最佳的方

法 ,即 1/2MS+活性炭(AC)1 g/L+PVP 5 g/ L+暗培养 10 d。
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　　国兰(中国兰)是指我国传统栽培的兰属(Cymbidi-

um)植物 ,主要是指春兰 、蕙兰 、建兰 、寒兰 、墨兰等。国

兰花香馥郁 ,叶姿飘逸 ,深受人民喜爱。随着人们生活

水平的提高 ,兰花的市场需求旺盛 ,兰花产业也得到了

快速发展。但传统的分株繁殖 ,速度较慢 ,需至少 3 a才

能开花结实 ,繁殖系数极低 ,远不能适应国内外市场需

要。植物组织培养技术是生产中得到最广泛应用和产

生较大经济效益的一项生物技术 ,也是快速繁殖植物新

品种的最重要的方法。在兰花组织培养中褐化现象特

别严重 ,它是影响兰花组培成功与否的一个关键因素。

然而到目前为止没有一种方法可以完全控制褐化 ,褐化

的出现既与植物基因型 、外植体大小 、植物材料的部位

有关 ,同时也与培养的外界条件 ,如培养基 、光照 、温度

等有关。因此 ,对于不同的植物材料 ,有不同的降低和

防止褐化的方法。所以研究兰花外植体褐变产生的原

因和防止方法具有很重要的实践意义。
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1　材料与方法

1.1　试验材料

以秦岭野生春兰(Cymbidium goeringi i)为试材 ,取

自西北农林科技大学兰花种质资源圃。

1.2　试验方法

首先从春兰植株切取花序 ,立即带回实验室 ,将花

梗切成 5～ 8 cm的小段 ,每个小段带1个茎节 ,同时切取

花萼 ,用酒精清洗 ,然后放在大烧杯中 ,杯口用塑料纱窗

包好 ,用小流量的自来水冲洗12 ～ 24 h。其次把材料取

出用洗洁剂清洗 5 min左右 ,在流水下冲洗干净。然后

把洗净后的材料用蒸馏水浸泡和冲洗2次 ,置于无菌滤

纸上等待自然阴干。把阴干后的材料在超净台上用

75%酒精擦洗外表面 ,再在 0.1%升汞中浸洗 5 ～

6 min ,最后用无菌水反复冲洗3 ～ 4次 ,晾干备用。

试验采用 3种防褐剂的不同配比及不同暗培养时

间作为处理。防褐剂分别为聚乙烯吡咯酮(PVP)、柠檬
酸、活性炭 ,采用四因素三水平正交实验 L9(34)(表 1)。

培养基配方为:1/2MS+NAA 3 mg/ L+TDZ 0.5 mg/L 、

蔗糖 20 g/L 、琼脂 7.5 g/ L ,pH 5.4。吸附剂 PVP设置 3

个水平为0 、5、10 g/ L;柠檬酸设置3个水平为0 、0.1 、0.2

g/L;活性炭设置 3个水平为0 、1 、2 g/L 。

外植体分别为春兰的花梗和花萼。花梗每处理接

种12个外植体 ,花萼每处理接种8个外植体 ,3次重复。

从接种之后的第 10天开始记录完全褐化的外植体数 ,

每隔 10 d记录 1次。

表1 正交实验 L9(3
4
)的处理方案

处理
活性炭

/g·L-1

柠檬酸

/g·L-1

PVP

/ g·L-1

暗培养时间

/d

1 0 0 0 5

2 0 0.1 5 7

3 0 0.2 10 10

4 1 0 5 10

5 1 0.1 10 5

6 1 0.2 0 7

7 2 0 5 10

8 2 0.1 10 5

9 2 0.2 0 7

1.3　数据统计

外植体褐化程度分为完全褐化和不完全褐化。不

完全褐化包括出现褐化(切口有褐化物分泌)和部分褐

化(褐化超过外植体的 1/3但未完全褐化)。完全褐化

率/ %=完全褐化外植体数/接种外植体数×100%;不

完全褐化率/ %=(完全褐化外植体数+部分褐化外植

体数)/接种外植体数。

2　结果与分析

2.1　各处理对春兰花梗外植体褐化的影响

从表 2可看出 ,在接种后的 10 d ,处理 8的外植体

完全褐化率超过了 30%;处理 9的完全褐化率达到了

15%以上 ,相对较高;处理 1和 2的完全褐化率相对较

低 ,完全褐化率均在 10%以内 ,其余处理均没有出现完

全褐化的外植体。接种后 20 d的时候 ,处理 8再次成为

完全褐化率最高者 ,达到 75%;处理 7的完全褐化率从

10 d的0%升高到 33.3%,说明了处理7的褐化速度相

对较慢;观察还发现外植体在前 10 d只是出现褐化现

象 ,并没有迅速褐化死亡。由此说明 ,前 10 d实施一定

的措施(转瓶),就可以有效的降低褐化。在接种后30 d ,

处理 9相对变化大一点 ,完全褐化率达到 66.7%;前

20 d的完全褐化率为 0%的处理 3、4 、5、6完全褐化率均

达到了 10%～ 20%,处理3达到 30.6%。说明此前未出

现完全褐化外植体都已出现褐化现象 ,只是速度相对较

慢。其余处理较以前都有所升高 ,但都不显著;通过比

较 ,处理4的完全褐化率相对比较低 ,说明此处理较其

它处理对降低褐化有较好的作用。

表 2 春兰花梗培养褐化情况

处理

培养10 d 培养20 d 培养30 d

总接

种数

/个

完全

褐化数

/个

完全

褐化率

/ %

总接

种数

/个

完全

褐化数

/个

完全

褐化率

/ %

总接

种数

/个

完全

褐化数

/个

完全

褐化率

/ %

1 36 3 8.3 36 6 16.7 36 7 19.4

2 36 3 8.3 36 9 25 36 9 25

3 36 0 0 36 0 0 36 11 30.6

4 36 0 0 36 0 0 36 6 16.7

5 36 0 0 36 0 0 36 9 25

6 36 0 0 36 0 0 36 8 22.2

7 36 0 0 36 12 33.3 36 18 50

8 36 12 33.3 36 27 75 36 27 75

9 36 6 16.7 36 6 16.7 36 24 66.7

2.2　各处理对春兰花萼外植体褐化的影响

通过30 d的记录观察发现 ,花萼的褐化比花梗的褐

化相对严重。从第 1个 10 d开始 ,除了处理 4以外 ,其

它处理均出现完全褐化的外植体 ,完全褐化率均达到

50%～ 100%。说明花萼的褐化率本身就很高 ,而且在很

短时间内外植体就达到完全褐化死亡。由表 3可知 ,在

培养 20 d的时候 ,处理5的完全褐化率达到了 100%,处

理 4开始出现完全褐化的外植体。而在培养 30 d的时

候其它处理的外植体均完全褐化 ,只有处理 4相对较

好。由此说明 ,处理 4对降低花萼褐化率有很显著的

影响。

2.3　暗培养时间对降低花梗外植体褐化的影响

由图 1可知 ,就暗培养时间来看 ,暗培养 10 d的完

全褐化率在3个水平中最低 ,也就是说接种的外植体暗

培养 10 d后完全褐化率相对较低。由图2可知 ,暗培养

5 d和暗培养10 d的外植体 ,在培养 10 ～ 20 d的时间内

完全褐化率急速升高 ,而在培养 20 ～ 30 d的时间内 ,暗

培养 5 d的外植体完全褐化率没有很显著的变化 ,而且

完全褐化的速度减慢。相反 ,在这段时间内暗培养 7 d
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和暗培养 10 d的外植体的完全褐化率则迅速升高。由

此说明 ,相对较长的暗培养时间有利于降低褐化率 ,但

是否越长越好 ,还要等具体试验数据验证。

　　表 3 春兰花萼培养褐化情况

处理

培养10 d 培养20 d 培养30 d

总接

种数

/个

完全

褐化数

/个

完全

褐化率

/ %

总接

种数

/个

完全

褐化数

/个

完全

褐化率

/ %

总接

种数

/个

完全

褐化数

/个

完全

褐化率

/ %

1 24 24 100 24 24 100 24 24 100

2 24 24 100 24 24 100 24 24 100

3 24 24 100 24 24 100 24 24 100

4 24 0 0 24 3 12.5 24 12 50

5 24 12 50 24 24 100 24 24 100

6 24 12 50 24 12 50 24 24 100

7 24 24 100 24 24 100 24 24 100

8 24 12 50 24 12 50 24 24 100

9 24 24 100 24 24 100 24 24 100

图1　暗培养时间对褐化的影响

图 2　培养天数对褐化的影响

2.4　防褐剂与活性炭对兰花外植体褐化的影响

运用正交设计助手Ⅱ软件对影响褐化的 4种因素的

L9(3
4
)正交实验进行分析得出 ,从表4可看出 ,活性炭在

a=0.05的水平达到显著性 ,也就是说活性炭在降低和

防止兰花外植体褐化中起着非常重要的作用。由图 3

可知 ,5 g/L 的 PVP 对降低兰花外植体褐化有很大作

用;在柠檬酸的3个水平中 ,0 g/ L相对来说是比较好的

处理方案 ,说明柠檬酸在控制兰花褐化中作用不明显;

浓度1 g/ L的活性炭对降低褐化的作用在3个水平中最

佳。因此 ,PVP 5 g/L+活性炭 1 g/L 的组合可以有效

的降低褐化。

图 3　各因素影响褐化的直观分析

表 4　　　各因素影响褐化的方差分析
因素 偏差平方和 自由度 F值 F临界值 显著性

活性炭 0.334 2 30.364 19.000 ＊

柠檬酸 0.030 2 2.727 19.000

PVP 0.003 2 0.182 19.000

暗培养时间 0.011 2 1.000 19.000

误差 0.01

3　结论与讨论

光照是植物生长中不可缺少的外界环境因素 ,但是

光能也能促进多种植物组织培养中酚的氧化[ 1-3] 。光照

条件对巨桉叶片渗出物形成的影响从低到高为黑暗 、漫

射光 、短日照 、长日照[ 4] 。在低光照[ 1 ,5] 或置于黑暗

中[ 2 ,4 , 6-7]培养一段时间能减轻褐变。这说明对容易褐化

的植物外植体在不影响正常生长的情况下适当的暗培

养可以减轻褐化。余慧琳等[ 8] 研究表明 ,适当的暗培养

有利于减轻外植体的褐变 ,无论是花梗腋芽还是花梗节

段的外植体 ,暗培养 1周后再转入光强 2 000 lx 下正常

培养 ,都比接种后直接放在2 000 lx的条件下培养 ,外植

体发生褐变的症状要轻 ,并且发生褐变的时间会推迟。

在试验中暗培养时间分为5 、7 、10 d ,其中培养时间 10 d

的处理褐化率最低(图 3)。在该试验的基础上相对延长

暗培养时间 ,植物外植体褐化相对减轻 ,但外植体的白

化和玻璃化相对严重 ,所以适当的暗培养时间可以减轻

外植体的褐化 ,提高成活率。由图 4可知 ,外植体在最

初培养 10 d的时间内 ,完全褐化率低 ,褐化速度也相对

较慢;再继续的培养 20、30 d当中褐化发生的速度非常

快 ,完全褐化率急速升高。所以 ,在培养初期较及时的

采取一些措施来减轻褐化可以起到很好的效果。

防褐剂一般可分为防止酚氧化的抗氧化剂和吸收

醌类物质的吸收剂二大类。筛选适宜的抗氧化剂与吸

收剂种类及含量是防止外植体褐变的常用方法。常用

的吸附剂有聚乙烯吡咯烷酮(PVP)、活性炭(AC)等。

吸附剂活性炭在试验中控制褐化的效果比较明显 ,这与

前人的研究
[ 9-11]
是一致的。活性炭在植物组织培养中是

经常被用到的吸附剂 ,它不但可以吸附植物分泌的褐化

物质 ,而且能吸附培养基中的生长调节物质[ 12-13] ,尤其

是当活性炭浓度较高的时候常常抵消生长调节物质。
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因此 ,在组织培养中运用适当的活性炭浓度是很重

要的。

试验中 ,在活性炭(AC)的 3个水平中 ,1 g/L 的活

性炭(AC)浓度对控制褐化的作用最佳(表 4)。据文献

统计 ,通常使用的浓度在 0.1%～ 0.5%之间。说明该试

验筛选的活性炭的浓度与文献数据相一致。从表 4可

知 ,活性炭(AC)是4个因素中唯一在 a=0.05水平上有

显著性的因素。PVP是酚类物质的专一性吸附剂 ,在生

化制备中常用作酚类物质和细胞器的保护剂 ,可用于防

止褐变[ 14] 。在试验中 PVP在5 g/L 浓度时褐化率均值

为30.6%,是 3个水平中最低的 ,这说明对减轻兰花外

植体褐化的效果PVP 5 g/ L的浓度好于 0 、10 g/L的浓

度。而抗氧化剂柠檬酸在浓度为 0 g/L 时的兰花外植

体褐化率是 3个水平中最低的 ,因此在试验中对控制褐

化方面的作用不是很明显。

试验结果表明 ,在兰花外植体培养中 ,培养初期的

暗培养和适当运用防褐剂能够减轻褐化 ,提高培养的成

活率。以1/2MS为基本培养基 ,加入活性炭1 g/L ,PVP

5 g/L ,pH 5.4 ,在外植体接种初期暗培养10 d对减轻兰

花外植体褐化最为有效。
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Studies on Browning of Regenerated System of Wild

Cymbidiumgoeringii in QinLing

WANG Bao-ning1 , ZHANG Xian2 , SONG Jun-yang1

(1.College of Forestry , Northwest Agricultural and FoRestry University , Yangling , Shaanxi 712100;2.College of Fo restry , Nor thwest

Agricultural and FoRestry University , Yangling , Shaanxi 712100)

Abstract:In this research , peduncle and calyx of Cymbidium goeringi i were used as the explants , 1/2MS were used as

the basic medium , L9(34)orthogonal test were used to examine the impact of t reatment on the browning.Polyvinyl

Py rrolidone(PVP), citric acid , activated carbon , and different time of dark cultivation were used to study the effect of

the control on orchids browning.The results showed that treatment four was the best to control orchid brow ning and

that was 1/2MS+AC 1 g/L+PVP 5 g/ L+10 days cultivation in the dark.

Keywords:Qinling;Cymbidium goeringii;tissue culture;brow ning;explants
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