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儿茶素对蝴蝶兰叶片离体培养褐变发生的影响
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　　摘　要:用 0.3 g/ L儿茶素处理蝴蝶兰叶片外植体 ,在 MS+3 mg/L 6-BA(pH 5.8)培养基上

培养4 d ,外植体褐变率高于对照 227.6%。用香草醛-盐酸溶液染色反应法发现鞣质分布在维管

束和细胞间隙。叶片剪切的外植体(培养 0 d)鞣质含量较高 ,培养4 d降低 ,8 d后再升高。儿茶

素处理的外植体鞣质含量明显高于对照。在培养期间 ,儿茶素处理的外植体 PPO 、POD和 PAL

活性高于对照外植体 ,其中POD活性在第 8天达到最大值 ,PPO和 PAL 活性在培养第 12天达

到高峰。
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　　蝴蝶兰(Phalaenopsis sp.)在组织培养过程中 ,外植

体的褐变问题是影响培养成功的重要因素。有关褐变

发生的条件和影响因素已有报道 ,如培养基中蔗糖浓度

增加到4.0%时 ,容易褐化[ 1] 。MS 培养基中 Fe 盐含量

增加会导致褐变情况加重 ,6-BA 会影响褐变的发生 ,

光照强度增加导致外植体褐变加剧[ 2] 。蝴蝶兰叶片外植
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体离体培养 5 d开始出现褐变 , 培养14 d外植体已经全

部褐变 ,证实蝴蝶兰外植体培养过程中细胞产生鞣

质[ 3] 。用鞣质处理外植体是否影响其褐变的发生还不

明确。

　　目前认为植物组织培养中的褐变主要是由酶催化

引起的 ,引起褐变的酶的底物主要是酚类化合物[ 4 ] 。在

外植体褐变发生过程中 ,过氧化物(POD)和多酚氧化酶

(PPO)共同氧化酚成醌 , 醌转变成缩合型鞣质 , 最后形

成褐色的聚合体。鞣质在褐变发生的作用与 PPO 和

POD活性变化如何 ,儿茶素类鞣质(简称儿茶素)是缩合

型鞣质的代表[ 5] ,该试验研究儿茶素对蝴蝶兰叶片褐变

发生的影响 ,以及与过氧化物(POD)和多酚氧化酶

(PPO)活性变化的关系 ,为认识其在植物体组织培养过
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Abstract:The lateral tender buds of Syngonium Podophy llum Schott as explants were used.Effect on tissue culture of

MS containing dif ferent content BA , NAA and IAA were studied.The results indicated that the rate of survived buds

could approach to 75%when they were sterilized for 35 min in 0.1%HgCl2 +3 drops Tween20.The medium MS+BA

5.0 mg/ L+IAA 0.2 mg/L w as suitable for int roduction of callus or adventitious buds.The medium BA 2.0 mg/ L+

NAA 0.1 mg/L was the best for multiplication.The optimum rooting medium was MS+NAA 0.3 mg/ L+IAA 0.2

mg/L.After the rooting plantlets in vitro were t reated for 7 d in natural light , they were transplant in medium contai-

ning humus , perlite and soil(1∶1∶1), the living rate of the plantlets could reach 94%.
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程中的褐变发生作用提供依据。

1　材料与方法
1.1　材料与儿茶素处理

蝴蝶兰(Phalaenopsis sp.)取自华南师范大学生物

园 ,按照文献
[ 2]
的方法 ,取其第2和第 3片叶片 ,经表面

消毒后 ,用 0.3 mg/ L 儿茶素浸泡 10 min ,置于MS+

3 mg/L 6-BA培养基上 ,在 24℃、2 000 lx光照16 h/d条

件下培养。以等量蒸馏水处理的外植体为对照。

1.2　褐变率统计

对离体培养4 、8 、12 d的外植体统计褐变率 ,既褐变

外植体数占培养外植体总数的百分率。

1.3　叶片显微结构观察

叶片经徒手切片后 ,按照石碧等[ 6] 方法 ,用 8%香草

醛-盐酸溶液染色 ,用光学显微镜观察显微结构。

1.4　鞣质含量测定

用 50%丙酮溶液提取 ,离心 ,收集提取液。按照王

坤和鲁静(2004)[ 7] 方法测定鞣质含量。以新鲜外植体的

研磨液作为对照。

1.5　PPO 、POD和 PAL活性测定

按照 Lee and Smith等[ 8] 和Lee and Liu等[ 9]方法分

别测定蝴蝶兰叶片外植体在离体培养期间 PPO活性和

POD活性 ,按照许传俊等[ 10]方法测定PAL活性。

图 1 0.3 mg/ L 儿茶素处理对蝴蝶兰叶片外植体褐变的影响

Fig.1　Effect of catechin at 0.3 mg/ L on the brow ning in leaf explants

in Phalaenopsis sp.

2　结果与分析
2.1　儿茶素促进蝴蝶兰叶片外植体褐变发生

蝴蝶兰外植体经 0.3 mg/ L 儿茶素浸泡处理后 ,在

MS培养基上培养第4天 ,外植体边缘出现褐变 ,有褐色

物质分泌到培养基中(图1B),对照外植体肉眼观察褐变

不明显(图 1A);培养第 8天的对照(图 1C)和儿茶素处

理(图 1D)的外植体 ,培养基中皆有褐色物质渗入 ,儿茶

素处理的外植体分泌到培养基中的褐色物质较多(图

1D)。

0.3 mg/L 儿茶素处理的外植体培养第 4天 ,褐变

率高于对照 227.6%(图2),随着培养时间的延长 ,褐变

率不断升高 ,培养第 8天 ,儿茶素处理的外植体褐变率

高于对照118.1%,培养12 d的褐变率为 98.7%高于对

照117.2%。

图 2　0.3 mg/ L儿茶素处理对蝴蝶兰叶片外植体褐变率的影响
Fig.2　Effect of catechin at 0.3 mg/ L on the browning percentage in leaf

explants in Phalaenopsis sp.

图 3 蝴蝶兰叶片外植体经香草醛-盐酸

溶液染色后的叶肉细胞(箭头指向)

Fig.3　The mesophyll cell of leaf explants in Phalaenopsis sp.by

coloration with vanillin-hydrochloric acid solution

　　香草醛-盐酸溶液与鞣质反应能产生桃红色。蝴蝶

兰对照叶片外植体培养0 d ,经香草醛-盐酸溶液染色后 ,

叶肉细胞不出现桃红色(图3A),处理的蝴蝶兰外植体培

养4 d ,叶肉细胞(图 3B)、以及维管束(图 3C)和细胞间

隙(图 3D)被染成桃红色 ,说明外植体褐变发生过程中产

生的鞣质主要分布在维管束和细胞 ,毒害细胞。

2.2　儿茶素对蝴蝶兰叶片外植体鞣质含量的影响

对照和儿茶素处理的蝴蝶兰叶片外植体培养 0 d ,

体内鞣质含量较高 ,培养第 4天外植体内的鞣质含量降
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低 ,第8天后再增加(图 4);儿茶素处理的外植体经离体

培养后 ,体内鞣质含量都高于对照 ,培养第 8天外植体

的边缘出现大量褐色物质并分泌到培养基内 ,可能是鞣

质分泌的结果。

图 4　儿茶素处理对蝴蝶兰叶片外植体培养

期间鞣质含量的影响

Fig.4　Effect of catechin on tannin content in leaf

explants in Phalaenopsis sp.

2.3　儿茶素对蝴蝶兰叶片外植体PPO 、POD和 PAL活

性的影响

对照叶片外植体在离体培养后 ,PPO 活性升高 ,第

4天与第 8天外植体PPO活性差别不明显 ,第8天后活

性急剧增加 ,培养第 12 天达到最大值(图 5a)。儿茶素

处理的外植体 PPO活性不断升高 ,在培养期内高于对

照。在培养期间 ,儿茶素处理的蝴蝶兰外植体 POD活

性高于对照 ,在培养前期(0 ～ 8 d),对照和儿茶素处理的

POD活性大幅度升高 ,第 8天达到最大值 ,儿茶素处理

的外植体POD活性略高于对照 ,培养 8 d后的降低速率

比对照缓慢(图 5b)。蝴蝶兰叶片外植体离体培养初期

PAL 活性较低 , 随着培养时间的延长 PAL 活性升高 ,

培养第8天达到最大值 ,儿茶素处理的外植体PAL活性

高于对照(图 5c)。

3　讨论
香草醛-盐酸反应出现桃红色或淡红色 ,是鞣质的

特征颜色反应 ,用于鞣质进行的定性检测
[ 11]
。该试验发

现儿茶素处理的蝴蝶兰叶片外植体 ,经香草醛-盐酸溶液

染色后 ,均出现桃红色或淡红色。Laukkanen[ 12] 对松褐

变的组织 ,用香草醛-盐酸溶液染色 ,发现褐变的愈伤

组织呈现草红色 ,愈伤组织具有较高鞣质含量。该试验

也发现 ,蝴蝶兰叶片外植体在培养 0 d鞣质含量较高 ,推

测是切割叶片获外植体时 ,破坏部分细胞的结构 ,使存

在于细胞内的鞣质以及单宁囊细胞被释放出来[ 13-14] ;离

体培养4 d和 8 d的外植体鞣质量减少 ,该时期外植体

褐变已明显 ,推测蝴蝶兰自身所含有的鞣质是褐变发生

的底物 ,与酶接触发生反应 ,形成褐变 ,随着褐变发生的

加剧 ,外植体伤口处细胞膜透性增加 ,更多的酚类物质

渗出 ,酶进一步与这些物质反应 ,产生大量的黑色或褐

色的物质(包括鞣质),毒害外植体。

图 5　儿茶素处理对蝴蝶兰外植体培养过程中

PPO、POD和 PAL活力的影响

Fig.5　Effect of catechin on the speifici specific activities of PPO、POD

and PAL during tissue culture of leaf explants in Phalaenopsis sp.

　　经儿茶素处理的蝴蝶兰外植体鞣质含量较高于对

照 ,褐变发生在第4天 ,而对照外植体一般在第5天发生

褐变。PAL 、PPO 、POD活性在第 4天明显升高 ,进一步

说明鞣质可能是蝴蝶兰外植体褐变的底物。也有报道

认为鞣质可能是褐变的产物[ 6 , 15] 。蝴蝶兰外植体褐变与

外植体内多酚氧化酶(PPO)的活性有着密切的关系[ 3] ,

外植体经鞣质儿茶素处理后 ,体中PPO活性在培养 0 ～

4 d(即褐变发生前)与对照差别不大 ,培养第4天后PPO

活性急剧增加 ,高于对照 ,第 8天外植体的褐变程度严

重 ,大量褐变产物分泌到培养基中 ,儿茶素通过 PPO作

用导致褐变加重。第 12天外植体 PPO 活性下降 ,可能

与褐变组织中酶反应产物较高起制约作用有关。推测

POD不是蝴蝶兰褐变发生的主要催化酶系 ,因为儿茶素

处理的蝴蝶兰外植体在培养4 ～ 8 d后 POD的活性却降

低 ,褐变加重。而蒋益红[ 16]认为 POD是引起百合褐变

的主要因素。不同植物材料 POD的作用机制可能不

同。
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PAL是植物细胞次生代谢物质合成的一个关键酶 ,

PAL活性高 ,褐变容易发生。蝴蝶兰外植体褐变发生过

程中 ,PAL酶活力随蝴蝶兰外植体褐变加剧而增加 ,褐

变过程中 PAL 基因的表达与褐变成正相关[ 10] 。使用

PAL抑制剂氨基氧基乙酸能有效的抑制莴苣[ 17]和马铃

薯[ 18]愈伤组织的褐变。通过抑制缩合鞣质合成的途径

限制性关键酶的活性 ,可能是实现抑制褐变的目的。
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Effect of Catechin on Browning of Leaf Explants in Tissue Culture of Phalaenopsis sp.

TAN Ru-fang1 ,ZHOU Wen-ling 1 , XU Chuan-jun1 , 2 , LI Ling1

(1.College of Life Science, Guangdong Key Laboratory of Biotechnology for Plant Development , South China Normal University , Guangzhou ,

Guandong 510631 , China;2.Fujian Institute of Subtropical Botany , Xiamen , Fujian 316006 , China)

Abstract:The brow ning percentage of leaf explants of Phalaenopsis sp., t reated with 0.30 mg/L of catechin and cultured

in MS medium containing 3mg/ L 6-BA(pH 5.8)for first four days , were higher 227.6%than that of the controls.8%

(w/v)vanillin-hydrochloric acid assay confirmed that tannins were dist ributed in int racellular fractions and vascular bun-

dle of leaf explants.Cutting of leaf explants caused more accumulation of tannin in them cultured 0 day.Tannin contents

reduced in the first four day s , and then increased af ter first eight days.It was found that increased activities of PPO ,

POD and PAL , as well as the more tannin contents in catechin t reated leaf explants resulted in promotation of browning

development ,leaf explants treatment with catechin had a high POD activity in them culture at 8th days , while the activi-

ties of PPO and PAL were higher cultured at 12th days.

Key words:Catechin;Phalaenopsis sp;Leaf explants;Browning;Tannin
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