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摘要!地涌金莲组织培养中的褐化问题一直是其优良品种选育及规模化生产的技术瓶颈) 为解决这一问题!以地涌

金莲未成熟雄花为试材!研究了外植体消毒方式%植物生长调节剂种类及配比和不同抗褐化剂对愈伤组织褐化的影

响) 结果表明!未经消毒的外植体其污染率为 #=!且褐化率和褐化指数均显著低于消毒后的外植体+:(M?在地涌

金莲愈伤组织诱导中起主要作用!浓度为 " 06/J

W$

%V 06/J

W$时有利于愈伤组织的诱导!能显著降低褐化指数+

添加柠檬酸 抗̀坏血酸"nG#混合液%表面添加nG均对地涌金莲褐化未起到明显抑制作用!姜汁和阿魏酸对抑制

愈伤组织褐化有较好的效果!'&.% 06/J

W$的阿魏酸能显著降低愈伤组织的褐化!使愈伤组织分化率达 $*.)=!较

对照的 ".)=提高了 $%=)
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H<;@H KB7R5,56,5H@XR4@5 D4@;75;@5DB1D,75 7-:(M?R1A" 06/J

W$

7BV 06/J

W$

.?HH,56nG75 D4@A<B-1;@15H

nG0,XD<B@7-;,DB,;1;,H -1,2@H D7A<QQB@AAKB7R5,56.j7R@N@B! T,56@B15H -@B<2,;1;,H 61N@A1D,A-1;D7BFB@A<2DD7

B@H<;@H KB7R5,56! '&.% 06/J

W$

-@B<2,;1;,H ;7<2H A,65,-,;15D2FB@H<;@D4@;122<AKB7R5,5615H ,5;B@1A@H D4@B1D@

7-H,--@B@5D,1D,75 D7$*.)=! $%= 4,64@BD415 D41D7-D4@;75DB72.

;#< $*0.&$A9%$::( :(%4")(#P(+ D,AA<@;<2D<B@+ ;122<A+ KB7R5,56+ KB7R5,56,54,K,D7BA

地涌金莲"A9%$::( :(%4")(#P("EB.#G.l.f< @X

j.f.J,#系芭蕉科"e<A1;@1@#地涌金莲属"A9%$:2

:("EB.#G.l.f< @Xj.f.J,#植物!包括原变种

地涌金莲"AE:(%4")(#P("EB.#G.l.f< @Xj.f.

J,N1B.:(%4")(#P(#和变种红苞地涌金莲"AE:(%4")(#2

P(R(#E#9S#4S#()&$(&( m4@564756J,qj.e1#) 其具有

浓郁的南亚风情和宗教特色!有较高的观赏价值,$-

)

地涌金莲原变种花苞片为黄色!"#$$ 年 e1$&(:E在

四川省境内发现了花苞片呈橘红色至红色的红苞地

涌金莲新变种,"-

!成为花色单一的地涌金莲培育新
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优品种的重要种质资源) 随后!中国林业科学研究

院资源昆虫研究所选育出了6佛喜金莲4%6佛乐金

莲4%6佛悦金莲4等具有自主知识产权和广阔市场

前景的系列红苞新品种,V W%-

)

褐化是植物组织培养中的一个难题!是很多植

物组培能否成功的关键因素) 影响褐化的因素较

多!外植体的取材%植物生长调节剂%培养基%添加

剂%培养条件及培养方式都会影响愈伤组织的褐化

程度,:-

) 地涌金莲组织培养研究中多以吸芽为外植

体!在愈伤组织诱导%增殖%分化阶段均会发生严重

的褐化现象!导致分化率低,* W$#-

) 前人对地涌金莲

组织培养褐化抑制的研究较少!且未见对红苞地涌

金莲组织培养的报道) 红苞地涌金莲及6佛喜金

莲4等新品种在组培过程中褐化现象比原变种地涌

金莲更为严重!本课题前期研究的愈伤组织分化率

仅为 V=左右!严重制约了红苞品种培育及产业化

进程) 针对导致褐化因素!本试验研究了外植体的

消毒方式%植物生长调节剂的种类和浓度及抗褐化

剂对地涌金莲愈伤组织诱导和褐化的影响!旨在为

抑制地涌金莲组织培养的褐化提供理论依据!为红

色系地涌金莲新品种的进一步选育及规模化生产提

供技术支持)

$!材料与方法

=.=>试验材料

供试材料采自栽种于中国林业科学研究院资源

昆虫研究所滇中高原试验站的原变种地涌金莲和红

苞地涌金莲成年母株) 为排除个体差异!所有试验

均用三株混合的未成熟雄花作为外植体)

原变种地涌金莲的外植体用于外植体消毒试验

和 :(M?和 "!'(P浓度试验+红苞地涌金莲外植体用

于不同浓度抗褐化剂试验)

=.?>基础培养基

以前期研究选出的效果较好的培养基作为基础

培养基$

基础愈伤组织诱导培养基$改良e> :̀(M?".#

06/J

W$

`"!'(PV.# 06/J

W$

`蔗糖 V# 6/J

W$

`

琼脂 %.% 6/J

W$ 椰̀子汁 $#="N_N# `?G$ 6/

J

W$

`精胺 '.% 06/J

W$

+Uj值为 %.&) 接种后在

温度""% v"#d下暗培养)

基础分化培养基$改良e> :̀(M?".# 06/J

W$

`蔗糖 V# 6/J

W$

`琼脂 %.% 6/J

W$ 椰̀子汁 $#=

"N_N# `?G$.# 6/J

W$

`精胺 '.% 06/J

W$

+Uj值

为 %.&) 置于""% v"#d下培养!转瓶周期为 V# H)

=.A>外植体消毒方式对愈伤组织诱导及褐化的

影响

!!在无菌条件下将原变种地涌金莲花苞层层剥

离!取出长度为 #.: $." ;0的未成熟雄花作为外

植体!分为二组!第一组不经消毒直接接种至诱导培

养基中) 第二组"对照#外植体用 V=戊二醛表面消

毒 V 0,5!无菌水清洗 ' 次!再用 #.$=的升汞表面消

毒 V 0,5!无菌水清洗 ' 次!接种至愈伤组织诱导培

养基中) 对照和处理各接种 % 瓶!每瓶 % 个外植体!

重复 V 次) V# H后统计愈伤组织诱导率%褐化率%褐

化指数)

=KB>OJ5!和 ?&BJ%浓度组合对愈伤组织诱导及褐

化的影响

!!在基础愈伤组织诱导培养基的基础上!采用 "

因素区组试验设计!设置 :(M?浓度为 #.%%$%"%V

06/J

W$

!"!'(P浓度为 $%"%V%' 06/J

W$组合成 $:

种配方!将原变种地涌金莲外植体在无菌条件下不

经消毒接种在愈伤组织诱导培养基上!每个处理接

种 " 瓶!每瓶接种 % 个外植体!重复 V 次) V# H 后统

计愈伤组织诱导率%颜色和质地%褐化率%褐化指数)

=.@>不同抗褐化剂种类及其浓度的褐化抑制效应

以红苞地涌金莲长度为 #.: $." ;0的未成

熟雄花作为外植体!将其在无菌条件下不经消毒接

种在添加了不同种类不同浓度抗褐化剂的愈伤组织

诱导培养基中!表面添加 $ 02nG液!nG浓度设置

为 %#%$##%"## 06/J

W$

+nG`柠檬酸浓度设置为

$##$%#%$##$$##%$##$$%# 06/J

W$

+阿魏酸浓度设

置为 '&.%%)*%$)' 06/J

W$

+姜汁液浓度设置为 #.

%%$.%%'.% 6/J

W$

!其中 nG以及 nG 柠̀檬酸的混

合液采用过滤灭菌法灭菌!阿魏酸和姜汁液采用湿

热灭菌法灭菌) 以不添加任何抗褐化剂的培养基作

为对照!每个处理接种 V 瓶!每瓶接种 % 个外植体!

重复 V 次) V# H 后统计愈伤组织诱导率!褐化率和

褐化指数!并转接至添加了与愈伤组织诱导相同抗

褐化剂的基础愈伤组织分化培养基中) 此后!V# H

继代一次!直至愈伤组织分化出芽!每次继代前统计

褐化率%褐化指数!$&# H后统计生长量及分化率)

=.O>统计分析方法

污染率Y染菌外植体数_接种外植体数Z$##=

愈伤组织诱导率 Y产生愈伤组织外植体数_接

种外植体数Z$##=

愈伤组织分化率 Y分化出苗的愈伤组织_愈伤

&$"
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组织总数Z$##=

褐化率 Y达 $ 级褐化标准以上愈伤组织数_愈

伤组织总数Z$##=

褐变指数Y

"

"褐化级的愈伤组织块数 Z该

褐化级别#_"愈伤组织总数 Z最高的褐化级别#

Z$##=

用褐变指数表示外植体褐变程度!参照顾之

中,$$-水稻愈伤组织褐变指数的方法!将外植体的褐

变程度分为以下五级标准进行统计$# 级$褐化部分

在 "%=以下+$ 级$褐化部分在 "%= %#=+" 级$褐

化部分在 %#= *%=+V 级$褐化部分在 *%=以上

但未全部褐化+' 级$全部褐化或接近于全部褐化)

试验数据采用 /X;@2和 >U>> $&.# 进行统计

分析)

"!结果与分析

?.=>外植体消毒方式对原变种地涌金莲愈伤组织

诱导及褐化的影响

!!接种前对外植体分别进行消毒和不消毒处理!

接种 V# H后!未消毒外植体的污染率同消毒后外植

体的污染率一致!均为 #=+经过消毒的外植体褐化

率为 $".$=%褐化指数为 V.)=!而不消毒外植体的

褐化率和褐化指数均低于消毒处理!分别为 $.%=%

#.V=+消毒外植体培养出来的愈伤组织质地较疏

松%表现出水渍状!呈黄褐色!而不消毒外植体培养

出来的愈伤组织质地较致密%无明显的水渍状!呈黄

绿色"表 $#)

表 =>外植体消毒处理对原变种地涌金莲愈伤组织

诱导的影响

处理

编号

消毒

方式

诱导率

_=

污染率

_=

褐化率

_=

褐化指数

_=

愈伤组织质地

$ 不消毒 )"1 #1 $.%1 #.V1 较致密!黄绿色

" 消毒! )$1 #1 $".$K V.)K 较疏松!黄褐色

!!注$表中数字后不同的字母表示 #.#% 水平差异显著"Pr#.#%#!

下同)

?K?>OJ5!$?&BJ%浓度对原变种地涌金莲愈伤组织

诱导及褐化的影响

!!将地涌金莲外植体接种在添加不同浓度的 :(

M?%"!'(P的基础愈伤组织诱导培养基中!经过 V# H

的愈伤组织诱导!结果表明$浓度不同的植物生长调

节剂对地涌金莲愈伤组织诱导的影响较大!当 :(M?

的浓度在 #.% V 06/J

W$范围内时!低浓度 :(M?

对外植体的诱导率低!诱导出的愈伤组织褐化率高!

出愈量小+高浓度 :(M?对外植体的诱导率高!诱导

出的愈伤组织褐化率较低!出愈量大+:(M?浓度为 "

06/J

W$

%V 06/J

W$时愈伤组织的诱导效果最好)

当 "!'(P浓度为 $ ' 06/J

W$时!"!'(P的浓度对

愈伤组织诱导的影响不大"表 "#) 在一定范围内 :(

M?浓度同愈伤组织的出愈率呈显著正相关"#Y

#h&%#!Pr#E#$#!同愈伤组织褐化率呈显著负相关

"#YW#E&V'!Pr#E#$#!同愈伤组织出愈量呈显著

正相关"#Y#E&)%!Pr#.#$#+"!'(P浓度同愈伤组

织的出愈率%褐化率%出愈量相关性均不显著)

表 ?>OJ5!$?&BJ%浓度对地涌金莲愈伤组织的诱导效果

处理

编号

植物生长调节剂的浓度

:(M?

_"06/J

W$

#

"!'(P

_"06/J

W$

#

诱导率

_=

褐化率

_=

出愈量

?$ #.% $ ::.*;H $&.); `

?" #.% " *#.&KH V'.'1K `

?V #.% V %&.VH@ 'V.V1 `

?' #.% ' %#.#@ '$.$1 `

M$ $ $ &V.VK "#.%; `

M" $ " *%.#K; "$.*K; ``

MV $ V &V.VK $).&; ``

M' $ ' *%.#K; "$.*K; ``

G$ " $ )$.:1 '.*H ```

G" " " )%.&1 '."H ```

GV " V $##.#1 &.V;H ```

G' " ' )$.:1 '.*H ```

P$ V $ $##.#1 '."H ```

P" V " )%.&1 '.*H ```

PV V V $##.#1 '."H ```

P' V ' )%.&1 &.);H ```

!!注$ 表̀示出愈量小+ ` 表̀示出愈量中+ `` 表̀示出愈量大)

?.A>不同抗褐化剂种类及其浓度对红苞地涌金莲

的褐化抑制效应

!!添加了不同种类%不同浓度抗褐化剂的愈伤组

织诱导培养基都能诱导出愈伤组织!但添加 $)' 06

/J

W$阿魏酸时愈伤组织的诱导率较低!为 :V.$=)

在继代培养过程中愈伤组织褐化越来越严重!褐化

指数不断升高+在分化培养基培养 $%# H 后!添加

'&.% 06/J

W$阿魏酸的愈伤组织褐化指数最低!为

:".V=+添加了 )* 06/J

W$阿魏酸%#.% 6/J

W$和

$h% 6/J

W$姜汁的愈伤组织的褐化指数分别为

*%h$=%**.%=%*'.:=!也均显著低于对照+当阿魏

酸浓度为 $)' 06/J

W$

%姜汁浓度为 '.% 6/J

W$时不

利于褐化的有抑制!其愈伤组织褐化指数分别为

)V.&=%)".'=!均显著高于对照)

愈伤组织生长量在外植体接种 V# H 后表现出

差异性!接种 $"# H 时差异最为明显!统计 $"# H 时

的生长量结果表明$添加阿魏酸和姜汁会减少愈伤

组织的生长量!且阿魏酸和姜汁的浓度越高其生长

)$"
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量越低!当阿魏酸浓度为 $)' 06/J

W$

%姜汁浓度为

'.% 6/J

W$时愈伤组织的生长量最低!均为' (̀)

接种 $&# H后开始有愈伤组织分化出苗!接种 V## H

后愈伤组织或分化出苗或已经褐化坏死!统计愈伤

组织的分化率!结果表明$添加 '&.% 06/J

W$

%)* 06

/J

W$的阿魏酸和添加 #.% 6/J

W$

%$.% 6/J

W$的姜

汁其愈伤组织的分化率均显著高于对照!其中添加

'&.% 06/J

W$阿魏酸的愈伤组织分化率最高!为

$*h)=+$##$$%# 06/J

W$的nG 柠̀檬酸%$)' 06/

J

W$的阿魏酸%'.% 6/J

W$的姜汁抑制愈伤组织分

化!分化率均为 #+添加 $##$%# 06/J

W$

%$##$$##

06/J

W$的 nG 柠̀檬酸混合液和在培养基表面添

加 $ 02nG时其愈伤组织的分化率均同对照差异不

显著!为 V=左右"表 V#)

表 A>不同种类不同浓度抗褐化剂对红苞地涌金莲愈伤组织的影响

处理 水平 浓度 诱导率_=

褐化指数_=

V# H :# H $"# H $&# H

$"# H生长量 分化率_=

对照 )#.%1 V."H V%.&@- *".&;H &*.";H ``` ".)@-

表面添加 $ 02nG_" 06/J

W$

#

$ %# )#.&1 $.*@ VV.:- *".%;H &:.'H ``` V.)@

" $## &).&1K $.%@ VV.*- *".$;H@ &:."H ``` V.*@-

V "## &).:1K $.)@ VV.'- *V.); &*.";H ``` V.:@-

nG 柠̀檬酸_" 06/J

W$

#

$ $##$%# &&.*1K V.$H V:.:H@- *".&;H &*.&; ``` ".*-6

" $##$$## &).#1K V.*;H V*.&H@ *V.$; &*.%;H ``` V.#@-

V $##$$%# &)."1K V.);H V&.#H@ *V.$; &*.&; `` $.&6

阿魏酸_" 06/J

W$

#

$ '&.% &*.)1K '."; "*.*6 :*.*- :".V6 ``` $*.)1

" )* &"."; %.:K V*.VH@ :).)@- *%.$- `` $".&K

V $)' :V.$H ).:1 %"."1 &:.%1 )V.&1 ` #.##4

姜汁液_" 6/J

W$

#

$ #.% &*.&1K V.);H '#.#;H *#.:H@ **.%@ `` *.:H

" $.% &*.#K '."; '".#K; :&.)@- *'.:- `` $#.V;

V '.% *).'; %.:K 'V.&K &#.'K )".'K ` #.#4

!!注$ `表示愈伤组织生长量小+ ``表示愈伤组织生长量中+ ```表示愈伤组织生长量大)

V!结论与讨论

外植体的伤害程度会影响愈伤组织的褐化!伤

害越大愈伤组织褐化程度越严重!在外植体消毒时!

消毒液会导致外植体的正常细胞受损!使其细胞膜

结构破坏进而引发褐化,$" W$V-

) 本试验外植体为被

花苞紧被的未成熟雄花!与外界处于隔离状态!表面

所带的细菌和真菌极少!且未成熟雄花细胞处于活

跃的分生阶段!内源菌较少) 试验中发现!外植体不

经消毒在无菌条件下接种!其污染率为 #!且褐化

率%褐化指数均低于消毒处理的对照组!愈伤组织的

质地也好于对照) 因此!不对外植体消毒!既可避免

原变种地涌金莲组织培养中外植体的污染!也解决

了消毒对外植体造成损害进而引发的褐化问题!使

组织培养在接种之初就减轻了褐化的程度) 在地涌

金莲组织培养中!采用未经开放的内藏未成熟雄花

作为外植体最好)

对于不同植物!有效诱导其愈伤组织的植物生

长调节剂的种类也有所不同) 影响芦荟 "-:"$

AQQ.#%火鹤"-0&*9#49C(0Q#($(09CJ.#叶片愈伤组

织诱导率的主导因子均为 :(M?!"!'(P为次要因

子,$' W$%-

!而 "!'(P则是影响诱导香蕉"A9%( 0(0(

J7<B.#叶片愈伤组织发生的重要因子,$:-

) 本试验

说明!在原变种地涌金莲的愈伤组织诱导中 :(M?起

主导作用!其浓度对愈伤组织的褐化率%褐化指数%

出愈量有较大的影响!"!'(P的浓度对愈伤组织的

诱导作用不显著!其浓度对愈伤组织的出愈率%褐化

率%出愈量影响不显著)

nG为多羟基还原物质!作为一种有效的抗褐化

剂被应用于多种植物组织培养中+其作用原理一方

面是可以使多酚氧化酶失活!阻止酚类物质氧化!另

一方面nG在酶的催化下能消耗溶解氧!使酚类物

质因缺氧而无法氧化!从而达到抑制褐化的效

果,$*-

) 本试验采用与I7$&(:E相同的办法,$&-

!即在

培养基表面添加一定量的 nG液!处理在愈伤组织

诱导的早期获得了较好效果!但继代后期褐化严重!

同对照无显著性差异!这可能与红苞地涌金莲愈伤

组织褐化程度较高有关) 有研究表明!柠檬酸与nG

的结合使用可对愈伤组织褐化抑制起到协同作用!

使多酚氧化酶"UUk#酶活性受抑制更为明显!这可

能由于添加一定量的柠檬酸可增强 nG的稳定性!

降低nG的损失而提高其抑制效果,$)-

) 但本试验

中!nG 柠̀檬酸组合处理对愈伤组织褐化抑制没有

很好的效果) 添加适宜浓度的姜汁有利于抑制红苞

#""



第 " 期 侯健华等$地涌金莲组织培养中的褐化抑制

地涌金莲愈伤组织褐化!姜汁浓度为 $.% 6/J

W$时

效果最好!分化率可达 $#.V=!褐化指数为 *'.:=)

e7B-@,5@在小果野蕉"A9%( ()9C40(&$G7221#组织培

养中首次采用姜汁抑制褐化!采用 $# 6/J

W$的姜汁

处理外植体!接种 V 周后培养基和外植体的褐化强

度分别为'无(和'低(!对褐化的抑制达到了很好的

效果,"#-

!本试验的结果与其一致)

j<156$&(:E在紫竹 "F*7::"%&()*7%041#( "J7HH.

@XJ,5H2.#e<5B7#组织培养的抗褐化研究中对培养

基中添加阿魏酸%nG%曲酸%半胱氨酸%硫脲等 % 种

UUk抑制剂!发现当阿魏酸浓度为 $)' 06/J

W$时

培养基的褐化比率为 #!平均褐化的芽数为 #."% 个

左右!抑制褐化的效果最好,"$-

) 作为一种多酚!阿

魏酸具有很强的抗氧化功效!同时也是一种化感物

质!这可能与多酚*蛋白质具有可逆的结合反应有

关!同时多酚这一重要的化学性质也导致了阿魏酸

对酶具有抑制作用!进一步抑制了植物的生

长,"" W"V-

) 本试验中!高浓度的阿魏酸会降低愈伤组

织诱导率!明显抑制愈伤组织的生长) 在愈伤组织

继代 :# H以后!低浓度的阿魏酸可以显著降低愈伤

组织的褐化指数!并随着愈伤组织继代的时间延长

效果越明显!这可能与阿魏酸具有强的还原性%抗氧

化能力以及对UUk有抑制作用有关) 当浓度为 '&.

% 06/J

W$阿魏酸对愈伤组织的生长量抑制不明显!

却能显著的降低愈伤组织的褐化指数!使愈伤组织

的分化率达到 $*.)=!较对照的 ".)=提高了 % 倍!

从而在一定程度上解决了红色系列地涌金莲新品种

组培苗难以获得而无法上市的瓶颈问题)
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