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培养基中不同因素对中华红叶杨外植体褐变的影响

李树丽
（滨州职业学院，山东滨州２５６６０３）

　　摘要：中华红叶杨外植体在固体培养过程中褐变严重，因此针对培养基的 ｐＨ值、无机盐浓度、培养基硬度、蔗糖
浓度及活性炭添加量进行试验。结果表明：在一定ｐＨ值范围（５．０～６．５）内，ｐＨ值越低，褐化率越低；无机盐浓度低，
褐化率低；在琼脂浓度为５．０～６．５ｇ／Ｌ时，琼脂浓度越高，培养基越硬，褐化率越低；低蔗糖浓度有利于降低褐化率；
活性炭对褐化率的影响与添加量有关，适宜的添加量有利于降低褐化率。
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　　杨树是世界各国普遍栽培的树种，其栽培历史悠久。杨
树具有生长迅速、轮伐期短、适应性强、易繁殖等特点，各地广

泛用作行道树、防护林及速生用材树种。中华红叶杨（Ｐｏｐｕ
ｌｕｓｅｕｒａｍｅｒｉｃａｎａｃｖ．Ｚｈｏｎｇｈｕａｈｏｎｇｙｅ）是近几年才发展起来的
一个杨树新品种，它不仅保持了杨树的速生特性，而且其叶色

随季节呈现不同的变化，具有较高的观赏性，是集观赏与用材

于一身的优良树种，发展潜力巨大。应用组织培养方法实现

植物离体快繁的突出优点是快速、遗传背景均一、不受季节和

地区等限制、重复性好，应用这种方法已实现了多种苗木的快

速繁殖。但中华红叶杨在组织培养过程中由于外植体的褐变

影响了试管苗的分化及生长，因此本试验就培养基中不同因

素对中华红叶杨外植体褐变的影响进行探索。

１　材料与方法

１．１　材料
中华红叶杨：选自惠民红叶杨发展公司的红叶杨生产基

地。外植体：选取中华红叶杨一年生的枝条，将其切割成适当

大小的茎段。

１．２　仪器
电子分析天平，上海天平仪器厂生产；立式高压蒸汽灭菌

锅，日本三洋公司生产；超净工作台，苏净集团安泰公司生产。

１．３　试剂
盐酸、氢氧化钠、无水乙醇等均为国产分析纯；ｐＨ试纸，

上海三爱思试剂有限公司生产；精密ｐＨ计（ＰＨＳ－３Ｃ型），上
海双赢科学仪器有限公司生产。

１．４　方法
基本培养基：除特殊说明外，基本培养基为 ＭＳ培养基，

蔗糖浓度为３０ｇ／Ｌ，琼脂浓度为５．５ｇ／Ｌ，ｐＨ值为５．８。
１．４．１　ｐＨ值对褐变的影响　分别配制 ｐＨ值为５．０、５．５、
６０、６．５的培养基（其他同基本培养基），每种 ｐＨ值的培养
基接种１０瓶。接种后每５ｄ观察１次。每处理重复３次。
１．４．２　无机盐浓度对褐变的影响　设置３组处理，每组处理

接种１０瓶。接种后每５ｄ观察１次。每处理重复３次。处
理１：采用改良 ＭＳ培养基（大量元素减半）；处理 ２：采用
１／２ＭＳ培养基；处理３：采用ＭＳ培养基（对照）。
１．４．３　培养基硬度对褐变的影响　分别配制琼脂含量为
５０、５．５、６．０、６．５ｇ／Ｌ的培养基（其他同基本培养基）每种培
养基接种１０瓶。接种后每５ｄ观察１次。每处理重复３次。
１．４．４　蔗糖浓度对褐变的影响　分别配制蔗糖浓度为
２０％、２．５％、３．０％、４．０％的培养基（其他同基本培养基），
每种培养基接种１０瓶。接种后每５ｄ观察１次。每处理重
复３次。
１．４．５　活性炭添加量对褐变的影响　设置４组处理，每组处
理接种１０瓶。接种后每５ｄ观察一次。４组处理分别重复３
次。处理１：基本培养基，不添加活性炭（对照）；处理２：基本
培养基，添加１ｇ／Ｌ的活性炭；处理３：基本培养基，添加３ｇ／Ｌ
的活性炭；处理４：基本培养基，添加５ｇ／Ｌ的活性炭。

２　结果与分析

２．１　ｐＨ值对褐化率的影响
随着培养时间的延长，不同 ｐＨ值培养基上培养的外植

体的褐化率都逐步提高。外植体的褐化率随ｐＨ值变化也呈
规律性的变化，在相同的观察时间内，ｐＨ值越低，褐化率越
低，随着ｐＨ值的增加，褐化率也增加，不同处理之间差异显
著。说明不同的ｐＨ值对褐化率有明显影响。从图１可以看
出，ｐＨ值５．０水平下的褐化率最低，说明低的 ｐＨ值可以在
一定程度上抑制褐变。

２．２　无机盐浓度对褐化率的影响
接种后５ｄ，改良ＭＳ培养基和１／２ＭＳ培养基上培养的外

植体褐化率较低，而且水平相当；而 ＭＳ培养基上培养的外植
体褐化率较高。随着培养时间延长，３种处理褐化率都逐步
增加，其中，ＭＳ培养基上培养的外植体褐化率一直处于最高
水平，改良 ＭＳ培养基和１／２ＭＳ培养基上培养的外植体的褐
化率在整个培养过程中水平相当，两者与 ＭＳ培养基（对照）
间差异显著（图２），说明无机盐浓度对褐化率有影响。
２．３　培养基硬度对褐化率的影响

外植体的褐化率随琼脂浓度的增加呈现规律性的变化，

琼脂浓度越低，褐化率越高，随琼脂浓度的增加，褐化率逐渐
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降低。不同处理之间差异显著（图３），说明培养基硬度对褐
化率有显著影响。虽然在一定范围内琼脂浓度越高，外植体

的褐化率越低，但琼脂浓度过高，会造成培养基过硬，在接种

时，外植体较难插入，还容易造成培养基的裂缝和分块现象，

同时培养基过硬，培养基中的营养物质和激素难以运输，影响

外植体的生长。

２．４　蔗糖浓度对褐化率的影响
在蔗糖浓度的处理试验中，接种第５ｄ时，４种处理都出现

了褐化现象，含２％蔗糖的培养基上培养的外植体褐化率最
低；而含４％蔗糖的培养基上培养的外植体褐化率最高，两者
差异较大。随着培养时间的延长，各组处理的褐化率都随之增

加，含２％蔗糖的培养基上培养的外植体的褐化率一直处于最
低水平，而含４％蔗糖的培养基上培养的外植体的褐化率一直
处于最高水平，不同处理之间差异显著（图４）。说明蔗糖浓度
对褐化率影响较大，低的蔗糖浓度有利于抑制褐化。

２．５　活性炭添加量对褐化率的影响
图５显示，培养基中加入活性炭后外植体的褐化率明显

低于培养基中不加活性炭的。培养基中活性炭添加量影响外

植体的褐化率，培养基中加入１ｇ／Ｌ的活性炭，外植体的褐化
率从不添加活性炭对照的７６．７％降到４０．０％；培养基中加入

３ｇ／Ｌ的活性炭，外植体的褐化率最低，为２３．３％；而培养基
中加入５ｇ／Ｌ的活性炭，外植体的褐化率反而增加。

３　讨论

３．１　ｐＨ值对褐变的影响
ｐＨ值能影响外植体的褐变，在一定范围内（ｐＨ值 ５．０～

６．５），ｐＨ值越高，褐化现象越严重，低的ｐＨ值能明显地抑制褐
变。其原因可能是培养基中低ｐＨ值可降低ＰＰＯ活性和底物利
用率，从而抑制褐变［１］。在水稻体细胞培养中，ｐＨ值为４．５～５．０
时ＭＳ液体培养基可保持愈伤组织处于良好的生长状态，其表面
呈黄白色，而ｐＨ值为５５～６．０时，愈伤组织严重褐变［２］。

３．２　无机盐浓度对褐变的影响
无机盐浓度影响外植体的褐化率，低的无机盐浓度能减

轻褐变现象，其原因可能是培养基中无机盐浓度过高可引起

酚类物质的大量产生，导致外植体褐变，降低盐浓度则可减少

酚类外溢，减轻褐变［１］。邹英宁等在中国李的组织培养中也

认为改良ＭＳ培养基的褐化率低于 ＭＳ培养基［３］。张妙霞等

在柿树组织培养防止褐变所进行的试验中，培养基以改良ＭＳ
培养基（大量元素减半）和１／２ＭＳ培养基的效果最好，ＭＳ培
养基的效果较差，表明低浓度的无机盐可促进外植体生长与

分化，减轻外植体褐变程度［４］。

３．３　培养基硬度对褐变的影响
在一定范围内（琼脂５．０～６５ｇ／Ｌ），琼脂用量越大，培

养基硬度越大，褐变越轻，这与金坚敏在水稻上的试验结

果［２］一致，其原因可能是培养基的硬度影响了酚类物质扩散

速度的缘故。但培养基过硬，也影响外植体对营养物质和激

素的吸收，造成外植体生长不良。

蔗糖浓度对褐变的影响：蔗糖浓度明显地影响外植体的

褐变，蔗糖浓度越高，褐化率越高，低的蔗糖浓度有利于减轻

褐变。王苑等在植物组织培养的褐变现象及研究进展中指出

过高的糖浓度会加剧褐变［５］。
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　　活性炭对褐变的影响：培养基中加入一定量的活性炭能
明显地抑制褐变，因为活性炭能吸附外植体产生的有害物质，

从而减轻褐变。曹鸿斌等在对龙眼外植体褐变的研究中也证

实加入活性炭能较好地抑制褐化［６］。但活性炭加入的量要

适宜，因为活性炭的吸附作用是无选择性的，它在吸附有害物

质的同时，也吸附了营养物质和激素，从而影响外植体生长。

除培养基外，影响外植体褐变的因素还有很多，如外植体

的生理状态、温度、光照等，需要进一步研究探讨。
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　　摘要：综述了近年来国内外关于山羊分子生物学方面的研究进展，介绍了山羊起源分化和遗传多样性的分子标记
研究、山羊相关经济性状的主要功能基因以及山羊在基因组、转录组和蛋白质组方面的研究进展，讨论了山羊研究存

在的问题和发展趋势。
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　　山羊是世界上最早驯养的家畜之一，其品种多样，适应性
强，分布广泛，经济效益大。据联合国粮食和农业组织统计，

目前世界上共有１０００多个山羊品种，近８．３亿只山羊。近
年来，发展中国家养羊业发展迅速。我国已成为世界上山羊

饲养量、出栏量、羊肉产量最多的国家。同时山羊产业成为我

国大部分地区畜牧业的重要支柱。但是国内外关于山羊的研

究尤其是功能基因的研究大多是通过牛和绵羊相关研究成果

来进行的。山羊在分子生物学上的研究远落后于猪、牛、绵羊

等家畜。随着山羊全基因组测序的完成和全基因组图谱的公

布，山羊的科学研究随之进入到一个全新时代。

１　山羊分子标记及遗传多样性分析

分子标记是以 ＤＮＡ多态性为基础的遗传标记，是 ＤＮＡ
水平上遗传变异的直接反映，目前已发展到第３代分子标记。
在山羊产业中应用广泛的分子标记技术包括限制性片段长度

多态性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）、随机

扩增 多 态 性 ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍ ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，
ＲＡＰＤ）、单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，
ＳＮＰ）标记、简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）等。

山羊分子标记研究主要应用于山羊的起源分化和遗传多

样性分析。虽然科研人员早在１９６２年就开始研究家山羊的
起源和遗传多样性，但至今家山羊的起源和遗传多样性仍具

有不确定性［１］。近１０年来，家山羊起源分化和遗传多样性的
研究主要是通过线粒体 ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）进
行的。ｍｔＤＮＡ基因组序列一般无间隔、结构简单、突变率高、
严格的母系遗传，而这是其成为首要研究对象的主要原因。

科研人员通过对ｍｔＤＮＡ的研究发现山羊有７个支系起源（Ａ
至Ｇ），其中Ｂ支系只存在于亚洲东南部。因此Ｌｉｎ等对东南
亚１２个国家共计１６６１只山羊ｍｔＤＮＡ进行ＲＦＬＰ分析，以期
进一步探究亚洲山羊的起源［１］。结果表明，亚洲家山羊可分

为４个支系：Ａ和Ｂ支系山羊占主导地位，Ｃ和Ｄ支系山羊频
率低且只存在于中国、巴基斯坦和印度。近期，Ａ支系山羊向
东南亚地区渗透，但 Ｂ支系山羊在东南亚仍具有优势，且有
向东南方向增加的趋势。王杰等也根据前人的研究对我国７
个山羊品种的 ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区进行了 ＲＦＬＰ标记，发现我
国山羊有４个支系起源（Ａ至 Ｄ）且具有很高的遗传多样
性［２］。王志刚等对我国３９个地方山羊品种进行 ＳＳＲ标记，
其关于我国山羊遗传多样性的分析与王杰一致［３］。总的来

说，我国山羊具有较高水平的遗传多样性，其中北方地区山羊

遗传多样性最为丰富。遗传变异主要存在于品种内，品种间

遗传分化处于中等水平，选育潜力大。在遗传资源保护方面，
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