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　　摘要：通过改变花药接种前的预处理、培养条件，建立了高效蓖麻花药愈伤诱导体系，结果表明：以通蓖５号为试
材，４℃预处理３ｄ，维生素Ｃ浸泡１．５ｈ，培养基中添加活性炭０．６ｇ／Ｌ、维生素Ｃ２００ｍｇ／Ｌ，暗培养１５ｄ可获得高诱导
率、低褐化率的蓖麻花药愈伤组织。
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　　蓖麻（ＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．）为多年或一年生双子叶植物，
多用于航空航天、化工、医药等行业，应用价值高、市场潜力

大［１］。我国是蓖麻种植大国，但蓖麻新品种的开发一直局限

于杂交、选择等传统育种方式，没有将现代育种技术应用于蓖

麻育种［２］。花药培养可获得蓖麻育种上广泛应用的纯系品

种，但较低的蓖麻花药愈伤诱导率、高褐化率一直是限制蓖麻

花药离体培养的主要限制性因素。外植体培养过程中褐化的

原因很多，机理较为复杂，多认为是培养条件、细胞死亡或是

细胞中的酚类物质变质等因素导致［３］。本研究通过接种不

同基因型、维生素 Ｃ浸泡、改变培养条件（暗培养、添加防褐
物），探索适宜蓖麻花药培养的最适条件，以期有效提高诱导

率、降低褐化率，建立高效蓖麻花药愈伤诱导体系。

１　材料与方法

１．１　试验材料
哲蓖４号、通蓖５号、通蓖９号蓖麻花药，采自内蒙古民

族大学试验农场。在温度较低、日照较弱时，取健壮无病的植

株上花被尚未张开且呈淡黄色的花蕾。

１．２　试验方法
１．２．１　材料准备　本研究根据黄凤兰等研究［４］，取同时期、

质优的花蕾，流水冲洗 ３０ｍｉｎ，７５％乙醇消毒 ３０ｓ、０．１％
ＨｇＣｌ２灭菌２ｍｉｎ，无菌水冲洗３～５次，转移至铺有灭菌滤纸
的培养皿。去除花丝，每瓶接种１／３个花蕾（约２３０个），封
口后置于培养室培养。在以下的试验设计中，每个处理接种

５瓶，３次重复。基础培养基：ＭＳ＋蔗糖４０ｇ／Ｌ＋琼脂７ｇ／Ｌ＋
脯氨酸 ６００ｍｇ／Ｌ＋酸性水解酪蛋白 ６００ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
１．０ｍｇ／Ｌ＋ＺＴ３．０ｍｇ／Ｌ，ｐＨ值＝６．０。
１．２．２　蓖麻花药诱导愈伤防褐化体系筛选
１．２．２．１　不同基因型及低温预处理愈伤诱导率和褐化率　
取哲蓖４号、通蓖５号、通蓖９号花药，在相同培养条件下筛

选最佳花药愈伤诱导基因型，并统计花药低温预处理１、３、５、
７、９ｄ时的诱导率及褐化率。
１．２．２．２　暗处理对愈伤组织诱导的影响　以通蓖５号花药
为材料，接种后暗处理０、５、１０、１５、２０ｄ，统计花药愈伤诱导率
及褐化率。

１．２．２．３　维生素Ｃ浸泡处理对愈伤组织诱导的影响　以通
蓖５号花药为材料，置于１００ｍｇ／Ｌ维生素 Ｃ中分别浸泡０、
０．５、１．０、１．５、２．０、４．０ｈ，统计蓖麻花药愈伤组织的诱导率与
褐化率。

１．２．２．４　防褐附加物对愈伤组织诱导的影响 　以通蓖５号
花药为材料，分别接种于添加不同浓度活性炭 （０、０．３、０．６、
０．９、１．２ｇ／Ｌ）和维生素Ｃ（０、１００、１５０、２００、２５０ｍｇ／Ｌ）的培养
基中，统计诱导率及褐化率。

２　结果与分析

２．１　不同基因型及低温预处理愈伤诱导率和褐化率
从表１可知，３个基因型的愈伤诱导率均随着低温预处

理时间的增加呈先增后减的趋势，褐化率均呈先减后增的趋

势，且均在低温处理３ｄ时褐化率最低。褐化具有一定的传播
性，故选择褐化率最低、诱导率最高的最适基因型。综合表１
可知，愈伤组织的褐化率与基因型差异相关，通蓖５号在低温
预处理３ｄ时褐化率最低（３．２０％），且此时３个基因型中通
蓖５号愈伤诱导率也最高（１５．９４％）。

表１　低温预处理对愈伤诱导及褐化的影响

处理时

间（ｄ）
愈伤组织诱导率（％） 愈伤组织褐化率（％）

哲蓖４号 通蓖５号 通蓖９号哲蓖４号 通蓖５号 通蓖９号
０ ８．９１ １０．１９ ８．０６ ２２．１４ １５．７８ １３．５３
１ １３．６９ １２．８７ １２．４５ １８．４０ １２．７２ １６．８４
３ １４．９５ １５．９４ １５．６８ ９．７１ ３．２０ ４．０２
５ １９．４３ ２２．５３ １９．６５ １９．４１ １４．５９ １２．５８
７ １６．１９ １４．４９ １０．７２ ２６．５４ ２１．０１ ２０．４５
９ ５．３９ ６．９４ ２．６９ ４５．４２ ３９．２５ ４２．６５

２．２　暗处理对愈伤组织诱导的影响
如表２所示，花药愈伤诱导率随暗处理时间的增加有所

提高，愈伤褐化率随时间的增加先减后增，且在暗处理１５ｄ
时愈伤诱导率达到最大值、褐化率达到最小值。
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表２　暗处理对愈伤组织诱导的影响

时间（ｄ） 诱导率（％） 褐化率（％）
０ １２．７６ ５３．１０
５ １５．９２ ２１．２８
１０ １６．７３ １３．７０
１５ ２３．５５ ０．９８
２０ ２１．３５ ７３．５３

２．３　维生素Ｃ浸泡处理对愈伤组织诱导的影响
如表３所示，维生素Ｃ浸泡处理显著提高了花药愈伤诱

导率，褐化率随着时间的增加呈先减后增的趋势。浸泡１．５ｈ
时诱导率最高（２８．５６％）、褐化率最低（７．４２％）。
２．４　防褐附加物对愈伤组织诱导的影响

由表４可知，随着活性炭量的增加，诱导率呈先升后降的
趋势，褐化率呈先降后升的趋势，且浓度为０．６ｇ／Ｌ时诱导率
最高（３２．８３％）、褐化率最低（１１．２８％）。培养基中添加维生
素Ｃ后，诱导率及褐化率与添加活性炭的变化几乎一致，且

表３　维生素Ｃ浸泡处理对愈伤组织诱导的影响

浸泡时间（ｈ） 诱导率（％） 褐化率（％）
０ １９．０４ ３４．４４
０．５ ２２．４２ ２４．３１
１．０ ２５．３０ １４．３２
１．５ ２８．５６ ７．４２
２．０ ２３．１３ １１．７４
４．０ ２５．２２ １４．５８

表４　防褐添加物对愈伤诱导及褐化的影响

活性炭

（ｇ／Ｌ）
诱导率

（％）
褐化率

（％）
维生素Ｃ
（ｍｇ／Ｌ）

诱导率

（％）
褐化率

（％）
０ １５．９８ ３１．３０ ０ １１．５４ ２６．５３
０．３ ２５．８９ ２３．５５ １００ １７．４０ ２２．４０
０．６ ３２．８３ １１．２８ １５０ ２３．２３ １０．６６
０．９ １２．２２ １５．６３ ２００ ２７．３２ ８．２１
１．２ ９．９２ ３８．７１ ２５０ ８．４６ １６．９５

浓度为２００ｍｇ／Ｌ时获得最大花药愈伤诱导率（２７．３２％）、最
小褐化率（８．２１％）。蓖麻花药愈伤诱导过程见图１。

３　讨论

组织培养过程中，外植体可能由于内分泌紊乱等原因分

泌出酚等不利于组织生长、乃至影响存活的有害成分，导致组

织褐化或死亡。故需在不影响愈伤诱导率的前提下，通过改

变培养环境等因素建立高质量愈伤诱导体系。组织离体培养

过程中不同基因型愈伤诱导的能力存在差异，有些组织较难

形成愈伤［５］。本研究分析了通蓖５号、哲蓖４号、通蓖９号的
愈伤诱导差异，结果与邵志敏等所分析的结果［６］一致，通蓖５
号的诱导率及防褐能力均要高于其他２个品种，且４℃遇冷
可以有效地降低蓖麻花药愈伤的褐化率。

本研究又通过筛选不同的暗处理和维生素 Ｃ浸泡时间、
添加不同浓度的防褐物（活性炭、维生素 Ｃ），有效地提高了
诱导率、降低了褐化率，成功地建立了高效蓖麻花药愈伤诱导

体系。这与很多研究成果均不谋而合。雷攀登等发现１０℃
下避光离体培养茶树腋芽４８ｈ时褐变率最低［７］。张文娥等

使用维生素Ｃ５ｇ／Ｌ浸泡碧桃茎段３０ｍｉｎ能有效抑制碧桃褐
化［８］，这与本研究采用维生素Ｃ浸泡的效果相近。吕宗友等
发现适当添加活性炭、维生素Ｃ均能不同程度地提高愈伤诱
导率和降低褐化率［９］。韦凤娟等发现添加维生素 Ｃ、ＰＶＰ、活
性炭可有效控制外植体褐化现象［１０］。郑颖等发现添加活性

炭３ｇ／Ｌ可以将台湾桤木组织培养的褐化率控制在３６．７％～
４５．６％［１１］。蓖麻花药离体培养的影响因素很多，与其他植物

花药或是其余部位的诱导率相比还较低，还需要进一步完善，

以建立高效蓖麻花药再生体系，为培育高产高效的蓖麻良种

奠定基础。

参考文献：

［１］郑　鹭，祁建民，陈绍军，等．蓖麻遗传育种进展及其在生物能源
与医药综合利用潜势［Ｊ］．中国农学通报，２００６，２２（９）：１０９－１１３．

［２］曾祥艳，王东雪，马锦林．我国蓖麻良种选育研究现状及发展策
略［Ｊ］．广西热带农业，２０１０，１３１（６）：２７－２９．

［３］杨亚萍，郑新强．茶树组织培养中的褐化控制研究［Ｊ］．茶叶，
２０１３，３９（１）：３－７．

［４］黄凤兰，萨日娜，孟凡娟，等．蓖麻花药愈伤组织诱导的研究［Ｊ］．
作物杂志，２００９（６）：５９－６３．

［５］宋钦虎，郭新梅，裴玉贺，等．抑制玉米幼胚愈伤组织褐化的研究
［Ｊ］．农学学报，２０１２，２（５）：２４－２８．

［６］邵志敏，陈永胜，黄凤兰，等．低温预处理与光照条件对蓖麻花药
愈伤组织诱导的影响［Ｊ］．内蒙古民族大学学报：自然科学版，
２０１２，２７（２）：１８９－１９３．

［７］雷攀登，吴　琼，徐奕鼎，等．茶树腋芽离体培养中的褐化控制研
究［Ｊ］．中国农学通报，２０１２，２８（７）：１９０－１９３．

［８］张文娥，潘学军，杨仕国，等．碧桃组织培养中褐化及其抑制研究
［Ｊ］．贵州农业科学，２００９，３７（１）：１１－１２．

［９］吕宗友，苏衍菁，赵国琦，等．不同防褐化措施对苏丹草愈伤诱导
以及抗褐化的效果研究［Ｊ］．草业学报，２０１１，２０（３）：１７４－１８１．

［１０］韦凤娟，廖克波，杨　梅，等．擎天树组培外植体消毒与褐化抑
制的研究［Ｊ］．中国农学通报，２０１１，２７（３１）：１８－２２．

［１１］郑　颖，秦红玫，黎云祥．台湾桤木组织培养中污染和褐化的防
止［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（２）：６４－６５，１１７．

—０４— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第３期


