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期均与其他果园呈明显差异；果园１在萌芽期、开花期、花芽
分化期、果实成熟期、落叶休眠期与其他果园呈明显差异，这

说明在不同物候期内高山坡地和山沟坡地地形的差异会明显

影响果园太阳辐射的获取。

由于果园监测数据的限制，本研究仅对现有的果园环境

监测数据进行分析，因此可能存在一些不全面的地方，但对第

一手监测数据进行深入分析，得到的结论合理，对理解典型地

形苹果园生态因子在不同物候期的变化特征是有益的，对指

导苹果生产和果园精细化管理具有一定现实意义。
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影响牡丹石榴外植体褐变的因素分析
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（河北工程大学，河北邯郸０５６０２１）

　　摘要：褐变是影响牡丹石榴离体培养成功的关键因素之一。为减轻牡丹石榴初代培养中的褐变问题，研究基本培
养基类型、附加物、光照条件、继代周期、取材时间５种因素对外植体褐变的影响。结果表明：适宜的基本培养基为
１／２ＭＳ；黑暗处理对褐变的影响不明显；聚乙烯吡咯烷酮对褐变有明显的抑制作用，最佳处理浓度为２．０ｍｇ／Ｌ；４月下
旬取带芽的半木质化茎段为外植体，其褐变程度最轻；取材时间和转接次数对褐变的影响明显。
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作者简介：王兰明（１９６４—），女，河北深州人，教授，主要从事观赏植
物方面的教学与科研工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｎｇｌａｎｍｉｎｇ１９８＠１２６．ｃｏｍ。

　　石榴（Ｐｕｎｉｃａｇｒａｎａｔｕｍ）为石榴科石榴属植物，是我国重
要的果树和观赏花木之一。牡丹石榴是近年来选育的新优品

种，其花朵硕大似牡丹，花期长达５个月，果大味美，且花果同
期同树，是花果俱佳的珍贵石榴品种［１－２］，颇具推广价值。

石榴常规的扦插、分株等繁殖方法，繁殖速度慢，难以满

足日益增多的种苗需求。目前，已有学者致力于通过组织培

养进行石榴快速繁殖的研究［３－５］。但是由于石榴体内酚类物

质含量高，组织培养过程中外植体褐变严重［６－７］，常造成外植

体死亡，成为石榴离体培养过程中的关键制约因素。目前，关

于牡丹石榴离体再生技术虽然鲜有报道［８］，但没有关于其褐

变这一关键问题进行报道和系统研究。本试验以牡丹石榴带

芽茎段为外植体，研究基本培养基、附加物、光照条件、转接次

数、取材时间５种因素对外植体褐变的影响，以探讨减轻牡丹
石榴离体培养中褐变现象的因素条件，为其离体再生体系的

建立和规模化繁殖提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料取自河北工程大学实验基地引进的３年生牡丹

石榴树苗。

１．２　试验方法
试验于２０１４年４月下旬进行，以牡丹石榴半木质化茎段

为外植体，经过常规消毒后，剪切成单芽茎段，接种于各处理
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培养基，进行单因子试验。培养基和培养条件若无特殊说明，

蔗糖含量均为３０ｇ／Ｌ，琼脂含量均为５．５ｇ／Ｌ，ｐＨ值５．８，培
养温度２５℃，光照时间１６ｈ／ｄ，光照度２５００ｌｘ。接种１周后
统计各处理的褐变率和褐变系数，５周后统计褐变死亡率、萌
芽率、腋芽生长状况。

相应计算公式：外植体污染率＝污染的外植体总数／接种
的外植体总数×１００％；褐变率 ＝存活的褐变总数／存活的外
植体总数×１００％；存活率 ＝存活的外植体总数／接种的外植
体总数 ×１００％；褐变指数 ＝（∑褐变级数 ×该级个数 ×
１００）／（褐变总数×最高级级数）。褐变级数：０级，茎段基部
褐色物质渗出不明显，５周后腋芽正常萌动；１级，茎段基部有
少量淡褐色物质渗出，５周后腋芽正常萌动；２级，茎段基部褐
色物质扩散至茎段直径的１～２倍，５周后茎芽萌动缓慢；３
级，深褐色物直径扩散至茎段直径的２倍以上，茎段部分变黑
褐色，腋芽不萌动；４级，茎段基部有大量褐色物质渗出，５周
后腋芽、茎段变黑死亡。

１．２．１　基本培养基的确定　２０１４年４月中旬，将表面灭菌
的外植体接种于 ＭＳ、１／２ＭＳ、１／３ＭＳ、１／４ＭＳ４种含有不同浓
度无机盐的基本培养基中，每种培养基均添加 ０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ、０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ。每个处理接种８～１０瓶，每瓶接种２
个外植体。重复３次，数据用ＳＰＳＳ统计软件分析。
１．２．２　光照条件的确定　２０１４年４月中旬，将外植体表面
灭菌后接种于ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ培养基
中，光照条件共设３个处理，分别为黑暗、光照时间１６ｈ／ｄ、全
光照。每个处理接种１２～１３瓶，每瓶接种２个外植体。
１．２．３　附加物浓度的确定　２０１４年４月下旬，附加物聚乙
烯吡咯烷酮（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎｅ，简称 ＰＶＰ）共设５个处理，

每个处理接种８～１０瓶，每瓶接种２个外植体，重复３次。数
据用 ＳＰＳＳ统计软件分析。各处理配方：处理 １，１／２ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ；处理２，１／２ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋１．０ｇ／ＬＰＶＰ；处理 ３，１／２ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋２．０ｇ／ＬＰＶＰ；处理４，１／
２ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋３．０ｇ／ＬＰＶＰ；处理
５，外植体用含４．０ｍｇ／ＬＰＶＰ无菌溶液浸泡５ｍｉｎ后接入处
理１培养。
１．２．４　不同取材时期和转接次数的确定　分别于２０１４年４
月下旬、５月下旬、６月下旬、７月下旬、８月下旬５个不同时期
进行取材接种，将外植体表面灭菌后接种于 １／２ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋２．０ｇ／ＬＰＶＰ培养基上。
每个处理接种１２～１３瓶，每瓶接种２个外植体。以２ｄ为继
代周期，分别统计各取材时期不再发生褐变所需的转接次数。

２　结果与分析

２．１　基本培养基对外植体褐变的影响
由表１可见，在ＭＳ、１／２ＭＳ、１／３ＭＳ、１／４ＭＳ４种基本培养

基上，褐变发生率均为１００．０％，但褐变指数、褐变死亡率以
及萌芽率、腋芽生长状态不尽相同；ＭＳ培养基与 １／２ＭＳ、
１／３ＭＳ、１／４ＭＳ培养基的褐变指数、褐变死亡率和萌芽率均有
显著差异，说明无机盐含量对褐变程度有明显影响；虽然ＭＳ、
１／２ＭＳ、１／３ＭＳ、１／４ＭＳ培养基的褐变程度呈逐渐减轻的趋势，
但是接种５周后，１／３ＭＳ、１／４ＭＳ培养基上的新叶较小，可能
是无机盐含量低造成的。因此，选择 １／２ＭＳ作为基本培养
基，既可以减轻褐变程度，又不影响腋芽的生长。

表１　基本培养基对外植体褐变的影响

基本培养基类型 褐变率（％） 褐变指数 褐变死亡率（％） 萌芽率（％） 腋芽生长状态

ＭＳ １００．０ ７８．２ａ ８５．６ａ １１．３ａ 腋芽茎尖较短，新叶较大

１／２ＭＳ １００．０ ７１．５ｂ ６２．８ｂ １６．８ｂ 腋芽茎尖较短，新叶较大

１／３ＭＳ １００．０ ７０．５ｂ ５１．９ｃ １７．０ｂ 腋芽茎尖不伸长，新叶较小

１／４ＭＳ １００．０ ６９．０ｂ ４２．９ｄ ２１．２ｃ 腋芽茎尖不伸长，新叶很小

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表３同。

２．２　光照条件对外植体褐变的影响
由表２可以看出，外植体在３种光照条件下的褐变程度

均较严重，褐变率依然均为１００％；虽然褐变指数有逐渐减小

的趋势，但是３个处理间整体变化与褐变死亡率、萌芽率均无
明显差异。结果表明，仅黑暗处理对于减轻牡丹石榴外植体

褐变的效果并不明显。

表２　不同光照条件对外植体褐变的影响

处理 褐变率（％） 褐变指数 褐变死亡率（％） 萌芽率（％） 腋芽生长状态　　　
全光照 １００．０ ８１．６ ８３．２ １０．１ 萌芽慢，新叶绿色

光照时间１６ｈ／ｄ １００．０ ７８．２ ８５．６ １１．３ 萌芽慢，新叶绿色

黑暗 １００．０ ７５．１ ８４．３ ９．７ 萌芽慢，弱嫩，黄绿色

２．３　附加物对外植体褐变的影响
由表３可见：添加不同浓度 ＰＶＰ的褐变指数、褐变死亡

率均显著低于不加 ＰＶＰ（对照）的处理；其中２．０、３．０ｍｇ／Ｌ
ＰＶＰ的处理效果最好，但是后者萌发的新芽平均长度和新叶
数均低于前者；４．０ｍｇ／ＬＰＶＰ溶液浸泡的褐变率与对照相
同，依然为１００％，虽然褐变指数、褐变死亡率、萌芽率与对照
相比均差异显著，但是仍然显著高于２．０、３．０ｍｇ／ＬＰＶＰ的效
果。因此可见，１／２ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋
２．０ｍｇ／ＬＰＶＰ为减轻牡丹石榴外植体褐变最有效的培养

方法。

２．４　不同取材时期和转接继代次数对外植体褐变的影响
取材时间对外植体的褐变率、褐变指数、褐变死亡率以及

萌芽率均有明显影响，严重时甚至可导致外植体全部死亡。

在生长季枝条半木质化后，取材时间越早，褐变越轻。由表４
可以看出，４月下旬接种的外植体褐变指数最小，为１８．８％，
褐变死亡率为０，萌芽率可达８９．７％；而随着取材时间的推
移，褐变程度明显加重，虽然培养基中２．０ｍｇ／ＬＰＶＰ为附加
物，但是６月下旬开始，外植体褐变发生率已达１００％；８月下
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表３　不同浓度ＰＶＰ附加物对外植体褐变的影响

ＰＶＰ浓度（ｍｇ／Ｌ） 褐变率（％） 褐变指数 褐变死亡率（％） 萌芽率（％） 萌芽均长（ｃｍ） 新叶数（张）

０（ＣＫ） １００．０ａ ８０．０ａ ６０．０ａ １０．６ｃ １．８ ３．５
１．０ ８６．４ｂ ４２．０ｃ １５．９ｃ ６０．１ｂ １．８ ４．５
２．０ ５０．１ｃ １８．８ｄ ０．０ｄ ８９．７ａ １．８ ５．２
３．０ ４７．４ｃ ２２．６ｄ ４．８ｄ ８２．０ａ １．５ ４．９

４．０（浸泡） １００．０ａ ６６．３ｂ ３７．５ｃ ２５．０ｃ １．８ ４．１

表４　取材时期和转接次数对外植体褐变的影响

取材时间 褐变率（％） 褐变指数（％） 褐变死亡率（％） 萌芽率（％） 不再褐变需要转接次数（次）

４月下旬 ５０．１ １８．８ ０．０ ８９．７ ０
５月下旬 ９０．５ ３４．５ ２．４ ７０．４ １
６月下旬 １００．０ ５２．６ １５．８ ４０．９ ２
７月下旬 １００．０ ６８．８ ４７．５ ２１．７ ２
８月下旬 １００．０ ８５．３ ８４．７ ０．０ ３

旬取材时外植体的褐变死亡率已达８４．７％，萌芽率为０。
　　转接继代对于保证外植体的成活有明显的作用。在添加
２．０ｍｇ／ＬＰＶＰ的培养基上，４月下旬取材时，不需要转接，外
植体就能正常萌芽。５月下旬时，需要２ｄ后转接１次，即可
抑制褐变的发生。以后需要多次转接，才能保证外植体的成

活。而８月下旬取材时，褐变死亡率高达８４．７％，虽然有个
别外植体成活，但５周后由于褐变严重，没有萌芽。

３　结论与讨论

３．１　结论
牡丹石榴组培过程中，外植体褐变严重。本试验表明，无

机盐浓度、ＰＶＰ附加物对减轻褐变有明显效果，１／２ＭＳ无机盐
浓度、２．０ｍｇ／ＬＰＶＰ附加物可作为最适培养基成分。暗处理
对褐变影响效果不明显。取材时间对外植体褐变程度影响极

大，河北省中南部４月下旬为最佳的取材时期。多次转接可
以起到较好的减轻褐变、保证外植体成活的效果。

３．２　讨论
植物组织培养过程中，外植体的褐变时有发生。尤其是

木本植物与单宁、酚类物质含量高的植物，如板栗［９］、核

桃［１０］、黄连木［１１］等，褐变程度尤其明显，严重时可导致外植

体死亡。除外植体基因型外，褐变程度还受取材时期、外植体

类型、培养基成分、培养条件等多种因素的影响。

降低无机盐浓度对于减轻褐变的发生有较好的作用。但

无机盐浓度过低，随着培养时间的延长，会影响外植体的正常

生长。培养基中附加不同浓度的抗氧化剂、吸附剂均能有效

抑制褐变的发生，但植物材料不同，附加物种类和浓度会有差

别。王菲等在三白石榴［６］、王立娅等在蝴蝶兰的研究［１２］中，

均认为ＰＶＰ对减轻褐变有较好的效果。而有些研究认为，活
性炭抑制蝴蝶兰褐变的效果优于 ＰＶＰ。由此可见，植物组织
培养中，加入酚类物质的吸附剂ＰＶＰ对于减轻外植体的褐变
仍没有一定的规律，其抑制褐变的机制还须进一步研究。

一般认为，暗培养由于可以抑制光诱导的多酚氧化酶的

活性，因此可以减轻褐变的发生。这在减轻蝴蝶兰的褐变程

度［１２］，延缓黄连木［１１］、沙棘［１３］的褐变时间方面均有报道。本

试验发现，暗培养对褐变程度的减轻或延缓均没有明显作用，

推测牡丹石榴褐变的发生过程除与多酚氧化酶相关外，可能还

有不受光诱导的其他酶的参与，这一机制仍有待进一步研究。

本试验表明，取材时期对褐变程度有明显影响，褐变程度

最轻的取材时期为４月下旬半木质化的枝条，这与在紫叶黄
栌［１４］、牡丹［１５］研究中的报道一致。这可能与不同生长时期

植物体内酚类物质含量不同有关。枝条生长早期，牡丹石榴

体内酚类物质的含量较低，随着生长的继续，酚类物质含量逐

渐增高，褐化日趋严重。
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