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　　摘要：为解决北美海棠组培快繁和组织再生中的褐变问题，分析北美海棠组织培养中外植体褐变影响因子。结果
表明，茎段、嫩叶、嫩芽３种外植体中，褐变程度最低的为茎段；ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ的培养基上外植体褐变程度最
低；暗培养下褐化程度低于光照培养；遮光暗处理外植体母株枝条可减轻褐变；低温条件下培养可抑制褐变；４月进行
培养时外植体褐化程度最低，随后随月份增加褐变程度加重；培养基中附加聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）可减轻外植体褐
变，而附加柠檬酸（ＣＡ）、维生素Ｃ以及维生素Ｃ预处理外植体均不能明显降低褐变率。
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　　北美海棠（Ｍａｌｕｓｍｉｃｒｏｍａｌｕｓｃｖ．“Ａｍｅｒｉｃａｎ”）为蔷薇科
苹果属落叶乔木［１－２］，花、叶、枝条和果实颜色多样，在不同季

节中形态多样，观赏价值极高，具有耐寒、抗病等特性，还具有

较强的观赏性和长时间的观赏周期，是优秀的园林植物种

类［３］，在我国的园林绿化中有非常大的应用潜力。北美海棠

主要通过扦插嫁接进行繁殖，虽然操作简单，但是繁殖速度较

慢，难以在短期内满足市场需求，对北美海棠进行组织培养则

可以加快繁殖速度［４］。在果树尤其是木本果树的组织培养

中，易出现外植体或培养物的褐化、枯死现象，即褐变现象，又

称酚污染［５－６］，褐变在北美海棠组织培养过程中也普遍存在。

北美海棠接种２４ｈ便开始出现褐变，导致外植体活性明显降
低甚至死亡，难以建立组培快繁体系，限制了其组织培养及遗

传转化工作的开展。有关褐变的研究在板栗［７］、芭蕾苹

果［８］、龙眼［９］、核桃［１０］、中国李［１１］和油桃［１２］等植物上已获得

一定结果，但关于北美海棠组培过程还鲜有报道。本试验使

用常规组培方法，比较不同取材时间、不同外植体、不同激素

种类与配比、不同培养条件及预处理方法下培养过程中褐化

程度的差异，以期找到适合控制褐变的措施，为北美海棠组培

快繁和组织再生奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验用外植体为北美海棠的嫩芽、嫩叶和茎段，于２０１５

年４月至８月采自生长健壮、无病虫害的北美海棠。
１．２　试验方法
１．２．１　外植体的接种培养　剪取的外植体用２０％皂粉水浸
泡 ２５ｍｉｎ，自来水冲洗１．０～１．５ｈ。随后将材料在超净工作
台上，用７５％乙醇消毒２０～３０ｓ，再用０．１％ ＨｇＣｌ２消毒７～
８ｍｉｎ，无菌水冲洗５遍，置于无菌干燥滤纸上吸干水分。将
枝条切分成０５～１．０ｃｍ的带芽茎段、不带芽茎段，将叶片切
为０．５ｃｍ２，接种至培养基中。以 ＭＳ培养基为基本培养基，
添加蔗糖３０ｇ／Ｌ，琼脂８ｇ／Ｌ，调节ｐＨ值为５．８。培养条件为
温度（２３±２）℃，光照度１５００～２０００ｌｘ，时间１２ｈ／ｄ。
１．２．２　不同外植体及培养基对褐变的影响　以 ＭＳ为基本
培养基，添加不同浓度６－ＢＡ、ＮＡＡ、２，４－Ｄ的３种增殖培养
基：（１）ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ；（２）ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ；（３）ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ。将北美海棠的茎段、嫩芽、嫩叶３种外植体接种在
上述３种培养基中，每个处理接种３０个外植体，培养７ｄ后
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统计褐变率和出愈率。

１．２．３　光照、温度对褐变的影响　对接种在不同激素组合的
３种培养基的３种外植体进行光培养、暗培养和低温培养。
光培养条件：光照度１５００～２０００ｌｘ，时间１２ｈ／ｄ，温度（２３±
２）℃。暗培养温度不变，进行遮光处理。低温遮光培养，在
遮光条件下温度设为４℃。培养７ｄ统计褐变率和出愈率，
每个处理接种外植体３０个。
１．２．４　光线预处理对褐变的影响　将植株上正常生长的北
美海棠新生枝条用厚纸袋罩住，密封上部分，下部分留口保证

枝条能够生长但不能接受阳光，处理２０ｄ后接种到３种不同
配方的培养基中，每种方案接种３０个外植体，以没有遮光的
嫩茎为对照，培养７ｄ后统计褐变率和出愈率。
１．２．５　不同取材时间对褐变的影响　分别于４—８月取北美
海棠的茎段、嫩芽、嫩叶，接种在不同激素组合的３种培养基
中，每处理接种外植体３０个，７ｄ后统计褐变率和出愈率。
１．２．６　抗氧化剂对褐变的影响　茎段消毒后分别接种在
１／２ＭＳ、１／２ＭＳ＋１００ｍｇ／Ｌ维生素 Ｃ＋１５０ｍｇ／Ｌ柠檬酸
（ＣＡ）、１／２ＭＳ＋１ｇ／Ｌ聚烯吡络烷酮（ＰＶＰ）３种培养基中，每
个处理接种３０个外植体，培养７ｄ后统计褐变率。
１．２．７　外植体维生素Ｃ预处理对褐变的影响　茎段浸泡在

１００ｍｇ／Ｌ维生素Ｃ水溶液中０、０．５、１．０、２．０、４．０、１２．０ｈ，对
照为清水浸泡１２ｈ，材料经灭菌后接种于ｌ／２ＭＳ培养基，每个
处理接种３０个外植体，培养７ｄ后统计褐变率。

２　结果与分析

２．１　外植体类型和培养条件对褐变的影响
由表１可见，茎段、嫩叶、嫩芽３种外植体均出现褐变，并

且褐变程度表现不同，嫩芽和嫩叶的褐变程度都很严重，褐变

率高达１００．０％，茎段相比较低（９３．３％）。３个培养基配方
的褐变程度和出愈情况也有所不同，培养基２褐变程度低于
培养基１、３，出愈率高于培养基１、３。暗培养平均褐变率为
１４．８％，光照培养平均褐变率为１００．０％，暗培养比光照培养
明显降低；暗培养的出愈率为３．７％，光照培养的出愈率为０；
低温条件褐变率最低，培养７ｄ平均褐变率为０，出愈率也较
低，仅为１．０％（表１）。
２．２　遮光预处理对褐变的影响

遮光预处理可以抑制褐变的发生，遮光处理枝条的褐变

率为２０．４％，远低于未遮光处理的３８．９％，二者相差１８．５个
百分点，遮光处理平均出愈率也达５．６％，未遮光处理没有愈
伤发生（表２）。

表１　不同外植体和不同培养条件的褐变率 ％　

处理类别 处理名称
培养基１ 培养基２ 培养基３ 平均

褐变率 出愈率 褐变率 出愈率 褐变率 出愈率 褐变率 出愈率

外植体类型 嫩芽 １００．０ ０ １００．０ ０ １００．０ ０ １００．０ ０
茎段 １００．０ ０ ８０．０ １ １００．０ ０ ９３．３ ０．３
嫩叶 １００．０ ０ １００．０ ０ １００．０ ０ １００．０ ０

培养条件 光照培养 １００．０ ０ １００．０ ０ １００．０ ０ １００．０ ０
暗培养 ２０．０ ２．２ １３．３ ８．９ １１．１ ０ １４．８ ３．７
低温培养 ０ ０ ０ ３ ０ ０ ０ １．０

表２　遮光预处理对褐变率的影响 ％　

处理
培养基１ 培养基２ 培养基３ 平均

褐变率 出愈率 褐变率 出愈率 褐变率 出愈率 褐变率 出愈率

遮光 ２７．８ ０ １１．１ １６．７ ２２．２ ０ ２０．４ ５．６
未遮光 ４４．４ ０ ２２．２ ０ ５０．０ ０ ３８．９ ０

２．３　不同取材时间对褐变的影响
取材时间会影响外植体褐变的情况，由表３可知，４月外

植体平均褐变率为３７．０％，褐变程度最低；随采样时间的推
移，外植体平均褐变率有整体提高的趋势，而且接种后材料污

染的情况也愈加严重。６月取材的外植体平均出愈率最高，
达５．２％，其次是４月，出愈率为３．７％，其他月份均未有愈伤
组织发生。

表３　取材时间对褐变率的影响 ％　

月份
培养基１ 培养基２ 培养基３ 平均

褐变率 出愈率 褐变率 出愈率 褐变率 出愈率 褐变率 出愈率

４ ３８．９ ０ ０ １１．１ １１．１ ６１．１ ３７ ３．７
５ １００．０ ０ ９３．３ ０ １００．０ ０ ９７．８ ０
６ １００．０ ０ １００．０ １３．３ ８６．７ ２．２ ９５．６ ５．２
７ １００．０ ０ １００．０ ０ １００．０ ０ １００．０ ０
８ １００．０ ０ １００．０ ０ １００．０ ０ １００．０ ０

２．４　添加抗氧化剂对褐变的影响
培养基中添加ＰＶＰ及维生素 Ｃ＋ＣＡ组合培养后外植体

褐变率和褐变程度如表４所示。附加 ＰＶＰ的培养基褐变率
为２７．８％，外植体基部切口的褐变情况较轻，而附加维生
素Ｃ＋ＣＡ的培养基褐化率为６６．７％，与对照６８．９％的褐变

率差异不明显。

２．５　抗氧化剂维生素Ｃ预处理材料对褐变的影响
外植体浸在１００ｍｇ／Ｌ的维生素Ｃ水溶液中０～１２．０ｈ，

外植体培养褐变都不能被抑制，反而随浸泡时间的延长，接种

后的外植体褐变率升高，褐变程度加深，清水浸泡处理平均褐
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表４　抗氧化剂对褐变率的影响

处理 褐变率（％） 褐变情况

１／２ＭＳ ６８．９ ＋＋＋
１／２ＭＳ＋维生素Ｃ＋ＣＡ ６６．７ ＋＋＋
１／２ＭＳ＋ＰＶＰ ２７．８ ＋

　　注：“＋”表示褐变程度，其数量越多表示褐变越严重。表５同。

变率高于维生素Ｃ预处理（表５）。

表５　抗氧化剂维生素Ｃ预处理材料对褐变率的影响

处理时间（ｈ） 褐变率（％） 褐变情况

０ ３８．９ ＋＋＋
０．５ ４７．４ ＋＋＋
１．０ ５６．３ ＋＋＋
２．０ ８０．０ ＋＋＋＋
４．０ ８８．９ ＋＋＋＋
１２．０ ８８．９ ＋＋＋＋

ＣＫ（清水） ８９．５ ＋＋＋＋

３　讨论与结论

在本试验中，不同外植体、不同培养基组成对外植体褐变

均有不同程度影响。试验所选的３种外植体（茎段、嫩叶、嫩
芽）褐变程度不同，褐变程度最低的为茎段，达９３．３％，而嫩
叶和嫩芽褐变程度都较重，平均褐变率均为１００．０％。３种培
养基配方中，ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ褐变率
最高，ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ培养基褐变率最低。推测可能
与细胞分裂素 ６－ＢＡ对酚类化合物的合成有促进作用，而
２，４－Ｄ作为生长素类能延缓酚类物质的合成，减轻褐化程
度［１３］有关。

光照和温度也会对外植体褐变的程度产生影响。光照条

件下，酚类物质的生物合成也随光照度增加而增加，外植体褐

变程度也加重。暗处理可以一定程度地抑制褐变的发生，可

能原因是在酚类化合物合成和氧化过程中需要许多酶的参

与，部分酶的活性受光照的诱导［１４］。本试验表明，暗培养平

均褐变率为１４．８％，光照培养平均褐变率高达１００．０％，暗培
养的北美海棠外植体褐变程度明显低于光照培养，并且遮光

处理也可起到抑制褐变的作用。王明华等的研究结果同样显

示对芭蕾苹果母株枝条进行遮光处理能抑制褐变的发生［８］。

母株进行遮光处理后，需要光诱导合成的酚类与氧化酶的生

物活性降低，使酚类化合物的合成减少。本试验中低温培养

外植体褐变率低，这与高汝勇在进行天竺葵茎尖培养时得出

的结果类似［１５］。低温能够抑制褐变是由于温度低时酚类物

质的合成降低，外植体中的酚含量下降或者多酚氧化酶的活

性降低，均可使褐变减轻或受到抑制。

试材采集时间会对植物材料接种后褐变有明显影响，４
月采集的北美海棠外植体褐变程度低于其他月份，５月及以
后采集的外植体褐变率达８６％以上，７—８月外植体全部褐
变。由此可知，北美海棠在春季取材时褐变程度最低，随着采

样时间的后移，植株体内的酚类化合物含量不断提高，多酚氧

化酶的活性不断升高，所以外植体褐变呈现加重趋势。

在培养基中添加抗氧化剂或对植物材料进行预处理也是

有效抑制褐变加重的措施之一［１６］。本试验添加不同抗氧化

剂的培养基中，附加ＰＶＰ的培养基效果好于附加维生素 Ｃ＋
ＣＡ的培养基，附加 ＰＶＰ的培养基中外植体基部切口的褐变
情况明显减轻。这与罗丽华的研究结果［７］不同，推测与植物

多样性有关。对芭蕾苹果褐变的研究表明，将外植体浸在清

水或抗氧化剂中，褐变程度不能得到抑制［８］，同样在本试验

中，外植体无论是浸在清水中还是在含１００ｍｇ／Ｌ维生素Ｃ溶
液中，褐变都不能被抑制，而且随着浸泡时间延长，外植体褐

变程度加重，褐变率提高。这可能是因为茎段长时间浸在清

水或抗氧化剂中，处于无氧呼吸状态，生命力降低，另外外植

体细胞水势低于外部溶液而吸水，使其含水量升高引起细胞

膨胀，此时的细胞对于消毒剂乙醇和氯化汞的刺激更敏感，易

受到损伤，使植物组织受到破坏，加重褐变程度。所以北美海

棠的外植体组培时不宜采用清水浸泡或维生素 Ｃ浸泡预
处理。
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