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　　摘要：以岛根３号山葵为试验材料，研究活性炭（ＡＣ）、聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）、Ｌ－半胱氨酸、柠檬酸、抗坏血酸
（维生素Ｃ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、硝酸银（ＡｇＮＯ３）、硫代硫酸钠（Ｎａ２Ｓ２Ｏ３）这８种不同浓度抗褐化剂在山葵组培继代培

养过程中的抗褐化效果及其对山葵增殖和生长的影响。结果表明，活性炭、ＡｇＮＯ３抗褐化效果相对较好，活性炭

０２００～０．８００ｇ／Ｌ、ＡｇＮＯ３０．００５～０．０２５ｇ／Ｌ继代培养３个月时的山葵组培苗褐化指数为０；维生素 Ｃ抗褐化效果次

之，Ｎａ２Ｓ２Ｏ３抗褐化效果相对最差；活性炭处理的植株长势相对最好，但增殖系数相对较低，ＤＴＴ处理的植株增殖系数

相对最高，长势相对较好，但不能完全消除褐化；Ｎａ２Ｓ２Ｏ３处理的植株增殖系数相对最低，且长势最差。０．０２５ｇ／ＬＡｇＮＯ３
处理的效果相对最好，继代培养３个月时的褐化指数为０，增殖系数为５．２２，且植株长势良好，为理想的抗褐化剂。
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　　山葵［Ｗａｓａｂｉｊａｐｏｎｉｃａ（Ｍｉｑｕｅｌ）Ｍａｔｓｕｍ］别称山嵛菜，为
十字花科山嵛菜属多年生草本半阴生植物，原产于中国和日

本，是一种名贵珍稀的香辛蔬菜，其浓辛辣味郁，具有利尿、清

热、发汗、解毒、杀菌、增进食欲、预防血栓、抑制癌细胞生长等

功效，被誉为“绿色黄金”，在日本、东南亚国家及港澳台地区

深受欢迎，是一种重要的出口创汇蔬菜［１－２］。目前，山葵主要

采用种子和分株繁殖，但繁殖速度慢、品性易退化，而山葵组

织培养技术可为山葵快速繁殖、复壮提供技术支持［３］。

褐化是由于植物材料在组织培养过程中受到伤害，体内

分泌的酚类物质在酚氧化酶作用下被氧化成褐色的醌类物

质［４］，而醌类物质对植物材料产生毒害作用，影响其生长和

分化，严重时导致组织死亡。在山葵组培快繁试验中发现，山

葵是一种对外界环境刺激特别敏感的植物，不适合的光照、温

度、湿度、激素等外界因子都会对山葵生长造成影响，使其褐

化，尤其在夏季最为严重。因此，解决山葵组培中的褐化问题

是山葵组织培养的关键技术之一。目前，有关山葵组织培养

的研究多集中在愈伤组织的诱导、苗的增殖、生根、复壮等，除

刘琴研究认为山葵的褐化现象会严重影响愈伤组织诱导的成

功率［５］外，有关其褐化的控制鲜见报道。本试验以继代培养

的山葵无菌苗为材料，通过在培养基中添加不同浓度的８种
抗褐化剂，观察统计山葵无菌苗褐化指数、增殖系数、生长情

况等，筛选出既能较好地控制组培苗褐化，又不影响其生长的

抗褐化剂类型及其适宜浓度，以期能较好地解决山葵组织培

养过程中的褐化问题。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验于２０１６年在云南农业大学园林园艺学院组培室

进行，供试山葵品种为岛根３号，以山葵继代培养获得的丛生
芽为试验材料。

１．２　试验方法
选取生长良好，且长势一致的丛生芽接种到继代培养基

ＭＳ＋０．２５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ＋蔗
糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂６．２５ｇ／Ｌ（ｐＨ值为６．０）上，培养基中分别添
加活性炭（ＡＣ）、聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）、Ｌ－半胱氨酸、柠檬
酸、抗坏血酸（维生素 Ｃ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、硝酸银
（ＡｇＮＯ３）、硫代硫酸钠（Ｎａ２Ｓ２Ｏ３）８种抗褐化剂，编号及使用
浓度见表１，以不添加任何抗褐化剂的处理为对照。每处理
接种１０瓶，每瓶接种４株苗，每株苗３个芽，重复３次。每隔
３０ｄ统计１次褐化指数［６］、增殖系数和组培苗生长情况，共观

察记录９０ｄ。培养条件为温度（１６±１）℃，光照时间１２ｈ／ｄ、
光照度７２００ｌｘ。根据山葵组培苗褐化颜色，将山葵褐化程度
分为无、浅、中、较深、深、最深共６级，分别用０、１、２、３、４、５表
示，则褐化指数计算公式为：褐化指数 ＝∑（褐化级别 ×相应
褐化级别的株树）／（调查总株树 ×５）×１００％。增殖系数计
算公式为：增殖系数 ＝（调查当日总芽数 －接种芽数）／接种
芽数。组培苗生长情况根据肉眼观察，调查叶的大小、叶色、

茎粗细、是否有黄叶这４个指标。
１．３　数据统计分析

采用Ｅｘｃｅｌ２０１０、ＳＰＳＳ软件对试验数据进行统计，采用
Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法进行多重比较。

２　结果与分析

２．１　不同抗褐化剂对山葵组培苗褐化的控制效果
由表１可见，继代培养第１个月时，山葵组培苗褐化程度

相对较轻且缓慢，除ＤＴＴ０．０３５ｇ／Ｌ处理显著高于对照（Ｐ＜
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０．０５）外，其他处理间差异不显著；继代培养第２个月时，不同
抗褐剂对山葵组培苗的抗褐化效果表现出一定差异，除活性

炭处理和ＡｇＮＯ３２个低浓度处理没有出现褐化外，其他处理
均出现不同程度的褐化，其中，仅 Ｎａ２Ｓ２Ｏ３２．０００ｇ／Ｌ处理的
组培苗褐化指数显著高于对照（Ｐ＜０．０５）；继代培养第３个
月时，不同抗褐化剂的整体抗褐化效果依次为 ＡｇＮＯ３＞活性
炭＞维生素Ｃ＞ＤＴＴ＞柠檬酸＞ＰＶＰ＞Ｌ－半胱氨酸＞清水 ＞
Ｎａ２Ｓ２Ｏ３，其中，ＡｇＮＯ３３个浓度处理的组培苗褐化指数为０，
抗褐化效果显著优于对照（Ｐ＜０．０５），抗褐化效果相对最好，
活性炭抗褐化效果次之，３个浓度处理中，０．２００、０．８００ｇ／Ｌ
处理的组培苗褐化指数为０，低浓度的ＰＶＰ、Ｌ－半胱氨酸、维
生素Ｃ、ＤＴＴ及高浓度的柠檬酸也表现出较好的抗褐化效果，
但均没能完全消除褐化；继代培养第３个月时，Ｌ－半胱氨酸

０．２００ｇ／Ｌ、维生素Ｃ０．０２５ｇ／Ｌ、Ｎａ２Ｓ２Ｏ３２．０００ｇ／Ｌ处理抗褐
化效果相对较差，与对照相比，甚至加剧了山葵组培苗的褐

化，而高浓度的Ｎａ２Ｓ２Ｏ３处理虽然褐化指数相对较低，但出现
大部分植株死亡的现象。此外，本试验中发现，ＡｇＮＯ３
０．０２５ｇ／Ｌ处理在山葵组培苗继代培养第２个月时出现褐化
现象，而在第３个月时褐化现象消失，这可能是由于山葵在密
闭容器中或受伤后产生乙烯［７］，乙烯的大量积累会使山葵组

培苗发生褐化，而 ＡｇＮＯ３作为一种褐化抑制剂，其主要作用
是抑制乙烯的产生［８］，银离子通过竞争性结合位于细胞膜上

的乙烯受体蛋白，以阻止或降低乙烯的作用［９］，从而防止褐

化，而山葵继代培养第 ２个月时，产生的乙烯量相对较大，
ＡｇＮＯ３抑制乙烯的速度比不上产生褐化的速度。

表１　不同抗褐化剂处理对山葵组培苗褐化的控制效果

编号 褐化剂种类
浓度

（ｇ／Ｌ）
褐化指数（％）

第１个月 第２个月 第３个月
ＣＫ 清水 ０．０００ ０ｂ １３．７４±０．０２ｂｃｄ ２０．１５±０．０４ｃｄ
Ａ１ 活性炭 ０．０５０ ０ｂ ０ｅ ０．６４±０．０１ｆ
Ａ２ ０．２００ ０ｂ ０ｅ ０ｆ
Ａ３ ０．８００ ０ｂ ０ｅ ０ｆ
Ｂ１ ＰＶＰ １．０００ ０．５６±０．０１ｂ １．７２±０．０３ｄｅ ３．７６±０．０７ｆ
Ｂ２ ２．０００ ２．０８±０．０４ｂ ２．９０±０．０５ｄｅ ５．１７±０．０９ｅｆ
Ｂ３ ３．０００ ０．６２±０．０１ｂ ０．９７±０．０２ｄｅ ６．９８±０．０３ｅｆ
Ｃ１ Ｌ－半胱氨酸 ０．０５０ ０．２４±０．００ｂ ３．４２±０．０１ｄｅ ６．４５±０．０３ｅｆ
Ｃ２ ０．１００ ０．８８±０．０１ｂ ４．５０±０．０４ｄｅ １１．４１±０．０３ｄｅｆ
Ｃ３ ０．２００ ２．２２±０．０４ａｂ ９．８３±０．１４ｂｃｄｅ ３４．５６±０．１４ｂ
Ｄ１ 柠檬酸 ０．１００ ２．８８±０．０２ａｂ １２．５７±０．０９ｂｃｄｅ ２３．４４±０．２０ｃ
Ｄ２ ０．２００ ２．０２±０．０１ａｂ ５．１９±０．０１ｄｅ ６．８９±０．０２ｅｆ
Ｄ３ ０．４００ １．１６±０．０２ａｂ ２．３３±０．０３ｄｅ ３．６３±０．０６ｆ
Ｅ１ 维生素Ｃ ０．００１ １．１６±０．００ａｂ ３．７０±０．０１ｄｅ ０．９１±０．００ｆ
Ｅ２ ０．００５ １．４５±０．００ａｂ ８．７３±０．０６ｃｄｅ ２．０５±０．００ｆ
Ｅ３ ０．０２５ １．８８±０．０２ａｂ ２１．７７±０．１８ｂ ５２．３７±０．０５ａ
Ｆ１ ＤＴＴ ０．００５ ０．２３±０．００ｂ ２．４１±０．０４ｄｅ ３．１１±０．０３ｆ
Ｆ２ ０．０２０ ０ｂ ２．４３±０．０３ｄｅ ６．４８±０．１１ｅｆ
Ｆ３ ０．０３５ ３．８６±０．０１ａ １８．８９±０．１１ｂｃ ２２．６２±０．０６ｃｄ
Ｇ１ ＡｇＮＯ３ ０．００５ ０ｂ ０ｅ ０ｆ
Ｇ２ ０．０１５ ０ｂ ０ｅ ０ｆ
Ｇ３ ０．０２５ ０ｂ ０．２９±０．０１ｅ ０ｆ
Ｈ１ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３ ２．０００ ２．７７±０．０４ａｂ ４２．０６±０．１４ａ ５４．２４±０．５０ａ
Ｈ２ ６．０００ ０ｂ １３．０７±０．０４ｂｃｄｅ １６．６１±０．０３ｃｄｅ
Ｈ３ １０．０００ ０ｂ １．８５±０．０３ｄｅ ２．７１±０．０１ｆ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　不同抗褐化剂对山葵组培苗增殖的影响
由图１可见，除ＰＶＰ２．０００ｇ／Ｌ处理（Ｂ１）外，山葵组培苗

从继代培养第１个月到第３个月，每个处理的增殖系数呈增
加趋势，第１个月增殖速率相对较快，第２个月相对最快，第
３个月趋于缓慢；山葵组培苗继代培养到第３个月时，ＰＶＰ、
Ｌ－半胱氨酸、柠檬酸、维生素 Ｃ、ＤＴＴ、ＡｇＮＯ３处理的组培苗
增殖系数多明显高于对照，而活性炭、Ｎａ２Ｓ２Ｏ３处理的组培苗
增殖系数均明显低于对照；随使用浓度的上升，活性炭、

Ｎａ２Ｓ２Ｏ３处理的山葵组培苗增殖系数呈逐渐下降趋势，说明
高浓度活性炭、Ｎａ２Ｓ２Ｏ３使山葵组培苗的增殖分化受到抑制；
ＤＴＴ处理的增殖系数相对最高，继代培养第 ３个月时，
０．０２０ｇ／ＬＤＴＴ处理的增殖系数高达６．４５；增殖系数最低的

为Ｎａ２Ｓ２Ｏ３处理，Ｎａ２Ｓ２Ｏ３１０．０００ｇ／Ｌ处理时增殖系数仅为
０．２０；山葵组培苗继代培养３个月，不同抗褐化剂处理的组培
苗增殖系数高低依次为 ＤＴＴ＞柠檬酸 ＞Ｌ－半胱氨酸 ＞
ＡｇＮＯ３＞ＰＶＰ＞维生素Ｃ＞清水＞活性炭＞Ｎａ２Ｓ２Ｏ３。
２．３　不同抗褐化剂对山葵植株生长的影响

由表２可见，山葵组培苗继代培养到第３个月，活性炭处
理的植株长势相对最好，叶色油绿有光泽，且叶较大，茎秆粗

壮，无黄叶出现，其次是ＰＶＰ、ＤＴＴ、ＡｇＮＯ３处理；Ｎａ２Ｓ２Ｏ３处理
的长势相对最差，随试验浓度的升高，出现大量黄叶，并迅速死

亡。试验发现，到第３个月时，大部分处理出现黄叶、植株衰老
现象，这可能是由于培养基中的营养物质已不能满足山葵生长

需求，因此，培养到第２个月时是山葵组培苗转瓶的最佳时机。
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表２　不同抗褐化剂处理３个月时的山葵生长情况

处理

编号
叶大小 叶色

茎粗

细

茎长

短
有无黄叶 生长状态

ＣＫ 小 深绿 粗 长 有，少量 较好

Ａ１ 大 油绿 粗 长 无 良好

Ａ２ 大 油绿 粗 长 无 良好

Ａ３ 大 油绿 粗 长 无 良好

Ｂ１ 小 深绿 粗 短 无 良好

Ｂ２ 小 深绿 细 短 无 良好

Ｂ３ 小 深绿 细 短 无 良好

Ｃ１ 小 深绿 细 长 有，少量 较好

Ｃ２ 小 深绿 细 长 有，少量 较好

Ｃ３ 大 深绿 细 长 有，少量 较好

Ｄ１ 小 深绿 细 长 有，少量 较好

Ｄ２ 大 深绿 细 长 有，少量 较好

Ｄ３ 大 深绿 细 长 有，少量 较好

Ｅ１ 大 绿 粗 长 有，大量 较好

Ｅ２ 大 绿 粗 长 有，少量 较好

Ｅ３ 小 绿 细 长 有，少量 较好

Ｆ１ 小 深绿 细 长 无 较好

Ｆ２ 大 深绿 细 长 无 较好

Ｆ３ 大 深绿 细 长 无 较好

Ｇ１ 大 深绿 粗 长 有，少量 良好

Ｇ２ 大 深绿 粗 长 有，少量 良好

Ｇ３ 大 深绿 粗 长 有，少量 良好

Ｈ１ 大 黄绿 细 短 有，少量 较差

Ｈ２ 小 枯黄 细 短 有，大量 差，３／４以上死亡
Ｈ３ 小 全部枯黄 细 短 有，大量 差，全部死亡

３　结论与讨论

在植物组织培养过程中，不管是木本植物还是草本植物，

褐化现象普遍存在，多数学者认为这主要是由多酚氧化酶

（ＰＰＯ）作用于其底物酚类物质而引起的，ＰＰＯ催化酚类化合
物形成醌和水，醌再经非酶促聚合，形成对植物材料产生毒害

作用的褐色物质［１０］。在组织培养过程中，添加抗褐化剂是控

制褐化现象发生的常见方法，而最理想的抗褐化剂是既能控

制褐化又不影响植物的正常生长［１１］。本试验发现，山葵是一

种对外界环境条件较敏感、易褐化的植物，在使用经筛选、适

宜山葵增殖和生长培养基的基础上进行抗褐化剂及其使用浓

度筛选，以排除不良生长环境对山葵组培苗的干扰。试验结

果表明，硝酸银处理的抗褐化效果相对最好，且对山葵增殖和

生长有较好的促进作用；活性炭抗褐化效果仅次于ＡｇＮＯ３，且
随试验浓度升高，抗褐化效果增强，这与郝克伟的研究结

果［１２］一致；活性炭处理的山葵植株长势相对最好，茎秆粗壮，

叶色油绿有光泽，且随试验浓度的升高，植株长势越来越好，

但增殖系数下降，这与刘真华等的研究结果［１３－１４］一致，说明

活性炭浓度升高在增强植株长势的同时，也抑制了芽的分化；

低浓度维生素Ｃ处理的抗褐化效果相对较好，山葵植株长势
良好，但增殖系数相对较低；ＤＴＴ处理增殖系数相对最高，植
株长势较好，低浓度处理有一定的抗褐化效果，但不能完全消

除褐化现象；柠檬酸处理增殖系数相对较高，植株长势较好，

但抗褐化效果一般；ＰＶＰ处理植株长势较好，但增殖系数和抗
褐化效果一般；Ｌ－半胱氨酸处理增殖系数相对较高，植株长
势较好，但抗褐化效果相对较差；Ｎａ２Ｓ２Ｏ３处理不仅抗褐化效
果相对最差，增殖系数相对最低，且植株长势也最差，这与张

俊琦等的研究结果［１０，１５］相似，而与刘真华等的研究结果［１３］不

一致，这可能是由于研究材料不同或本研究中 Ｎａ２Ｓ２Ｏ３使用
浓度相对较高所致，低浓度 Ｎａ２Ｓ２Ｏ３是否有较好的抗褐化效
果还须进一步探索。

同一种抗褐化剂不同浓度之间，虽然浓度梯度相差较小，

但抗褐化效果、增殖系数和长势之间却存在很大差异。试验

表明，随活性炭浓度的升高，抗褐化效果、植株长势增强，而增

殖系数急剧下降；低浓度Ｌ－半胱氨酸、维生素Ｃ处理和高浓
度处理抗褐化效果差异明显，低浓度处理取得较好的抗褐化

效果，而高浓度处理加重了山葵的褐化程度，但高浓度处理对

山葵增殖和生长却没有抑制作用，反而有所促进；低浓度

Ｎａ２Ｓ２Ｏ３处理加重山葵组培苗的褐化程度，高浓度处理虽未
加重其褐化程度，却出现大部分植株枯黄死亡。因此，为达到

抗褐化效果、增殖和长势之间的平衡，在筛选适宜的抗褐化剂

基础上，明确其适宜浓度必不可少。综合抗褐化效果、增殖系

数及生长情况，ＡｇＮＯ３处理抗褐化效果相对最好，山葵组培
苗增殖系数相对较高，植株长势也较好，可作为山葵组培过程

中克服褐化产生的理想抗褐化剂，其中０．０２５ｇ／ＬＡｇＮＯ３处
理效果相对最好，山葵组培苗继代培养３个月时的褐化指数
为０，增殖系数达到５．２２，且茎秆粗壮、叶大、叶色深绿，植株
生长状况良好。
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!

木胚状体的诱导及再生体系的建立

孔凡芹１，李树忠１，黄玮婷１，方中明１，２

（１．武汉生物工程学院应用生物技术研究中心，湖北武汉４３０４１５；２．华中农业大学生命科学技术学院，湖北武汉 ４３００７０）

　　摘要：
!

木为五加科
!

木属植物，具有很高的经济价值和药用价值。以
!

木嫩茎为材料进行了其胚状体的诱导和

植株再生研究，结果表明：
!

木愈伤诱导的最佳培养基为ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，诱导率达１００％；
!

木胚状体诱导和

增殖的最佳培养基为ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ，胚状体分化率达５０％以上，增殖倍数达１１．３３７倍；胚状
体分化成苗的最佳培养基为ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＺＴ＋０．０５ｍｇ／ＬＩＡＡ，分化率达４．０６９；壮苗生根的最佳培养基为１／２ＭＳ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ，生根率达９８．６％。
　　关键词：

!

木；组织培养；胚状体
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!

木（Ａｒａｌｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）别名乌龙头，为五加科
!

木属的多

年生落叶灌木或小乔木，是山林地区所产的药、菜两用的名贵

野菜［１］，被誉为“山野菜之王”。
!

木的鲜嫩芽富含人体所需

的多种氨基酸和大量的矿质元素［２］。
!

木的干燥根皮、茎皮及

叶均可入药，长期食用可调节神经，强身健体，延年益寿［３］。

近年来，由于野生资源的过度开采，造成
!

木供不应求的

局面。
!

木的繁殖方法分为种子繁殖和营养繁殖。由于其种

子细小难收集，深度休眠，需要对其进行４～５个月的层积处
理，给种子繁殖带来了极大的不便［４］。营养繁殖包括根、茎

繁殖等，但由于
!

木茎中心髓组织较大，茎插不容易生根［５］，

因此根段繁殖是其主要繁殖方式，但繁殖系数低，且不利于野

生资源的保护［４］。

采用组织培养进行快速繁殖是加快
!

木繁殖速度的有效

途径，且能保持其优良性状。近２０年来，
!

木属植物在组织

培养方面取得较大进展，已建立了辽东
!

木（Ａ．ｅｌａｔａ，又名龙
牙

!

木）成熟的快繁体系［６］，基本建立了长白
!

木（Ａ．
ｃｏｎｔｉｎｅｎｔａｌｉｓ）［７］、云南

!

木（Ａ．ｔｈｏｍｓｎｉｉ）［８］、食用土当归（Ａ．
ｃｏｒｄａｔａ）［９］等种的快繁体系，辽东

!

木等甚至已经通过体细

胞胚的培养制作出了能够自然发芽的人工种子［１０］。目前有

关
!

木组织培养的研究结果较少。

再生植株的形成共有２条途径。通过丛生芽途径繁殖的
苗木相对较弱小，成苗需要专门壮苗生根，耗时长，扩繁慢。

而通过体细胞胚增殖分化途径，得到的胚状体不但能实现快

速大量增殖，而且分化的小苗健壮完整。目前
!

木属植物普

遍存在的主要问题是体细胞胚定向分化成苗的控制因素尚不

清楚，成苗率低，玻璃化较严重，结果存在偶然性［１１－１２］，因此，

研究
!

木体细胞胚定向分化成苗尤为重要。

本试验建立了
!

木愈伤诱导、诱导愈伤分化胚状体、胚状

体分化成苗、幼苗生根壮苗整个快繁体系，着重研究了植物激
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