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摘 要 针对帝王大丽花在组织培养时出现的初始外植体严重褐变问题,从取材部位、空气暴露时间、水插通

氧和温度4个方面分析褐变发生的原因。结果表明,帝王大丽花枝条上部节位褐变程度高于下部节位,其中

多酚氧化酶活性和苯丙氨酸解氨酶活性及总酚含量从枝条上端到下端逐渐降低,变化趋势与褐变程度呈现

一致性;增加空气暴露时间、枝条水插通氧和高温下取样均可加剧褐变程度。分别采取不同环境下切割、接种

前进行不同时间水插和低温处理、接种后进行不同时间黑暗和低温处理等褐变控制措施,结果表明,与空气中

正常切割相比,在1.0%维生素C溶液中切割外植体褐变程度可减轻4.08%;枝条水插5
 

d+4
  

℃低温处理
 

 

5
 

h后接种的外植体褐变程度比空白对照降低17.12%,且茎段外植体幼芽萌发和生长正常;对接种外植体进

行
  

7
 

d的暗处理+同时4
  

℃低温处理6
 

d,外植体褐变程度比对照降低31.25%,且茎段外植体幼芽萌发正常,

叶片浓绿,长势健壮。
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  帝王大丽花(Dahlia
 

imperialis),又名树状

大丽花,是菊科大丽花属多年生大型草本或半灌

木植物,原产于墨西哥南部至哥伦比亚之间海拔

1
 

500~1
 

700
 

m的山地,是近年来新引入国内的

珍稀大丽花种类。帝王大丽花株高可达5~6
 

m,
是大丽花属中最高大的种类;其地下部分为大型

棒状块根;茎具四棱;节膨大;2~3回大型奇数羽

状复叶对生[1];在晚秋至初冬季节开花,大量头状

花序自茎端及叶腋伸出,花序直径可达7.5~15
 

cm,舌状花颜色为淡紫色或粉紫色,管状花颜色

为橙黄色。因此,帝王大丽花因其株型高大、花繁

叶茂成为园林绿化不可多得的优良材料。
帝王大丽花目前通过扦插和分根繁殖,但其

球根萌芽率低、分枝数量少、扦插生根慢,所以繁

殖系数较低,难以满足市场需求。并且随着扦插、
分根等繁殖代数的增加,品种退化问题也会逐渐

显现[2]。针对上述问题,利用帝王大丽花各类器

官或组织作为外植体,建立高效离体组培快繁体

系,不仅能够加快帝王大丽花的繁殖速度,还能规

模化生产优质种苗,同时也为帝王大丽花种质资

源的离体保存提供技术支持。但是,在切取帝王

大丽花茎段外植体时,切口处存在极其快速的褐

变现象,即使在取材后快速地浸入水中,在之后的

消毒过程中或外植体接种到培养基后仍然会出现

严重的褐变问题,导致后续组培试验不能正常进

行。目前大丽花属植物在组培快繁方面围绕愈伤

组织诱导[3]、不定芽再生[4]、试管苗生根[5]、茎尖

脱毒[6]等做了大量研究,但鲜见有外植体褐变问

题的报道。因此,研究帝王大丽花外植体褐变原因

及影响因素,可为帝王大丽花组培快繁提供理论和

技术支持,对推动大丽花产业健康发展具有十分重

要的现实意义。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验于2020年12月—2021年10月在河北

农业大学西校区园艺学院进行。供试材料为栽植

于河北农业大学东校区试验基地的1
 

a生帝王大



丽花枝条,取样时腋芽处于刚萌发状态,挑选的枝

条直径不超过1
 

cm,其长势一致、无病虫害、无机

械损伤,取下后立即将基部切口浸入水中。

1.2 试验方法

外植体切割环境处理:将消毒处理后的不带

芽茎段放在不同环境下进行切割,分别记为A:空
气中切割;B:无菌水中切割;C:在1.0%的维生素

C溶液中切割。
枝条水插处理:将离体枝条放在18

 

℃的培养

箱中进行不同时间的水插处理,期间每天定时换

水,并及时剪掉枝条基部变色部分,分别记为S1:
水插0

 

d;S2:水插2
 

d;S3:水插5
 

d;S4:水插7
 

d。
水插枝条低温处理:将水插处理5

 

d后的枝

条放在
  

4
 

℃冰箱进行不同时间的低温处理,分别

记为 W1:4
 

℃处理0
 

h;W2:4
 

℃处理5
 

h;W3:
 

 

4
 

℃处理10
 

h;W4:4
 

℃处理15
 

h;W5:4
 

℃处理

20
 

h;W6:4
 

℃处理24
 

h。
接种后黑暗处理:用黑布将接种后的外植体

遮盖,分别进行不同时间的黑暗处理,分别记为

H1:暗培养0
 

d;H2:暗培养2
 

d;H3:暗培养7
 

d;

H4:暗培养14
 

d。
接种后低温处理:将接种后的外植体放在

 

 

4
 

℃的光照培养箱中进行不同时间的低温处理,
同时在接种前7

 

d内进行黑暗处理,分别记为

Wa:暗+4
 

℃处理0
 

d;Wb:暗+4
 

℃处理2
 

d;

Wc:暗+4
 

℃处理4
 

d;Wd:暗+4
 

℃处理6
 

d,外
植体在黑暗和温度处理后转组培室正常培养。

1.3 无菌外植体的获取与接种

2021年9月1日取样后,截取第2节位的带

芽茎段和靠近第2节位上下部分1~2
 

cm的不带

芽茎段均剪成3~4
 

cm的长度,于洗洁精溶液中

搅拌清洗10
 

min后,放在流水下冲洗1
 

h,材料冲

洗干净后放在超净工作台上进行消毒和接种。先

采用75%酒精处理30
 

s,无菌水冲洗2次;再用

质量分数为0.1%升汞处理6
 

min,无菌水冲洗5
次,最后将冲洗干净的外植体浸泡在无菌水中待

用。接种时用无菌手术刀切去切面与消毒剂接触

的部分直至露出新鲜组织,按照形态学方向竖直

接种到培养基中。初代培养时接种的培养基为启

动培 养 基,培 养 基 配 方 为:MS+2.0
 

mg/L
  

 

6-BA+0.1
 

mg/L
 

NAA+30
 

g/L蔗糖+6
 

g/L琼

脂,pH为5.8。培养条件为:培养温度(25±2)
 

℃,
光照周期16

 

h/d,光照度1
 

500~2
 

000
 

lx。每瓶

分装培养基30
 

mL,接种1个外植体,每个处理接

种30个外植体,重复3次。接种后每隔7
 

d观察

外植体的褐变情况,培养周期为21
 

d或28
 

d。

1.4 测定指标及方法

用褐变指数表示外植体褐变的程度,将外植

体的褐变程度分以下4级标准进行统计。褐变等

级(L)=外植体褐变面积/外植体体积。0级:外
植体外表鲜绿色,无褐变(L=0);1级:轻度褐变,
外植体基本为绿色(L≤1/4);2级:褐变,外植体

褐色(1/4<L≤1/2);3级:较严重褐变,外植体红

褐色(1/2<L≤3/4);4级:严重褐变,外植体黑褐

色(L>3/4)。
褐变指数=∑(褐变级数×该级株数)/(总株

数×最高级数)×100%
污染率=污染的外植体数/接种的外植体

 

 

数×100%
多酚氧化酶(PPO)活力的测定采用儿茶酚

法[7],单 位 为 U/(g·min);苯 丙 氨 酸 解 氨 酶

(PAL)活力的测定采用巯基乙醇法[8-9],单位为

U/(g·h);总酚的测定采用福林酚试剂法[10],总
酚含量单位为mg/g。

色度测定:使用CR410型色差计于室温下测

定,得出L*值,分析不同取材部位纵切面的褐变

程度(L*值为亮度指数,从0~100变化,
  

L*=0
表示黑色,L*=100表示白色,其值越大亮度越

高,表面褐变越轻,反之褐变越严重)。

1.5 数据统计与分析

采用 Microsoft
 

Excel
 

2016对试验数据进行

统计整理,用SPSS
 

20.0进行差异显著性分析。

2 结果与分析

2.1 枝条切口褐变的影响因素

2.1.1 枝条不同节位切口的褐变程度差异 将

帝王大丽花不同节位切开后暴露在空气中,测定

在不同时间点L*值,结果发现不同节位L*值随

时间变化都呈下降趋势(图1),其中以顶芽、2节

和3节 下 降 的 较 多,分 别 下 降2.11、1.74和
 

 

1.99,4节和5节下降的少,分别为0.92和0.79,
说明帝王大丽花上端枝条比下端枝条褐变严重。

2.1.2 外界条件对枝条切口褐变的影响 空气

暴露时间对枝条切口褐变的影响:将帝王大丽花

枝条切开后暴露于空气中观察切口颜色变化,结
果发现,切开后5

 

s枝条切口即发生轻微褐变,
 

 

2
 

min后切面全部变成浅褐色。随着切面在空气

中暴露时间延长,褐变程度加重,由初期的浅褐色
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变为红褐色,30
 

min时全部变为黑褐色(图2)。
浸水与浸水加氧处理对褐变的影响:分别选

取帝王大丽花植株顶芽至第5节位的带芽茎段

(从左到右),分别在浸水条件(图3-a)和浸水加氧

条件下(图3-b)培养24
 

h后发现,两个处理的茎

段上部幼嫩部分出现褐变的时间早于下部成熟部

分,且枝条上端褐变程度高于下端褐变程度。其

中,浸水处理除顶芽外其他茎段只有叶柄部位出

现严重褐变,整体可以保持基本绿色,而浸水加氧

处理的顶芽和茎段全部褐变死亡。综合比较5个

节位的褐变程度,浸水加氧处理褐变比浸水处理

更为严重(图3)。由此可以初步确定,外界氧气

可以加剧帝王大丽花的褐变程度,其切口褐变的

类型为酶促褐变。

图1 枝条不同节位切口的褐变程度差异

Fig.1 Difference
 

in
 

browning
 

degree
 

of
 

different
 

nodal
 

incisions
 

on
 

branches

图2 帝王大丽花枝条切口在空气中暴露时间与褐变程度变化

Fig.2 Exposure
 

time
 

and
 

browning
 

degree
 

of
 

branch
 

incisions
 

of
 

D.imperial

图3 浸水(a)和浸水加氧(b)处理24
 

h后不同节位茎段褐变情况

Fig.3 Browning
 

of
 

stem
 

segments
 

at
 

different
 

nodes
 

after
 

water
 

insertting
 

(a)
 

and
 

water
 

insertting
 

with
 

oxygen(b)
 

for
 

24
 

hours

  不同温度下褐变程度差异:在不同季节取样

后,5
 

min时观察帝王大丽花相同节位切面伤口

的褐变程度,以7月份取样后伤口褐变严重(图4-
a),颜色表现为黑褐色;12月份取样后切面出现

轻微褐变(图4-b),相比7月份褐变程度显著降

低,说明冬季较低的温度可能对褐变起到显著的

抑制作用。

2.2 枝条不同节位切口褐变程度与相关酶活性

的相关性

帝王大丽花枝条不同节位PPO活性的测定

结果见图5。从枝条形态学上端到形态学下端,

图4 7月(a)和12月(b)取样后切口的褐变情况

Fig.4 Browning
 

of
 

incisions
 

after
 

sampling
 

in
 

July
 

and
 

December

·3381·11期 韩胜男等:帝王大丽花初始外植体褐变影响因素及控制措施研究



不同小写字母表示在P<0.05水平上差异性显著

Different
 

lowercase
 

letters
  

indicate
 

significant
 

differences
 

at
 

P<0.05
 

level

图5 帝王大丽花枝条不同节位PPO、PAL活性及总酚含量

Fig.5 
 

PPO
 

and
 

PAL
 

activities
 

and
 

total
 

phenol
 

content
 

in
 

different
 

nodes
 

of
 

branches
 

of
 

D.imperial
不同节位中PPO活性呈逐渐下降的趋势。其中,
顶 芽 与 第 2、3 节 的 PPO 活 性 均 在 812.30

  

 

U/(g·min)以上,差异不显著;第4节PPO活性

为552.90
 

U/(g·min),与其上端或下端节位差

异显 著;第5节 位 PPO 活 性 最 低,为190.30
  

 

U/(g·min),与上端的所有节位差异显著。
帝王大丽花枝条不同节位PAL活性差异从

枝条形态学上端到下端,PAL活性呈下降趋势,
其中,顶芽PAL活性最高,与其下端部位之间具

有显著性差异;第2节与第3节之间酶活性无显

著差异,但与下端部位差异性显著;第4节与第5
节之间的PAL活性无显著性差异。

帝王大丽花枝条不同节位总酚含量从枝条形

态学上端到下端,总酚的含量呈下降趋势,其中,
顶芽总酚含量最高,为0.10

 

mg/g,但与第2、3、4
节之间无显著性差异;下端第5节位的总酚含量最

低,仅有0.05
 

mg/g,与顶芽总酚含量差异显著。

2.3 不同处理措施对外植体褐变的影响

2.3.1 不同切割环境对外植体褐变的影响 由

表1可知,不同处理的外植体均在接种后出现不

同程度的褐变,其中,在1.0%维生素C溶液中切

割(C)褐化程度最轻;虽然接种2
 

d时1.0%的维

生素C溶液中切割(C)比正常切割(A)和在无菌

水中切割(B)褐变指数高出15.25%和19.30%,
但在接种14

 

d时,C处理比A、B褐变指数分别低

4.86%和3.52%;到接种21
 

d时,与A、B相比,C
处理褐变指数最低,且在整个培养期间,C处理褐

变指数增长幅度最小,能够基本保持稳定状态,但

A、B处理的褐变指数随着时间延长一直呈增长

趋势。虽然B、C处理的外植体污染率比A处理

分别高出25.93%和14.81%,但污染率在培养期

间内并未对外植体褐变造成影响。
表1 接种时不同切割环境外植体褐变指数和污染率

Table
 

1 Browning
 

index
 

and
 

contamination
 

rate
 

of
 

explants
 

under
 

different
 

cut
 

environments
 

during
 

inoculation

不同切割环境
Different

 

cutting
 

conditions

接种后褐变指数/%
 

Index
 

after
 

inoculation

2
 

d 7
 

d 14
 

d 21
 

d

接种后污染率/%
Contamination

 

rate
 

after
 

inoculation

2
 

d 7
 

d 14
 

d 21
 

d

A 73.75 88.33 90.00 91.88 0.00 13.33 45.00 67.50

B 71.25 82.50 88.75 89.38 10.00 40.00 65.00 85.00

C 85.00 85.00 85.63 88.13 0.00 30.00 62.50 77.50

  对接种到培养基的外植体进行观察发现:A
处理后接种到培养基时,外植体会立刻发生严重

褐变,褐变部分颜色逐渐加深,直至表面全部变成

黑褐色,与培养基接触部分可见红褐色物质析出,
且面积相对较大;B处理接种到培养基后,外植体

褐变程度相比A稍有减轻,仅有少量红褐色物质

析出,培养基红褐色面积较小;C处理后接种到培

养基,外植体只出现轻微褐变,与培养基接触部分

颜色正常,没有红褐色物质析出(图6)。

2.3.2 水插和低温处理对外植体接种后褐变的

影响 帝王大丽花枝条下部进行不同时间水插处

理对外植体接种后褐变的影响见表2。随着培养
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图6 A、B、C接种后正、底面褐变比较

Fig.6 Comparison
 

of
 

browning
 

on
 

front
 

and
 

bottom
 

surfaces
 

of
 

A,B
 

and
 

C
 

after
 

inoculation

时间的增加,所有处理的外植体在接种后褐变指

数均呈现增加趋势。接种28
 

d时的统计结果表

明,水插处理的外植体褐变指数均低于对照S1
(未水插),其中以水插5

 

d(S3)和水插7
 

d(S4)处
理效果好,与对照处理S1相比,褐变指数分别降

低12.60%和12.45%,而水插2
 

d(S2)比对照S1
褐变指数仅降低5.06%。所有接种的外植体污

染率虽然保持在70.00%~81.82%,但并未对褐

变程度造成影响(表2)。
接种21

 

d后,对照S1处理的带芽茎段褐变

严重,颜色呈现黑褐色,其幼芽生长不正常,叶片

蜷曲不能展开并伴有褐变;S2和S4处理后的带

芽茎段,新长出来的幼芽状态较S1好,整体褐变

程度也低;S3处理后效果最好,萌发的幼芽生长

健壮,叶片浓绿,展开正常(图7)。
表2 不同的水插时间外植体褐变指数和污染率

Table
 

2 Browning
 

index
 

and
 

contamination
 

rate
 

of
 

explants
 

under
 

different
 

waterinserttingtime

代号
Code

水插时间/d
Water

 

insertting
 

time

接种后褐变指数/%
Browning

 

index
 

after
 

inoculation

7
 

d 14
 

d 21
 

d 28
 

d

接种后污染率/%
Contamination

 

rate
 

after
 

inoculation

7
 

d 14
 

d 21
 

d 28
 

d

S1 0 60.23 67.05 73.86 82.95 59.09 68.18 81.82 81.82

S2 2 51.25 57.50 70.00 78.75 55.00 70.00 70.00 70.00

S3 5 51.25 57.50 66.25 72.50 70.00 70.00 70.00 75.00

S4 7 59.52 61.90 66.67 72.62 52.38 66.67 71.43 76.19

图7 接种21
 

d时不同水插时间处理外植体褐变及幼芽长势情况

Fig.7 Browning
 

of
 

explants
 

and
 

bud
 

growth
 

at
 

21
 

days
 

after
 

inoculation
 

with
 

different
 

water
 

insertting
 

time

  水插5
 

d后4
 

℃低温处理时间对外植体褐变

的影响见表3。结果表明,将帝王大丽花枝条先

放在18
 

℃的培养箱中水插处理5
 

d,然后放在
 

 

4
 

℃冰箱低温处理5
 

h后抑制褐变效果最好,相
比处理 W1外植体褐变指数降低5.17%,相比处

理S1褐变指数降低17.12%,但是随着4
 

℃低温

处理时间的增加,褐变指数都快速升高,表现出比

对照 W1更明显的褐变。其中,4
 

℃处理10
 

h
(W3)和4

 

℃处理15
 

h(W4)褐变指数分别为
 

 

91.00%和90.00%,4
 

℃处理20
 

h(W5)和4
 

℃处

理24
 

h(W6)褐 变 指 数 分 别 为 82.29% 和
 

 

80.95%。污染率能够保持在80%以下,未对褐

变指数造成影响(表3)。
培养21

 

d后比较不同处理下外植体的生长

情况,W1和 W2处理后的带芽茎段其萌发的幼

芽能够正常生长,且不发生褐变。W3和 W4处

理后的带芽茎段在萌发的幼芽基部即发生褐变,
并逐渐蔓延至全株;W5和 W6处理后的带芽茎

段其幼芽生长停滞,并伴有轻微褐变现象(图8)。

2.3.3 接种后暗处理和低温处理对外植体褐变

的影响 接种后不同时间暗处理对外植体褐变的

影响:由表4可知,随着暗培养时间增加,外植体

褐变有减轻趋势。在不同时间节点对外植体褐变

情 况进行统计分析发现:暗培养0d(H1)和暗培
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表3 外植体进行不同时间的低温预处理褐变指数和污染率

Table
 

3 Browning
 

index
 

and
 

contamination
 

rate
 

of
 

explants
 

after
 

different
 

time
 

of
 

low
 

temperature
 

pretreatment

代号
Code

4
  

℃处理时间/h
Treatment

 

time
 

at
 

4
  

℃

接种后褐变指数/%
Browning

 

index
 

after
 

inoculation

7
 

d 14
 

d 21
 

d 28
 

d

接种后污染率/%
Contamination

 

rate
 

after
 

inoculation

7
 

d 14
 

d 21
 

d 28
 

d

W1 0 51.25 57.50 66.25 72.50 70.00 70.00 70.00 75.00

W2 5 43.75 46.25 62.50 68.75 40.00 65.00 70.00 80.00

W3 10 59.00 71.00 86.00 91.00 60.00 80.00 80.00 80.00

W4 15 51.25 62.50 76.25 90.00 65.00 75.00 75.00 80.00

W5 20 58.33 63.54 71.88 82.29 50.00 62.50 70.83 70.83

W6 24 63.10 65.48 72.62 80.95 33.33 47.62 57.14 57.14

图8 接种21
 

d时不同时间低温处理外植体褐变及幼芽长势

Fig.8 Browning
 

of
 

explants
 

and
 

bud
 

growth
 

after
 

different
 

time
 

of
 

low
 

temperature
 

treatment
 

at
 

21
 

days
 

after
 

inoculation
养2

 

d(H2)随接种后培养时间变化褐变指数呈上

升趋势。在接种21
 

d时,暗培养7
 

d(H3)和暗培

养14
 

d(H4)褐 变 指 数 比 对 照 H1分 别 降 低
 

 

5.36%,H4在暗培养结束后转正常培养,其褐变指

数能基本保持稳定。H2、H3的污染率高于H1、H2。
接种培养14

 

d时,对照暗培养0
 

d(H1)的外

植体,其接触培养基部分随着培养时间的增加一

直呈现红褐色,且面积较大;经过暗培养2
 

d(H2)
的外植体,接触的培养基颜色为黑褐色;经过暗培

养7
 

d(H3)和暗培养14
 

d(H4)的外植体,培养基

颜色正常(图9)。

表4 接种后不同时间黑暗处理外植体褐变指数和污染率

Table
 

4 Browning
 

index
 

and
 

contamination
 

rate
 

of
 

explants
 

treated
 

with
 

darkness
 

at
 

different
 

time
 

after
 

inoculation

代号
Code

黑暗处理时间/d
Dark

 

treatment

接种后褐变指数/%
Browning

 

index
 

after
 

inoculation

7
 

d 14
 

d 21
 

d 28
 

d

接种后污染率/%
Contamination

 

rate
 

after
 

inoculation

7
 

d 14
 

d 21
 

d 28
 

d

H1 0 82.50 90.83 91.67 93.33 6.67 20.00 43.33 53.33

H2 2 70.83 83.33 89.17 91.67 0.00 26.67 56.67 66.67

H3 7 - 83.33 85.00 88.33 - 36.67 73.33 73.33

H4 14 - - 88.33 88.33 - - 56.67 76.67

注:“-”表示该点未测定。

Note:“-”
 

indicates
 

that
 

the
 

time
 

node
 

is
 

not
 

measured.

图9 接种14
 

d时不同时间黑暗处理的外植体情况

Fig.9 Dark
 

treatment
 

of
 

explants
 

at
 

different
 

time
 

at
 

14
 

days
 

after
 

inoculation
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  接种后暗处理+低温处理对外植体褐变的影

响:接种后暗处理+不同时间4
 

℃低温处理对外

植体褐变的影响见表5。结果表明,在黑暗条件

下,所有经过4
 

℃低温处理的外植体在培养周期

(28
 

d)内的褐变指数均呈现先增加后趋于稳定的

变化趋势。暗处理+4
 

℃
 

0
 

d(Wa)和暗处理+
 

 

4
 

℃
 

2
 

d(Wb)在培养14
 

d后褐变指数趋于稳定;
暗处理+4

 

℃
 

4
 

d(Wc)在培养21
 

d后褐变指数趋

于稳定;暗处理+4
 

℃6
 

d(Wd)在培养21
 

d后褐

变指数不再变化。相同时间节点获得的数据表

明,暗处理+4
 

℃6
 

d(Wd)的褐变指数均低于其

他处理,效果最好。接种28
 

d时发现,Wd褐变指

数比 Wa低31.25%,比 Wc低21.05%,比 Wb
低

  

18.42%。污染率数据表明,暗处理+4
 

℃低

温处理的时间越长,污染出现的时间越晚,所有处

理在培养周期结束时(28
 

d)虽然全部污染,但污

染未对外植体褐变程度产生影响。

表5 接种后暗处理+4
  

℃低温处理不同时间外植体褐变指数和污染率

Table
 

5 Browning
 

index
 

and
 

contamination
 

rate
 

of
 

explants
 

dark
 

treatment
 

under
 

+4
  

℃
 

low
 

temperature
 

treatment
 

time
 

after
 

inoculation

代号
Code

暗处理+4
  

℃低温时间/d
Dark

 

treatment
 

+4
  

℃
 

low
 

temperature
 

time

接种后褐变指数/%
Browning

 

index
 

after
 

inoculation

7
 

d 14
 

d 21
 

d 28
 

d

接种后污染率/%
Contamination

 

rate
 

after
 

inoculation

7
 

d 14
 

d 21
 

d 28
 

d

Wa 0 83.75 98.75 98.75 100.00 65.00 100.00 100.00 100.00

Wb 2 65.79 81.58 81.58 81.58 84.21 100.00 100.00 100.00

Wc 4 52.63 76.32 78.95 78.95 42.11 94.74 100.00 100.00

Wd 6 46.25 61.25 66.25 68.75 0.00 75.00 100.00 100.00

  研究发现,接种6
 

d时,外植体褐变情况以

Wa褐变程度最严重,外植体几乎全部变褐,Wb
相比对照 Wa褐变程度较轻,颜色较浅,Wc和

Wd的效果最好,褐变程度最浅,此时所有带芽茎

段均未出芽(图10);接种28
 

d时观察,Wa处理

下的带芽茎段褐变死亡,幼芽始终处于萌发状态

而不生长,Wb和 Wc处理下的外植体幼芽萌发

生长,叶片呈现黄绿色,Wd处理下的外植体幼芽

萌发生长,并且叶片浓绿,展开正常,长势健壮
 

 

(图11)。

图10 接种6
 

d时暗处理+4
  

℃处理不同时间外植体褐变情况

Fig.10 Browning
 

situation
 

of
 

explants
 

at
 

6
 

days
 

after
 

dark
 

treatment
 

of
 

+4
  

℃
 

low
 

temperature
 

atdifferent
 

time

图11 接种28
 

d时暗处理+4
  

℃处理不同时间外植体褐变及幼芽长势

Fig.11 Browning
 

and
 

bud
 

growth
 

of
 

explants
 

at
 

28
 

days
 

after
 

dark
 

treatment
 

of
 

+4
  

℃
 

low
 

temperature
 

at
 

different
 

time
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3 讨
  

论

褐变按其发生机理分为酶促褐变和非酶促褐

变两大类[11]。新鲜的植物组织受到损伤时多发

生酶促褐变,即由于细胞膜结构破坏,组织中多酚

氧化酶被激活,酚类化合物被氧化形成褐色的醌

类物质,在酪氨酸酶作用下,与植物组织中的蛋白

发生聚合,从而抑制很多代谢酶的活性,导致代谢

紊乱,生长受阻,最终致使材料逐渐变褐死亡[12]。
引起酶促褐变的因素主要是氧、底物、酶等。本研

究中,针对帝王大丽花枝条取材时切口严重褐化

问题,比较枝条不同节位褐变程度的差异,探究枝

条水插和低温预处理对褐变的影响,并对接种后

的外植体进行黑暗和低温处理来减轻褐变的发

生。
不同取材部位对外植体的褐变程度有着重要

影响[13]。程世平等[14]研究不同取材类型对黄连

木茎段褐化的影响时发现,外植体木质化程度与

褐化程度以及腋芽的诱导发生密切相关,其中半

木质化的茎段褐化率相对较低,幼嫩茎段褐变严

重。本试验中也得出与上述一致的结论。帝王大

丽花从枝条上端到下端木质化程度变化明显,取
样时发现上端幼嫩部分比下部成熟部分褐变更严

重。通过测定自上而下5个节位的PPO活性、

PAL活性和总酚含量,结合不同节位茎段切口的

褐变程度,结果发现上端幼嫩部分PPO 活性、

PAL活性和总酚含量明显高于下端老熟部分,这
种变化趋势与枝条自上而下的褐变减轻相伴随,
说明幼嫩组织中PAL活性较高,导致PAL诱导

产生的酚类物质较多,而幼嫩组织中诱导酚类物

质氧化形成醌类物质的关键酶PPO活性较高,从
而导致醌类物质在幼嫩组织中的增加而出现组织

褐变。随着取样部位从幼嫩到老熟的变化,木质

化程度越高的老熟部位中PAL活性、PPO活性

和总酚物质含量的降低,因此褐变现象减轻。
外植体切割环境对帝王大丽花外植体的褐变

程度有明显影响。王仁睿等[15]将蝴蝶兰茎尖放

在1%维生素C溶液切割,再接种到添加0.2%
PVP的培养基上,防止蝴蝶兰茎尖褐化效果显

著。本研究在培养周期结束后,相比于空气中切

割外植体(A),无菌水中切割(B)和在1%的维生

素C溶液中切割(C)对于减轻褐变都有效果,但
以在1%的维生素C溶液中切割效果最好。B处

理比A处理效果略好,但仅比A降低2.72%,原

因是在水中切割时减少了材料与空气之间的暴露

时间,减少了酶促反应的发生[16],但在接种时外

植体不可避免地又会接触空气,所以效果并不理

想;C处理在接种到培养基2
 

d后,褐变指数能够

基本保持稳定,原因考虑植物组织在遭到机械破

坏时,其体内的多酚氧化酶会增多以保护自身,而
维生素C并不能抑制多酚氧化酶活性[17],因此在

接种后褐变指数快速上升,但是维生素C具有还

原性,能将褐变产生的有色物质邻二醌还原成无

色物质邻二酚[18],从而起到抑制褐变加剧的效

果。
接种后进行暗处理能有效防止褐化现象的发

生[19]。余慧琳等[20]研究表明,适当的暗培养有

利于减轻外植体的褐变,当外植体暗培养1周后

再转入光下正常培养,比接种后直接放在光下培

养外植体发生褐变的程度要轻,并且发生褐变的

时间会推迟。王宝宁等[21]对春兰花梗外植体进

行暗培养10
 

d后完全褐化率相对较低,但在培养

后期完全褐化率比暗培养5
 

d快速升高,这与本

试验暗处理的结果相似,即相对较长的暗培养时

间有利于降低褐化率,其中以黑暗处理7
 

d(H3)
褐变指数最低;虽然暗处理14

 

d后(H4)的褐变

指数和H3的相同,但 H4茎段愈伤表现颜色比

H3颜色深;在正常情况下,帝王大丽花外植体培

养到第2天褐变指数就达到82.50%,而通过黑

暗处理,第7
 

天后褐变指数才达到83.33%,黑暗

处理后褐化现象明显延迟,但随着时间增加褐化

现象也随即产生,说明黑暗处理只是在短时间内

抑制了褐化物质的产生。暗培养对外植体褐化起

到了一定的抑制作用,可能是外植体在黑暗中减

少了酚类物质的渗出,从而降低了褐变率[22-23],因
为在酚类化合物合成和氧化过程中,需要许多酶

系统参与,其中一部分酶系统的活性是受光诱导

的[24],因此在前期暗培养时褐变会受到一定程度

的抑制。
低温处理可在不同程度上降低植物材料的褐

变率[25]。张卫芳等[26]将核桃茎尖接种到培养基

后,置于5
 

℃冰箱中黑暗培养7
 

d后取出,置于
 

 

25
 

℃无光照下培养,褐化率有所降低;李焕秀

等[27]将采集的苍溪梨外植体进行低温预处理对

降低褐变有一定作用。本试验结果表明,无论是

在取样后对帝王大丽花枝条进行低温处理,还是

对接种后的外植体进行低温处理,均可明显降低

褐变率,原因可能是低温抑制了酚类化合物的合
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成,抑制了多酚氧化酶的活性,减少了酚类氧化,
从而使褐变减轻[28]。

本试验发现,取样时间、取样位置、外植体切

割环境以及接种前后材料的低温和黑暗处理对帝

王大丽花的褐变率均可产生不同影响,所采取的

措施也一定程度上控制了褐变的发展,并获得了

部分不褐变的瓶苗,但是,探索更加有效的防止褐

变的措施组合仍然很有必要,而且不同因素对褐

变的影响机理以及各因素间的交互影响仍有待深

入研究。此外,试验获得的无菌瓶苗经过后期继

代培养,并未再次出现褐变情况,其中原因尚待继

续研究。
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Effects
 

of
  

Factors
 

and
 

Control
 

Measures
 

on
 

Browning
of

 

Initial
 

Explants
 

in
  

Dahlia
 

imperialis

HAN
 

Shengnan1,WANG
 

Lu1,ZHANG
 

Yingchan1,LIANG
 

Juan2,NIUShance1,3,
HAO

 

Lihong1,XIANG
 

Diying1,ZHENG
 

Zhixing4
  

and
  

CHEN
 

Duanfen1
(1.College

 

of
 

Horticulture,Hebei
 

Agricultural
 

University,Baoding
  

Hebei 071001,China;
 

2.Shijiazhuang
 

Botanical
 

Garden,Shijiazhuang 050073,China;
 

3.State
 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Crop
 

Improvement
 

and
 

Regulation,Hebei
 

Agricultural
 

University,Baoding
  

Hebei 071001,China;
 

4.Zhangjiakou
 

Academy
 

of
 

Agricultural
 

Sciences,Zhangjiakou
  

Hebei 075000,China)

Abstract In
 

this
 

study,severe
 

browning
 

of
 

initial
 

explants
 

in
 

Dahlia
 

imperialis
 

during
 

tissue
 

culture
 

was
 

analyzed
 

from
 

four
 

aspects:
 

sampling
 

position,air
 

exposure
 

time,water
 

oxygen
 

penetration,and
 

temperature.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

activity
 

of
 

PPO
 

and
 

PAL
 

and
 

content
 

of
 

total
 

phenol
 

de-
creased

 

with
 

the
 

decrease
 

of
 

sampling
 

position
 

of
 

shoot
 

initial
 

explants
 

in
 

the
 

whole
 

plant,resulting
 

in
 

decreased
 

browing.Browning
 

was
 

found
 

to
 

be
 

more
 

severe
 

when
 

sampling
 

at
 

longer
 

air
 

exposure
 

time,

higher
 

water
 

oxygen
 

penetration
 

,or
 

higher
 

temperature.The
 

measures
 

for
 

inhibiting
 

browning
 

were
 

further
 

studied,including
 

sampling
 

under
 

different
 

environments,water
 

insertion
 

at
 

different
 

process-
ing

 

time,low
 

temperature
 

treatment
 

before
 

inoculation,and
 

dark
 

treatment
 

and
 

low
 

temperature
 

treat-
ment

 

after
 

inoculation.Compared
 

with
 

normal
 

cutting
 

in
 

air,explants
 

cutting
 

in
 

1.0%
 

vitamin
 

C
 

solut-
ionreduced

 

the
 

browning
 

rate
 

by
 

4.08%.The
 

browning
 

rate
 

of
 

the
 

inoculated
 

explants
  

pretreated
 

with
 

five
 

days
 

of
 

water
 

inserting
 

and
 

low
 

temperature
 

at
 

4
  

℃
 

for
 

five
 

hours
 

was
 

17.12%
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

blank
 

control,and
 

the
 

germination
 

and
 

growth
 

of
 

explants
 

were
 

normal.Dark
 

treatment
 

for
 

seven
 

days
 

and
 

low
 

temperature
 

at
 

4
  

℃
 

for
 

six
 

days
 

resulted
 

in
 

a
 

31.25%
 

reduction
 

in
 

browing
 

rate
 

compared
 

to
 

the
 

control,with
 

the
 

explants
 

germinating
 

and
 

growing
 

normally
 

with
 

dark
 

green
 

leaves.
Key

 

words Dahlia
 

imperialis;Initial
 

explants;Browning;
 

Water
  

insertting;
 

Low
 

temperature;
 

Dark
 

treatment
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