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香港四照花外植体的抗褐化处理与诱导培养
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摘要! 以香港四照花
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嫩叶% 茎段和带芽茎段为外植体! 研究外植体类型% 消毒时间%

基本培养基% 预处理方法% 抗褐化剂种类及质量浓度对香港四照花褐化的影响以及
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木! 自然分布于华东" 华南" 西南等地区# 主干通直! 冠型饱满$ 初夏头状花序顶生! 花苞片大而洁

白! 观赏性强$ 秋季核果聚生成球形! 红艳可爱! 既可食用又可酿酒% 入药&
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# 四照花属的大部分植

物种子都具有深休眠的特性! 影响了优良种质资源的有性繁殖和推广&
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# 植物组织培养技术作为一种成

熟的扩繁技术! 不仅能保持繁殖体的优良特性! 且繁殖速度快! 周期短! 不受场地% 环境限制! 是苗木

良种化% 工厂化的重要途径&
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# 因此! 进行香港四照花的诱导培养研究! 对香港四照花的扩繁和推广应

用具有现实意义# 香港四照花在初代培养中极易褐化! 会影响外植体的诱导与生长! 严重时能致其死

亡! 故对它进行抗褐化研究显得尤为重要# 目前! 常用的抗褐化措施有预处理材料! 选择适宜的培养条

件! 使用抗褐化剂等 &
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# 其中! 常用抗褐化剂主要有聚乙烯吡咯烷酮(
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'发现
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对华盖木
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外植体的抗褐化效果显著# 李萍等&
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'研究表明! 在培养基中加入
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培养
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再转入不含
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的

培养基中! 能有效控制牡丹
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外植体褐化+ 本研究选择香港四照花嫩叶" 茎段和带芽

茎段为外植体! 通过不同消毒方式处理" 筛选基本培养基" 材料预处理和使用抗褐化剂等方法! 以期得

出能有效降低香港四照花外植体褐化率的最佳方案! 并采用正交试验法! 研究不同植物生长调节剂种类

及质量浓度对外植体诱导的影响+
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材料和方法
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试验材料

试验所用材料为浙江农林大学校园的香港四照花! 于
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年
'

月中旬至
"

月中旬! 选择生长健壮"

无病虫害的当年生嫩叶" 茎段和带芽茎段作为外植体+
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试验方法
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培养基与培养条件 所有基本培养基若无特殊说明均为木本植物用培养基(
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! 除植物生长调节剂配比试验外! 均附加
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+ 各试验中
!

种外植体均接种
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瓶*处理J$

!

!

个*瓶!$
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重复
!

次*处理!$

+ 培养室温度为(

&"#&

)

$

! 光照时间
$& K

*
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! 光照强度
$ 355L& 555 =M

! 接种后先暗

培养
2 8

再进行光培养+

$F&F&

外植体的消毒处理 将采集的
!

种外植体用流水冲洗并用软毛笔刷去表面脏物! 放在洗洁精溶液

中浸泡
" @B>

! 流水冲洗
$ K

+ 沥干水后! 在超净工作台上先用体积分数为
25N

乙醇消毒
!5 O

! 用无菌

水漂洗
!

次后! 分别用
&

种消毒剂处理,
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*

7
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!
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)和
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氯化汞(
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)溶液(
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)! 消毒后用无菌水漂洗
"

遍+ 切除与消毒液接触的伤口部位! 将嫩叶

切成
$F5 P@ % $F5 P@

大小! 茎段和带芽茎段切成
$F5L$F" P@

长! 接种于培养基上+ 每日观察统计污染

率和存活率+

$F&F!

基本培养基的筛选 采用
$F&F&

筛选出的最佳消毒方式处理的
!

种外植体! 分别接种在
E/

(

ECQ.OKB6A .>8 /R::6

)!

STD

(

SQBUAQ .>8 TC>B;CRB

)!

D)E

培养基上+ 每日观察统计褐化率及诱导率+

$F&F(

外植体抗褐化预处理 将流水冲洗
$F5 K

后的外植体分别置于
$F5 6

*
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$F5 6

*
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中浸泡
'F5 K

! 以未预处理为对照(
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)! 浸泡后将
'

种外植体置于超净工作台上消毒并接种+ 每

日观察统计褐化率+

$F&F"

抗褐化剂实验 在培养基中添加不同质量浓度的
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(
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!

$F5

!
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*
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)! 柠檬酸(
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!

&F5 6

*

7
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!

$F5

!

&F5 6
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)! 活性炭(
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!

$F5

!

&F5 6

*

7
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)和硫代硫酸钠(

5F$

!

5F&

!

5F" 6

*

7
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)!

以不添加任何抗褐化剂为对照(

PR

)! 将
'

种外植体接种到各培养基中+ 每日统计外植体褐化率+

$F&F1

植物生长调节剂配比试验 采用正交试验设计
1

V

(

'

(

)! 在
D)E

培养基中添加不同质量浓度
1"G+

(

5F"

!

$F5

!

&F5 @6

*

7
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(

5

!

5F$

!

5F& @6
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7
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)和
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二氯苯氧乙酸(
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!

5F$

!

5F&

!

5F" @6

*

7

!$

)!

接种后每日观察并记录外植体启动时间! 统计出愈率及萌发率+

!"$

数据统计与处理

在接种后第
'5

天统计各处理的数据+ 用
XMPA= &552

进行数据处理!

/)// $VF5

进行方差分析+ 污染

率
Y

(形成愈伤组织的外植体数
Z

接种外植体数)

&$55N

$ 褐化率
Y

(外植体褐化数
Z

接种外植体数)

&$55N
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存活率
&

!存活的外植体数
'

接种外植体数"

!(%%)

# 诱导率
&

!诱导数
'

接种外植体数"

!("")

# 出愈率
&

!诱

导出愈伤组织的外植体数
'

接种外植体数"

!("")

# 萌发率
&

!诱导出芽的外植体数
'

接种外植体数"

!("")
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!

结果与分析

!"#

消毒时间对外植体污染率及存活率的影响

*

种外植体消毒处理结果表明!表
(

"% 随着消毒时间延长&

*

种外植体污染率都有显著下降!

!＜

%+",

"$ 结合
*% -

后统计的存活率!图
(.

"&

(+% /

'

0

1#氯化汞溶液消毒
, 234

为最佳消毒时间& 嫩叶污染

率仅为
**+$5)

& 茎段( 带芽茎段分别为
!,+%%)

和
!6+6$7

&

*

种外植体之间差异显著!

!＜%+%,

") 用
*%+%

20

'

0

8(次氯酸钠溶液消毒的外植体褐化情况较轻& 但自培养第
9

天起不断出现污染& 污染率较高& 且存

活率较低!图
(:

"*

表
$

不同消毒药剂及时间对
%

种外植体污染率的影响

;<=>? # @AA?BCD EA -3AA?F?4C -3D34A?BC<4CD <4- C32? E4 CG? BE4C<234<C3E4 F<C? EA * ?HI><4CD

消毒剂
"'234

接种数
'

!个'外植体1(

"

污染率
'7

嫩叶 茎段 带芽茎段

*%+% 20

'

0

"(次氯酸钠
, J% #%%+%% :< #%%+%% :< #%%+%% :<

#% J% 5#+## := $*+** .= $$+$5 :=

#, J% $%+,, :B 6%+%% .B 6J+## :B

#+% /

'

0

"#氯化汞
, J% **+$5 :- !,+%% K- !6+6$ .-

$ J% !J+J6 :? #$+$5 .? !%+,, .?

#% J% #$+** :A ##+## .A ##+J6 .A

说明% 不同大写字母表示同一消毒时间内不同外植体之间差异显著!

!＜%+%,

"& 不同小写字母表示同种外植体不同消毒时间

之间的差异显著!

!＜%+%,

"

图
#

不同消毒药剂及时间处理下的
*

种外植体存活率

L3/MF? # NMFO3O<> F<C? EA * ?HI><4CD CF?<C?- P3CG -3AA?F?4C -3D34A?BC<4CD <4- C32?

:+ *"+" 20

'

0

8(次氯酸钠
.+ (+" /

'

0

8(氯化汞

!&!

不同基本培养基对外植体褐化及诱导的影响

将
*

种外植体接种于
QN

&

RST

和
TUQ

等
*

种不同基本培养基& 结果表明!表
!

"% 接种于
TUQ

培养基的
*

种外植体褐化率均低于接种于
QN

和
TUQ

培养基的褐化率& 嫩叶+ 茎段和带芽茎段的褐化

率分别是
J6+$)

&

J"+")

和
J(+6)

$ 试验中发现茎段与嫩叶经诱导产生愈伤组织& 带芽茎段经诱导易萌

发出新芽& 其中接种于
TUQ

培养基的外植体生长状况最好& 诱导率最高$

TUQ

与其他
!

种培养基的

外植体褐化率与诱导率均差异显著!

!＜"+",

"& 故以
TUQ

培养基为最适基本培养基$

!&%

不同抗褐化剂预处理对外植体褐化率的影响

表
*

表明% 采用
(+" /

,

0

"(

UVU

&

(+% /

,

0

"(

VK

和
(+% /

,

0

"(柠檬酸浸泡
* G

的外植体褐化率都有所下

降& 其中
(+% /

,

0

"(

UVU

预处理后的外植体褐化率最低& 与对照!

BW

"差异显著!

!＜%+%,

"*

*

种外植体经

(+% /

,

0

"(

UVU

预处理后& 茎段褐化率为
**+*)

& 显著低于嫩叶褐化率!

,%+J)

"和带芽茎段褐化率!

*$+5)

"

!

!＜%+%,

"*

6$%
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表
!

不同基本培养基对外植体褐化及诱导的影响

$%&'( ) *++(,-. /+ 01++(2(3- &%.1, ,4'-42( 5(0145 /3 -6( &2/73138 2%-( %30 1304,-1/3 2%-( /+ (9:'%3-.

培养基类型 外植体类型 接种数 褐化率
;<

诱导率
;<

生长状况

愈伤组织 新芽

=>

嫩叶
?@A B)C@ D% EF? G%

淡黄色! 结构疏松

茎段
?@A E@FH G% ?AFE D&

黄绿色! 结构紧密

带芽茎段
?@A EBF@ G% IFJ D&

生长缓慢! 叶片发黄

KLM

嫩叶
?@A B"F" D% JFJ G%

黄褐色! 结构松散

茎段
?@A EEFB G% ?HFI D&

黄绿色! 结构紧密

带芽茎段
?@A BAFE D% ?EF? D%

生长缓慢! 叶片发黄

MN=

嫩叶
?@A EBF@ D& @FI G%

淡黄色! 结构疏松

茎段
?@A EAFA D& )AFE D%

黄绿色! 结构紧密

带芽茎段
?@A E?FB D& ?@FI D%

生长迅速! 叶片嫩绿

说明" 不同大写字母表示同一基本培养基不同外植体之间差异显著#

!＜AFA"

$! 不同小写字母表示同种外植体不同基本培养

基之间的差异显著%

!＜AFA"

&

表
"

不同抗褐化剂预处理对
"

种外植体褐化率的影响

$%&'( H *++(,-. /+ :2(-2(%-5(3- 71-6 01++(2(3- %3-1 &2/73138 %8(3-. /3 -6( &2/73138 2%-( /+ H (9:'%3-.

处理方式 接种数
;

%个'外植体O?

&

褐化率
;<

嫩叶 茎段 带芽茎段

,P ?@A EBF@ D% E)F@ G% E?FB G%

?FA 8

'

Q

R?

NSN ?@A "AFE D, HHFH T0 H@FI G0

?FA 8

'

Q

R?

ST ?@A E?FB D& JEFB G, JBFH G,

?FA 8

'

Q

R?柠檬酸
?@A E"FB D% "HFH G& ""FE G&

说明" 不同大写字母表示同一预处理不同外植体之间差异显著#

!＜AFA"

&! 不同小写字母表示同种外植体不同预处理之间的

差异显著#

!＜AFA"

&

陈梦倩等" 香港四照花外植体的抗褐化处理与诱导培养

!#$

不同抗褐化剂及质量浓度对外植体褐化率的影响

以未添加抗褐化剂为对照#

,P

&! 在培养基中添加不同质量浓度的
NSN

! 柠檬酸和
ST

后!

H

种外植

体褐化率均低于
,P

#表
J

&! 且与
,P

差异显著#

!＜AFA"

&( 添加
AF" 8

'

Q

!?活性炭后! 外植体褐化情况显著

下降#

!＜AFA"

&! 但若培养基活性炭质量浓度过高! 反而加重外植体褐化( 在培养基中添加了不同质量

浓度的硫代硫酸钠!

H

种外植体褐化率随质量浓度上升而上升( 由表
J

得知"

)FA 8

'

Q

!?

NSN

为茎段和带

芽茎段的最佳抗褐化剂! 其褐化率分别为
?HFH<

和
?EFB<

! 与其他抗褐化剂有显著的差异#

!＜AFA"

&( 嫩

叶的最佳抗褐化剂为
?FA 8

'

Q

!?柠檬酸! 褐化率为
)BFJ<

( 嫩叶褐化率与茎段) 带芽茎段褐化率差异性显

著%

!＜AFA"

$! 茎段与带芽茎段之间差异不显著%

!＞AFA"

$(

!#%

不同植物生长调节剂种类及质量浓度对外植体诱导的影响

由
E"GD

!

UDD

和
)VJ"K

的极差%

"

$可知" 嫩叶与茎段愈伤组织诱导的主因素分别为
)VJ"K

%

??FHA

$和

UDD

%

)AF")

$%表
"

$( 叶片诱导愈伤组织的最佳培养基组合为
MN=W?FA 58

'

Q

!?

E"GDWAF) 58

'

Q

!?

UDDWAF?

58

'

Q

!?

)VJ"K

! 出愈率为
"@F!<

!

@ 0

叶片四周产生愈伤组织%图
)D

$( 茎段与叶片启动时间相近!

B 0

基

部膨大并长出少量愈伤组织%图
)G

$! 其最佳愈伤组织诱导培养基为
MN=W)FA 58

'

Q

!?

E"GD WAF" 58

'

Q

!?

)VJ"K

! 出愈率为
B"FJ<

! 与其他处理间存在显著差异%

!＜AFA"

$(

由不同因素的极差%

"

$可知%表
E

$" 影响带芽茎段诱导的主因素为
E"GD

( 经
$4P(X ."&

分析可知"

B

号和
J

号处理与其他处理有显著差异%

!＜AFA"

$! 其萌发率分别为
BEFB<

和
B)F@<

( 故带芽茎段诱导新芽

的最佳组合为
MN=W)FA 58

'

Q

!?

E"GD WAF" 58

'

Q

!?

)VJ"K

! 萌发时间为
@ 0

%图
)T

$(

!

结论与讨论

褐化现象制约着木本植物组织培养的发展! 本试验采用单因素试验法! 从不同消毒方式) 基本培养

基) 外植体预处理方式) 抗褐化剂等
J

个方面进行研究! 寻找降低香港四照花褐化率的有效途径( 结果

表明" 外植体采用
?FA 8

'

Q

R?氯化汞消毒
" 513

存活率最高( 这与路承香等*

I

+的研究结果一致! 与唐佳佳

B@?
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表
!

不同抗褐化剂及质量浓度对
"

种外植体褐化率的影响

&'()* + ,--*./0 1- 23--*4*5/ .15.*5/4'/3150 1- '5/3 (4165357 '7*5/0 15 /8* (4165357 4'/* 1- 9 *:;)'5/0

抗褐化剂
!<

!

7

"

=

>#

# 接种数
<

!个"外植体>#

#

褐化率
<?

嫩叶 茎段 带芽茎段

.@ % A$% B%CD E( 99C9 F. 9$CG H.

IJI %CB A$% +BC% E. !BC% H2 !!C$ H*

AC% A$% 99C9 E* A$CG H* !!C! H*

!C% A$% 9BC% E* A9C9 H- ADCK H-

柠檬酸
%CB A$% 9KC$ E2 !DCK H2 9%C% H2

AC% A$% !KC+ E- !BCD E2 !KC! E*

!C% A$% 9ACA E* !KC! E2 !DCK E*

JF %CB A$% +KC$ E. 9!C! H. 9DC$ H.

AC% A$% +!C! E2 !$CB H. 9ACK H2

!C% A$% +ACA E2 !DCA H2 !GC+ H2

活性炭
%CB A$% +BCBD E. !$CG H. 99CG H2

AC% A$% BACA E( 9DCA H( 9DCK H.

!C% A$% B9C9 E( +%C% H( +!C$ H(

硫代硫酸钠
%CA A$% +$CG E( 9ACA H. 9BC% H.

%C! A$% B$C9 E' +BC% H' +DCK H(

%CB A$% DACK E' +$CG F' B9C9 H'

说明$ 不同大写字母表示同一抗褐化剂和质量浓度不同外植体之间差异显著!

!＜%C%B

#% 不同小写字母表示同种外植体不同

抗褐化剂和质量浓度之间的差异显著!

!＜%C%B

#

表
#

不同植物生长调节剂种类及质量浓度对愈伤组织诱导的影响

&'()* B ,--*./0 1- 23--*4*5/ 814L15* @3520 '52 .15.*5/4'/3150 15 .'))M0 352M./315

处理编号
!<

!

L7

"

=

>A

# 接种数
<

!个"

外植体>A

#

嫩叶 茎段

D!HE

!

E

#

NEE

!

H

#

!O+!P

!

F

# 出愈率
<?

开始时间
<2

出愈率
<?

开始时间
<2

A %CB

!

A

#

%

!

A

#

%CA

!

A

#

A$% 99CG . A% BACK . $

! %CB %CA

!

!

#

%C!

!

!

#

A$% +BCD ( K +$C9 . K

9 %CB %C!

!

9

#

%CB

!

9

#

A$% 9DCA . $ 9$C9 2 G

+ AC%

!

!

#

% %C! A$% +%C% ( G 9KC$ 2 G

B AC% %CA %CB A$% AKC$ * A! !DCK * A!

D AC% %C! %CA A$% B$C9 ' $ D%C% ( K

K !C%

!

9

#

% %CB A$% +!C! ( A% KBC+ ' K

$ !C% %CA %CA A$% 9ACA 2 AA !$C9 * A!

G !C% %C! %C! A$% !DCA 2 A+ +%CD 2 A%

"

A

9$CB! 9$CK% +ACAA @A +DCAA B+CGK +DCDK

"

!

9$CK% 9AC+$ !GC$A @! +AC+G 9+C+B +!C!!

"

9

99CAB +%CA$ 9!C%+ @9 +$CAA +DC9% +DC$!

# BCBB $CK% AAC9% Q DCD! !%CB! +CD%

优水平
E! H9 FA

优水平
E9 HA F9

说明$ 左下列为嫩叶出愈率的极差分析% 右下列为茎段出愈率的极差分析& 不同小写字母表示不同处理差异显著!

!＜%C%B

#

等'

9

(在狭叶四照花
$%&'()*%&+,-./- -&012+-+-

的研究结果不一致% 可能因其选用
A

年生幼苗更易灭菌&

9

种外植体接种于
RIS

培养基中褐化率最低% 诱导率相对较高% 生长状况最好& 推测原因为
RIS

培养

基无机盐总含量较低% 减轻了外植体褐变'

A%

(

& 想从根本上解决组织培养中外植体褐化的问题% 还需从分

子) 遗传等角度对其外植体进行更深入的研究&

IJI

为专一吸附酚类物质的常用吸附剂% 能阻止酚类物质被氧化为醌类物质% 可降低外植体褐化程

度& 柠檬酸通过抑制多酚氧化酶的活性来抑制褐化'

AA

(

& 本研究发现$ 在接种前用
AC% 7

"

=

>A

IJI

浸泡香港

四照花外植体能有效降低褐化率% 在培养基中添加
!C% 7

"

=

>A

IJI

能明显减轻茎段与带芽茎段的褐化现

象& 嫩叶在添加
AC% 7

"

=

"A柠檬酸的培养基中褐化率最低% 但柠檬酸遇高温会产生酸性物质% 影响培养基

K$!
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表
!

不同植物生长调节剂种类及质量浓度对带芽茎段诱导的影响

$%&'( ) *++(,-. /+ 01++(2(3- 4/25/3( 6130. %30 ,/3,(3-2%-1/3. /3 -4( 1307,-1/3 /+ .-(5 .(85(3- 91-4 &70

处理编号
!:

!

58

"

;

<=

# 接种数
:

!个"外植

体<=

#

带芽茎段

)!>?

!

?

#

@??

!

>

#

AB#!C

!

D

# 萌发率
:E

开始时间
:0

= FG"

!

=

#

F

!

=

#

FG=

!

=

#

=HF A!GI =F

A FG" FG=

!

A

#

FGA

!

A

#

=HF =HG! ==

! FG" FGA

!

!

#

FG"

!

!

#

=HF !JGH H

# =GF

!

A

#

F FGA =HF JAGH )

" =GF FG= FG" =HF KFG) ==

) =GF FGA FG= =HF L"G) H

J AGF

!

!

#

F FG" =HF J)GJ J

H AGF FG= FG= =HF "JGA I

I AGF FGA FGA =HF )=G= J

!

=

A)G)J "JGJH LAGAA

!

A

LIG)! !"G!J !)G)J

!

!

)"GFF LHG=" LHG!L

" !HG!! AAGL= ==G)J

优水平
?! >= D!

说明$ 左下列为带芽茎段萌发率的极差分析

图
A !

种外植体的诱导培养

M1872( A N307,-1/3 /+ K (OP'%3-.

?G

叶片诱导产生的愈伤组织%

>G

茎段诱导产生的愈伤组织%

DG

带芽茎段诱导萌发的新芽

陈梦倩等$ 香港四照花外植体的抗褐化处理与诱导培养

凝固& 故需高压灭菌后用注射器加入& 不利于工厂化生产' 硫代硫酸钠与柠檬酸活性炭褐化效果不明

显& 甚至在高质量浓度下加重了外植体褐化' 这与在核桃楸
#$%&'() *'(+),$-./'

(

=A

)和黑莓
"$0$)

(

=K

)上的

研究结论不一致& 可能因选用基本培养基不同& 也可能是不同树种差异性所致'

不同的外植体类型对该种植物的诱导培养有很大的影响' 试验结果表明$ 茎段是诱导愈伤组织的最

佳外植体& 而带芽茎段诱导属腋芽萌发& 污染率及褐化率较低& 最易萌发产生新芽% 叶片褐化率较高&

出愈率低于茎段& 可能因其分化程度较高% 试验中发现少数带芽茎段会在切口处长出奶黄色愈伤组织&

但不影响带芽茎段继续萌发& 故本试验只统计其萌发率'

植物生长调节剂对外植体的形态建成及其调控起着重要作用' 本试验将组织培养中广泛应用的
K

种

植物生长调节剂组合使用& 以期寻找最佳诱导培养基' 结果表明$ 嫩叶最佳植物生长调节剂组合为$

=GF 58

"

;

"=

)!>?QFGA 58

"

;

"=

@??QFG= 58

"

;

"=

ABL!C

% 茎段与带芽茎段的最佳激素组合均为$

AGF 58

"

;

"=

)!>?

QFG" 58

"

;

"=

ABL!C

' 通过对正交试验结果的直观分析&

ABL!C

和
@??

对嫩叶* 茎段诱导愈伤组织的影响较

大& 而
)!>?

在诱导腋芽萌发具有突出的促进作用(

=L

)

'

L
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