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摘　 要： 该研究以景宁木兰（Ｍａｇｎｏｌｉａ ｓｉｎｏｓｔｅｌｌａｔａ）为材料，从外植体类型的选择、消毒时间、预处理方法、离体

培养条件和抗褐化剂类型选择等方面进行综合研究，以期筛选出景宁木兰组织培养的最佳方案。 结果表明：
利用 ０．１％ 氯化汞（ＨｇＣｌ２）浸泡处理 １４ 和 ８ ｍｉｎ 分别是景宁木兰叶片和带芽茎段、根部的最佳消毒时间；景宁

木兰叶片及茎段的褐化率在暗培养 ７ ｄ 时， 分别为 ６０．００％和 ５６．６７％， １４ ｄ 时显著升高， 而根部则在暗培养

１４ ｄ 时褐化率最低（４５％）；利用 １ ｇ·Ｌ⁃１聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）浸泡预处理景宁木兰外植体 ６ ｈ 可显著降低

（Ｐ＜０．０５）其褐化程度，处理后叶片、带芽茎段和根部的褐化率分别降至 ４５．００％、２８．３３％和 ６３．３３％。 不同的抗

褐化剂均可减轻外植体的褐化程度，但针对不同外植体其效果不同。 景宁木兰叶片最佳抗褐化剂为 ０．０２ ｇ·
Ｌ⁃１硝酸银（ＡｇＮＯ３），可使其褐化率降低至 １６．６７％，成活率为 １１．６７％；带芽茎段和根部的最优抗褐化剂为 ２ ｇ·

Ｌ⁃１柠檬酸（ＣＡ），褐化率分别降至 ３０．００％和 ５．００％，成活率依次为 ５０．００％和 ７６．６７％。 综上所述，带芽茎段和

根部抗褐化处理后褐化率较低且成活率较高，为景宁木兰组织培养最佳外植体。
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中图分类号： Ｑ９４３．１　 　 文献标识码： Ａ　 　 文章编号： １０００⁃３１４２（２０１７）０９⁃１０８８⁃０８

Ｅｘｐｌａｎｔ ｓｅｌｅｃｔｉｎｇ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａ
ｓｉｎｏｓｔｅｌｌａｔａ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ

ＷＡＮＧ Ｑｉａｎ⁃Ｙｉｎｇ１， ＴＡＮＧ Ｊｉａ⁃Ｎｉ２， ＬＩＵ Ｚｈｉ⁃Ｇａｏ１， ＺＨＡＮＧ Ｍｉｎｇ⁃Ｒｕ１， ＳＨＥＮ Ｙａ⁃Ｍｅｉ１∗

（ １． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌａｎｄｓｃａｐｅ Ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ， Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ａ ＆ Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｌｉｎ’ａｎ ３１１３００， Ｚｈｅｊｉａｎｇ， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ

Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ａ ＆ Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｌｉｎ’ａｎ ３１１３００， Ｚｈｅｊｉａｎｇ， Ｃｈｉｎａ ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｍａｇｎｏｌｉａ ｓｉｎｏｓｔｅｌｌａｔａ ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ， ａｎｄ ｉｓ ａｌｓｏ ｆａｃｉｎｇ ｔｈｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｏｆ ｔｉｓ⁃
ｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ｂｒｏｗｎｉｎｇ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ ｌｅａｆ， ｓｔｅｍ ｗｉｔｈ ｂｕｄ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｍ． ｓｉｎｏｓｔｅｌｌａｔａ ａｓ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （８， １０， １２， １４ ｍｉｎ）， ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｄａｒｋ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＰＶＰ ａｎｄ Ｖｃ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｍｅｄｉａ
ｗａｓ ＭＳ（Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ ａｎｄ Ｓｋｏｏｇ ）＋０．５ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ＋０．３ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＩＡＡ， ｐＨ５．８） ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ． Ａｎｄ ｔｈｅｎ， ｔｈｒｅｅ ｅｘｐｌａｎｔｓ

收稿日期： ２０１７⁃０１⁃０４　 　 修回日期： ２０１７⁃０２⁃１６
基金项目： 国家自然科学基金 （３１４００５９９）； 浙江省农业新品种选育重大科技专项 （２０１２Ｃ１２９０９⁃４， ２０１６Ｃ０２０５６⁃１２） ［Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（３１４００５９９）；ｔｈｅ １２ｔｈ Ｆｉｖｅ⁃Ｙｅａｒ⁃Ｐｌａｎ ｆｏｒ Ｆｌｏｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｃｈｉｎａ
（２０１２Ｃ１２９０９⁃４， ２０１６Ｃ０２０５６⁃１２）］。
作者简介： 王倩颖（１９９２－），女，内蒙古通辽人，硕士研究生，从事园林植物应用与育种研究，（Ｅ⁃ｍａｉｌ）１４６３１５６５０３ｑｑ．ｃｏｍ。

∗通信作者： 申亚梅，博士，副教授，从事园林植物应用与育种研究，（Ｅ⁃ｍａｉｌ）ｙａｍｅｉｓｈｅｎ＠ ｚａｆｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。



ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｍｅｄｉａ ｗｉｔｈ ０．５， １， ２ ｇ·Ｌ⁃１ ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ （Ｖｃ， ＰＶＰ， ＣＡ， ＡｇＮＯ３， Ｎａ２Ｓ２Ｏ３） ｆｏｒ
ｇｅｔｔｉｎｇ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ａｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｗｅｒｅ ｐｕｔ ｉｎ ２５ ℃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ １４
ｍｉｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｓｔｅｍｓ ｗｉｔｈ ｂｕｄ， ａｎｄ ８ ｍｉｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｒｏｏｔｓ ｕｎｄｅｒ ０．１％ ＨｇＣｌ２ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｓｔｅｍｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ａｔ ７ ｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ
ｕｎｄｅｒ ｄａｒｋ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ６０．００％ ａｎｄ ５６．６７％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ｒｏｏｔ ｗａｓ ４５．００％ ａｔ
１４ ｄ． Ｓｏａｋｉｎｇ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｉｎ １ ｇ·Ｌ⁃１ ＰＶＰ ｆｏｒ ６ ｈ ａｓ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｒａｔｅ（Ｐ＜０．０５）， ｔｈｅ
ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ， ｓｔｅｍｓ ｗｉｔｈ ｂｕｄｓ ａｎｄ ｒｏｏｔｓ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｏ ４５％， ２８．３３％ ａｎｄ ６３．３３％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎ⁃
ｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｉｎ Ｍ． ｓｉｎｏｓｔｅｌｌａｔａ． Ｔｈｅ ｂｅｓｔ
ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｆｏｒ ｌｅａｖｅｓ ｗａｓ ０．０２ ｇ·Ｌ⁃１ ＡｇＮＯ３ ａｎｄ ｉｔｓ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｏ １６．６７％， ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ

ｗａｓ １１．６７％； ２ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＡ ｗａｓ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｆｏｒ ｓｔｅｍｓ ｗｉｔｈ ｂｕｄｓ ａｎｄ ｒｏｏｔ， ｔｈｅ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ
３０％ ａｎｄ ５０％，ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ５０．００％ ａｎｄ ７６．６７％． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｔｅｍ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｂｕｄ ａｎｄ
ｒｏｏｔ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｆｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｍ． ｓｉｎｏｓｔｅｌｌａｔａ． Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｈａｄ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｓｃｈｅｍｅ ｆｏｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｏｆ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｉｎ Ｍ． ｓｉｎｏｓｔｅｌｌａｔａ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｈｅｌｐｆｕｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｏｆ Ｍ． ｓｉｎｏｓｔｅｌｌａｔａ， ａｎｄ ｔｏ
ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｍａｇｎｏｌｉａ ｓｉｎｏｓｔｅｌｌａｔａ， ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ｄａｒｋ ｃｕｌｔｕｒｅ， ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ， ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ， ａｎｔｉ⁃
ｂｒｏｗｎｉｎｇ， ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ

　 　 木兰科（Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ）植物为古老的木本植物

类群，因其具有较高的观赏价值而得到广泛关注。
但是，该类植物多因结实率低、繁殖能力弱、生长势

弱等问题而面临灭绝。 植物组织培养技术是保存

植物种质资源的一种有效手段，也是开展植物基因

组研究的重要条件。 国内对木兰科植物的研究主

要集中在遗传多样性 （王佳媛等，２０１２；杨梅等，
２０１４）、濒危机制（袁春明等，２０１２；陈红峰等，２０１１）
以及分类学 （方大凤等，２０１５；刘克旺和杨旭红，
２００１）等方面。 相较于其他模式植物，因没有完善

的组培再生体系，木兰属（Ｍａｇｎｏｌｉａ）植物极少开展

基因组学研究。 仅有的对于木兰属植物的基因功

能验证，也只能进行模式植物转化间接验证（Ｊｉｎｇ ｅｔ
ａｌ，２０１４），从而影响了木兰属植物的研究和育种工

作。 因此，建立木兰科植物完整的扩繁体系，不仅

可以解决其无性繁殖的问题，更好地保护木兰科种

质资源，还可为木兰科植物基因功能验证等相关研

究奠定技术基础。
目前，仅鹅掌楸（Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｃｈｉｎｅｎｓｅ） （郭治友

等，２００８）、 北美鹅掌楸 （ Ｌ． ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａ） （陈颖等，
２００９）、红花山玉兰（Ｍａｇｎｏｌｉａ ｄｅｌａｖａｙｉ） （唐军荣等，
２０１４）等少数几个木兰科植物具有外植体再生体系

或外植体无菌再生体系。 木兰科植物本身含有诸

多酚类物质，造成其组培过程中褐化现象严重。 因

此抑制褐化现象是木兰科植物组织培养能否取得

成功的关键步骤。 褐化主要分为两种，即酶促褐化

和非酶促褐化。 植物体内的多酚氧化酶（ＰＰＯ）和

外植体分泌的酶类、酚类、单宁类等次生代谢底物

发生化学反应产生毒害物质，致使细胞失活、外植

体死亡的现象即为酶促褐化。 如木兰科植物外植

体切割后，分泌的酚类化合物发生氧化反应后形成

醌类化合物，在酪氨酸酶的作用下，与培养材料中

的蛋白质发生聚合，导致其他酶系统的失活，代谢

紊乱，进而影响植物的生长（黄烈健和王鸿，２０１６）。
非酶促褐化是指由外界环境（如温度等）所引起的

植物细胞程序性死亡或细胞坏死现象，其不会引起

酚类物质的产生。 外植体的褐化与其树龄、选取部

位、大小等均有密切关系，因此选择合适外植体与

培养条件是解决褐化的基本条件。 预防组织培养

中的外植体褐化问题，主要方式有选择最适外植

体、对外植体浸泡预处理、培养基中加入抗褐化剂

和适宜的培养条件。 在木兰科植物组培研究中，体
胚繁殖虽取得一定的进展（陈颖等，２００９），但木兰

科植物多为濒危物种，本身存在结实率低，甚至不

结实等问题，使得一些种类的体胚繁殖受到阻碍，
因此茎段与芽成为研究者采用最多的外植体（曾宋

君等， ２０００； 黎明和马焕成， ２００３ ）。 对 白 玉 兰

（Ｍａｇｎｏｌｉａ ｄｅｎｕｄａｔａ） （周丽艳等，２００８）、天女木兰
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（Ｍ． ｓｉｅｂｏｌｄｉｉ） （王欢等，２０１２）的研究表明，适当的

暗培养及低温可有效降低外植体的褐化率，聚乙烯

吡咯烷酮（ＰＶＰ）、抗坏血酸（Ｖｃ）等抗褐化剂预处理

外植体或加入至培养基中亦可有效降低外植体褐

化率。
景宁木兰（Ｍ． ｓｉｎｏｓｔｅｌｌａｔａ）是木兰科木兰属新

种，落叶灌木，花瓣数量 ９ ～ １８ 瓣不等，分布于浙江

南部地区，属于极度濒危物种。 该物种在组培过程

中存在严重的褐化现象，阻碍了组织细胞的分化。
因该物种结实率极低，故本研究选择嫩叶、带芽茎

段和根为外植体，通过比较不同消毒时间、外植体

预处理方式、离体培养的环境条件和抗褐化剂类型

及浓度等，筛选出景宁木兰组织培养最佳外植体、
最佳消毒时间及防止外植体褐化的最佳方案，以期

为景宁木兰的离体快繁技术奠定基础，并为木兰科

其他物种的研究提供参考。

１　 材料与方法

１．１ 供试材料

１．１．１ 外植体的选取　 外植体选取景宁木兰生长健

壮，无病虫害的当年生嫩叶、带芽茎段和根部。 ２０１６
年 ６ 月 １ 日采自浙江农林大学苗圃内种植的景宁

木兰。
１．１．２ 培养基　 基本培养基为 ＭＳ＋０．５ ｍｇ·Ｌ⁃１６⁃ＢＡ＋
０．３ ｍｇ·Ｌ⁃１ＩＡＡ，ＭＳ 培养基附加 ８ ｇ·Ｌ⁃１的琼脂，ｐＨ
５．８。
１．２ 处理方法

将采回的景宁木兰嫩叶、带芽茎段及根部先用

洗洁精清洗，去除表面灰尘和杂物等，再用流水冲

洗 ２ ｈ，放在超净工作台上用 ７５％的酒精对其表面

消毒 ３０ ｓ，无菌水冲洗 ３ ～ ４ 次。 之后，用 ０．１％的

ＨｇＣｌ２浸泡消毒，无菌水冲洗 ３ ～ ４ 次，无菌纸吸干，
最后将带芽茎段、根部修剪成 １ ～ １．５ ｃｍ，叶片修剪

成 １ ｃｍ × １ ｃｍ，分别接种于相应的培养基上。 培养

温度为（２５ ± ２）℃，光照时间为 １２ ｈ·ｄ⁃１，光照强度

为２ ０００～２ ５００ ｌｘ。 实验处理采用单因素实验。 每

个处理接种 ５ 瓶，每瓶接种 ４ 个外植体，３ 次重复。
３０ ｄ 后统计污染率及成活率。
１．２．１ 消毒时间的设置　 设 ４ 个时间处理：处理时间

分别为 ８、１０、１２ 和 １４ ｍｉｎ。 将消毒后的三种景宁木

兰外植体接种于基本培养基上，并统计污染率及成

活率。
１．２．２ 培养条件的设置　 基于 １．２．１ 的研究结果，将
３ 种外植体按其最佳消毒时间消毒后，接种于基本

培养基上，之后在三种培养条件下培养外植体，统
计褐化率及成活率并比较。 三种培养条件如下：
（１）接种后于 ２５ ℃暗培养 １４ ｄ，转入光培养，光照

时间为 １２ ｈ·ｄ⁃１；（２） 接种后于 ２５ ℃暗培养 ７ ｄ，转
入光培养，光照时间为 １２ ｈ·ｄ⁃１；（３）接种后直接 ２５
℃光培养，光照时间为 １２ ｈ·ｄ⁃１，并以此组作为对

照组（ＣＫ）。
１．２．３ 抗褐化剂预处理　 将景宁木兰外植体在接种

前分别在 １ ｇ·Ｌ⁃１聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）和 １ ｇ·
Ｌ⁃１ Ｌ⁃抗坏血酸（Ｖｃ）中浸泡 ６ ｈ，之后接种到 ＭＳ＋０．５
ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ＋０．３ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＩＡＡ 基本培养基上，并统

计褐化率及成活率。
１．２．４ 抗褐化剂及用量（添加入培养基） 　 在基本培

养基中分别加入不同用量的不同种类的抗褐化剂：
０．５、１、２ ｇ·Ｌ⁃１活性炭（ＡＣ）；０．５、１、２ ｇ·Ｌ⁃１抗坏血

酸（Ｖｃ）；０． ５、１、２ ｇ·Ｌ⁃１ 聚乙烯吡咯烷酮（ ＰＶＰ）；
０．５、１、２ ｇ·Ｌ⁃１柠檬酸（ＣＡ）；０．０１、０．０２、０．０３ ｇ·Ｌ⁃１

硝酸银（ＡｇＮＯ３ ）；０． １、０． ２、０． ５ ｇ·Ｌ⁃１ 硫代硫酸钠

（Ｎａ２Ｓ２Ｏ３）。 将三种外植体接种在加入了褐化剂的

培养基中，并统计褐化率及成活率。
１．３ 数据统计与处理

在第 ３０ 天统计各处理培养的污染率、褐化率。
污染率＝污染的外植体数 ／接种的外植体数×１００％；
褐化率＝褐化外植体数 ／接种的外植体数×１００％。 采

用 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 与 ＳＰＳＳ ２０． ０ 软件对数据进行统计

分析。

２　 结果与分析

２．１ 不同消毒时间对三种外植体灭菌效果的影响

对景宁木兰嫩叶、带芽茎段和根部的消毒处理

结果表明（表 １），随着消毒时间的延长，景宁木兰嫩

叶及带芽茎段的污染率显著降低（Ｐ＜０．０５），在 １４
ｍｉｎ 时达到最佳，其污染率分别降至 ７８． ３３％ 和

２５．００％；而根部的污染率则随着消毒处理时间的延

长呈增长趋势，在消毒处理 ８ ｍｉｎ 时，消毒效果最

好，污染率为 ０，而同样处理 １４ ｍｉｎ 后， 根部污染率

０９０１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



表 １　 不同消毒时间三种外植体污染率的比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ

ｅｘｐｌａｎｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

消毒时间
Ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ
（ｍｉｎ）

污染率 Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ （％）

嫩叶
Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｆ

带芽茎段
Ｓｔｅｍ ｓｅｇｍｅｎｔ

ｗｉｔｈ ｂｕｄ

根部
Ｒｏｏｔ

８ １００．００Ａａ ６６．６７Ｂａ ０．００Ｃｄ

１０ ９１．６７Ａｂ ５１．６７Ｂｂ ３６．６７Ｃｃ

１２ ８８．３３Ａｃ ４０．００Ｃｃ ５１．６７Ｂｂ

１４ ７８．３３Ａｄ ２５．００Ｃｄ ５６．６７Ｂａ

　 注： 大写字母表示同一消毒时间内不同外植体之间差异显著
性（Ｐ＜０．０５），小写字母表示同种外植体不同消毒时间之间的差
异显著性（Ｐ＜０．０５）。
　 Ｎｏｔｅ： Ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （Ｐ＜０．０５）， ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ
ｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｅｘｐｌａｎｔ （Ｐ＜０．０５）．

反而增加到 ５６．６７％。 经观察发现，消毒处理 １４ ｍｉｎ
的嫩叶培养到第 ３ 天时开始出现污染；相同处理时间

的带芽茎段第 ５ 天出现污染，培养到 １５ ｄ 后，污染极

少出现。 而处理 １０ ｍｉｎ 的根在第 ５ 天出现污染，培养

到 １５ ｄ 后不出现污染。 ３０ ｄ 后统计成活率显示（图
１：Ａ），嫩叶、带芽茎段与根部之间差异显著（Ｐ ＜
０．０５），然而处理时间之间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．２ 不同培养条件对三种外植体褐化的影响

由表 ２ 可知，将外植体放入黑暗环境中预培养

适当时间可以降低景宁木兰外植体的褐化程度，但
不同外植体暗培养时间与褐化率的关系不同。 在

暗培养 ０ ｄ 和 ７ ｄ 时，嫩叶和带芽茎段的褐化率均为

８０％；而在持续暗培养 ７ ｄ 后，嫩叶及带芽茎段的褐

化率显著降低 （ Ｐ ＜ ０． ０５），分别降至 ６０． ００％ 和

５６．６７％。 但此后再延长暗培养时间，无法再降低这

两种外植体的褐化率，反而会使褐化率提高。 表 ２
结果表明，暗培养 １４ ｄ 后，嫩叶与带芽茎段的褐化

率分别升高到 ７３．３３％和 ６６．６７％，显著高于对照组

（Ｐ＜０．０５）。 由此可知，对于这两种外植体，暗培养

时间并非越长越好，合适的暗培养时间为 ７ ｄ。 而当

外植体为景宁木兰根部时，褐化率随着暗培养时间

的延长而显著降低（Ｐ＜０．０５），在暗培养 １４ ｄ 后，其
褐化率从 ６６．６７％降低到 ４５％， 且三种培养条件下，

表 ２　 不同培养对三种外植体褐化的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ

ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｅｘｐｌａｎｔｓ

暗培养
时间

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

褐化率 Ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｒａｔｅ （％）

嫩叶
Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｆ

带芽茎段
Ｓｔｅｍ ｓｅｇｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｂｕｄ

根部
Ｒｏｏｔ

１４ ｄ ７３．３３Ａｂ ６６．６７Ｂｂ ４５．００Ｃｃ

７ ｄ ６０．００Ａｃ ５６．６７Ｂｃ ５５．００Ｃｂ

ＣＫ ８０．００Ａａ ８０．００Ａａ ６６．６７Ｂａ

　 注： 大写字母表示同一培养条件下不同外植体之间差异显著
性（Ｐ＜０．０５），小写字母表示同种外植体不同培养条件下的差异
显著性（Ｐ＜０．０５）。
　 Ｎｏｔｅ： Ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０５）， ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ
ｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｅｘｐｌａｎｔｓ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ （Ｐ＜０．０５）．

根部褐化率皆显著低于嫩叶及带芽茎段褐化率（Ｐ＜
０．０５）。 ３０ ｄ 后统计成活率显示（图 １：Ｂ），暗培养

后，嫩叶、带芽茎段与根部之间成活率差异显著 （Ｐ
＜０．０５），而同一外植体在不同暗培养处理时间下，
成活率差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．３ 不同抗褐化剂预处理对三种外植体褐化的影响

将景宁木兰外植体用 １ ｇ·Ｌ⁃１Ｖｃ 和 １ ｇ·Ｌ⁃１ＰＶＰ
分别浸泡 ６ ｈ，结果显示景宁木兰嫩叶、带芽茎段及根

部的褐化率均低于未经处理的对照 ＣＫ（Ｐ＜０．０５）（表
３）。 １ ｇ·Ｌ⁃１ＰＶＰ 预处理后的外植体抗褐化效果最

好，与未经预处理（ＣＫ）存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。 带

芽茎段经过 １ ｇ·Ｌ⁃１ＰＶＰ 预处理后，褐化率由 ８０．００％
降为 ２８．３３％，显著低于嫩叶（４５．００％）及根部褐化率

（６３．３３％） （Ｐ＜０．０５）。 成活率统计结果显示（图 １：
Ｃ），嫩叶、带芽茎段与根部之间差异显著（Ｐ＜０．０５），
处理时间之间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．４ 不同浓度抗褐化剂处理对三种外植体褐化的影响

从表 ４ 可以看出，在培养基中加入不同浓度的

抗氧化剂、吸附剂均能显著降低（Ｐ＜０．０５）景宁木兰

的褐化程度，但对于不同的外植体，降低褐化程度

的有效抗褐化剂不同。 景宁木兰嫩叶作为外植体

时，０．０２ ｇ·Ｌ⁃１ ＡｇＮＯ３为最佳抗褐化剂，褐化率降低

至 １６．６７％，显著低于其他抗褐化剂（Ｐ＜０．０５）；而 ２
ｇ·Ｌ⁃１ＣＡ 为景宁木兰带芽茎段及根部的最优抗褐

１９０１９ 期 王倩颖等： 景宁木兰组织培养外植体选择与抗褐化研究



表 ３　 不同抗褐化剂预处理对三种外植体褐化的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎｉｎｇ

ａｇｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｅｘｐｌａｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

褐化率 Ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｒａｔｅ （％）

嫩叶
Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｆ

带芽茎段
Ｓｔｅｍ ｓｅｇｍｅｎｔ

ｗｉｔｈ ｂｕｄ

根部
Ｒｏｏｔ

ＣＫ ８０．００Ａａ ８０．００Ａａ ７０．００Ｂａ

１ ｇ·Ｌ⁃１ Ｖｃ ５８．３３Ｂｂ ４６．６７Ｃｂ ６６．６７Ａｂ

１ ｇ·Ｌ⁃１ ＰＶＰ ４５．００Ｂｃ ２８．３３Ｃｃ ６３．３３Ａｃ

　 注： 大写字母表示同一预处理不同外植体之间差异显著性（Ｐ
＜０．０５），小写字母表示同种外植体不同预处理之间的差异显著
性（Ｐ＜０．０５）。
　 Ｎｏｔｅ： Ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ （Ｐ＜０．０５）， ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｃａｓｅ ｌｅｔ⁃
ｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｔｒｅａｔ⁃
ｍｅｎｔ （Ｐ＜０．０５）．

化剂，褐化率分别从 ８０．００％和 ７０．００％（与 ＣＫ 对比）
降低至 ３０．００％和 ５．００％，与其他抗褐化剂相比，其抑

制景宁木兰褐化率效果最好（Ｐ＜０．０５）。 成活率统计

结果显示（图 １：Ｄ），嫩叶、带芽茎段与根部之间差异

显著（Ｐ＜０．０５），不同处理间也差异显著（Ｐ＜０．０５）。

３　 讨论与结论

多数木本植物组培研究结果表明，外植体的褐

化与外植体本身的年龄、部位、大小以及取材有着

密切的关系（黄烈健等，２０１２）。 高度分化的组织、
树龄越大、木质化程度越高的外植体褐化程度高，
幼嫩的材料褐化率相对较低，同时取材时间也是影

响褐化的重要原因（崔堂兵等，２０１６）。 一般植物外

植体取材以冬春季节的嫩稍、嫩茎为主 （黄烈健和

王鸿，２０１６），但景宁木兰为先花后叶植物，叶芽在

夏初萌动，因此本研究选择初夏季节景宁木兰的嫩

叶、带芽茎段为外植体，取材时间在夏初，有别于其

他物种。 同时，首次尝试使用根部作为外植体，经
７５％的酒精消毒处理 ８ ｍｉｎ 时，根部污染率为 ０，消
毒 １４ ｍｉｎ 时，叶片及茎段的污染率分别为 ７８．３３％
和 ２５．００％，但因褐化的原因导致三种外植体组培成

活率较低。
培养初期的黑暗环境培养可以降低景宁木兰

表 ４　 不同抗褐化剂及浓度对三种外植体褐化的影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎｉｎｇ

ａｇｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｅｘｐｌａｎｔｓ

抗褐化剂
Ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎｉｎｇ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａ⁃

ｔｉｏｎ
（ｇ·Ｌ⁃１）

褐化率 Ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｒａｔｅ （％）

嫩叶
Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｆ

带芽茎段
Ｓｔｅｍ ｓｅｇｍｅｎｔ

ｗｉｔｈ
根部
Ｒｏｏｔ

ＡＣ ０．５ ３８．３３Ｂｇ ４６．６７Ｃｇ ３５．００Ａｉ

１．０ ４８．３３Ｃｅ ５３．３３Ａｄ ５１．６７Ｂｅ

２．０ ６３．３３Ａａ ５８．３３Ｃｂ ６１．６７Ｂａ

ＰＶＰ ０．５ ４０．００Ａｆ ５３．３３Ｂｄ ５３．３３Ｂｄ

１．０ ３３．３３Ｃｈ ４８．３３Ａｆ ４６．６７Ｂｇ

２．０ ２１．６７Ｃｌ ４５．００Ａｈ ３８．３３Ｂｈ

ＣＡ ０．５ ２８．３３Ｂｋ ３６．６７Ａｋ ６．６７Ｃｐ

１．０ ３０．００Ｂｊ ４０．００Ａｊ １０．００Ｃｏ

２．０ ２１．６７Ｂｌ ３０．００Ａｍ ５．００Ｃｑ

Ｖｃ ０．５ ４８．３３Ｂｅ ３６．６７Ｃｋ ５０．００Ａｆ

１．０ ４０．００Ａｆ ３５．００Ｂｌ ３３．３３Ｃｊ

２．０ ３１．６７Ｂｉ ５０．００Ａｅ ２８．３３Ｃｋ

ＡｇＮＯ３ ０．０１ ２０．００Ｂｍ ４５．００Ａｈ １５．００Ｃｍ

０．０２ １６．６７Ｂｎ ４３．３３Ａｉ １１．６７Ｃｎ

０．０３ ２０．００Ｂｍ ４５．００Ａｈ １６．６７Ｃｌ

Ｎａ２Ｓ２Ｏ３ ０．１ ６０．０Ｂ０ｂ ６０．００Ｂａ ６１．６７Ａａ

０．２ ５３．３３Ｃｃ ５６．６７Ｂｃ ６０．００Ａｂ

０．４ ５０．００Ｂｄ ４５．００Ｃｈ ５５．００Ａｃ

　 注： 大写字母表示同种同浓度的抗褐化剂不同外植体之间差
异显著性（Ｐ＜０．０５），小写字母表示同种外植体不同抗褐化剂及
浓度之间的差异显著性 Ｐ＜０．０５）。
　 Ｎｏｔｅ： Ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ
（Ｐ＜０．０５）， ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｅｘｐｌａｎｔｓ （Ｐ＜０．０５）．

外植体的褐化程度（周丽艳等，２００８；王欢等，２０１２；
叶小玲等，２０１６）。 这应该是由于适当的黑暗处理

降低了外植体内受光诱导的多酚氧化酶等的活性，
且使伤口细胞活化，在一定程度上减少了外植体酚

类物质的溢出，有利于芽的分化。 但是，随着暗处

理时间的延长，叶片和茎段的褐化率显著升高（Ｐ＜
０．０５），推测其原因可能是由于光合作用被抑制，叶
片和茎段自身保护酶活性降低，电解质外渗，导致细
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图 １　 不同处理下三种外植体的存活率　 Ａ． 不同消毒时间； Ｂ． 不同培养条件； Ｃ． 不同抗褐化剂预处理； Ｄ． 不同褐化剂浓度。
Ｆｉｇ． １　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　 Ａ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ； Ｂ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；

Ｃ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ； Ｄ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｂｒｏｗｎｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ．

胞膜系统受到损伤，最终引起褐化。 而根部本身对

光不敏感，因而随着暗培养时间的延长，根部褐化

率显著下降（Ｐ＜０．０５）。 本研究中暗处理 ７ ｄ 时，叶
和茎段的褐化率最低，根部暗处理 １４ ｄ 时褐化率最

低验证了以上观点。
本研究中，使用 ＰＶＰ 或 Ｖｃ 两种抗褐化剂浸泡

处理过的叶和茎段的褐化率明显低于根，并且 ＰＶＰ
对茎段褐化抑制效果最明显。 而在抗褐化剂处理

下，根的褐化率反而最高，可能由于根部细胞组织

结构有别于叶片和茎段组织，在 ＰＶＰ 等抗褐化剂长

时间处理下，其细胞组织更容易受到抗褐化剂的破

坏从而导致在处理 ８ ｍｉｎ 后，褐化率反而随时间延

长而增加的现象。 将抗氧化剂和吸附剂加入培养

基是遏制抗褐化的有效办法 （黄烈健和王鸿，
２０１６）。 不同部位和生理状态下的外植体，酚类物

质含量及多酚氧化酶活性是有差异的 （徐石等，
２００８；唐军荣等，２０１４）。 因此不同抗褐化剂对景宁

木兰的不同组织防褐化的效果存在差异。 研究得

出：接种前将景宁木兰外植体在 １ ｇ·Ｌ⁃１ＰＶＰ 浸泡 ６
ｈ 后可以有效降低外植体的褐化率；培养基中加入

０．０２ ｇ·Ｌ⁃１ＡｇＮＯ３景宁木兰叶片褐化率最低，加入 ２
ｇ·Ｌ⁃１ＣＡ 景宁木兰带芽茎段及根部褐化率最低。
ＭＳ 培养基含有大量的 ＮＨ４

＋，容易引起酚类物质的

产生，培养基中加入 ＡｇＮＯ３，ＮＯ３
－ 降低 ＮＨ４

＋ 浓度

（Ｆｅｔｔ⁃Ｎｅｔｏ ｅｔ ａｌ，１９９２），促进了景宁木兰愈伤组织的

生长，降低了其褐化率。 ＣＡ 通过降低 ＰＯＤ 活性或

结合培养基中的金属离子抑制多酚氧化酶（ＰＰＯ）
的活性，防止酶促褐变，降低景宁木兰外植体的褐

化率。 ＰＶＰ 通过吸附外植体产生的酚类和醌类物

质防止外植体的褐化。 将 ＰＶＰ 加入培养基中，防褐

化及启动效果显著低于 ＡｇＮＯ３和 ＣＡ（Ｐ＜０．０５），可
能是因为 ＰＶＰ 在吸附外植体分泌到培养基中的有

害物质时，同时延缓了细胞分裂素 ６⁃苄氨基腺嘌呤

（６⁃ＢＡ）的作用（陈彪等，１９９９），刺激了多酚氧化酶
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的活性（Ｍｕｌｉｎ，１９９５）。 故而得出结论，在景宁木兰

的组织培养中，宜将外植体在 ＰＶＰ 溶液中浸泡，而
不适宜将其作为抗褐化剂加入至培养基中。

综上所述，带芽茎段及根部适宜作为景宁木兰

最佳外植体，在单因素的处理下，适当的黑暗处理、１
ｇ·Ｌ⁃１ＰＶＰ 预处理、培养基中加入 ２ ｇ·Ｌ⁃１ＣＡ，都可

有效防止景宁木兰褐化。 但对于景宁木兰组培过

程中防褐化的问题仍需进一步的研究。
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