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摘要: 以杜鹃兰为试验材料, 研究了硫代硫酸钠(Na2S2O3)、维生素C (Vc)、谷胱甘肽(GSH)、活性炭(AC)和聚

乙烯吡咯烷酮(PVP)对杜鹃兰原球茎褐化与增殖的影响。结果表明: 在培养基中分别添加以上5种抗褐化剂对

杜鹃兰原球茎褐化具有不同程度的抑制效果, 且均能明显提高原球茎的增殖率。抗褐化效果以AC最佳, GSH
次之; 增殖效果以PVP最佳, GSH次之。培养基中添加GSH时, 原球茎褐化率与多酚氧化酶(PPO)活性呈极显著

正相关; 添加PVP时, 原球茎褐化率与总酚含量呈显著正相关。综合杜鹃兰原球茎生长状态、褐化和增殖指标

的分析, GSH是5种抗褐化剂中较为理想的抗褐化剂。
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杜鹃兰为兰科(Orchidaceae)杜鹃兰属(Cre-
mastra)珍稀濒危药用草本植物, 具有清热解毒、

润肺止咳、活血止痛、消肿散结和抗肿瘤等功效

(Zhang等2006), 药用价值较大。然而, 因其有性生

殖困难, 无性繁殖系数低, 导致其野生资源濒临枯

竭。近年来, 有关杜鹃兰组织培养方面的研究逐

渐增多(张明生等2009; Zhang等2010; 吴彦秋等

2016; 王汪中等2017), 但制约其快速繁殖的关键技

术问题尚未得到突破, 尤其是作为离体快繁主要

限制因素之一的褐化问题急需解决。研究表明, 
酶促褐化是组织培养中主要的褐化方式, 褐化程

度与多酚氧化酶(polyphenol oxidase, PPO)活性和

酚类物质含量有关(Saltiest 2000; He等2009), 褐化

严重的植物种类通常组织内都含有较多的酚类化

合物, 且酚类化合物的含量越高, 褐化越容易发生

(赵伶俐等2006)。该研究以增殖阶段的杜鹃兰原

球茎为试验材料, 通过添加5种抗褐化剂, 探究不

同抗褐化剂对原球茎褐化和增殖的影响, 并分析

不同抗褐化剂处理下原球茎褐化率与总酚含量及

PPO活性的关系, 以筛选出杜鹃兰组织培养及离体

快繁中适宜的抗褐化剂种类, 从而为杜鹃兰这一

珍稀资源的可持续利用奠定基础。

1  材料与方法

1.1  材料

以增殖阶段的杜鹃兰[Cremastra appendiculata 
(D. Don.) Makino]原球茎为试验材料, 杜鹃兰原球

茎培养体系由贵州大学生命科学学院植物生物技

术实验室建立。

1.2  方法

1.2.1  原球茎培养

将增殖阶段的杜鹃兰原球茎分别接种于添加

不同种类及浓度抗褐化剂的MS+2.0 mg·L-1 TDZ+ 
0.3 mg·L-1 NAA+5.5 g·L-1琼脂+30 g·L-1蔗糖培养基

(pH 5.8~6.0)上(表1), 以不添加抗褐化剂的处理作

为对照(CK), 每个处理接种5瓶, 每瓶接种7个原球

茎, 重复3次。培养条件为温度(25±2)°C, 光照强度

15~20 μmol·m-2·s-1, 光照时间12 h·d-1。接种后42 d
统计原球茎的褐化率和增殖率, 并测定不同处理

下原球茎的总酚含量及PPO活性。

1.2.2  数据测定

采用Singleton等(1999)的Folin-Ciocalteu方法

测定总酚含量。

PPO活性测定采用朱广廉等(1990)的方法。

褐化统计以原球茎边缘以及周围培养基颜色

变褐为标准。褐化率(%)=褐化原球茎数/总接种原

球茎数×100。增殖率(%)=(培养后原球茎数目-接
种原球茎数目)/接种原球茎数目×100。
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1.2.3  统计分析

所有试验数据均采用SPSS 22.0、Excel 2010
和GraphPad Prism 7.0软件进行统计学分析。

2  实验结果

2.1  不同抗褐化剂对增殖阶段的杜鹃兰原球茎褐

化及增殖的影响

五种抗褐化剂对增殖阶段的杜鹃兰原球茎褐

化具有不同的抑制效果(图1)。分别在培养基中添

加不同浓度Na2S2O3、Vc、GSH和AC后, 增殖阶

段的杜鹃兰原球茎褐化率均显著低于对照。随着

Na2S2O3、GSH、AC和PVP浓度的上升, 褐化率先

下降后上升, AC抑制褐化效果最佳。其中添加15 
mg·L-1 Na2S2O3的原球茎的褐化率为34.92%, 比对

照下降了53.84%; 添加75 mg·L-1 GSH的原球茎的

褐化率为25.40%, 比对照下降63.36%; 添加300 
mg·L-1 AC的原球茎的褐化率为23.81%, 比对照下

表1  抗褐化剂种类及浓度

Table 1  The type and concentration of browning inhibitors

水平           Na2S2O3浓度/mg·L-1                    VC浓度/mg·L-1                               GSH浓度/mg·L-1                            AC浓度/mg·L-1 PVP浓度/mg·L-1

1   5   15   25 100    500
2 15   25   50 200 1 000
3 25   50   75 300 3 000
4 50 100 100 400 5 000

降了63.49%; 而PVP抑制褐化的效果并不理想, 添
加3 000 mg·L-1 PVP的原球茎褐化率为61.14%, 仅
比对照下降了27.62%, 可能与杜鹃兰原球茎中酚

类物质的种类有关。随着Vc浓度的上升, 褐化率

先上升后下降再上升, 添加50 mg·L-1 Vc的原球茎

褐化率最低, 为31.75%, 比对照下降了57.01%。

与对照相比, 5种抗褐化剂对杜鹃兰原球茎的

增殖均具有促进作用(图2), 增殖阶段的杜鹃兰原

球茎增殖率均显著高于对照, 其中, 添加PVP的原

球茎增殖率明显高于其他抗褐化剂。随着Na2S2O3

和PVP浓度的上升, 增殖率先上升后下降, 其中添

加15 mg·L-1 Na2S2O3的原球茎增殖率达到350.79%, 
比对照增加了269.84%; 1 000 mg·L-1 PVP处理下原

球茎的增殖率高达580.95%, 比对照增加了500.00%。

原球茎的增殖率随着Vc和GSH浓度的上升而下降, 
15 mg·L-1 Vc处理下原球茎的增殖率为301.59%, 比
对照增加了220.64%; 25 mg·L-1 GSH处理下原球茎

图1  不同抗褐化剂对原球茎褐化的影响

Fig.1  Effects of different browning inhibitors on protocorms browning
不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。下图同此。



叶睿华等: 五种抗褐化剂对杜鹃兰原球茎增殖培养的作用效果 1105

的增殖率为386.51%, 比对照增加了305.56%。随

AC浓度的上升, 原球茎增殖率先下降后上升, 添加

300 mg·L-1 AC的原球茎的增殖率为268.25%, 仅比

对照增加了187.30%。

抗褐化剂的种类和浓度对杜鹃兰原球茎的生

长状态亦有影响(图3)。添加15 mg·L-1 Na2S2O3后, 
原球茎在处理初期生长状态不佳, 但后期的生长

状态较好, 呈嫩绿色, 多数表面长有白色毛状物。

图3  不同抗褐化剂处理对原球茎生长的影响

Fig.3  Effects of different browning inhibitors on protocorms growth
A: CK; B: 15 mg·L-1 Na2S2O3; C: 50 mg·L-1 Vc; D: 75 mg·L-1 GSH; E: 300 mg·L-1 AC; F: 3 000 mg·L-1 PVP。

图2  不同抗褐化剂对原球茎增殖的影响

Fig.2  Effects of different browning inhibitors on protocorms proliferation
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添加50 mg·L-1 Vc后, 原球茎生长状态良好, 原球茎

呈嫩绿色 ,  少数表面长有白色毛状物。添加75 
mg·L-1 GSH后, 原球茎的生长状态最佳, 原球茎呈

绿色, 多数表面长有白色毛状物。添加300 mg·L-1 
AC后, 原球茎生长状态较差, 呈浅绿色, 极少数表

面长有白色毛状物。添加3 000 mg·L-1 PVP后, 原
球茎在处理后期生长状态较好, 呈翠绿色, 部分原

球茎表面长有白色毛状物。而对照组原球茎生长

状态较差, 多数原球茎褐化死亡, 多呈白色, 少数呈

浅绿色, 极少数表面长有白色毛状物。此外, GSH、

PVP和Na2S2O3均有显著促进原球茎分化的效果。

在以上五种抗褐化剂中, 抗褐化效果依次为

AC (300 mg·L-1)>GSH (75 mg·L-1)>Vc (50 mg·L-1)> 
Na2S2O3 (15 mg·L-1)>PVP (3000 mg·L-1); 而增殖效

果依次为PVP (1 000 mg·L-1)>GSH (25 mg·L-1)>  
Na2S2O3 (15 mg·L-1)>Vc (15 mg·L-1)>AC (400 mg·L-1)。
综合杜鹃兰原球茎的褐化率、增殖率和生长状态, 
可以看出, AC抗褐化效果最佳, GSH次之; 而增殖

效果最佳的为PVP, GSH次之; 生长状态最佳的为

GSH, Na2S2O3次之。因此, 在杜鹃兰原球茎增殖培

养过程中, GSH是较为理想的抗褐化剂。

2.2  不同抗褐化剂对杜鹃兰原球茎总酚含量及

PPO活性的影响

不同浓度Na2S2O3处理后, 原球茎中总酚含量

均显著低于对照(表2)。总体上看, 其总酚含量随

Na2S2O3浓度的增加而逐渐上升, 其中, Na2S2O3浓

度为5 mg·L-1时, 总酚含量相对较低, 为248.45 µg·g-1 
(FW), 显著低于对照, 说明低浓度Na2S2O3有利于抑

制酚类物质的形成和积累。而PPO活性随Na2S2O3

浓度的增加先上升后下降, 当Na2S2O3浓度达50 
mg·L-1时, 原球茎的PPO活性低于其他处理, 为
43.16 U·g-1 (FW)·min-1。

Vc处理后, 原球茎的总酚含量和PPO活性均

显著低于对照(表3)。其中, 50 mg·L-1 Vc处理下, 原
球茎中总酚含量最低, 为227.51 µg·g-1 (FW)。总体

上看, PPO活性随Vc浓度增加先下降后上升, 其中, 
25 mg·L-1 Vc处理后PPO活性为30.23 U·g-1 (FW)·min-1, 
均显著低于对照和其他处理。

采用不同浓度GSH处理的原球茎, 其总酚含

量均显著低于对照组(表4)。75 mg·L-1 GSH处理下

的总酚含量最低, 为242.86 µg·g-1 (FW)。随着GSH
浓度的升高, PPO活性呈先上升后下降再上升的变

化, 75 mg·L-1处理后原球茎中PPO活性为30.59 U·g-1 
(FW)·min-1, 显著低于对照和其他处理。

添加不同浓度AC处理后, 原球茎的总酚含量

和PPO活性均显著低于对照(表5)。其中, 300 mg·L-1 
AC处理后的总酚含量最低, 为245.04 µg·g-1 (FW); 
PPO活性在200 mg·L-1 AC处理下达到最低, 为45.23 
U·g-1 (FW)·min-1。本试验结果说明AC对总酚含量

和PPO活性均有较好的抑制作用。

表2  Na2S2O3浓度对原球茎总酚含量及PPO活性的影响

Table 2  Effects of Na2S2O3 concentrations on total phenol content and PPO activity in protocorms

  处理                           浓度/mg·L-1                   总酚含量/µg·g-1 (FW) PPO活性/U·g-1 (FW)·min-1

CK − 347.64±1.18a 72.30±2.14a

Na2S2O3   5 248.45±3.41c 52.15±1.48c

 15 279.63±3.86b 57.51±1.00b

 25 282.65±3.79b 68.70±3.89a

 50 279.89±7.86b 43.16±2.88d

表3  Vc浓度对原球茎总酚含量及PPO活性的影响

Table 3  Effects of VC concentrations on total phenol content and PPO activity in protocorms

处理                                  浓度/mg·L-1                                       总酚含量/µg·g-1 (FW) PPO活性/U·g-1 (FW)·min-1

CK − 347.64±1.18a 72.30±2.14a

Vc   15 239.56±4.37c 38.21±3.59c

   25 237.18±2.12c 30.23±1.63d

   50 227.51±2.32d 45.73±1.63c

 100 286.23±3.67b 62.62±7.89b
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表4  GSH浓度对原球茎总酚含量及PPO活性的影响

Table 4  Effects of GSH concentrations on total phenol content and PPO activity in protocorms

处理             浓度/mg·L-1                      总酚含量/µg·g-1 (FW) PPO活性/U·g-1 (FW)·min-1

CK − 347.64±1.18a 72.30±2.14ab

GSH   25 309.75±4.36b 79.01±5.34a

   50 263.50±7.17c 41.09±8.99c

   75 242.86±4.79d 30.59±1.25d

 100 270.71±7.36c 64.99±2.98b

表5  AC浓度对原球茎总酚含量及PPO活性的影响

Table 5  Effects of AC concentrations on total phenol content and PPO activity in protocorms

处理                              浓度/mg·L-1                                        总酚含量/µg·g-1 (FW) PPO活性/U·g-1 (FW)·min-1

CK − 347.64±1.18a 72.30±2.14a

AC 100 262.00±7.37b 56.37±4.78b

 200 271.60±4.60b 45.23±2.08c

 300 245.04±3.36c 50.13±2.92c

 400 268.70±9.30b 58.25±3.38b

不同浓度PVP处理后, 原球茎的总酚含量存

在差异。由表6可知, 500 mg·L-1 PVP处理的总酚

含量显著高于对照, 而其余浓度PVP处理的总酚含

量均显著低于对照, 其中, 3 000 mg·L-1 PVP处理后

的总酚含量最低, 为250.81 µg·g-1 (FW)。随着PVP
浓度的升高, PPO活性先上升后下降, 其中, 1 000
和3 000 mg·L-1 PVP处理的PPO活性均显著高于对

照, 而5 000 mg·L-1 PVP处理的PPO活性最低, 为
55.30 U·g-1 (FW)·min-1, 显著低于对照, 说明PVP对
PPO活性的抑制作用并不明显。

在以上五种抗褐化剂中, Na2S2O3、Vc、GSH和

AC均能有效降低原球茎的总酚含量, 添加50 mg·L-1 
Vc的总酚含量最低。而不同浓度的Na2S2O3、Vc和
AC处理后, 原球茎的PPO活性均显著低于对照, 添
加25 mg·L-1 Vc的PPO活性最低。

2.3  褐化率、总酚含量和PPO活性的相关性分析

表7显示, GSH处理下, 原球茎褐化率与PPO活

表6  PVP浓度对原球茎总酚含量及PPO活性的影响

Table 6  Effects of PVP concentrations on total phenol content and PPO activity in protocorms

处理                                浓度/mg·L-1                                         总酚含量/µg·g-1 (FW) PPO活性/U·g-1 (FW)·min-1

CK − 347.64±1.18b 72.30±2.14c

PVP    500 420.67±4.06a 69.53±12.29bc

 1 000 318.35±3.20c 80.20±1.81ab

 3 000 250.81±5.50e 82.77±3.04a

 5 000 310.32±1.18d 55.30±1.71d

性呈极显著正相关(相关系数达0.996); PVP处理下, 
原球茎褐化率与总酚含量呈显著正相关。总酚含

量越高, 褐化越严重, 说明总酚含量是引起褐化的主

要因素, 这可能与PVP对酚类物质的吸附作用有关。

3  讨论

有关研究表明, 添加抗褐化剂能有效降低植

物的褐化率, 利用该方法已在其他植物的褐化研

究中取得成效, 且添加不同抗褐化剂对不同种类

植物的抗褐化效果及作用机理存在差异(马文卿等

2010; 郑超等2013; 姚婧等2015)。刘霞等(2015)发
现添加Na2S2O3加重了乌头子根芽眼的褐化程度。

但本试验结果表明, 添加低浓度Na2S2O3能有效降

低杜鹃兰原球茎的褐化率和提高其增殖率, 但褐

化率与总酚含量和PPO活性之间的相关度较低, 这
说明了杜鹃兰原球茎褐化是多种因素共同作用的

结果 ,  或与酚类物质及PPO的区域性分布有关
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表7  不同抗褐化剂处理下原球茎褐化率、总酚含量 
和PPO活性的相关性

Table 7  The correlation among browning rate, total phenol 
and PPO activity in protocorms under different  

browning inhibitors treatments

抗褐化剂       指标      褐化率  总酚含量 PPO活性

Na2S2O3 褐化率   1  
 总酚含量   0.001 1 
 PPO活性 −0.600 0.266 1
Vc 褐化率   1  
 总酚含量   0.778 1 
 PPO活性   0.251 0.803 1
GSH 褐化率   1  
 总酚含量   0.933 1 
 PPO活性   0.996** 0.930 1
AC 褐化率   1  
 总酚含量   0.436 1 
 PPO活性   0.577 0.042 1
PVP 褐化率   1  
 总酚含量   0.964* 1 
 PPO活性   0.128 0.061 1

　　*表示差异显著(P<0.05), **表示差异极显著(P<0.01)。

(Vaughn和Duke 1984)。同时, 本研究发现, 添加

Na2S2O3具有明显促进杜鹃兰原球茎分化的效果, 
这与王小敏等(2009)的研究结果不一致, 该结果不

一致可能是由于Na2S2O3浓度设置不同引起的。不

同浓度Na2S2O3影响外植体分化的作用效果和作用

机理还有待进一步研究。

Vc是一种常见的抗氧化剂, 本研究发现添加

100 mg·L-1 Vc处理的原球茎褐化率明显高于其他

浓度, 这可能是由于Vc浓度过高时, 部分Vc会与某

些氨基酸发生反应生成棕色物质, 从而增加了褐

化程度(周永妍等2015)。此外, 本试验结果表明, 
Vc对总酚的形成和积累有一定的抑制作用, 该结

果与岑忠用等(2016)的研究结果具有一定的相似

性, 但Vc对PPO活性的影响结果不一致可能与设

置的浓度有关。因此, 在通过添加Vc来抑制褐化

时, 应该适当降低Vc的浓度。

GSH可直接和间接清除活性氧或自由基, 在
植物体内发挥抗氧化和整合解毒作用。本试验通

过在培养基中添加GSH有效降低了杜鹃兰原球茎

的褐化率, 这与刘真华等(2005)的研究较为相似。

同时, 本研究的相关性分析发现, 在GSH处理下, 
原球茎褐化率与PPO活性极显著正相关, 可能是因

为PPO通常以非活性状态存在于类囊体中, 而酚类

物质存在于液泡中, 只有这种区域性隔离被打破

时, PPO才表现出酶活性(王曼玲等2005); 而在组

织培养过程中, 当植物受到机械损害后, 体内活性

氧浓度升高, 过多活性氧和自由基会损伤细胞生

物膜(Dhindsa等1982), 故添加一定浓度的GSH有

助于清除植物体内多余的活性氧, 维持植物体内

酚类物质和PPO的区域性隔离, 从而降低褐化率。

AC能吸附植物在组织培养中分泌的酚类物

质。本试验结果也证明了添加AC能明显降低杜鹃

兰原球茎的褐化率, 且原球茎褐化率与总酚含量

呈正相关。但添加AC的原球茎增殖率均低于添加

其他抗褐化剂处理的, 这可能是由于AC在抑制褐

化的同时吸附了原球茎生长所需营养物质(吴彦秋

等2016), 因此, 在使用AC抑制褐化时, 其适宜浓度

的选择尤为重要。

PVP是酚类物质的专一吸附剂。夏亚男等

(2014)在研究对南荻外植体褐变时发现添加PVP
能减轻外植体的褐化程度。本研究发现, 在培养

基中添加PVP时, 褐化率与总酚含量呈显著正相

关, 虽然褐化率有所降低, 但PVP对杜鹃兰原球茎

褐化的抑制作用不佳, 这可能是由于不同植物中

所含酚类物质的种类有所差异(饶慧云等2015), 而
PVP对酚类物质的吸附作用具有选择性, 故PVP对
不同种类植物抑制褐化的效果不同。目前, 引起

杜鹃兰原球茎褐化的酚类物质种类尚不明确, 还
需继续研究。而且, 高浓度PVP处理下杜鹃兰原球

茎的增殖率低于低浓度PVP处理。酚类物质虽然

会加剧褐化, 但酚类物质也是植物生长所必需的

物质之一, 在植物的生长发育中发挥着十分重要

的作用(华晓雨等2017), 故过度吸附酚类物质可能

会导致植物生长状态不良。相比于其他四种抗褐

化剂, PVP的抗褐化效果不佳, 即PVP并不是抑制

杜鹃兰褐化的理想抗褐化剂。

综上所述, 添加Na2S2O3和GSH能有效降低杜

鹃兰褐化率, 且杜鹃兰原球茎增殖率得到明显提

高, 是适宜杜鹃兰控制褐化的抗褐化剂, 但关于这

两种抗褐化剂配合使用是否能更好地抑制褐化还

有待进一步做组合试验。此外, 侯健华等(2015)在
地涌金莲的褐化抑制问题研究中发现添加姜汁对

褐化的抑制达到了很好的效果, 那么添加姜汁是
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否有助于抑制杜鹃兰原球茎培养中的褐化也值得

探究。本试验仅仅是通过添加抗褐化剂来抑制杜

鹃兰原球茎褐化, 但引起杜鹃兰原球茎培养过程

中褐化的发生因素尚不十分明确, 尚有待继续深

入研究。
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Effects of five browning inhibitors on protocorms proliferation culture 
of Cremastra appendiculata
YE Rui-Hua, LÜ Xiang, LI Xiao-Lan, TIAN Hai-Lu, JI Ning, ZHANG Ming-Sheng∗

School of Life Sciences / State Engineering Technology Institute for Karst Desertfication Control, Key Laboratory of Plant 
Resources Conservation and Germplasm Innovation in Mountainous Region (Ministry of Education), Guizhou University, 
Guiyang 550025, China

Abstract: With Cremastra appendiculata as materials, the effects of sodium thiosulfate (Na2S2O3), vitamin C 
(Vc), glutathione (GSH), activated carbon (AC) and polyvinyl pyrrolidone (PVP) on browning and proliferation 
of the protocorm were studied. The results showed that the effects of the above five kinds of browning inhibi-
tors on preventing protocorm browning were different and the proliferation rate of protocorm increased signifi-
cantly. AC was optimal to prevent browning of protocorm, GSH followed. However, the best browning inhibi-
tor for proliferation was PVP, GSH followed. The browning rate of the protocorm and the activity of PPO were 
significantly positively related under GSH treatment. There was a significant positive correlation between the 
protocorm browning rate and total phenol content under PVP treatment. Based on the analysis of the growth 
state, browning and proliferation index of the protocorm, the GSH was the most ideal browning inhibitors.
Key words: Cremastra appendiculata; protocorm; browning inhibitor; browning; proliferation
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