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摘要：［目的］确定引起天女木兰褐化现象的酚酸种类，筛选出最佳抗褐化剂及使用最适浓度。［方法］在Ｂ５培养基
中分别添加各种抗褐化剂，芽外植体培养３０ｄ后计算出褐化率，对褐化率结果进行统计分析，并比较三种抗褐化剂
的抗褐化效果；另外，在组培过程中定期取样，利用 ＨＰＬＣ测定芽外植体中咖啡酸、绿原酸和对香豆酸含量变化。
［结果］表明：天女木兰芽外植体褐化过程中咖啡酸和绿原酸含量下降幅度较大，而对香豆酸含量下降幅度较小，说

明咖啡酸和绿原酸容易被氧化，而对香豆酸较为稳定；三种抗褐化剂控制褐化现象发生的最佳效果排序为 ＶＣ＞
ＰＶＰ＞ＣＡ；尽管ＰＶＰ控制酚酸氧化效果不如ＣＡ，但是预防褐化效果确强于ＣＡ，其原因是由于二者抗褐化机理不同
所致；ＶＣ使用的最适浓度为５００ｍｇ·Ｌ－１，如果超过此浓度会导致外植体褐化率增加；ＰＶＰ最适浓度为１０００
１５００ｍｇ·Ｌ－１，ＣＡ最适浓度为３００ｍｇ·Ｌ－１。［结论］天女木兰芽外植体褐化底物是咖啡酸和绿原酸，而与对香豆
酸无关；ＶＣ、ＰＶＰ和 ＣＡ三种抗褐化剂抗褐化机理各不相同，综合比较 ＶＣ抗褐化效果最好，其次是 ＰＶＰ，ＣＡ排在
最后。
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　　天女木兰（ＭａｇｎｏｌｉａｓｉｅｂｏｌｄｉｉＫ．Ｋｏｃｈ）又名小花
木兰，为木兰科（Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ）木兰属（Ｍａｇｎｏｌｉａ）的
落叶小乔木，是国家三级濒危植物。天女木兰在组

培过程中外植体褐化非常严重，严重影响了其组培

成功率。木本植物与草本植物相比褐化现象更为严

重，其原因是木本植物含较多的酚类化合物。多酚

氧化酶（ＰＰＯ）是末端氧化酶，在正常情况下植物体
酚类物质与醌类分布在细胞内不同区域，酚类物质

分布在液泡内，ＰＰＯ分布在质体和细胞质中与膜结
合呈潜伏状态，当外植体被切割后膜结构遭到破坏，

ＰＰＯ与酚类物质接触，在外植体伤口处发生氧化作
用，酚类物质被氧化成醌类物质，醌类物质再经非酶

促反应聚合形成褐色物质，并对植物产生毒害作

用［１－５］。为了控制外植体褐化，人们在培养基中添

加抗褐化剂达到预防褐化目的，比如：维生素 Ｃ、柠
檬酸、半胱氨酸、聚乙烯吡咯烷酮和活性炭等。目

前，有少量使用抗褐化剂抑制天女木兰组培褐化方

法的研究报道［６－７］，而关于抗褐化剂控制天女木兰

外植体褐化机理的研究还未见报道。本文以天女木

兰芽作为外植体，在培养基中分别添加维生素 Ｃ、柠
檬酸和聚乙烯吡咯烷酮三种类型抗褐化剂，在组织

培养过程中定期取样，利用高效液相色谱仪测定芽

外植体中主要酚酸含量动态变化，确定引起天女木

兰褐化现象的主要酚酸种类，从外植体褐化率及外

植体主要酚酸含量动态变化两方面，比较三种抗褐

化剂的抗褐化效果，确定酚酸种类与褐化的关系，为

解决天女木兰组培褐化问题及揭示不同类型抗褐化

剂的作用机理提供一定理论依据。

１　材料与方法

１．１　培养材料与培养方法
于４月初采集天女木兰成年树上一年生枝条，

放置在实验室进行水培８ １０ｄ，待芽萌动膨大时
剪取顶芽和侧芽，芽长０．５ １．０ｃｍ，用洗洁精浸泡
２０ｍｉｎ，流水冲洗２ｈ。在超净工作台内将芽放入质
量分数为７５％的乙醇溶液中消毒３０ｓ，用无菌水冲
洗３次，然后用０．１％氯化汞处理７ｍｉｎ，无菌水冲洗
５次，接种。

１．２　培养基配制、培养条件及褐化率计算、统计分
析方法

　　在Ｂ５培养基中分别添加不同浓度维生素Ｃ（以
下简称ＶＣ）、柠檬酸（以下简称 ＣＡ）和聚乙烯吡咯
烷酮（以下简称ＰＶＰ）三种抗褐化剂，其余添加成份
相同，分别添加 ０．５ｍｇ·Ｌ－１六苄基腺嘌呤（６－
ＢＡ）、０．３ｍｇ·Ｌ－１吲哚丁酸（ＩＢＡ）、蔗糖３０ｇ·Ｌ－１，
调ｐＨ５．６ ５．８。试验设一个对照（ＣＫ）和三个不同
浓度（Ｔ１、Ｔ２和Ｔ３）处理，每个处理培养３０瓶，重复３
次。各处理添加抗褐化剂浓度详见表１。培养温度
２５℃，光照１５００ ２０００ｌｘ，培养３０ｄ统计外植体褐
化率。褐化率计算方法为：褐化率 ＝褐化瓶数／培养
瓶数×１００％。试验采用单因素方差分析及多重比
较，利用Ｓｐａｓｓ１８．０版软件对褐化率进行统计分析。
１．３　取样与酚酸测定方法
１．３．１　取样　接种１０ｄ后开始取样，取样时间为
１０ｄ、２０ｄ和３０ｄ，选取具有代表的芽外植体，液氮
冷冻，存放于－８０℃超低温冰柜中保存备用。
１．３．２　酚酸提取及测定方法　参考 Ｒｏｓａ等［８］发表

的方法略加改动。称取冷冻样品 ２．０ｇ，加液氮研
磨，用 １６ｍＬ６０％ 乙醇超声波提取 ３０ｍｉｎ，重复提
取３次，过滤，滤液合并。用旋转蒸发仪 ３５℃低压
蒸出乙醇剩水相，用 ６ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液调水相 ｐＨ
至 ２．０，用 ３０ｍＬ乙酸乙酯萃取３次，合并酯相。在
３５℃下浓缩至干，残渣用 ６０％甲醇溶解，定容至 ５
ｍＬ，用 ０．４５μｍ滤膜过滤，上样检测。
１．３．３　ＨＰＬＣ测定酚酸的条件及方法　高效液相色
谱仪（型号ＬＣ２０Ａ，岛津公司生产）；二极管阵列检
测器（型号 ＳＰＤＭ２０Ａ）；ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８色谱柱（规
格４．６ｍｍ ×２５０ｍｍ，５μｍ）。使用 Ａ和 Ｂ双泵系
统，流速０．８ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃。流动相 Ａ为
１％（体积分数）乙酸水溶液，流动相Ｂ为１％乙酸甲
醇溶液；采用梯度洗脱，洗脱梯度：起始浓度１０％ Ｂ；
０ １５ｍｉｎ，１８％ Ｂ；１５ ３５ｍｉｎ，２５％ Ｂ；３５ ４５
ｍｉｎ，３５％ Ｂ；４５ ６０ｍｉｎ，５０％ Ｂ；６０ ６５ｍｉｎ，９５％
Ｂ。甲醇和乙酸均为色谱纯，咖啡酸、绿原酸和对香
豆酸纯度＞９９％（Ｓｉｇｍａ公司生产）。定量方法采用
孙洪圳［９］等介绍的方法进行，每个样品重复三次进
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样测定，测定结果取平均值。

２　结果与分析
２．１　抗褐化剂对芽外植体褐化的影响

三种抗褐化剂对外植体褐化率的影响见表１。
从表１得出，除ＶＣ（Ｔ３）处理之外，其余各处理褐化
率与对照相比差异均极显著。三种抗褐化剂处理褐

化率最低的前三名排序为 ＶＣ（Ｔ２）、ＶＣ（Ｔ１）和
ＰＶＰ（Ｔ３）处理，ＶＣ表现出良好的抗褐化效果，但是
其三个不同浓度处理褐化率差异较大，ＶＣ（Ｔ２）处理
褐化率最低为１２．２％，其次是ＶＣ（Ｔ１）处理１６．７％，

二者差异不显著，但是 ＶＣ（Ｔ３）处理褐化率高达
４８．９％，与Ｔ１、Ｔ２处理相比差异极其显著，而与 ＣＫ
处理褐化率差异不显著，其原因在后面讨论中进行。

ＰＶＰ抗褐化效果仅次于ＶＣ（Ｔ１和 Ｔ２）处理，ＰＶＰ处
理褐化率变化比较有规律性，随着添加 ＰＶＰ浓度增
加，外植体褐化率下降，Ｔ１、Ｔ２和 Ｔ３处理褐化率分
别为２６．７％、１８．９％和１７．８％。ＣＡ处理的褐化率
最高，其Ｔ１、Ｔ２和Ｔ３处理的褐化率分别为 ３６．７％、
２６．７％和２７．８％，Ｔ２和 Ｔ３处理抗褐化效果明显好
于Ｔ１处理，差异十分显著，但是 Ｔ２和 Ｔ３处理之间
差异不显著。

表１　不同浓度抗褐化剂处理对外植体褐化的影响
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｐｌａｎｔｓｂｒｏｗｎｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｂｙａｎｔｉｂｒｏｗｎｉｎｇａｇｅｎｔｓｗｉｔｈｄｅｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓ

抗褐化剂种类

Ａｎｔｉｂｒｏｗｎｉｎｇ
ａｇｅｎｔｔｙｐｅ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

添加浓度

Ａｄｄｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／（ｍｇ·Ｌ－１）

接种瓶数

Ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ
ｂｏｔｔｌｅｑｕａｎｔｉｔｙ

褐化率

Ｂｒｏｗｎｉｎｇｒａｔｅ
／％（３０ｄ）

褐化程度

Ｂｒｏｗｎｉｎｇ
ｄｅｇｒｅｅ

ＣＫ ０ ３０ ５２．２±１．６９ｅ ＋＋＋

ＶＣ
Ｔ１
Ｔ２
Ｔ３

２５０
５００
７５０

３０
３０
３０

１６．７±１．４９ａｂ
１２．２±０．９９４ａ
４８．９±１．６９ｅ

＋
＋

＋＋＋

ＣＡ
Ｔ１
Ｔ２
Ｔ３

１００
３００
５００

３０
３０
３０

３６．７±１．１５ｄ
２６．７±１．２５ｃ
２７．８±０．７１ｃ

＋＋
＋＋
＋＋

ＰＶＰ
Ｔ１
Ｔ２
Ｔ３

５００
１０００
１５００

３０
３０
３０

２６．７±１．２５ｃ
１８．９±０．８２ｂ
１７．８±０．８２１ｂ

＋＋
＋
＋

　　表中褐化率一栏数据为褐化率平均值±标准误，不同小写字母表示差异极显著（α＝０．０１）。
褐化程度分轻、中和重度三级，分别用“＋”、“＋＋”和“＋＋＋”表示。
Ｖａｌｕｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｍｅａｎｓ±ＳＥ，ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｗｉｔｈｉｎｔｈｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅａｔα＝０．０１ｌｅｖｅｌ．
Ｂｒｏｗｎｉｎｇｄｅｇｒｅｅｉｓｃａｔｅｇｏｒｉｚｅｄｉｎｔｏｌｉｇｈｔ，ｍｏｄｅｒａｔｅ，ａｎｄｓｅｖｅｒｅｌｅｖｅｌｓ，ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙ＋”，“＋＋”ａｎｄ“＋＋＋”，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．２　ＶＣ处理对芽外植体中酚酸含量变化影响
不同浓度 ＶＣ处理对天女木兰芽中咖啡酸含量

变化影响见图１Ａ。在培养第１０ ３０ｄ，各处理咖啡
酸含量均呈下降趋势，其中 ＣＫ处理咖啡酸含量下
降幅度高达 ６６．４％，而 Ｔ１、Ｔ２和 Ｔ３分别下降
４３．４％、１２．８％和６６．７％，Ｔ２处理咖啡酸下降幅度
最小，其次是 Ｔ１处理，Ｔ３处理咖啡酸下降幅度最
大，其下降幅度还略高于 ＣＫ处理下降幅度；在培养
初期第１０ｄ时，Ｔ１和 Ｔ２处理与 ＣＫ处理相比咖啡
酸含量高出８．２１％和１５．５６％，而Ｔ３处理咖啡酸含
量比ＣＫ处理低２８．３％。外植体中咖啡酸的下降幅
度越大，说明咖啡酸氧化程度高。试验结果显示 Ｔ２
处理预防咖啡酸氧化效果最好，其次是 Ｔ１处理，Ｔ３
处理从结果看似乎是咖啡酸氧化加剧，但是其原因

比较复杂，这一现象在后面讨论中进行。

图１Ｂ显示ＶＣ处理对绿原酸含量变化的影响。
各处理绿原酸含量均呈下降趋势，第１０ ３０ｄ，ＣＫ

处理绿原酸含量下降７０．９％，而 Ｔ１、Ｔ２和 Ｔ３处理
绿原酸下降幅度分别为３２．９％、２４．５％和６７．４％，
其中Ｔ２处理下降幅度最小，其次是 Ｔ１处理，Ｔ３处
理下降幅度最大；在第１０ｄ，ＣＫ处理绿原酸含量分
别比Ｔ１和 Ｔ２处理下降４．９％和７．６％，而与 Ｔ３处
理相比绿原酸含量还高１６．７％；在第１０ ３０ｄ，ＣＫ
处理绿原酸含量一直低于Ｔ１和Ｔ２处理，但高于 Ｔ３
处理，绿原酸与咖啡酸含量变化具有相同规律。

图１Ｃ显示ＶＣ处理对对香豆酸含量变化的影
响。在第１０ ３０ｄ，对香豆酸含量整体呈下降趋
势，其中ＣＫ处理对香豆酸含量下降仅为７．４％，远
远低于咖啡酸和绿原酸ＣＫ处理６６．４％和７０．９％的
下降幅度。Ｔ１、Ｔ２和 Ｔ３处理对香豆酸含量下降幅
度分别是７．４％、６．１％和１３．８％，Ｔ１和 Ｔ２处理与
ＣＫ处理相差不大，而 Ｔ３处理与 ＣＫ处理相比下降
幅度相对较大。

７２５
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图１　不同浓度ＶＣ处理对芽中咖啡酸（Ａ）、绿原酸（Ｂ）和对香豆酸（Ｃ）含量变化的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＶＣｌｅｖｅｌｓｏｎｃｏｎｔｅｎｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ（Ａ），ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ（Ｂ），ａｎｄｐｃｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄ（Ｃ）ｉｎｂｕｄｓ

　　从图１（Ａ、Ｂ和 Ｃ）的试验结果可以看出，天女
木兰外植体芽中咖啡酸和绿原酸化学性质非常活跃

易被氧化。在培养初期，外植体中咖啡酸和绿原酸

含量下降幅度较大，ＶＣ可以阻止二者含量大幅下降
的趋势，即具有预防咖啡酸和绿原酸被氧化的功能。

培养基中添加 ＶＣ浓度在２５０ ５００ｍｇ·Ｌ－１范围
时，随着ＶＣ浓度增加预防酚酸氧化效果越好，当培
养基中ＶＣ浓度达７５０ｍｇ·Ｌ－１时，ＶＣ起到加速咖
啡酸和绿原酸下跌作用，即失去了保护酚酸的功效。

对香豆酸含量在芽组培过程中变化幅度不大，说明

其较为稳定，不易被氧化。培养基中添加 ＶＣ浓度
２５０ ５００ｍｇ·Ｌ－１时，对其含量变化无太大影响，
但ＶＣ浓度达到７５０ｍｇ·Ｌ－１时，对香豆酸含量亦会
快速下降。

２．３　ＣＡ处理对芽外植体中酚酸含量变化影响
ＣＡ对咖啡酸含量变化影响见图２Ａ，在第１０

３０ｄ，各处理咖啡酸含量整体均呈下降趋势，其中Ｔ２
处理咖啡酸含量下降４４．８％，下降幅度最小，其次
是Ｔ３处理下降 ４７．２％，Ｔ１处理下降幅度最大为
６３．１％。三处理咖啡酸含量下降幅度均低于 ＣＫ处
理６６．４％下降幅度；在第１０ｄ时，ＣＫ处理与 Ｔ１、Ｔ２
和Ｔ３处理相比，咖啡酸含量分别下降４．９％、６．３％
和６．９％，至第２０ｄ，下降幅度加大，分别为１３．４％、
４３．０％、４０．７％。

图２Ｂ显示 ＣＡ对绿原酸含量变化的影响。绿
原酸含量变化规律与咖啡酸很相似，整体呈现下降

趋势。在第１０ ３０ｄ，Ｔ１、Ｔ２和Ｔ３处理绿原酸含量
下降幅度分别为５０．５％、３４．２％和３６．２％，均低于
ＣＫ处理 ７０．９％下降幅度；在第１０ｄ时，ＣＫ处理绿
原酸含量与 Ｔ１、Ｔ２和 Ｔ３处理相比分别低 ４．８％、
６．５％和６．６％，至第２０ｄ时下降幅度加大，分别低
３０．８％，２３．４％和 ２２．０％。

８２５
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对香豆酸含量变化见图２Ｃ，在第１０ ３０ｄ，各
处理对香豆酸含量均小幅呈下降趋势，Ｔ１、Ｔ２和Ｔ３

处理对香豆酸含量下降幅度分别为６．２％、８．１％和
５．２％，与ＣＫ组７．４％的下降幅度相比，差别不大。

图２　不同浓度ＣＡ对咖啡酸（Ａ）、绿原酸（Ｂ）和对香豆酸（Ｃ）含量变化的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣＡｌｅｖｅｌｓｏｎｃｏｎｔｅｎｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ（Ａ），ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ（Ｂ），ａｎｄｐｃｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄ（Ｃ）ｉｎｂｕｄｓ

　　从图２（Ａ、Ｂ和Ｃ图）可以得出，ＣＡ对咖啡酸和
绿原酸具有显著的保护作用，在１００ ３００ｍｇ·Ｌ－１

范围内随着ＣＡ浓度增加，二者含量下降幅度减小，
即ＣＡ预防酚酸氧化能力增强；当 ＣＡ浓度达到５００
ｍｇ·Ｌ－１时，预防酚酸氧化效果并未增强。ＣＡ与
ＶＣ均具有防止咖啡酸和绿原酸被氧化的功能，不同
之处在于，高浓度 ＶＣ会导致咖啡酸和绿原酸含量
大幅下降，而 ＣＡ则未出现此现象。在培养过程中
对香豆酸含量变化幅度不大，ＣＡ对其保护作用不
显著。

２．４　ＰＶＰ对酚酸含量变化的影响
不同浓度 ＰＶＰ对咖啡酸含量变化的影响见图

３Ａ。在第１０ ３０ｄ，各处理咖啡酸含量均呈下降趋
势，Ｔ１、Ｔ２和Ｔ３处理咖啡酸含量分别下降６３．３％、
５９．１％和４９．３％，均低于ＣＫ组６６．４％的下降幅度；

第１０ｄ时，ＣＫ处理咖啡酸含量与Ｔ１、Ｔ２和Ｔ３处理
相比变化幅度不大，变化在５％范围内，至２０ｄ时，
下降幅度分别为１１．７％、１９．６％和３４．８％，下降幅
度开始加大。

ＰＶＰ对绿原酸含量变化影响见图３Ｂ，各处理绿
原酸含量整体呈下降趋势，在第１０ ３０ｄ，Ｔ１、Ｔ２和
Ｔ３处理绿原酸含量下降幅度分别为６０．７％、５７．１％
和５５．２％，低于ＣＫ对照６６．４％的下降幅度；第１０ｄ
时，各处理处理绿原酸含量与 ＣＫ处理相比相差不
大，ＣＫ处理咖啡酸含量略高于 Ｔ１和 Ｔ２处理，低于
Ｔ３处理，至第２０ｄ时，ＣＫ组绿原酸含量与Ｔ１、Ｔ２和
Ｔ３处理相比下降幅度加大，分别为２６．０％、３２．９％
和３５．９％。

ＰＶＰ处理与对香豆酸含量变化关系见图３Ｃ，在
培养第１０ ３０ｄ，各处理香豆酸含量均呈小幅下降

９２５
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趋势，Ｔ１、Ｔ２和Ｔ３处理对香豆酸含量下降幅度分别
为５．６％，５．６％和５．３％，略低于 ＣＫ处理７．４％的
下降幅度，ＰＶＰ处理对对香豆酸含量变化影响不大。

从图３（Ａ、Ｂ和 Ｃ）可以得出，ＰＶＰ亦具有预防
咖啡酸和绿原酸含量下降作用，即对外植体内咖啡

酸和绿原酸具有保护功能，但是通过与ＶＣ和ＣＡ处
理咖啡酸和绿原酸含量变化比较，ＰＶＰ对咖啡酸和
绿原酸的保护效果不如 ＶＣ和 ＣＡ处理。对香豆酸
化学性质相对稳定，ＰＶＰ处理与ＶＣ和ＣＡ处理对其
含量变化影响不大。

图３　不同浓度ＰＶＰ处理对咖啡酸（Ａ）、绿原酸（Ｂ）和对香豆酸（Ｃ）含量变化的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＰＶＰｌｅｖｅｌｓｏｎｃｏｎｔｅｎｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ（Ａ），ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ（Ｂ），ａｎｄｐｃｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄ（Ｃ）ｉｎｂｕｄｓ

３　结果与讨论
３．１　主要酚酸与外植体褐化之间关系

酚类物质是植物体内次生物质，其种类繁多，主

要包括酚酸、黄酮、单宁和木质素。植物组培褐化现

象产生经常由于不同种酚类物质造成，如板栗与蝴

蝶兰褐化主要是由于单宁氧化引起［１０－１２］，绿原酸是

造成苹果、油橄榄和甜菜褐化的主要底物［１３－１５］。印

芳等对蝴蝶兰研究发现蝴蝶兰褐化与总酚含量有

关，其中绿原酸、咖啡酸、儿茶酚和对香豆酸等可能

是褐化底物［１６－１７］。天女木兰组培褐机理研究尚未

见报道，我们曾利用 ＨＰＬＣ仪对天女木兰芽中咖啡

酸、绿原酸、对香豆酸、没食子酸、儿茶素、表儿茶素、

槲皮素、阿魏酸、香豆素和芦丁等十种酚酸进行了定

性定量测定，仅检测到了对香豆酸、咖啡酸和绿原酸

三种酚酸，其中对香豆酸含量最高，其次是咖啡酸，

绿原酸含量最低。

综合本文研究结果分析，ＣＫ处理与抗褐化剂处
理相比褐化率最高，而其外植体中咖啡酸和绿原酸

下降幅度亦最大，说明二者被氧化程度高，外植体中

大量咖啡酸和绿原酸被氧化成醌类物质导致其含量

大幅下降，ＣＫ处理结果显示咖啡酸和绿原酸氧化与
褐化率密切相关；另外，从抗褐化剂处理试验结果亦

可以得出相同结论，抗褐化剂各处理外植体褐化率
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均低于ＣＫ处理，证明抗褐化剂对咖啡酸和绿原酸
具有保护作用，具有预防酚酸氧化功能，在抗褐化剂

理中ＶＣ（Ｔ３处理除外）处理褐化率最低，而其外植
体在培养过程中咖啡酸和绿原酸的下降幅度最小，

说明二种酚酸被氧化程度低，外植体褐化率与咖啡

酸和绿原酸氧化程度呈正相关。试验结果表明，咖

啡酸和绿原酸是天女木兰组培褐化底物，尽管在天

女木兰芽外植体中对香豆酸含量高于咖啡酸和绿原

酸，但是在组培期间，ＣＫ处理对香豆酸含量下降幅
度仅为７．４％，抗褐化剂处理（ＶＣＴ３处理除外）对
其含量变化影响也不大，说明对香豆酸化学性质稳

定不易被氧化，与外植体褐化关系不大，因此我们认

为对香豆酸不是天女木兰褐化底物。

３．２　三种抗褐化剂抗褐化效果比较
植物中酚酸类物质由于具有活跃的羟基，其化

学性质非常活跃。酚酸根据结构分为苯甲酸型和肉

桂酸型两种类型，常见的苯甲酸型有没食子酸、香草

酸、原儿茶素等，咖啡酸、芥子酸、阿魏酸属于肉桂酸

型，Ｓｒｏｋａ［１８］和ＲｉｃｅＥｖａｎｓ［１９］等人认为酚酸的活性与
结构密切相关，羟基的数量和位置都会影响到酚酸

活性，羟基越多越活跃，羟基数量相同时，取代位置

不同活性不同，如果取代位置相同时，肉桂酸型活性

强于苯甲酸型酚酸。咖啡酸和对香豆酸属于肉桂酸

型酚酸，绿原酸是咖啡酸与奎宁酸的脂化物，所以它

们的化学活性非常强易被氧化。

ＶＣ作为一种强抗氧化剂，因其具有较好抗褐化
效果而被广泛使用，现有研究资料表明，人们使用

ＶＣ作为抗褐化剂的方法性研究较多，而关于 ＶＣ抗
褐化机理研究报道相对较少。本试验结果发现，在

组培期间，ＣＫ处理外植体中咖啡酸和绿原酸含量大
幅下降，说明二者化学性质活跃容易被氧化。ＶＣ具
有显著预防咖啡酸和绿原酸氧化的作用，培养基添

加ＶＣ浓度不超过５００ｍｇ·Ｌ－１时，随着 ＶＣ浓度增
加抑制酚酸氧化效果增强，但是培养基中添加 ＶＣ
浓度超过５００ｍｇ·Ｌ－１会导致外植体中咖啡酸和绿
原酸含量大幅下降，褐化现象加剧。ＶＣ抗褐化机理
很复杂，它可以作为醌类物质还原剂，将醌类物质还

原，同时又具有 ＰＰＯ抑制剂功能，螯合 ＰＰＯ的辅基
铜离子起到抗褐化作用［２０］。ＶＣ作为还原剂还原醌
类物质时，其使用浓度非常重要，浓度低还原效果不

显著，浓度过高时氧化形成的酮化合物与氨化合物

发生非酶褐变使外植体褐变加重［２１］，本实验结果也

证明该观点。所以，使用 ＶＣ作为抗褐化剂要根据

培养植物材料不同，选用不同浓度，因为不同植物材

料酚类物质含量不同。

ＣＡ属于多酚氧化酶抑制剂，经常被用作抗褐化
剂使用。从试验结果可以看出，ＣＡ对天女木兰外植
体中的咖啡酸和绿原酸氧化具有一定的预防作用，

培养基中添加浓度ＣＡ浓度不超过３００ｍｇ·Ｌ－１时，
随着 ＣＡ浓度的增加预防酚酸氧化效果越显著。与
ＶＣ相比，无论是外植体褐化率还是预防酚酸氧化，
ＣＡ均不如ＶＣ效果显著，刘均伟等对紫薯ＰＰＯ活性
的研究发现，ＶＣ对 ＰＰＯ活性的抑制作用强于
ＣＡ［２１］；彭思佳等对荻外植体褐化研究结果显示，ＶＣ
处理抑制外植体褐化效果好于 ＣＡ处理［２２］，本试验

结果他们的研究结论基本一致。

ＰＶＰ是酚类物质吸附剂，可以用来吸附外植体
释放的酚类物质，阻止酚类物质被氧化成醌类物质，

从而达到预防外植体褐化的目的［２３］。试验结果表

明 ＰＶＰ对预防咖啡酸和绿原酸氧化亦具有一定效
果，随着添加 ＰＶＰ浓度的增加，抑制酚酸氧化效果
增强。在抑制酚酸氧化效果方面，三种抗褐化剂排

序为ＶＣ（Ｔ３处理除外）效果最好，其次为 ＣＡ，ＰＶＰ
排在最后；在控制外植体褐化率方面，ＶＣ处理（Ｔ３
处理除外）褐化率最低，其次是 ＰＶＰ处理，ＣＡ处理
褐化率最高。在外植体褐化率排序与控制酚酸氧化

效果排序上ＣＡ和 ＰＶＰ的位置略有不同，其原因可
能是ＰＶＰ抗褐化机理与 ＣＡ不同所致，ＰＶＰ属于吸
附剂，能吸附外植体由于切割释放的酚类物质，以及

酚类物质氧化形成的醌类物质，从而达到预防褐化

的目的，而ＣＡ主要通过抑制 ＰＰＯ氧化酶活性角度
来达到抗褐化的目的，所以在防止酚酸氧化方面强

于ＰＶＰ。
ＶＣ、ＰＶＰ和ＣＡ三种抗褐化剂在预防天女木兰

外植体褐化均具有一定效果，综合比较 ＶＣ抗褐化
效果最好。培养基中添加抗褐化剂时还应考虑外植

体细胞的生长、分裂和分化，培养基中添加抗褐化剂

浓度应该控制在即具有显著抗褐化效果，又不影响

外植体的生长、分裂和分化，所以在使用时尽量减小

使用浓度。

４　结论
本文在培养基中添加三种类型抗褐化剂进行天

女木兰芽外植体的培养，并定期取样，利用 ＨＰＬＣ定
量测定芽外植体中咖啡酸、绿原酸和对香豆酸含量

的动态变化，初步确定天女木兰褐化底物是咖啡酸
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和绿原酸，尽管外植体中对香豆酸含量高于咖啡酸

和绿原酸，但它并不是褐化底物。通过褐化率和三

种酚酸的含量变化比较得出：ＶＣ处理外植体褐化率
最低，其次是ＰＶＰ，ＣＡ处理褐化率最高；ＶＣ在预防
酚酸氧化方面也表现出良好效果，但是应注意使用

浓度，使用浓度不易过高，ＰＶＰ在预防酚酸氧化效果
不如ＣＡ处理，但是在控制外植体褐化率方面强于
ＣＡ处理，可能是其抗褐化机理与ＣＡ不同所致。
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