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摘要 研究了抗坏血酸预处理对防止香蕉吸芽外植体褐变的可能性及其作用方式
.

结果表明 :

用抗坏血酸处理吸芽
,

能减轻外植体褐变
,

提高芽丛诱导率
.

脸证了抗坏血酸对香蕉吸芽褐变抑

制作用是通过对将多元酚氧化醉作用下形成的醒类物质
,

重新还原为酚
,

因此是消耗性的
.

讨
.

论

了香蕉快繁中有关阻止褐变经验的生理基础
.

关锐词 香蕉 ; 抗坏血酸 ; 外植体褐变

中图分类号 S仅沼
.

1

植物组织培养技术应用于作物优良品种 的加速繁殖 已逐渐形成新的产业
.

其中
,

香蕉

试管苗的生产
,

由于技术的成熟及具有较高的经济效益而得到极为迅速的发展
.

然而
,

在香

蕉试管苗生产过程中
,

由于外植体接种及早期继代常出现褐变导致成活率降低
,

造成生产上

损失
.

虽然采用抗氧化剂防止吸芽外植体褐变
,

提高成活率
,

已成为一种生产经验
,

但至今

尚未见有关研究的正式报导
.

本试验采用抗坏血酸对香蕉吸芽外植体进行预处理
,

试图探讨

抗氧化剂防止褐变的可能性 ;并分析其作用方 式
,

为有关 生产经 验提供理论依据和 改进

的方向
.

1 材料与方法

L l 材料

1
.

1
.

1 供试材料 香蕉 (材
“ as A A A C a o e n

d i s h su b g r o u P )

1
.

1
.

2 供试杭氧化剂 抗坏血酸
,

分子式 为 C尹sO6
,

分子量 176
.

12
,

略带淡黄色结晶体 (广

东石岐化工厂生产 )
.

1.2 试验步骤和方法

1
.

2
.

1 香蕉茎尖外植体的预处理 将台湾 8号
、

威廉斯 2 个品种的吸芽
,

经常规消毒后
,

取

茎尖生长点 .0 8一 1 mr
3
纵切成 2一 4 块

,

用 10 一20 mg 压的抗坏血酸预处理
,

浸泡 10 一巧 面 n
。

1
,

.2 2 培养方法 将茎尖外植体接种在培养基上
.

20 一30 d 继代一次
.

培养基在诱导芽丛 及增 殖阶段 均使用改 良的 M S + B A 4 一 s gm 压十BI A 或 N A A 0
.

1

一 .0 s gm压 + 白砂糖 4 % + 卡拉胶 0 .4 % 的培养基
.

培养室温度 25 士 3 ℃
.

外植体接种后先采用 自然光培养
,

当诱导 出芽丛后 采用 弱光培

养 ( 50() lx )
。
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.

. 23 香蕉吸芽多酚氧化酶活力的测定 多酚氧化酶酶液制备 取香蕉吸芽生长点四周组

织 9 1
,

用4 m L 50

~ 牲 柠檬酸 一磷酸氢二 钠缓冲液
,

p H .6 O
,

研磨提取
,

5 仪洲)叮m i n 离心

10 m i n
,

取上清液
.

操作在冰冻条件下进行
。

多酚氧化酶活力测定 参照谭兴杰等 ( 19 8 4) 及林哲甫等 ( 1 965 )的力法
.

取 1
.

4 I n L 50
~ 呱

柠檬酸 一 磷酸氢 二 钠缓冲液 (p H 6 .0)
,

0
.

5 m工0
.

1% 邻苯二酚
,

0
.

5 功山H夕
,

30 ℃ 恒温
,

加人

0
.

1 m L 酶液
,

每 105 读 0 D 3 ,

馗
,

光程 1 an
.

反应液总体积 .2 5 1n L
.

活力单位定义 : 测定条件

下
,

每分钟 O D 3 ,。增加 .0 00 1所需酶量
.

然后
,

将 H夕 换成等量的抗坏血酸
,

使反应液中抗坏血酸浓度为 .0 2

~ 呱 ,0 .4

~
l压

,

.0 6

~ 狐
,

抑制邻苯二酚氧化
.

在 .0 4

~ 班 抗血酸条件下
,

改变邻苯二酚浓度 (0
.

1%
,

0
.

08 %
,

.0 06 %
,

.0 04 %
,

.0 02 % )
,

测定抗坏血酸抑制作用与邻苯二酚浓度的关系
.

2 试验结果

.2 1 香蕉吸芽外植体揭变过程的观察

香蕉吸芽接种后
,

外植体四周易氧化变褐
,

褐变程度由最初 的表面进人组织内面
,

最后

死亡
,

死亡率随时间的增长而增加
。

据对未经预处理接种的吸芽生长情况调查
,

接种 1 20 d 后
,

存活率只有 50 %
.

用抗坏血酸处理吸芽外植体的试验结果如表 1
.

表 1 抗坏血酸对防止香燕吸芽外植体揭变的效果

品 种
接种数

/个

颜 色 变 化

第 7 d

白褐褐白

0000,ù,且

台湾 8号

威 廉 斯

台湾 8号

威 廉 斯

处 理

加 g
.

L
一 ’

抗坏血酸 10 一 2 0

抗坏血酸 10 一 2 0

无菌水 (对照 )

无菌水 (对照 )

330

64

处理时间

娜
n

10 ee l s

10 ~ 15

第 Z l d

浅褐

浅褐

深褐

深褐

经预处理 的吸芽
,

在 1周 内呈 现白色
,

1周后表层浅褐
,

切去表面仍为白色
.

接种 10 d

后吸芽开始萌动
,

20 d 叶鞘展开变绿
.

对接种 lZ d 的外植体继代时
,

切去表层褐变物后再重

复进行上述预处理
,

效果更好
。

我们对 76 个外植体进行跟踪观察
,

发现继代 42 d
,

产生 44 个侧

芽
,

再经 6 次继代
,

共获 69 12 个不 定芽
.

芽丛诱导率为 93 %
,

而对照 的只有 巧%
.

根据初

步试验结果看
,

抗坏血酸能减 轻褐 变
,

表 2 香燕 (威廉斯 )吸芽生长点组织多酚权化

提高芽丛诱导率
.

酶活力

1 2 香蕉吸芽多元酚氧化酶活力的测定 样 品 1 n lll 平均

香蕉吸芽多元酚氧化酶 活力 测定 酶 活 力 11 .4 1.44 .87 .11 5

结果如表 2
.

/ x l03 单位
.

9
一 ,

鲜重

表 2可见
,

香蕉 吸芽内存在多元酚氧化酶
.

.2 3 抗坏血酸对邻苯二酚氧化的抑制作用

抗坏血酸抑制邻苯二酚氧化
.

当反应物中邻苯二酚浓度为 0
.

1% 时
,

用同一次提取 的酶

液做不同抗坏血酸浓度试验
.

当抗坏血酸浓度为 .0 2

~ 班 时
,

邻苯二酚的氧化速度减缓 ;

抗坏血酸浓度 为 .0 4

~
1压时

,

约 70 5 迟滞期后才见 O D 值的明显上升
,

且 O D 值上升很快
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,矛6

:
On趋于平缓

,

而 当抗坏血酸浓度 为.0 6 r n ln o
呱 时

,

观察

10 们。 In O D 值仍没有上升
。

而在第 Zd 测定时
,

O D 值

趋于 co
,

表明经过相 当长迟滞期后
,

邻苯二酚最后仍

被氧化了
.

反应进程曲线如 图 1
。

.2 4 抗坏血酸抑制作用与邻苯二酚浓度的关系

抗坏血酸抑制邻苯二酚氧化还 与邻苯二酚的浓

度 有 关
.

当反 应 液 中抗 坏血 酸 浓 度 为 .0 4

~
1压

时
,

用同一次提取的酶液做不 同邻苯二酚浓度的试

验
,

降低邻苯二酚浓度
,

氧化的迟滞期增 长
.

反应进

程 曲线如图 .2

无抗坏血酸

0
.

2

mm
o l / L

亡J400

然00

0泌m mo l / L

月̀,̀ù且

…
nù00

0
.

6 m mo l /L

3 讨论

试验结果表明 : 香蕉吸芽茎尖多元 酚氧 化

酶的活性较强
.

在香 蕉组培苗快速繁殖 中
,

未

用抗坏血酸预处理的外植体会很快变褐
,

这是

由于酚类物质在多酚氧化酶作用下被 氧化成

醒的结果
。

这导致褐变后的组织细胞部分坏 死

(蒋跃明等
,

19 9 0)
.

前人的工作发现抗坏血 酸

能使邻苯醒重新还原成邻苯二酚 (林哲甫等
,

19 65 )从而阻止了褐变
。

我们在香蕉组培 苗快

繁 的试验结果与前人的研究是一致的
。

试验结果还表 明
,

在相同酶活力条件下
,

抗坏血酸抑制邻苯二酚的氧化与其二 者的浓

100 2 00 300
时间 /

s

图 1 不 同抗坏血酸浓度的酶反应进

程曲线 (邻苯二酚浓度为 0
.

1% )

0
.

1%
,

0乃8 %

0乃 6%

/ 0
.

0 4 %

0
.

0 2 %

10 0 2 0() 3 0 0

时间 / s

图 2 不同邻苯二酚浓度的酶反应进程曲线

(抗坏血酸 0
.

4

nmr
o l瓜)

度有关
。

当邻苯二酚浓度一定时
,

较低浓度 的抗坏血酸使邻苯二酚氧化速度减缓 ;足够量的抗

坏血酸能在一定时间内完全抑制邻苯二酚的氧化
,

经过一定迟滞期后
,

邻苯二酚则开始氧化
。

当抗坏血酸浓度一定时
,

邻苯二酚浓度愈低
,

迟 滞期愈长
。

可见
,

抗坏血酸抑制邻苯二酚氧

化是消耗性的
,

由该酶催化产生的酿类物质重新还原为酚的过程 中
,

抗坏血酸逐渐被氧化
。

可以推论
,

抗坏血酸完全抑制邻苯二酚氧化所需浓度
,

与多酚氧化酶活力呈正相关
。

本研究用 10 一o gm 压 浓度的抗坏血酸处理香蕉吸芽
,

使外植体在 7 d 内保持白色
,

是

因为抗坏血酸使生成的醒类物质立即重新还原为酚
。

而 7 d 后开始变褐
,

是 因为参试的抗坏

血酸逐渐消耗的缘故
。

可以预测
,

7 d 后若补加抗坏血酸将延长阻止褐变时间
。

这就解释了为

什么继代过程中
,

重复预处理
,

效果会更好的道理
.

这就为香蕉快繁中用抗氧化剂阻止褐变

的经验
,

提供了生理依据和改进 的路子
。
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,

深表谢意
.
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