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摘 要：研究测定了 9 种不同品种/基因型柑橘胚性愈伤组织的多酚含量和多酚氧化酶（polyphenol oxi-

dase，PPO）的活性，探讨了其与柑橘愈伤组织褐化的关系。结果表明，不同柑橘品种/基因型间多酚含

量和 PPO 活性明显不同；多酚含量高的宽皮柑橘类胚性愈伤组织容易褐化，葡萄柚与甜橙类次之，说

明柑橘胚性愈伤组织褐化与多酚含量成正相关；PPO活性与柑橘愈伤组织褐化无明显相关。
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Abstract: Polyphenol content and polyphenol oxidase (PPO) activity of nine different embryogenic calli in cit⁃
rus were detected, and the correlation with callus browning was analyzed. The results showed that there was sig⁃
nificant difference of polyphenol content and PPO activity in different genotypes/varieties. Polyphenol content
in tangerines was much higher than that in sweet oranges and grapefruit, which was in accordance with callus
browning degrees, while PPO activity had no relation to callus browning. This study indicated that genotype-de⁃
pendent polyphenol content of citrus callus was positively correlated with callus browning.
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0 引言

褐变是影响植物组织培养成功的重要因素。褐化

现象在多种果树植物中存在，如苹果、桃，李、板栗、无

花果、葡萄、核桃、柿、香蕉、梨等，详见综述[1-2]。柑橘胚性

愈伤组织作为遗传转化的良好受体具有来源广泛、取材

方便、再生频率高等优点；与实生苗或节间茎段等外植

体相比，更容易获得较大的转基因植株群体和得到纯合

的转基因植株，近年被广泛用于转基因研究[3-7]。然而，

柑橘胚性愈伤组织在培养过程中，随培养时间的延长，

不同品种/基因型存在不同程度的褐化，而且笔者研究

发现柑橘愈伤组织的褐化影响转基因效率[8]。前人研

究指出总多酚含量与褐化的关系密切[9-11]。多酚氧化

酶（polyphenol oxidase，PPO）能催化游离酚酸的羟基

化反应以及羟基酚到醌的脱氢反应，醌在果蔬体内自

身缩合或与细胞内的蛋白质反应，产生褐色色素或黑

色素 [12]。PPO 活性的抑制可以阻止褐化的发生 [13-14]。
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因此，笔者对柑橘胚性愈伤组织中酚类物质含量及其

多酚氧化酶活性与褐化的关系进行了研究，为揭示柑

橘愈伤组织褐变的机理提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 试验时间与地点

试验于 2005—2006年在华中农业大学作物遗传

改良国家重点实验室柑橘课题组研究室内进行。

1.2 材料

柑橘胚性愈伤组织在MT（Murashige and Tucker，

1969）固体培养基上培养，每隔 30天继代一次。培养

20天的柑橘胚性愈伤组织用于多酚的提取和多酚氧

化酶活性的测定。供试柑橘品种如表1所示。

表1 供试的9种不同基因型的柑橘胚性愈伤组织材料

柑橘种类

宽皮橘C. reticulata Blanco.

甜橙C. sinensis Osbeck.

橘橙杂种C. reticulata × C. sinesis

葡萄柚Citrus paradisi Macf.

中文名

本地早橘

茶枝柑

广东酸橘

椪柑

伏令夏橙

无酸甜橙

锦橙

默科特橘橙

红马叙葡红萄柚

英文名

Bendizao mandarin

Chazhigan mandarin

Guangdong sour tangerine

Ponkan

Valencia

Succari

Jincheng

Murcott

Red marsh grapefruit

1.3 方法

1.3.1 不同柑橘胚性愈伤组织褐化表现的观察 取生长

20天的新鲜的柑橘胚性愈伤组织接种在MT固体培养

基上，培养 30~60天后观察柑橘胚性愈伤组织的颜色

变化，颜色分黄褐色（Ⅰ）、浅黄色（Ⅱ）、白色（III）3个

等级，统计各愈伤组织的褐化情况。

1.3.2 多酚提取 多酚提取采用甲醇水溶液浸提法[15]进

行，取不同基因型的胚性愈伤组织 0.4 g装于 10 ml离

心管中，用玻璃棒磨碎，加入 5 ml 40%甲醇浸提液，

55 ℃ 水浴浸提 30 min。浸提完毕后 2000 r/min离心

10 min，得多酚粗提液。每处理 3次重复。多酚含量

测定方法采用Folin-Ciocalteau（福林酚）法[10,16]。

标准溶液：精确称取没食子酸10 mg，置于100 ml

容量瓶中，用蒸馏水定容至刻度，浓度为0.10 mg/ml。

一元线性回归方程：用移液器准确吸取没食子酸

标准液0 ml，0.1 ml，0.2 ml，0.4 ml，0.6 ml，0.8 ml，1.0 ml，

置于10 ml的离心管中，加水至体积为2 ml，再加入福

林酚试剂0.5 ml，然后加入7.5%的Na2CO3溶液0.5 ml，

充分混匀后，室温反应1 h，在765 nm处测定吸光度值

(A)，以水为对照。用SAS软件分析所测值，以没食子

酸标准液的浓度为 x值，以其吸光度值为 y值，得一元

线性回归方程。

多酚含量计算：将所得的各基因型吸光值代入一

元线性方程，获得多酚含量。

1.3.3 多酚氧化酶（PPO）酶液制备 参考宋士任[17]方法

略作修改。PPO提取采用匀浆法：准确称取胚性愈伤

组织0.5 g，加入PVP 0.1 g、1 ml 0.01 mol/L磷酸缓冲溶

液（pH 6），冰浴研磨成匀浆，用缓冲液定容至 5 ml，冷

冻离心（10 000 r/min，10 min）。取上清液为酶的粗提

液。重复3次。

PPO活性测定：参考Rocha和Morais[10]的方法，略

作修改。3 ml磷酸缓冲液和0.6 ml 0.1mol/L邻苯二酚

（用磷酸缓冲液配制），加入 0.15 ml粗提液，室温下反

应30 s，摇匀后，于UV-1601型紫外分光光度计420 nm

测比色值，每 30 s读数 1次，共 5次读数，记录吸光度。

以每克组织每分钟吸光值变化0.001个单位定义为一

个PPO活性单位(U/(g·min))[18]。按公式（1）计算酶活：

PPO活性(U/(g·min))=△A×D/(0.001W×t) …… （1）

（1）式中：△A：反应时间内吸光度的变化；W：鲜样

品的质量(g)；t：反应时间(min)；D：总酶液为反应系统

内酶液的倍数。酶液的测定做 3组重复实验, 同时作

对照。

2 结果与分析

2.1 不同柑橘胚性愈伤组织在MT固体培养基上的褐

化反应不同

在MT固体培养基上培养 30~60天后，各柑橘胚

性愈伤组织颜色差异较大（表 2）。培养 30天后，宽皮

橘类各品种胚性愈伤组织颜色表现为Ⅰ级黄褐色；默

科特橘橙杂种表现为Ⅱ级浅黄色；甜橙中伏令夏橙、锦

橙和Succari甜橙愈伤组织表现为Ⅲ级白色。培养 60

天后，宽皮橘类愈伤组织颜色进一步加深，褐化现象严

重；默科特橘橙愈伤组织也表现严重褐化；伏令夏橙、

Succari甜橙和葡萄柚愈伤组织有轻微的褐变，表现为

Ⅱ级浅黄色，锦橙愈伤组织始终为 III级白色。
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图2 不同柑橘基因型胚性愈伤组织的多酚氧化酶活性

2.2 各柑橘基因型胚性愈伤组织的多酚含量

2.2.1 一元线性回归方程的获得 分别移取 0.0 ml、

0.2 ml、0.4 ml、0.6 ml、0.8 ml、1.0 ml的没食子酸对照品

溶液于5 ml试管中，加入0.5 ml的Folin-Ciocalteu显色

剂，然后中加入 0.5 ml 7.5%的Na2CO3溶液，用水稀释

到 3 ml，水为对照，用 1 cm的比色皿在 765 nm处测定

吸光度值。将标准品浓度（X）和吸光值（Y）进行线性

回归，求得回归方程（2）和相关系数分别为：

Y=0.04967+0.03172X r2=0.9972 …………… （2）

结果表明，没食子酸浓度在 0.006~0.03 mg/ml范

围内与吸光度值有良好的线性关系。

2.2.2 不同柑橘胚性愈伤组织的多酚含量存在明显差

异 取培养 20 天的 9 种柑橘基因型的胚性愈伤组织

0.4 g，用于提取总多酚，代入回归方程，获得柑橘胚性

愈伤组织总多酚含量在92.3~567.5 μg/g（图1）。由图1

可以看出，宽皮橘类胚性愈伤组织的多酚含量要比其

他种类稍高，以广东酸橘最为明显，其多酚含量在所测

基因型中最高，其次是本地早橘，这两种基因型的胚性

愈伤组织在正常培养时极容易发生褐化，而其他的宽

皮橘类及其杂种类愈伤组织也很容易褐化；甜橙类中

多酚含量较高的是Succari甜橙，其次是伏令夏橙和锦

橙，该类基因型一般不易发生褐化；葡萄柚愈伤组织多

酚含量较低，其愈伤组织在培养过程中很少发生褐

化。说明，愈伤组织的褐化与其多酚含量有很大相关

性。据报道柑橘果皮的颜色和多酚的含量有显著相关

性[19]，这种相关性在苹果中也有报道[10,20]。

表2 不同柑橘基因型胚性愈伤组织在MT基本培养基上的生长反应

愈伤组织等级

Ⅰ（黄褐色）

Ⅱ（淡黄色）

Ⅲ（白色）

培养30天

本地早橘、茶枝柑、广东酸橘、椪柑

默科特橘橙

红马叙葡萄柚、伏令夏橙、锦橙、Succari甜橙

培养60天

本地早橘、茶枝柑、广东酸橘、椪柑、默科特橘橙

红马叙葡萄柚、伏令夏橙、Succari甜橙

锦橙

2.3 不同柑橘胚性愈伤组织的多酚氧化酶活性不同

取培养20天的各柑橘基因型胚性愈伤组织0.5 g，

用于提取多酚氧化酶粗提液，测得多酚氧化酶活性在

451.0~2528.1 U/(g·min)。由图 2可以看出，不同柑橘

基因型胚性愈伤组织的多酚氧化酶活性之间有较大差

异，广东酸橘的氧化酶活性最强，茶枝柑的最低，其他
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图1 不同柑橘基因型胚性愈伤组织的总多酚含量
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7种基因型的介于两者之间。结合各基因型多酚含量

进行分析，表明多酚含量与多酚氧化酶活性之间没有

显著相关性。

3 讨论

在继代培养过程中，柑橘胚性愈伤组织会发生不

同程度的褐变，宽皮橘类柑橘胚性愈伤组织褐化程度

较严重，甜橙类次之，红马叙葡萄柚和橘橙杂种介于两

者之间，说明柑橘胚性愈伤组织的褐变程度与柑橘种

类有关，愈伤组织褐化与柑橘品种/基因型有关。而在

所分析的9种柑橘胚性愈伤组织中，总酚含量在92.3~

567.5 μg/g之间，表明不同种类柑橘愈伤组织中总酚含

量不同，同一种类不同品种间也有差异，说明柑橘愈伤

组织多酚含量同样受品种/基因型的影响。比较分析

柑橘胚性愈伤组织的褐化与多酚含量的关系，可以看

出前者与后者成正相关，这与前人研究结果一致[19-20]。

PPO能催化酚类物质形成醌，导致褐变产生。抗坏血

酸和活性碳可有效抑制PPO的活性，从而减少褐化的

发生[13]。而笔者在对柑橘胚性愈伤组织多酚氧化酶的

研究中发现，PPO活性与品种/基因型有关，但与愈伤

组织的褐化之间没有显著相关性，与多酚含量关系不

大。综上所述，推测柑橘愈伤组织中某一种或几种多

酚物质是导致其褐化的主要原因，这有待进一步研究。
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