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摘  要：菠萝蜜因果实香甜深受大众喜爱，市场前景非常广阔，但常规种子繁殖难以保持其优良性状且嫁接法繁殖成

活率极低。组培快繁技术在许多珍稀名优植物繁殖上已有广泛应用，但目前还没有应用于菠萝蜜生产实践的报道。

组培过程中发现，菠萝蜜茎尖褐化严重，导致无性繁殖体系难以建立，为有效探究褐化的克服措施，促进菠萝蜜组

培快繁技术体系的建立，为构建菠萝蜜种苗繁育技术体系及其产业化生产示范提供理论依据。以菠萝蜜品种‘海大

2 号’茎尖为外植体，利用不同时长低温预处理后将外植体接种至不同浓度的 PVP 培养基中对其进行初代培养，15 d

后分别统计其褐化率和萌芽率，并通过测定其 PPO 活性变化、总酚及总黄酮含量，探究外植体经过低温预处理后不

同浓度 PVP 对菠萝蜜茎尖组织培养中褐化的抑制情况。结果表明：茎尖经过 12~24 h 低温处理后再接入添加 2.0 g/L 

PVP 的 1/2 MS 培养基中，这一处理下菠萝蜜外植体的褐化率最低且萌芽率最高。且验证结果表明，此方法有利于菠

萝蜜外植体的增殖。 
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Effects of Phenolic Substances and Related Enzyme Activities in the 
Process of Tissue Culture Browning of Artocarpus heterophyllus Stem 
Tips of ‘Haida 2’ 
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YE Chunhai 
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Abstract: Artocarpus heterophyllus is popular for its sweet fruit and has a very promising market, but conventional seed 
propagation makes it difficult to maintain its excellent traits and the grafting method has a very low survival rate. The 

technique of tissue culture and rapid propagation has been widely used in the propagation of many rare and valuable 
plants, but there are no reports of its application in the production of A. heterophyllus. In the process of tissue culture, it 
was found that the stem tip of A. heterophyllus was severely browned, which led to the difficulty of establishing asexual 

reproduction system. In order to effectively investigate the measures to overcome the browning, this experiment took the 
stem tips of A. heterophyllus ‘Haida 2’ as the explants and inoculated them into different concentrations of PVP medium 

after low-temperature pretreatment at different lengths for primary culture, the browning rate and germination rate were 
calculated after 15 d, and PPO activity, total phenol and total flavonoid content were determined to explore the inhibi-

tion of different concentrations of PVP on browning in stem the tip tissue culture of A. heterophyllus after 
low-temperature pretreatment. The results showed that the browning rate of A. heterophyllus explants was the lowest 
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and the germination rate was the highest after 12‒24 h low-temperature treatment of stem tip and then in 1/2MS medium 

supplemented with 2.0 g/L PVP. The experimental results showed that this method was beneficial to the proliferation of 
A. heterophyllus explants. The purpose of this experiment is to promote the establishment of technique of tissue culture 

and rapid propagation for A. heterophyllus, with a view to providing a theoretical basis for the construction of the A. 
heterophyllus seedling breeding technology system and its industrial production demonstration. 
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菠萝蜜（Artocarpus heterophyllus Lam.），属

于桑科木菠萝属的热带果树，常绿乔木，是一种集

食用、药用、木本粮食于一身的多用途经济树种[1]，

因果实甜美而受到欢迎，市场前景广阔。大量研

究表明，菠萝蜜的叶、茎、种子和果肉具有较高

的药用、食用价值[2]。 

目前，菠萝蜜的繁殖方式主要有实生繁殖、

嫁接繁殖和组织培养[3]。由于实生繁殖后代易发

生性状分离而难以保存木本优良性状等问题，导

致果实品味和品质发生较大改变[4]。目前生产上

主要采取嫁接繁殖的方法，此方法可以保存母本

优良性状。但因菠萝蜜存在流胶较多的特性，嫁

接时创面极易被胶污染，成活率受到严重影响[5]。 

组织培养可加快植物的繁殖速度，在短期内

获得大量遗传性一致的种苗，并使其保持母本优

良的性状，更有利于新品种的选育[10]，目前在香

蕉、桉树、蝴蝶兰等植物上得到广泛应用。前人

曾利用菠萝蜜嫩茎等外植体通过组织培养获得试

管苗[7-9]。但利用成年菠萝蜜树茎尖来进行繁殖尚

无报道。1960 年，MOREL[10]就利用大花穗兰的

茎尖成功诱导分化出植株。利用此技术于‘海大

2 号’组培快繁中发现，菠萝蜜组织培养过程中

褐化严重，导致其难以建立无性繁殖体系，产业

化生产难以实现。 

周亚辉等[11]研究认为，组培褐化机制可分为

酶促褐变和非酶促褐变 2 种，菠萝蜜外植体的褐

变主要是酶促褐变，在氧化酶催化下酚类物质形

成褐色的醌类及其聚合物称为酶促褐变。牛佳佳

等[12]研究认为，醌类化合物的产生会使得外植体

的伤口处变深褐色，这些褐色物质产生后会慢慢

渗透到培养基中，来达到抑制其他酶活性产生这

一目的，植株在吸收营养物质时受到阻止，导致

外植体褐变而死亡，植株的生长受到影响。 

菠萝蜜组织培养快繁全过程的理论和技术

已基本成熟，然而在实际生产上却难于重复和推

广[13]。为尽早实现菠萝蜜的工厂化繁殖，为获得

大量优质苗木而奠定基础，本研究以菠萝蜜茎尖

为材料，探究经过不同低温（4 ℃）处理后及不

同浓度 PVP 对外植体褐化的影响，并测定各处理

下茎尖 PPO 活性、酚类物质含量，以此更深入地

了解菠萝蜜组织培养褐化的因素，探究褐化的机

理。旨在促进菠萝蜜组培快繁技术体系的建立，

以期为构建菠萝蜜种苗繁育技术体系及其产业化

生产示范提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

本研究试验材料‘海大 2 号’菠萝蜜外植体

来自广东海洋大学后山园林基地，选取长势强壮，

无病虫害的植株，在晴天早晨进行采摘。实验培养

基采用1/2 MS培养基，NAA 0.1 mg/L，蔗糖30 g/L，

琼脂 5.5~6.0 g/L，pH 5.8，培养温度(241) ℃，光

照强度 2000 Lx，光照 10 h/d。实验中所用药剂均

来自麦克林公司及广州试剂厂。 

经过表面灭菌处理后，将外植体依次接种至

灭菌培养基中，每个处理接种 30 瓶，每瓶接种 1

个顶芽，3 次重复。15 d 后统计菠萝蜜外植体的污

染率和褐化率。低温（4 ℃）处理时间分别设定为

12、24、48 h，15 d 后分别统计其褐化率及萌芽率，

并测定其 PPO 活性及酚类物质含量[6, 14]。 

外植体经过 12~24 h 的低温处理后将接入不

同浓度的 PVP（聚乙烯吡咯烷酮）培养基中，15 d

后分别统计其褐化率及萌芽率，并测定其 PPO 活

性及酚类物质含量。 

1.2  方法 

外植体底部褐色色块超过 0.1~0.5 cm 均为褐

化（图 1）。采用以下诱导评价公式计算萌芽率及

褐化率。 

萌芽率=诱导出腋芽的瓶数/同批次接种的外

植体瓶数100% 

褐化率=褐化的外植体数/同批次接种的外植

体瓶数×100% 
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A：褐变 1 级，边缘明显褐变；B：褐变 2 级，褐变延伸至中部；C：褐变 3 级，完全褐变。 
A: Browning grade 1, with obvious browning at the edges; B: Browning grade 2, browning extending to the middle;  

C: Browning grade 3, complete browning. 

图 1  外植体褐变等级分类 
Fig. 1  Classification of browning grades of explants 

 

1.3  数据处理 

试验数据采用 Microsoft Excel 2007 软件对重

复样的平均值与标准差进行计算，采用 DPS 7.05

软件和 Duncan’s 分析法对不同指标进行差异显著

性分析。 

2  结果与分析 

2.1  不同低温预处理时间对菠萝蜜茎尖组培

褐化的影响 

如表 1 所示，未进行低温处理的外植体，褐

化率高达 58.89%，萌芽率为 38.89%。随着低温

处理时间的延长，其褐化率显著降低。低温处理

12 h，外植体的褐化率为 46.67%，与其他处理相

比，差异显著。低温处理 24 h，萌芽率最高，达

到 57.78%，与对照组相比，差异显著。结果表明，

采集后的菠萝蜜外植体经过一定的低温预处理

后，对其褐化率及萌芽率影响显著（图 2）。 
 

表 1  低温处理时间对‘海大 2 号’茎尖褐化的影响 
Tab. 1  Effects of low temperature treatment time on 

browning of stem tips of ‘Haida 2’ 

处理时间 
Treatment time/h 

褐化率 
Browning rate/% 

萌芽率 
Germination rate/%

0 58.89±4.01aA 38.89±2.94bB 

12 46.67±3.33bAB 56.67±5.77aA 

24 33.33±1.93cB 57.78±4.01aA 

48 55.56±1.11abA 35.56±4.01bB 

注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05），

不同大写字母表示处理间差异极显著（P<0.01）。 
Note: Different lowercase letters after the same column of data in-

dicate significant difference (P<0.05), different capital letters indicate 
extremely significant difference among treatments (P<0.01). 

 

2.2  不同 PVP 浓度对菠萝蜜茎尖组培褐化的

影响 

如表 2 所示，PVP 的添加对菠萝蜜外植体褐

化及萌芽率的影响显著。PVP 浓度为 2.0 g/L 时，

褐化率最低，萌芽率最高，分别为 15.56%和 

 
 

A：低温预处理 0 h；B：低温预处理 12 h；C：低温预处理 24 h；

D：低温预处理 48 h。 
A: Low-temperature pretreatment for 0 h; B: Low-temperature 

pretreatment for 12 h; C: Low-temperature pretreatment for 24 h; D: 
Low-temperature pretreatment for 48 h. 

图 2  ‘海大 2 号’低温预处理后外植体生长情况 
Fig. 2  Growth of explants after low temperature pretreat-

ment of ‘Haida 2’ 
 

66.67%，与对照组相比，褐化率降低了 41.11%，

萌芽率升高了 30.00%，差异显著。结果表明，PVP

对菠萝蜜外植体的褐化能够起到抑制作用，且在

浓度为 2.0 g/L 时，效果最佳。具体生长情况见图

3，验证效果见图 4。 

2.3  不同低温预处理时间对‘海大 2 号’菠萝

蜜茎尖 PPO 活性、总酚及总黄酮含量的影响 

2.3.1  PPO 活性  如图 5A 所示，‘海大 2 号’菠

萝蜜茎尖在经过低温处理后，体内 PPO 的活性并 
 

表 2  PVP 浓度对‘海大 2 号’茎尖褐化的影响 
Tab. 2  Effect of PVP concentration on the browning of 

stem tips of ‘Haida 2’ 

PVP 浓度 
PVP concentra-

tion/(gL‒1) 

褐化率 
Browning rate/% 

萌芽率 
Germination rate/%

0 56.67±3.33a A 36.67±5.09b B 

1.0 31.11±5.88b B 41.11±1.11b B 

2.0 15.56±2.22c B 66.67±3.85a A 

3.0 33.33±3.33b B 40.00±3.85b B 
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图 3  菠萝蜜外植体在 PVP 培养基中的生长及分芽情况 
Fig. 3   Growth and germination of A. heterophyllus ex-

plants in PVP medium 
 

 
 

图 4  外植体的增殖情况 
Fig. 4  Proliferation of explants 

未出现下降的趋势，各处理组均高于对照，且随

着低温处理时间的延长，体内 PPO 活性随之增加，

在低温处理 48 h 时，PPO 活性达到最高值，为

229.07 U/(gmin)，且各处理与对照组相比，差异

显著。 

2.3.2  总酚含量  如图 5B 所示，‘海大 2 号’菠

萝蜜茎尖在经过低温处理后，与对照组相比，呈

现先降低后升高的趋势。低温处理 12 h 和 24 h，

其体内的总酚含量与对照组相比有下降的趋势，

且在低温处理 12 h 时达到最低值，为 35.47 mg/g，

与对照组相比下降了 13.56%。在低温处理 48 h

后，茎尖的总酚含量高于对照组。 

2.3.3  总黄酮含量  如图 5C 所示，菠萝蜜茎尖

在经过低温处理后，外植体体内黄酮的含量均呈

现不同程度的降低，与对照组相比差异显著。在

低温处理 24 h 后，菠萝蜜外植体体内的总黄酮含量

最低，为 40.04 mg/g，与对照组相比下降 37.25 mg/g。

低温处理 12 h 和 48 h 后，外植体总黄酮含量与对

照组相比分别降低 21.62%和 8.72%。 
 

 
 

不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference among treatments (P<0.05). 

图 5  不同低温处理时间对‘海大 2 号’茎尖 PPO 活性、总酚含量及总黄酮含量的影响 
Fig. 5  Effects of different low temperature treatments time on PPO activity, total phenol content and total flavonoid  

content in stem tips of ‘Haida 2’ 
 

2.4  不同 PVP 浓度对‘海大 2 号’菠萝蜜茎

尖 PPO 活性、总酚及总黄酮含量的影响 

2.4.1  PPO 活性  如图 6A 所示，培养基中添加

PVP 后，菠萝蜜外植体内 PPO 活性与对照组相比，

差异显著，当添加浓度为 2.0 g/L 时，PPO 活性最

低，为 82.67 U/(gmin)，与对照组相比降低了

318.66 U/(gmin)。其他处理组与对照组相比，PPO

活性均有不同程度的降低，且与对照组相比分别

降低了 185.06、70.66 U/(gmin)。 

2.4.2  总酚含量  如图 6B 所示，当添加浓度为

1.0 g/L 时，总酚含量与对照组相比无明显差异。

添加的 PVP 浓度为 2.0 g/L 时，菠萝蜜茎尖总酚

含量最低，为 28.46 mg/g，与对照组相比降低了

25.90 mg/g，差异显著。添加的 PVP 浓度为 3.0 g/L

时，与对照组相比总酚含量下降了 11.79 mg/g。 

2.4.3  总黄酮含量  如图 6C 所示，PVP 添加后，

外植体的总黄酮含量显著降低。PVP 浓度为 1.0 g/L

时，外植体的总黄酮含量与对照组相比降低了

19.21 mg/g。PVP 浓度为 2.0 g/L 时，菠萝蜜外植体

总黄酮含量达到最低值，为 17.21 mg/g。PVP 浓度

为 3.0 g/L 时，外植体的总黄酮含量与对照组相比降

低了 33.06 mg/g。各处理组与对照组相比，差异显著。 

3  讨论与结论 

3.1  讨论 

菠萝蜜茎尖组织培养中，经过低温处理后能 
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不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 
Different lowercase letters indicate significant difference among treatments (P<0.05). 

图 6  不同 PVP 对浓度‘海大 2 号’茎尖 PPO 活性、总酚含量及总黄酮含量的影响 
Fig. 6  Effects of different concentrations of PVP on PPO activity, total phenol content and total flavonoid  

content in stem tips of ‘Haida 2’ 
 

够有效地降低褐化。前人研究发现，外植体在高温

培养下，褐变加剧，而降低培养温度后发现，褐化

得到明显的改善，这与本试验研究结果一致[15-16]。

喻娜[17]研究认为，低温组培下的外植体有利于降

低褐化，刘兰英[15]在核桃组织培养过程中发现，

低温下进行组织培养可降低褐化，罗丽华[16]在板

栗愈伤组织培养中研究发现，低温处理可减轻外

植体褐化的现象。在本研究中，菠萝蜜外植体进

行一定时间的低温预处理后，与对照组相比，外

植体体内的总酚及总黄酮含量显著降低，试验结

果与前人研究结果一致，即适当的低温处理有利

于外植体褐化率的降低。 

PVP 添加后，发现不同浓度的 PVP 均能降低

外植体的褐化，这与刘英[18]研究结果一致。目前

普遍认为，外植体的褐化与多酚氧化酶（PPO）

对酚的作用有关，乜兰春等[19]研究认为 PPO 是酚

类催化反应的关键酶，因为酚会氧化形成醌[20]，

醌会导致外植体的褐化，目前很多学者认为这是

导致褐化的主要原因，但不是唯一的原因，众多

学者一直就这方面进行研究与探讨，但目前还未

得到一致结论。酚酸、类黄酮和单宁是酚类物质

结构的三大类化合物，这三大类化合物在褐变过

程中充当着重要的角色[21]。印芳[22]研究认为，蝴

蝶兰的褐化与酚酸类物质有关，刘红[23]研究结果

表明，各处理下的外植体总酚含量与褐化程度呈

正相关，即褐化越重，总酚含量越高，本研究也

得到了同样结果。 

前人研究表明，辣椒和葡萄的褐化可用硝酸

银缓解[24-25]，焦金凤[26]认为，合适的抗褐化剂物

质有利于降低植物组织培养过程中出现的褐化问

题，植物组培养中常用的抗褐化剂根据其作用机

理可分为两大类型：（1）防止酚氧化的抗氧化剂，

如，VC、Na2S2O3、CA 等；（2）用来吸附醌类物

质的吸附剂，如 AC、PVP 等。本研究结果表明，

添加 PVP 2.0 g/L 时用菠萝蜜组织培养抗褐化的

效果最好，这可能是因为同一种褐化剂的不同浓

度起到的抗褐化效果不一样[26]，张俊林等[27]在核

桃组培中，JAIN 等[28]在欧洲李组织培养中研究发

现，抑制植物组培褐化效果最好的抗褐化剂是

PVP，本试验在添加 2.0 g/L PVP 时，对抑制菠萝

蜜茎尖褐化起到了较好的效果。张小红等[29]在对

核桃进行组织培养中发现，Na2S2O3 抑制植物组培

褐化效果最好。刘霞等[30]研究发现，培养基中添

加 AC 对乌龙子根芽眼组织培养的效果最好，由

此可见，不同植物的外植体、取材时间、部位等

均会影响抗褐化剂的效果[26]。本研究结果表明，

酚类物质的含量与褐变程度呈正比，这与许传俊

等[31]在蝴蝶兰的研究中、毛沛琪[6]在牡丹等的研

究中结果一致。此外，前人研究表明，降低酚类

物质即可降低褐化[32-33]，本研究结果也反映出了

这一现象。 

3.2  结论 

本研究以‘海大 2 号’菠萝蜜茎尖为试验

材料，分析了低温预处理后菠萝蜜的茎尖及不同

浓度 PVP 对菠萝蜜茎尖 PPO 活性、总酚及总黄

酮含量的影响，研究结果表明：在低温处理 12 h，

菠萝蜜外植体总酚含量最低，低温处理 24 h，外

植体总黄酮含量最低。茎尖经过 12~24 h 低温处

理后再接入添加 2.0 g/L PVP 的 1/2 MS 培养基中，

这一浓度下菠萝蜜外植体的褐化率最低且萌芽率

最高，且验证结果表明，此方法有利于菠萝蜜茎

尖的增殖。 

本试验对菠萝蜜外植体组培过程中褐化的抑

制进行了研究，初步探索了菠萝蜜外植体在组培

过程中影响褐化的一些外部因素，且对部分影响
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较大的因素如总酚、总黄酮及多酚氧化酶进行了

指标的测定，菠萝蜜褐变的研究是一项长期而又艰

巨的任务，菠萝蜜组织培养技术还不够成熟，其增

殖及生根体系等有待进一步研究，希望今后可以进

行深入的研究，加大对醌类物质的鉴定分析。 
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