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摘  要 : 文中分析了葡萄愈伤组织诱导和继代培养的最佳光照强度并探索葡萄愈伤组织褐变的机理。以金手

指葡萄的幼嫩茎段为材料，设置 0、500、1 000、1 500、2 000、2 500、3 000 和 4 000 Lx 等 8 个光照强度，研

究不同光照强度对葡萄愈伤组织的诱导率、褐化率及相关酶活性和基因表达的影响。结果表明，在 0、500、

1 000 和 1 500 Lx 光照强度处理下，愈伤组织的诱导率均达到 92%以上，显著高于其他处理 (P<0.05)，其中     

1 000 和 1 500 Lx 光照强度处理愈伤组织及其继代培养的生长势良好且褐化程度较轻；绿原酸、咖啡酸、对羟

基苯甲酸和香豆酸与葡萄愈伤组织褐变关系密切，其中绿原酸的含量与褐化程度呈显著正相关 (P<0.05）；POD

和 PPO 酶活性与褐化率呈极显著负相关 (P<0.01)；POD、PPO 和 PAL 酶基因的表达量与褐化率呈显著 (P<0.05) 

或极显著 (P<0.01) 正相关。因此，葡萄愈伤组织诱导和继代培养适宜的光照强度为 1 000−1 500 Lx，光照强

度过高或过低对其正常的生理生长都有较大负面影响。 

关键词 : 葡萄，愈伤组织，光照强度，诱导率，褐化率，酶活性，基因表达  
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Effects of light intensity on associated enzyme activity and 
gene expression during callus formation of Vitis vinifera 

Rong Liu1, Guowei Yang1, Yueyan Wu1, Huiyun Rao1, Xuefu Li1,2, Meiqin Li1,2,  
and Pingxian Qian1 

1 College of Biology and Environment Sciences, Zhejiang Wanli University, Ningbo 315100, Zhejiang, China 
2 College of Fisheries and Life, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 

Abstract:  We analyzed the best light intensity for callus induction and maintenance in Vitis vinifera and explored the 
mechanism of grape callus browning. Tender stem segments of grape cultivar “gold finger” were used to study the effects 
of different light intensities (0, 500, 1 000, 1 500, 2 000, 2 500, 3 000 and 4 000 Lx) on the induction rate, browning rate 
and associated enzyme activity and gene expression during Vitis vinifera callus formation. The callus induction rate under 
0, 500, 1 000 and 1 500 Lx was more than 92%, significantly higher than in other treatments (P < 0.05). A lower browning 
rate and better callus growth were also observed during subculture under 1 000 and 1 500 Lx treatments. We found that 
chlorogenic acid, caffeic acid, p-hydroxybenzoic acid and coumaric acid contents were correlated with the browning rate of 
callus, among which chlorogenic acid content was positively correlated with the browning rate (P < 0.05). Peroxidase 
(POD) and polyphenol oxidase (PPO) activities were negatively correlated with the browning rate of callus (P < 0.01). The 
POD, PPO and phenylalanine ammonialyase (PAL) expression levels were positively correlated with the browning rate at  
P < 0.05 or P < 0.01. An appropriate light intensity for the tissue culture of Vitis vinifera was 1 000−1 500 Lx, higher or 
lower light intensities significantly impaired normal callus growth. 

Keywords:  Vitis vinifera, callus, light intensity, induction rate, browning rate, enzyme activity, gene expression 

葡萄枝、叶富含酚类化合物，利用嫩枝和

幼叶进行愈伤组织的诱导容易产生褐化现象，

有效控制愈伤组织的褐化是葡萄组织培养成功

的关键。葡萄组织培养中的褐变主要是由酶促

反应引起，而酶促反应必须具有底物、酶和氧

等 3个条件[1]。一般认为酚酸类物质是外植体酶

促褐变过程中的底物，主要包括苯基羧酸 (邻羟

基苯酚、儿茶酚、没食子酸、莽草酸等)、苯丙

烷衍生物 (绿原酸、肉桂酸、香豆酸、咖啡酸、

单宁、木质素等)、黄烷衍生物 (花青素、黄酮、

芸香苷等)，其含量与外植体褐变密切相关[2]。

引起酶促褐变的几个关键酶有多酚氧化酶 

(Polyphenol oxidase，PPO)、过氧化物酶 (Peroxidase，

POD) 和 苯 丙 氨 酸 解 氨 酶  (Phenylalanine 

ammonialyase，PAL)[3]。PPO是催化褐变反应的

关键酶，能催化酚类物质到联苯酚的羟基化以

及羟基酚到醌的脱氢反应，醌在植物体内自身

聚合，或与细胞内的蛋白质反应，产生黑色或

褐色的沉积物，被认为是植物体酶促褐变的主

要原因[4]；POD 是植物防御中的第一道防线，

有报道表明 POD 和 PPO 共同氧化酚成醌，醌转

变成缩合型鞣质，最后形成褐色的聚合体[2]。研

究表明 POD 酶活性与愈伤组织的褐化率呈负相

关，PPO和 PAL酶活性与其褐化程度呈正相关[5-7]；

亦有报道表明褐化程度与 PPO和 POD酶基因的

表达呈正相关[7-8]，与 PAL酶基因的表达有关[9-10]。

引起葡萄愈伤组织褐化的因素复杂，如品种、

外植体的类型和环境条件 (如氧气、温度和光照) 
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等，其中外界环境条件的调控是降低愈伤组织

褐化率的重要手段。作者在葡萄组织培养试验

中发现，适当的光照强度能有效地降低愈伤组

织的褐化，但目前光照对植物愈伤组织褐化影

响的机理鲜有报道。 

本文通过分析不同光照强度下葡萄愈伤组

织诱导和继代培养过程中生长以及相关酚酸类

物质酶的活性和基因表达量的变化，探索光照

强度导致葡萄愈伤组织褐化的机理，为葡萄愈

伤组织诱导提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
供试葡萄品种为“金手指” (Gold finger)，采

自宁波市镇海区长石村浙江万里学院葡萄试验

基地 (29°96〞N, 121°72〞E)。  

1.2  方法 
1.2.1  愈伤组织的诱导和继代培养 

根据前期研究，本试验愈伤组织诱导和愈

伤组织继代培养基分别为MS+6-BA 1.0 mg/L+NAA 

0.1 mg/L和 MS+6-BA 1.0 mg/L+IBA 0.1 mg/L，

培养基中的蔗糖和琼脂浓度分别为 3%和 0.6%，

pH为 5.8−5.9。  

愈伤组织的诱导主要参考前人的研究方法[11]

结合前期试验结果确定试验设置 0、500、1 000、

1 500、2 000、2 500、3 000和 4 000 Lx等 8个

处理。愈伤组织诱导时取葡萄的幼嫩茎段接种

于诱导培养基中，每瓶 5 段外植体，每个处理

10瓶，重复 3次，28 d后观察愈伤组织的生长

情况并统计其诱导率、褐化率及生长状况等；

同时选取生长状况基本一致的愈伤组织接种于

继代培养基中继续进行继代培养试验，每瓶 5 块

愈伤，每块愈伤大小约 1.0 cm2，每个处理 6瓶，

重复 3 次，20 d 后观察其生长状况并统计褐化

率；分析不同处理酚酸类成分、相关的酶活性

及酶基因的表达。用 SPSS18.0对试验数据进行

方差分析和相关性分析。 

愈伤组织的诱导率=(长出愈伤组织的外植

体块数/总接种的外植体块数)×100%； 

愈伤组织的褐化率=(褐化的愈伤组织块数/

总接种的愈伤组织块数)×100%。 

培养室 25 ℃恒温、16 h/8 h的光/暗条件。 

1.2.2  酚类的定性定量测定 

采用液相色谱，色谱系统为 1100高效液相

色谱仪 (美国 Agilent 公司)。乙酸和甲醇均为

色谱纯；没食子酸、绿原酸、咖啡酸、儿茶酚、

香豆酸、对羟基苯甲酸和阿魏酸为标准品    

(≥99%，Sigma 公司 )。水用 Mill-iQ (美国

Millipore公司) 超纯水仪处理 (18 M)；流动相

经 0.45 μm滤膜过滤。标准溶液和样品溶液的制

备参考吕海涛等[12]的方法。 

色谱柱：EclipseXDB-C18 (150 mm×4.6 mm .i d.，

5 μL)，流动相：A为甲醇；B为 1% 乙酸水溶液 

(V/V)；梯度洗脱程序：溶剂 A在 40 min内由 5%

上升到 30%，然后变为 100%，并维持 5 min，最后

再返回到初始状态。柱温：30 ℃；流速：1.0 mL/min；

检测波长：280 nm；进样量：20 μL。 

1.2.3  酶活性的测定 

POD 酶活性参考魏建梅等[13]的方法，以每

分钟吸光度变化值表示酶活性的大小，酶活性

单位为 ΔA470/(min·g)；PPO 酶活性参考郑小林

等[14]的方法，以每分钟吸光度变化值表示酶活

性的大小，酶活性单位为 ΔA420/(min·g)；PAL

酶活性参考王勇等[15]的方法测定，以每分钟吸

光度变化值表示酶活性的大小，酶活性单位为

ΔA290/(min·g)。 
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1.2.4  POD、PPO、PAL酶基因的 qRT-PCR测定 

qRT-PCR 主要参考前人的研究方法[16]适当改

进。总 RNA提取所用试剂盒购于Genotheramics公

司；DNaseⅠ酶液购于康为世纪公司。对所提取RNA

进行琼脂糖凝胶电泳，共 3条谱带 (28S rRNA、

18S rRNA和 5S rRNA) 且 28S rRNA和 18S rRNA

亮度比约为 2 1∶ ，紫外分光光度计检测 A260/A280

在 1.8−2.0 之间，表明所提取 RNA 完整性好、

无降解且纯度较好，可以进行后续实验。提取

的 RNA保存在–80 ℃冰箱中备用。按康为世纪

公司的 SuperRT cDNA 第一链合成试剂盒的方

法合成 cDNA第一链。反转录反应体系 (20 μL)

为：dNTPs 4 μL，混合引物 2 μL，RNA模板 5 μL，

反转录缓冲液 (5×) 4 μL，反转录酶 1 μL，无 RNA

酶水 4 μL。根据葡萄 PPO、POD和 PAL基因的

全长序列，按照相对荧光定量 RT-PCR引物设计

原则在基因 3′区设计 3对特异引物，以 Actin为

内参设计一对特异引物 (表 1)，分别用于不同

光照条件下各基因表达分析。反应在 Invitrogen

公司 ABI 7500 FAST实时定量 PCR仪上进行，

方法参照全式金生物技术有限公司荧光定量试

剂盒 TransStart Green qPCR SuperMix UDG说明

书。荧光定量 PCR扩增体系为：cDNA模板 1 μL， 
 
表 1  荧光定量 PCR 引物序列 
Table 1  Primer sequence of Real-Time PCR 

Target gene Primer name Primer sequence (5ʹ–3ʹ) 
Actin Actin-F 

Actin-R 
CCCCATGCTATCCTTCG  
AGGCAGCTCATAGTTCTTCTC

POD POD-F 
POD-R 

AGTTGGCTGGAGTTGTTGCT
GTGATCGCATCCTTTGGTGG

PPO PPO-F 
PPO-R 

CCTTGAGCACGTCCCACATA
GGCGTGGTGACCGAAGAATA

PAL PAL-F 
PAL-R 

GTGTCACCACTGGGTTTGGT
GTGGCATGACTCTGTTCCGT

Actin: beta-actin; POD: peroxidase; PPO: polyphenol 
oxidase; PAL: Phenylalanine ammonialyase. 

上游引物 0.4 μL，下游引物 0.4 μL，酶液 (含

UDG) 10 μL，校准液 (50×) 0.4 μL，加水补足至

20 μL。扩增程序采用两步法：50  UDG℃ 孵育

2 min，94  ℃ 10 min UDG失活，94 ℃变性 5 s，

60 ℃复性 34 s，共 40个循环，反应结束后分析

荧光值变化曲线和融解曲线。每个反应 3 个重

复，采用 ABI 7500分析软件中 Comparative CT 

(ΔΔCT) 法分析试验结果。 

2  结果与分析 

2.1  不同光照强度对愈伤组织诱导的影响 
如图 1 和表 2 所示，光照强度对愈伤组织

的诱导率、褐化程度及生长状况均有一定程度

的影响。光照强度为 0、500、1 000和 1 500 Lx

处理的诱导率显著高于 2 000、2 500、3 000和

4 000 Lx光照强度处理 (P<0.05)，其中光照强

度 1 500 Lx处理诱导率达到最高，为 98.69%，光

照强度 4 000 Lx处理诱导率最低，仅为 32.93%；

光照强度对褐化率的影响则相反，光照强度 0、

500、1 000 和 1 500 Lx 处理褐化率分别为

2.56%、3.05%、5.23%和 3.56%，显著低于 2 000、

2 500、3 000和 4 000 Lx光照处理 (P<0.05)，其中

光照强度 4 000 Lx 处理褐化率最高达到

93.22%；试验亦表明光照强度对愈伤组织的生

长状况有较大的影响，0 Lx和 500 Lx光照处理

愈伤组织呈乳白色和淡黄色，生长势一般，褐化

程度较轻，1 000 Lx和 1 500 Lx光照强度处理愈

伤组织分别为黄绿色和浅绿色，且生长势良好，

光照强度大于 1 500 Lx时愈伤组织呈雪花状或

松散雪花状且生长势较差。因此，葡萄愈伤组

织诱导的适宜光照强度为 1 000−1 500 Lx。 

2.2  不同光照强度对愈伤组织继代培养的影响 
如图 2和表 3所示，不同光照强度对继代培 
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图 1  不同光照强度对愈伤组织诱导的影响 
Fig. 1  Effects of different light intensity on callus induction. (A) 0 Lx light intensity. (B) 500 Lx light intensity. (C) 
1 000 Lx light intensity. (D) 1 500 Lx light intensity. (E) 2 000 Lx light intensity. (F) 2 500 Lx light intensity. (G) 3 000 Lx 
light intensity. (H) 4 000 Lx light intensity. 

 
表 2  不同光照强度对愈伤诱导的影响 
Table 2  Effects of different light intensity on callus induction  

Light intensity (Lx) Induction rate (%) Browning rate (%) Growth status 
0 92.69±3.02a 2.56±1.97e Milky-white, dense granular, growing general 

500 96.82±2.34a 3.05±1.52e Light-yellow, dense granular, growing general 
1 000 95.35±1.25a 5.23±2.72e Yellow-green, dense granular, growing well 
1 500 98.69±1.56a 3.56±1.92e Light-green, dense granular, growing well 
2 000 78.15±4.22b 38.67±4.04d Brown, loose granular, growing worse 
2 500 80.32±3.61b 47.49±3.39c White, loose granular, growing worse 
3 000 53.32±5.63c 77.81±1.29b Brown, snow-like, growing worse 
4 000 32.93±4.31d 93.22±4.01a Brown, snow-like, growing worse 

Values in the table are x s± error. Different lowercases within a array means significant difference (P<0.05). 
 

 
 
图 2  不同光照强度下的愈伤组织生长状况 
Fig. 2  Callus growing under different light intensity. Differences of 0−1 500 Lx callus growing with no 
significance. 
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表 3  不同光照强度下愈伤继代的生长情况 
Table 3  The growth of subculture under different light intensity 

Light intensity (Lx) Browning rate (%) Growth status 
0 8.50±1.05e Milky-white, dense granular, growing general 

500 10.06±1.37e Light-yellow, dense granular, growing general 
1 000 8.82±1.54e Light-yellow, dense granular, growing well 
1 500 8.15±1.52e Yellow-green, dense granular, growing well 
2 000 23.69±3.19d Yellow-green, dense granular, growing general 
2 500 43.56±2.02c Brown, loose granular, growing general 
3 000 80.24±2.66b Brown, loose granular, growing worse 
4 000 98.44±1.89a Dark-brown, loose granular, growing worse 

Values in the table are x s± error. Different lowercases within a array means significant difference (P<0.05). 
 

养的愈伤组织褐化率影响差异显著 (P<0.05)，光

照强度 0、500、1 000和 1 500 Lx处理褐化率显

著低于 2 000、2 500、3 000和 4 000 Lx光照强度

处理 (P<0.05)，其中光照强度为 1 500 Lx时愈伤

组织的褐化率最低，仅为 8.15%，光照强度达到

4 000 Lx处理褐化率最高达到 98.44%。试验亦表

明光照强度对继代后的愈伤组织生长亦有一定程

度的影响，光照强度 0 Lx和 500 Lx处理愈伤组

织呈乳白色和淡黄色，生长势一般；光照强度    

1 000和1 500 Lx处理愈伤组织呈淡黄色和黄绿色，

生长势较好，且褐化率较低；光照强度为 2 000 Lx

强度处理，愈伤组织呈黄绿色，褐化率显著高于

1 500 Lx处理 (P<0.05)，且生长势一般；光照强

度大于 2 000 Lx时愈伤组织呈雪花状或松散雪花

状，生长势较差，褐化程度显著高于 0、500、1 000、

1 500和 2 000 Lx处理。因此，葡萄愈伤组织继代

培养的适宜光照强度条件为 1 000−1 500 Lx。 

2.3  不同光照强度下愈伤组织中酚类物质的

变化 
图 3 是多酚标准品 HPLC 色谱图和样品中

多酚类物质 HPLC色谱图。由标准品图谱可知，

7种酚类物质得到了很好的分离，且峰形对称；

从样品色谱图可以看出，未检测到没食子酸和

儿茶酚，其余 5 种酚类物质出峰时间与混标原

液的出峰时间基本一致，所检测到的 5 种酚类

物质彼此完全分离，分离效果良好。 

由表 4可知，1 500 Lx强度处理香豆酸的含 

 
 

图 3  多酚标准品 HPLC 色谱 (A) 和样品 HPLC 色

谱图 (B) 
Fig. 3  HPLC chromatogram of mixed polyphenol 
standard solution (A) and Chromatograms of samples 
(B). 1: gallic acid; 2: coumaric acid; 3: catechol; 4: 
P-hydroxybenzoic acid; 5: impurities; 6: chlorogenic 
acid; 7: caffeic acid; 8: ferulic acid. 
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表 4  不同光照条件下愈伤组织中酚类物质的含量 
Table 4  Content of phenolic substances in callus under different light conditions 

Phenolic compound 
(mg/g) 

Light intensity (Lx) 

0 500 1 000 1 500 2 000 2 500 3 000 4 000 

Coumaric acid 0.50±0.0213bc 0.37±0.0750d 0.41±0.0382bcd 0.70±0.0961a 0.53±0.0025b 0.47±0.0596bc 0.41±0.0244bcd 0.35±0.0103d

p-hydroxybenzoic 
acid 

1.5±0.1778c 1.16±0.6661c 1.49±0.3341bc 3.63±2.0931a 2.74±0.0025b 1.47±0.5973c 1.29±0.4365c 0.97±0.2470d

Chlorogenic acid 1.19±0.4041c 1.25±0.2511c 0.60±0.2300d 0.36±0.0529d 0.87±0.1758d 1.31±0.2000c 5.18±1.0200b 19.58±2.2156a

Caffeic acid 3.65±0.1905a 2.60±0.104b 2.23±0.799c 2.07±0.372c 2.11±0.135c 2.32±0.0058c 2.74±0.2511b 2.25±0.2543c

Ferulic acid 1.22±0.2342d 1.02±0.1813e 1.86±0.4947bcd 2.52±0.1331a 2.39±0.5140a 2.11±0.0577ab 1.52±0.07683bcd 1.36±0.2070cd

Values in the table are x s± error. Different lowercases within a array means significant difference (P<0.05). 
 
 

量最高达到 0.70 mg/g，显著高于其他处理

(P<0.05)，0、1 000、2 000、2 500、3 000 Lx次

之，且各处理之间差异不显著 (P>0.05)，4 000 Lx

光照强度处理香豆酸的含量最低仅为 0.35 mg/g；

1 500 Lx 光照强度处理对羟基苯甲酸的含量最

高达到 3.63 mg/g，显著高于其他处理 (P<0.05)，

2 000 Lx光照强度处理次之，4 000 Lx光照强度

处理最低，仅为 0.97 mg/g；4 000 Lx光照强度

处理绿原酸的含量达到 19.58 mg/g，显著高于

其他处理 (P<0.05)，3 000 Lx光照强度处理次

之，1 500 Lx光照强度处理最低，仅为 0.36 mg/g；

0 Lx 光照强度处理咖啡酸的含量显著高于其他

处理 (P<0.05)，500 Lx和 3 000 Lx光照强度处

理次之，其他处理之间差异不显著 (P>0.05)；  

1 500 Lx光照强度处理阿魏酸的含量最高，显著

高于 0、500、1 000、3 000和 4 000 Lx (P<0.05) 光

照处理，但与 2 000 Lx和 2 500 Lx光照强度处

理差异不显著(P>0.05)，1 000 Lx光照强度处理

阿魏酸的含量最低，仅为 1.02 mg/g。 

2.4  不同光照处理对 POD、PPO 和 PAL 酶活

性的影响 
如图 4 所示，不同光照强度对 POD、PPO 和

PAL 酶活性的影响不同，1 500 Lx 光照强度处理 

 
 
图 4  不同光照强度下 POD (A)、PPO (B) 和 PAL (C)
酶的活性 
Fig. 4  Effects of different light intensities on POD  
(A), PPO (B) and PAL (C) activities. Different capital 
and small letters mean significance at 0.01 and 0.05 
levels. 
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POD酶活性最高达到 26.4 ΔA470/(min·g)，与 0、

2 000、2 500、3 000和 4 000 Lx光照强度处理差异

极显著 (P<0.01)，其中光照强度 4 000 Lx时 POD酶

活性降到最低仅为 1.2 ΔA470/(min·g)；4 000 Lx光照

强度处理PPO酶的活性最高达到29.2 ΔA420/(min·g)，

极显著高于其他处理 (P<0.01)，其次为 2 500 Lx

和 3 000 Lx，其他处理 PPO酶的活性均较低；   

0 Lx和 1 500 Lx光照强度处理下 PAL酶的活性

分别为 28.2 ΔA290/(min·g)和 25.1 ΔA290/(min·g)，

极显著低于其他处理 (P<0.01)，其他处理之间

差异不显著。 

2.5  不同光照处理对 POD、PPO 和 PAL 酶基

因表达量的影响 
如图 5 所示，不同光照强度对 POD、PPO

和 PAL 酶基因的表达量均有一定程度的影响。  

4 000 Lx 光照强度处理 POD 酶基因表达量最

高，与其他光照强度处理差异极显著 (P<0.01)，

其他处理之间差异不显著 (P>0.05)，且光照强

度 1 500 Lx处理POD酶基因表达量仅为 4 000 Lx

光照强度处理的 0.21倍；4 000 Lx光照强度处理

PPO酶基因表达量最高，且极显著高于其他处理 

(P<0.01)，3 000 Lx次之。0、500、1 000和 1 500 Lx

光照强度处理表达量较低，分别仅为 4 000 Lx

光照强度处理的 0.18、0.18、0.16 和 0.19 倍；    

4 000 Lx光照强度处理 PAL酶基因表达量最高，

极显著高于其他处理 (P<0.01)，1 000、2 000、

2 500和 3 000 Lx次之，0、500、1 500 Lx光照

强度处理其表达量最低，其中 1 500 Lx光照强

度处理 PAL基因的表达量仅为 4 000 Lx处理的

0.48倍。 

2.6  愈伤组织褐变率与酶活性及其表达量的

相关性分析 
如表 5 所示，褐变率与酶活性及酶基因表 

 
 
图 5  不同光照强度下 POD (A)、PPO (B) 和 PAL (C)
酶基因的表达量 
Fig. 5  Effects of different light intensity on 
expression of POD (A), PPO (B) and PAL (C). 
Different capital and small letters mean significance at 
0.01 and 0.05 levels. 
 
 

达量之间存在一定的相关性。褐变率与 POD酶

活性呈极显著负相关，与其表达量呈显著正相

关，相关系数分别是–0.894和 0.765；褐变率与

PPO 酶活性及其表达量均呈极显著正相关，相

关系数分别是 0.850和 0.919，且 PPO酶活性与

其表达量亦呈现极显著正相关，相关系数为

0.944；褐变率仅与 PAL基因表达量呈极显著正

相关，相关系数为 0.812。 
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表 5  愈伤组织褐变率与酶活性及其表达量的相关性分析 
Table 5  Correlation analysis with browning rate of callus, enzyme activity and expression 

Factor X1 X2 X3 Factor X1 X4 X5 Factor X1 X6 X7 
X1 1.000   X1 1.000   X1 1.000   

X2 –0.894**  1.000  X4 0.850** 1.000  X6  -- 1.000  

X3 0.765* -- 1.000 X5 0.919** 0.944** 1.000 X7 0.812** -- 1.000 

X1: browning rate; X2: activity of POD; X3: expression of POD; X4: activity of PPO; X5: expression of PPO; X6: activity 
of PAL; X7: expression of PAL. **: correlation is significant at the 0.01 level, *: correlation is significant at the 0.05 level. 
 

3  讨论 

外植体褐变是组织培养初期面临的主要问

题之一，有研究表明黑暗或者较低光照强度有

利于愈伤组织的诱导，但不利于愈伤组织的生

长[17-18]，这与本试验的研究结果一致，愈伤组

织在黑暗或弱光条件下呈乳白色或淡黄色可能

由于某些生长相关的内源激素或色素的合成受

到了抑制。增加光照强度会提高相关酶的活性，

促进植物组织培养中多种酚类物质的氧化导致

褐化程度加强[19]。这与酚类物质的合成和氧化

相关的酶是光诱导型的有关[20]，而酚类物质氧化

为醌类物质是导致褐化的最直接原因之一[21]。 

试验过程中未检测到没食子酸和儿茶酚，可

能因为没食子酸和儿茶酚在葡萄愈伤组织中含

量极低或不存在。绿原酸含量与褐化程度呈显著

正相关，绿原酸的大量积累可能是造成葡萄愈伤

组织褐变的一个重要因素，这与前人研究绿原酸

是鲜切荸荠的主要褐变底物结果一致[22-23]；对羟

基苯甲酸、咖啡酸、香豆酸含量与褐化程度有密

切关系，且随着褐化程度的增加对羟基苯甲酸的

含量显著降低，这可能是因为对羟基苯甲酸是导

致褐变的酚氧化酶的主要作用底物。褐化前后阿

魏酸的含量变化不明显表明阿魏酸对愈伤组织

褐化影响不大。 

在 1 000−1 500 Lx光照强度处理下愈伤组

织诱导率较高，褐化程度较轻且生长势较好，

这可能由于在该光照强度范围内尚未完全激活

POD、PPO 和 PAL 活性基因的表达，引起褐变

的主要作用酶活性较小，故褐化程度较弱。当

光照强度高于 1 500 Lx时愈伤组织的褐化程度

增加，此时 PPO和 PAL酶活性与酶基因的表达

量均与褐化率呈极显著正相关。表明 PPO 和

PAL 酶基因上调表达可以显著提高 PPO 和 PAL

酶活性，PPO和 PAL 酶活性增强可能是引起愈

伤组织褐变的主要原因，这与前人研究结果基

本一致[24]，但 PPO 和 PAL 酶基因是否直接参与

了诱导褐变的发生，其作用仍有待进一步的验证。 

光照强度是影响葡萄愈伤组织诱导和继代

培养重要的外界环境因子，较高的光照强度会

导致愈伤组织诱导率下降、褐化率增加；光照

强度较低会影响愈伤组织生长情况。本试验条

件下葡萄愈伤组织诱导及继代培养的适宜光照

强度为 1 000−1 500 Lx。 
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