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　　在细胞学说基础上发展起来的植物组织培养是指将植物

体的细胞 、组织或器官的一部分 , 在无菌的条件下接种到特定

的培养基上 ,在一定的容器内培养 , 从而得到新个体的方法 ,

因为是脱离母体培养 ,所以也叫离体培养。自 1934 年美国学

者White 等用番茄(Lycopersicum escuientum)根进行组织培

养 ,首次建立了活跃生长的无性繁殖系以来 , 经过 100 多年的

研究 ,植物组织培养现已成为一门日臻完善的技术。近 20 年

来 ,植物组织培养技术已成为农林业生产及科研的重要组成

部分 ,成为生物工程技术应用于农业和林业等方面取得进展

最大的领域。通过组织培养可获得各种植物优良品种或纯

系 ,可以进行优良种和品种的快速繁殖 、多倍体诱导 、次生代

谢产物生产 、细胞融合和基因工程操作等方面。其中离体快

繁是组织培养在林木生产上应用最广泛 、最成功的一个领域。

但是 ,影响植物组织培养成功的因素很多 , 一般来说 ,主要有:

培养基的成分及 pH 值 、供体植物的基因型 、外源激素的种类

和浓度 、外植体的年龄和来源 、碳源的种类和浓度 ,此外 ,继代

次数 、培养条件 、培养方式等也会影响培养成功率[ 1] 。

1　培养基成分
1.1　基本培养基及 pH 值

不同植物种类 、不同外植体培养所要求的基本培养基均

有差异。目前植物培养采用的基本培养基主要有 MS 、B5 、

WPM 、1/2MS 培养基 ,每种培养基中盐浓度不同。培养基中

的盐浓度对外植体褐变和试管苗玻璃化均有一定影响。盐浓

度过高会导致外植体褐变[ 2] 。培养基中的氮源除了供给培养

物氮素营养外 ,还原态氮还具有促进细胞分裂的作用 , 硝态氮

具有抑制细胞分裂的作用。 Kalpana 认为 , 培养基中高浓度

NH4NO3对植株再生是必需的 , 甚至能代替植物生长调节

剂[ 3] 。

培养基的 pH 值因培养材料不同而异 , 大多数植物种类

要求 pH 值在 5.0 ～ 6.0。适当降低培养基 pH 值可以降低多

酚氧化酶的活性和底物利用率 ,从而抑制褐变。培养基的 pH

值还可以通过影响培养物的营养元素的吸收过程来影响呼吸

代谢 、多胺代谢与脱氧核糖核酸合成 、植物激素进出细胞等作

用 ,进而直接或间接地影响愈伤组织形成及形态建成[ 4 ～ 6] 。

1.2　外源激素的种类和浓度

基本培养基能保证培养物的生存与最低生理活动 , 但只

有配合使用适当的外源激素才能绣导细胞分裂的启动 、愈伤

组织生长以及根 、芽的分化等合乎理想的变化 。

常用于组织培养的植物激素有两大类:即生长素类和细
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胞分裂素类。

1.2.1　生长素类　生长素类的主要作用是重新启动有丝分

裂 , 使已停止分裂的植物细胞恢复分裂能力。常用的生长素

有 2 , 4-D(2 , 4-二氯苯氧乙酸)、NAA(萘乙酸)、IAA(吲哚

乙酸)、IBA(吲哚丙酸), 植物生长激素通常被用来诱导愈伤

组织形成及其增殖[ 7] 。不同植物种类对生长素的浓度反应不

同 , 对多数植物材料的培养而言 , 2 , 4-D 是生长素中诱导愈

伤组织和实现细胞悬浮培养最有效的物质 , 常用浓度为 0.2

～ 2.0 mg/ L ,较高浓度的 2 , 4-D对(Chinese Leymus)组织培

养再生芽的诱导和再生非常有效[ 8] 。在 A.adsurgens 愈伤组

织诱导的培养基中 , 高浓度的 2 , 4-D结合低浓度的 BA 对提

供胚性愈伤组织的发生是需要的 。植物的生根多数是用生长

素单独实现的[ 9] 。有人认为适量浓度的脱落酸(abscisic acid ,

ABA), 常可抑制不正常胚状体的形成 , 防止胚状体的过早萌

发。

1.2.2　细胞分裂素　细胞分裂素的主要作用是促进细胞的

分裂和扩大 , 使茎增粗 ,而抑制茎伸长 ,诱导芽的分化 , 促进侧

芽萌发生长。常用的细胞分裂素有激动素(KT)、6 -苄基腺

嘌呤(6-BA)、玉米素(ZT)、噻二唑苯基脲(TDZ)等。细胞分

裂素在诱导愈伤组织的时候 , 一般要和生长素配合使用 , 增强

生长素的诱导作用和效果。当诱导出胚性愈伤组织之后 , 在

进行愈伤组织的增殖(继代)、分化再生植株或诱导体细胞胚

时 , 细胞分裂素的独特作用就得到了体现 , 因为此时培养基中

生长素的浓度一般要降低甚至除去。在愈伤组织的诱导 、器

官发生和增殖过程中 , 细胞分裂素和生长素的比例是非常重

要的[ 10] ,当细胞分裂素含量高时产生不定芽 ,反之 ,产生不定

根或愈伤组织[ 1] 。而两者的比例因内 、外源激素的含量不同

而不同 , 并且内 、外源激素对植物离体培养形态发生起着相互

的连续性作用[ 12 , 13] 。 BA对芽的增殖效果比其他细胞分裂素

的效果要好
[ 14]

。据分析 , BA 诱导芽分化的机理是该激素使

植物体的代谢能力加强 ,进一步诱导组织内天然激素如玉米

素的产生 , 进而通过天然激素诱导器官发生。现有许多植物

在附加 BA 的培养基上得到了较多的再生不定芽 , 建立了较

为完善的组织培养再生体系。 TDZ 是人工合成的苯基脲衍

生物之一 , 具有很强的细胞分裂素活性 ,也能刺激试管内培养

细胞的内源生长素水平 , 对植物芽的增殖和再生 、体细胞胚胎

发生等有着重要的作用。据报道 , TDZ 对木本植物组织培养

来说是最有效的。已经应用于多种木本植物组织培养体系的

建立[ 16 , 17] 。另外 ,细胞分裂素对某些植物胚性细胞的诱导有

抑制作用。因此 , 要根据需要选用适当的细胞分裂素种类。

1.2.3　碳源　碳源是植物组织培养不可缺少的物质 ,它不仅
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能给外植体提供能量 ,而且也能维持一定的渗透压 , 常用的碳

源有果糖 、葡萄糖 、蔗糖 、麦芽糖 、山梨醇等 , 其中蔗糖能支持

绝大多数植物离体培养物的旺盛生长 , 一直被作为植物组织

培养的标准碳源而广泛应用。近来 , 其他糖类对植物组织培

养的效应 ,引起广泛关注。许多研究表明蔗糖并不一定是最

佳碳源 ,不同植物对不同糖类的反应不完全相同。多数植物

组织培养物除蔗糖外 , 在葡萄糖 、果糖为碳源时也能良好生

长。糖类的浓度大小不仅影响出愈率 ,而且还影响愈伤组织

的质地和结构。当糖类(蔗糖或葡萄糖)浓度由 4%降到 1%

时 ,西黄松子叶愈伤组织由原来致密 、干燥状变为松软包围着

一层粘液膜的软湿状。山梨醇作为一种糖源可以支持苹果

或其他蔷薇科植物愈伤组织的生长。因此 , 在进行植物组织

培养时 ,选用合适的糖浓度并且配以适当的激素 , 不仅会提高

胚性愈伤组织的诱导率 ,改善愈伤组织的质量 , 而且可以控制

植株的再生途径 ,从而提高组织再生的频率。

1.2.4　琼脂　琼脂在组织培养中作为凝固剂 , 它的主要作用

是使培养基在常温下凝固 ,以做固体培养用。使用浓度常为

0.6%～ 0.8%。一般认为 ,琼脂含量低容易导致玻璃化现象

发生。另外 ,琼脂还可以吸附某些代谢有害物质。

1.2.5　活性炭　活性炭(Ac)不是组织培养中的必需成分 ,但

现有资料显示 ,活性炭在许多木本植物的组织培养中起着重

要作用。它能吸收潜在的有害物质包括植物细胞分泌的酚类

物质 , 从而减轻培养物的褐变[ 14] ;还能促进芽和根的发生。

但活性炭具有较强的吸附能力 , 它能使培养基内有效物质的

浓度降低 ,从而影响植物的分化[ 18] 。

2　外植体的选择
植物不同的器官和组织 ,对离体培养的反映是不同的 ,其

形态发生的能力也是不同的。外植体的种类是影响组织培养

效果的主要因素之一。即使是相同的器官 , 由于其生理学或

发育年龄的差异 ,也会影响形态发生的类型及方式。

同一植株上不同器官的再生能力有所不同 , 许多植物茎

段愈伤组织诱导率高于叶片[ 19 , 20] 。外植体脱分化难易程度

与其生理状态有关[ 21] 。

外植体的年龄对组织的再生能力有很大的影响。通常植

株的幼嫩组织 ,如胚 、子叶 、实生苗的嫩茎和嫩芽 、幼龄植株上

的组织作为外植体要比老龄化植株上的组织容易诱导成功。

一般情况下 ,外植体越幼嫩就越容易获得再生植株。

外植体的选择和处理对褐变有较大影响。 Chevre分析了

欧洲栗的酚类含量的变化 ,结果表明 , 幼龄材料酚类化合物含

量少 ,而成龄材料比较多。

不同季节取材 ,对植株的再生能力影响差异很大 , 通常春

季是植物生长旺季 ,植株再生能力也最强 , 是进行组织培养的

最适季。

3　其它影响因素
除了上述因素对植物组织培养中体细胞无性系的建立有

广泛的影响外 , 其它诸如培养条件(包括通气状况 、光线 、温

度)、培养时间 、材料处理 、接种方式 、实验人员的经验以及继

代时间的长短等因素也影响到培养时胚性愈伤组织的发生频

率和质量 , 从而影响组织培养再生体系的建立。

总之 , 组织培养技术已被广泛地应用于农林业的各个方

面 ,农林业生物技术上的许多成就 , 尤其是在应用方面的进
展 , 都与植物组织培养技术体系的建立密不可分。因此 , 植物

组织培养在生物技术领域中占有不可替代的地位。深入系统

地研究各种植物的组织培养再生体系建立的条件和各个影响

因素 , 对于完善生物技术的理论体系 , 扩大其应用成果 ,均有

着重要意义。
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