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摘要　发展较低成本 、自动化规模化生产组培小
植株的繁殖体系 ,必将在农业和森林中变得越来越重

要。过去一直认为组培小植株几乎没有光合能力。因

此 ,在培养基中必须加入糖来提供碳源 , 以保证小植株

异养的需要。然而 ,最近发现 , 如培养瓶中 CO2 浓度 、

光照环境因素等被适当控制 , 组培小植株仍然具有光

合能力 ,可以发展自养。在传统的密闭培养瓶中 , 光期

的 CO2 浓度常低于 100(10-6)且在大多数情况下小植

株不能发展正碳平衡。据实验 ,在无糖的培养基中 , 在

一个高光合电子流下富集 CO 2 可以促进组培小植株

生长 ,且几乎没有细菌或真菌污染。因此 ,可使用大培养

瓶以降低劳动力消耗,并采用自动化大规模生产系统。

关键词　无糖　组织培养

植物组培的应用范围正在逐步扩大 ,由于组培小

植株成本极高且应用主要限于一些园艺植物。为扩大

其在农业 、森林等植物上应用 , 则必须发展一种新的适

用于离体培养小植株的自动化规模繁殖体系 , 以使生

产成本降低 70%～ 80%。无糖微培养生长模式就是
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这种系统最新贡献。植物体生长方式有两种:一是植
物体靠光合作用进行自然生长(自养);二是植物体靠

培养基中的糖进行生长(异养)。因此 , 传统的组培中

都必须加糖 , 为小植株提供碳源或能源。一般的组培

苗生长不好 , 究其原因 , 主要是:由于小植株长期靠培
养基中的糖进行异养而导致叶片表层结构发育差 , 气

孔开闭功能差 , 叶片小 , 叶绿素含量降低 , 继而使小植

株丧失了光合作用的能力 , 或者由于环境条件抑制了
其进行光合作用。因此 , 小植株表现为生长速度慢 、徒

长 、发育差 、生理形态异常 、个体差异大 、变异性增加 、

成活率降低。无糖培养的优点是:促进光合作用 , 促进
自养生长;减少污染;减少植株生理形态方面障碍;可

省去驯化发根阶段;对激素 、维生素及其它有机营养的

用量可减少到最小限度(在无糖培养中 , 即使无生长

素 , 也能发根较好);移栽入温室 ,成活率高 ,由于污染
少 ,可改用大容器培养 , 用机器人进行自动化生产 , 及

用计算机进行控制等;由于不用琼脂 ,可对根际环境进

行调节;同时可用含无机营养的水培代替传统的组培 ,
采用较小型的营养液栽培体系。因此 , 建立一种新型

的含有培养箱 、气体流动室 、培养溶液室的无糖培养系

统是植物组织培养的新途径。

1　组培小植株的生产进程
图 1 是组培小植株生产的程序示意图。外植体是

由一些植株上分离的组织或器官切块;愈伤组织为一
些活性的块状非器官组织;小植株是一种小的无性繁

殖植株;驯化是使小植株从瓶内转移到瓶外 ,逐渐适应

外界环境的一些程序。从图可看出 , 一般要花费几星
期或几个月来增殖小植株。在增殖期间 , 小植株由于

细菌或真菌污染造成的损失时有发生 , 而且 ,在移植到

大田环境前 , 还需几星期来进行驯化 ,在驯化过程中约
有 20%～ 50%的小植株由于表 1所列原因受到损失。

2　降低生产成本
组培小植株的高生产成本的主要原因概述于表
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2 , 降低成本的可能途径概述于表 3。既使在培养基中
加入较多的糖 ,小植株在瓶内生长仍比瓶外慢 。另外 ,

组织培养生产小植株程序图

表 1　驯化阶段小植株存活率和生长率的可能原因

(1)组培小植株光合率低

(2)不完全自养

(3)薄的角质层及不正常的气孔功能导致高的蒸腾率

(4)不完全生根

(5)有生理障碍如:玻璃化等

糖在瓶中最可能引起污染。因此 , 在生产中必须使用
小的密闭玻璃瓶以减少污染的快速扩散 ,而这些小的

密闭玻璃瓶要求大量的劳动强度 ,难以自动化 , 有时还

会引起小植株的生理障碍。即使在培养基中有糖 , 小
植株为什么依然生长如此慢? 很多人认为 , 这是因为

瓶内小植株的光合能力低或者无光合能力。其实 , 并

非完全如此。

3　组培小植株的自养 、兼养及异养
叶中含叶绿素的高等植物通常通过光合作用依靠

光能进行自养生长。也即是高等植物利用大气中 CO 2

作为碳源进行生长。而一些植物及所有的动物 、微生

物通过异养(吸收有机物质作为其碳源)进行生长。当
一种植物既可从大气中的 CO2 得到碳源 , 也可从有机

物质中得到碳源时 , 我们说这种植物属于兼养生长。

据资料 ,组培的外植体或小植株即使含有叶绿素 , 也被
认为其几乎没有光合能力。因此 , 在培养基中必须加

入糖(大多用蔗糖 , 有时也用葡萄糖或果糖)作为碳源

维持小植株生长 ,这时小植株靠异养或兼养进行生长。
有时为加速组培小植株的异养生长 ,常在黑暗条件下 ,

将小植株放入含糖的液体培养基中 , 并振动或旋转。

这样 ,糖被小植株吸收 , 小植株的生长得到促进。即使
如此 ,在驯化及以后的各阶段 , 高等植物小植株不得不

靠自养生长 ,如图 1 所示。很明显 , 这是因为还没有任

何人仍然在土壤中继续促进小植株的异养或兼养生

长。在很多情况下 ,伴随着环境因素的戏剧性变化 , 从

异养 、兼养到自养 ,也常发生戏剧性的变化 ,并引起小
植株严重的生理性破坏。另外 , 在这些阶段 ,还可能导

致小植株较低的生长率及存活率。
表 2　导致组培小植株生产成本高的主要因素

A　需要几周或几个月的时间来完成小植株的增殖准备和驯

化

B　在增殖 、准备阶段 ,污染造成的损失不可能消除

C　在驯化阶段存活率不高

D　总的生产成本中 ,劳动力占 60%～ 70%

E　对市场需求预测不足 , 过量生产或生产不足时有可能发

生

F　能量消耗如:光照 、空调 、消毒等可能是高的

J　基本材料和设备的消耗如:糖 、琼脂 、培养瓶 、透气膜等值

得引起注意

H　因外源激素及不正常的环境因素等 ,突变时有可能发生

表 3　降低组培小植株生产成本的方法

A　在增殖和准备阶段 ,通过控制环境因素以促进组培小植

株的自养 ,并可减少生理障碍

B　在增殖 、驯化阶段 ,通过应用组培机器人来进行选材 、切取

及接种等 ,以降低劳动量

C　降低能源的消耗 ,对能源进行循环使用

D　改进培养室 、培养瓶及驯化室的设计和操作

E　改用计算机控制 ,进行大容器培养

F　引进新材料 、人造物质 、灯等

4　小植株的无糖培养(自养)
无糖培养主要是提高光合作用 , 提高自养生长能

力。因此 , 环境条件(CO 2 浓度及光照强度)的改变对

无糖培养的成功与否非常关键。离体培养的小植株仍
然含有叶绿体 , 在环境条件如:CO2 浓度及光强被适当

控制时 , 培养瓶内的小植株仍然也可以象瓶外小植株

一样 , 通过促进光合作用而发展自养。 但是在相对密
闭的培养瓶中 CO2 浓度很低 , 通常小于大气中的 CO2

浓度(350(10-6)), 这时小植株不能吸收 CO2 , 光合作
用被抑制。一般利用透气膜可使 CO 2 通过透气孔进

入 , 使容器中 CO 2 浓度升高(可提高到 200 ～ 250

(10-6))。但这种情况下 CO2 仍很不足 , 如把瓶内CO2

提高到 350(10-6)或更高 , 就可促进小苗生长。因此 ,

在提高 CO2 浓度时 , 配合光照强度的增加 , 可以促进

小苗生长。但一般当 CO2 浓度在 350(10-6)以上时 ,

光照强度的增加非常明显地看出对苗的影响。

表 4 及表 5 分别为非 CO2 富集及 CO2 富集即瓶

外的 CO2 浓度维持于 1000 ～ 1500(10-6)水平 ,这时瓶

内外的 CO2 通过气体透过的同时进行自然交换 ,这样

瓶内的 CO2 浓度接近于 400 ～ 900(10-6)条件下 , 增加

光强(强光用三根荧光灯管 ,垫高 10cm)。当培养基中
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蔗糖浓度为 0%、1%、3%时满天星小植株的生长情
况 ,见表 4 、表 5。

表 4　非 CO2 富集时强光下不同

糖浓度小植株的生长情况

处理
处理后
的天数

植株高
(cm)

叶数
鲜重
(mg)

干重
(mg)

苗生长状况

0%s(MS) 15
30

2.0
3.8

4
9

78.3
135.8

9.3
16.3

苗黄绿 、细弱
同上

1%s(MS) 15
30

2.7
6.1

6
11

86.7
253.5

10.4
30.4

苗浓绿 、稍瘦
同上

3%s(MS) 15
30

3.5
6.8

8
12

96.2
291.8

11.5
35.0

苗浓绿 、健壮
同上

0%s水培＊ 15
30

2.3
3.9

5
9

79.1
139.3

9.4
16.7

苗黄绿 、细弱
同上

　　＊水培采用 Hogland营养液

表 5　CO 2富集时强光下不同

糖浓度小植株的生长情况

处理
处理后
的天数

植株高
(cm)

叶数
鲜重
(mg)

干重
(mg)

苗生长状况

0%s(MS)
15
30

4.4
6.8

9
13

100.0
299.8

12.0
35.9

苗浓绿 、健壮
同上

1%s(MS)
15
30

5.0
7.1

9
14

102.0
305.9

12.2
36.8

苗浓绿 、健壮
同上

3%s(MS)
15
30

4.6
7.0

8
14

101.0
304.5

12.1
36.5

苗浓绿 、健壮
同上

0%s水培
15
30

4.5
6.9

9
15

102.8
301.5

12.3
36.2

苗浓绿 、健壮
同上

　　由表 4 、表 5 可以看出 , 在任何糖浓度(0%、1%、

3%)下 , CO2 富集处理的重量随时间增加的量比非

CO2 富集处理的大 ,而无糖培养时 , CO2 富集处理的增

重效果最好。
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山茶花粉萌发试验
魏　岩 雷庆 峰

　　山茶(Camellia japonica L.)有着重要观赏价值。
用品种间杂交育种其茶花粉生活时间很短 ,因此在控
制授粉前进行花粉生命力测定是十分必要的。
1　试材和方法
1.1　试材　山茶花粉;蔗糖;硼酸。
1.2　方法
1.2.1　培养条件　花粉培养采用不同浓度蔗糖和硼
酸为主要成分 , 组合设计出六种培养液 , 即 5%蔗糖+

10(10-6)硼酸 、5%蔗糖+30(10-6)硼酸 、5%蔗糖+50

(10-6)硼酸 、10%蔗糖+10(10-6)硼酸 、10%蔗糖+30

(10-6)硼酸 、10%蔗糖+50(10-6)硼酸。将所配制的
培养液分别滴入凹窝载玻片内 , 每个培养液三次重复。
将花粉播在培养液上 ,再将载玻片放入带有浸入滤纸
的培养皿内 , 送入 22℃的恒温箱中。
1.2.2　观察的时间和方法　在花粉培养到 12、16、
20h 时取样观察 , 每个切片随机观察三个视野 , 计算花
粉萌发的百分率。
2　结果及分析
2.1　花粉萌发过程的观察　山茶花粉为近圆形。经12h

的培养后,首先从花粉粒上出现透明突起 ,随着时间的推
移 ,形成花粉管,到一定时间后 ,长度不再增加。
2.2　方差分析结果
2.2.1　原始数据经整理后见表 1。

表 1　原始数据统计

硼酸B

蔗糖A
Al(蔗糖 5%) A2(蔗糖 10%) TBj  B

B1 30.92 28.07
10(10-6) 44.17 117.65 33.81 103.55 221.20 36.87
硼酸 42.56 41.67
B2 25.24 20.94
30(10-6) 29.17 79.81 24.82 75.44 155.25 25.88
硼酸 25.40 29.68
B3 21.98 23.41
50(10-6) 17.90 63.06 27.04 70.65 133.71 22.29
硼酸 23.18 20.20

TAi 260.52 249.64 510.16

2.2.2　经双因素方差分析见表 2。
表 2　双因素方差分析

变差来源 自由度 离差平方和 均方 均方比 F2

A 1 6.53 6.53 FA=0.28 F0.01(2.14)=6.15
B 2 692.66 346.33 FB＊＊=14.9 F0.01(1.14)=8.86
剩余 14 324.17 23.15 6

17 1023.55

3　结论
由方差分析表 2 可见 , 5%、10%的两种蔗糖浓度

培养液对山茶花粉萌发的影响差异不显著。而不同的
硼酸浓度对山茶花粉的萌发有极其显著的影响。其结

果 10(10-6)浓度硼酸为最佳选择。
(沈阳苏家屯辽宁省林业学校　邮编 110101)
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