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观赏植物离体快繁技术的研究现状与进展 

王慧霞，王永伟，何松林 ，李高燕 (河南农业大学林学园艺学院，河南郑州450o02) 

摘要 对观赏植物组织培养无菌培养体系的建立、诱导培养、继代培养、生根培养、移栽驯化等一系列离体快繁的程序以及培养中光温 

等培养条件进行了归纳和总结，并对观赏植物组织培养中常见问题和措施进行了综述。 
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近年来，观赏植物以较高的经济利益和社会、环境效益 

而吸引越来越多的人涉足花卉业。花卉行业已成为当今世 

界上最具活力的产业之一。目前，我国观赏植物多采用传统 

的播种方法和常规无性繁殖进行生产，缺点较多，如花卉大 

多为异花受粉植物，种子繁殖容易产生性状分离，不能保持 

品种优良性状，而且生产周期长。而常规无性繁殖虽能保持 

母本优良性状，但受繁殖材料及季节的影响，繁殖系数极低， 

繁殖速度慢，而且长期无性繁殖中微劣突变容易积累，也易 

感染病毒，严重影响花卉的产量、质量，使得花卉的商品价值 

大幅度下降H J。 

植物组织培养是一项重要的生物技术，它是指在无菌条 

件下，将离体的植物器官、组织、细胞、胚胎、原生质体等，在 

人工配制的培养基上给予适宜的培养条件，进行繁殖的方 

法。由于是在试管内培养，且培养的是脱离植株母体的培养 

物，故也称离体培养或试管培养l2J。目前，植物组织培养研 

究已取得了令人瞩目的进展，其研究涉及到很多重要的观赏 

植物，如菊花、百合，牡丹、山茶等。在许多观赏植物上已实 

现了产业化生产，并建立了一套相对比较完善的快繁体 

系l3J，取得了明显的经济和社会效益。笔者就观赏植物离体 

快繁的研究现状与进展进行综述。 

1 观赏植物离体快速繁殖的程序 

1．1 无菌培养体系的建立 无菌操作是植物组织培养的关 

键技术，灭菌包括培养基、器皿、试材、工具、培养室和接种室 

的灭菌。根据组织培养的目的和材料不同选用不同的灭菌 

方法，常用的消毒灭菌方法包括干热灭菌、湿热灭菌、射线处 

理、超声波、微波处理和化学药剂灭菌。培养基的灭菌常规 

要求在 1．1 k 锄2(锅内温度 121℃)下，灭菌 15～40 min，灭 

菌时间可依灭菌液体的体积和容器体积的大小而不同。工 

具器皿灭菌可采用高压蒸汽灭菌法，也可采用干热灭菌法。 
一 般来说，干热条件下(140 ℃，120 min)适合大部分器械的灭 

菌。无菌室要定期用甲醛和高锰酸钾熏蒸，使用前用20％新 

洁尔对室内擦洗灭菌，用75％酒精喷雾，使灰尘迅速沉降，最 

后用紫外灯灭菌20 rnj I7』。 

除上述无菌体系外，操作过程也可能引起污染，所以应 

正确使用超净工作台，并注意工作人员自身的消毒，保持无 

菌操作过程。 

1．2 植物材料(外植体)的类型与选择 组织培养过程中第 
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一 次用于接种的植物材料，通常称为外植体，根据植物组织 

培养原理，植物细胞都具有全能性，在适宜的条件下能够再 

生成完整的植株。因此，外植体材料几乎包括了植物的各个 

部位，大致分为几大类型：①胚胎；②器官及器官原基；③组 

织；④细胞；⑤原生质体。外植体是决定植物培养成功与否 

的重要因素之一。不同的植物种类、同一植物的不同器官或 

组织以及植株年龄、季节和生理状态的不同，其脱分化和再 

分化形成植物的能力不同，通常木本植物与较大的草本植物 

选取茎段作为外植体。一些草本植物或缺乏明显的茎的植 

物，可用叶片、叶柄、花瓣等作为外植体[4-7J。在选取用于培 

养的外植体时，应采摘具有较好品种特征且生长健壮植株的 

带顶芽或腋芽的幼嫩茎段或枝条作外植体【3J3。一般处于年 

幼阶段的实生苗比老龄的容易分化，生长的芽比休眠芽容易 

分化，顶芽比腋芽容易分化l8J。 

1．3 材料灭菌 由于组织培养是在无菌条件下进行的，所 

有外植体都必须经消毒灭菌后，才能接种到相应的培养基上 

进行培养。不同的外植体、不同的年龄以及不同的季节所采 

取的外植体，应选择相应的消毒剂种类、消毒时间和消毒方 

法，以达到最大限度杀死微生物、最小程度损伤材料的最佳 

效果。目前，常用的消毒剂有酒精、双氧水、氯化汞、次氯酸 

钙、次氯酸钠等。一般先用流水冲洗或用洗洁精洗去材料上 

的尘土和部分细菌，洗时注意不要损伤和弄掉其上幼小嫩 

芽，然后放入接种室进行消毒并用无菌水冲洗l3J。具体消毒 

方法中茎尖、茎、叶片的消毒步骤如下：①消毒前先用清水漂 

洗干净或用软毛刷将外植体上的尘埃刷除，茸毛较多的用皂 

液洗涤，然后用流动的清水洗去皂液，洗后用吸水纸吸干表 

面水分；②进入无菌的接种室，用 70％酒精浸泡外植体 3o～ 

印min；③取出后马上用 0．1％～0．2％氯化汞消毒 10～15 

min，或用 10％次氯酸钙饱和上清液浸泡 10～20 min，还可以 

用2％～10％次氯酸钠溶液浸泡 6～15 min；④消毒后用无菌 

水冲洗 3～5次，用无菌纱布或无菌滤纸吸干水分后再 

接种(8l。 

1．4 培养基组成与类型选择 培养基是组织培养苗生存、 

发育以致形成完整植株的营养物质。选用适宜的培养基是 

组织培养成功的关键问题之一。不同的植物种类或同一植 

物不同的采集部位，其正常生长所需的营养要求不同。有的 

需要对培养基做一些改良，有的要选用专用培养基。因此应 

根据不同的培养 目的(诱导愈伤组织、不定芽，分化，生根)， 

所选用的培养基亦应有所不同。 

总的来说，植物生长发育所需的营养条件包括无机物 

质、有机物质及附加物。根据有无附加物可把培养基分为： 
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基本培养基和完全培养基。 

基本培养基包括大量元素、微量元素、维生素、氨基酸、 

糖和水。随着植物组织培养研究的深入和完善，根据外植体 

不同的营养要求，基本培养基的配方已有近百种，但常用的 

仅一、二十种，如含盐量较高的基本培养基有 MS、LS、BL、ER； 

硝酸盐含量高的基本培养基有 、N6、SH；无机盐中等含量的 

基本培养基有 H和 Nitsch；低盐含量基本培养基有 Whim、 

WS、HEE 。J
。 大多数植物和器官采用 Ms基本培养基【 m J， 

部分植物和器官已经研究出专用型培养基，如杜鹃茎段培养 

的kyte&Bnsgs和Athanasios&Read培养基、兰属微繁殖的wim． 

ber培养基、卡德兰微繁殖的Knudon C改良培养基等L1̈。Ij． 

oyp和 Mceown在 Ms培养基的基础上，针对木本植物的特点， 

曾开发出一种专门用于木本植物的培养基 WPM[mJ。 

完全培养基是指根据不同的试验要求和目的，在基本培 

养基的基础上，添加一些物质如植物生长调节剂以及其他成 

分复杂的天然有机附加物。在培养较难培养的观赏植物或 
一 些名贵观赏植物时，常需加一些天然提取的有机复合物， 

如椰乳、酵母提取液、玉米胚乳、麦芽浸出物、番茄汁、马铃薯 

泥、香蕉泥_1 、水解乳蛋白、水解酪蛋白、蜂王浆、麦芽膏、黄 

瓜汁、苹果汁等。因此，完全培养基才能满足不同的培养阶 

段和目的所需的诱导、增殖、生根等一系列专门培养基。 

1．5 初代培养 在上述建立的无菌条件下，将经灭菌的外 

植体切割成适当大小(一般以长 0．5～1．0 cm为宜)，接种到 

合适的培养基中进行初代培养。初代培养又叫诱导培养，目 

的是建立无菌的植物组织培养离体生长的体系，利用外植体 

(茎尖、茎段、叶片、花粉等)诱导出不定芽、再生芽、愈伤组 

织、原球茎或胚状体等。 

1．6 继代培养 继代培养又叫增殖培养，根据培养目的将 

初代培养诱导出的数量有限的不定芽、愈伤组织、原球茎和 

胚状体等转接到适宜的增殖培养基上进行繁育的过程。一 

般通过外源激素的不同浓度和不同配比来改变增殖系数。 

继代培养过程中，由于培养材料的不同、培养方法和目的的 

不同，继代时间也各不相同，如液体培养的继代时间较短，一 

般为一周左右继代一次，固体培养基一般 2～4周继代一次。 

1．7 生根培养 外植体通过大量扩繁后，形成无根芽苗，需 

要在生根培养基上诱导根的形成，一般认为矿物质元素浓度 

低时有利于生根，所以生根培养基多采用 1／2 MS 或 1／4 MS 

(指大量元素浓度)，不加或仅用浓度很低的细胞分裂素，并 

加入适量的生长素，主要有 NAA、IBA等(0．1～0．5 mg／L)。 

另外，加一些吸附剂(如活性炭)，可促进生根；间苯三酚可能 

对某些植物生根有利；对少数生根困难的植物，可用液体培 

养(an滤纸桥)，使生根过程加速_6J。 

1．8 驯化与移栽 试管苗不能立即适应移栽环境，必须有 
一 个驯化过程，一般不定根长度达1 cm左右，且生长旺盛时， 

即可驯化(炼苗)。首先将生根试管苗移到温室中，除去封口 

材料，使嫩苗与外界接触，增强其对外界不良因素的抵抗力， 

此间逐渐增强光照，使苗粗壮，以利于移栽成活。一般炼苗 

3～5 d即可将长到一定大小(5～6片真叶或苗高4～5 cm)、 

生4～5条根的组织培养苗，洗掉苗上的培养基，移栽到保 

水、透气性好的基质或苗床土中。移栽后的组织培养苗前期 

宜生长在适温、适湿的环境中，逐渐使其适应外界环境。为 

使幼苗正常生长，每 3～5天可叶面喷施营养液一次，7～10 d 

给基质浇营养液一次。 

2 观赏植物离体快繁植株再生途径 

在观赏植物的离体快繁过程中，不同类型的外植体经过 

人工诱导，都能够重新开始细胞分裂与器官分化，长出芽、 

根、花等器官，最终形成完整植株。这种经离体培养的外植 

体重新形成完整植株的过程称为再生途径。不同的植物种 

类、不同的外植体类型，在含不同激素的培养基上和不同的 

培养条件下，形成完整小植株的再生途径不同。观赏植物组 

织培养过程中，形成完整植株的再生途径可概括为下列几种 

途径l4,7,13]。①不定芽途径。将带 1～2枚叶片的单芽、多芽 

茎段或茎尖培养的芽，接种到合适的培养基上诱导。该方法 

是从芽到芽的过程，遗传性状稳定，培养过程简单，适用范围 

广，移栽容易成活。这是花卉离体快繁最常用的方法。②器 

官发生型途径(愈伤组织再生)。各种类型的外植体，在适宜 

的离体培养条件下，脱分化产生愈伤组织，再分化形成不定 

芽，再用从芽到芽的方法进行扩繁。但这种分化类型在遗传 

上的稳定性差，可能会发生变异。③胚状体途径。植物叶 

片、子房、花药等外植体在含有一定量的生长素和含氮化合 

物的培养基上诱导出胚状体。胚状体可从外植体直接发生、 

愈伤组织产生、悬浮细胞产生、单位体胚胎发生等几种发生 

类型。胚状体发生途径具有成苗数量多、速度快、结构完整 

等优点，但有诱导胚状体的植物种类和品种还不多，其发生 

机理尚不清楚。④器官型途径。器官型途径是指在组织培 

养过程中，直接从离体茎、叶、花芽、鳞片等外植体上产生另 
一 种器官，最终形成完整植株的过程，此途径只见于一些特 

殊的种类或特殊的用途，如秋海棠叶片培养等。⑤原球茎 

型。原球茎发生是兰科等植物离体培养中特有的植株再生 

途径。原球茎可以不断增殖，也可以发芽生根，形成完整的 

再生植株，这取决于培养条件和培养基。⑥绿色球状体型。 

绿色球状体(GGB)发生途径是在蕨类植物组织培养中出现 

的。GGB本身可以增殖，并可在一定条件下诱导成苗。⑦茎 

原基型(MsP)。近年来，MSP途径在菊科等一些植物中诱导 

成功，可能与 GGB类似。徐元红等【HJ、冯莉等_1 、韩美丽 

等【16]、寻晓红等_l7_、石琰璩【18]、陈继峰_1 J等分别以不同的植 

物材料证实了上述几种再生途径。 

3 观赏植物离体快繁的环境条件 

植物组织培养快速繁殖强烈地受培养温度、光照、相对 

湿度、通气状况、DH值等因子的影响，该研究主要对温度和 

光照条件进行综述。 

3．1 温度对离体快繁的影响 试管植物细胞生长的最适温 

度一般在25～30℃，然而不同的品种却有相当大的差别。姚 

晓惠等L∞J将月季的无菌嫩茎分别置于13、17、21、25、29℃ 5 

种不同温度的光照培养箱内进行组织培养，光照时间为 14 

h／d，光照强度为 2 000 1)【，结果发现，生根阶段对温度的变化 

非常敏感，最适宜温度为2l℃。赵伶俐等_2lj以蝴蝶兰 R4品 

种叶片为外植体，研究表明，培养温度2o℃时外植体褐化率 

最低。刘福平等 j在球根海棠组织培养中发现，在较高温 

度(28℃左右)下几乎所有外植体直接出芽，但生长缓慢；在 
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较低温度(22℃左右)下绝大多数经愈伤组织出芽。王衍安 

等 J以金边墨兰无菌苗为试材，研究表明，在不同的生长调 

节剂下，日温 28℃、夜温 24℃繁殖系数最高，日温26℃、夜 

温22℃对根、茎、叶的生长和分化最为有利。 

3．2 光照对组织培养的影响 光照对植物外植体的生长和 

增殖有明显影响，主要表现在光质、光照强度、光照时间和光 
‘

照方式等方面。近年有研究表明，不同的光质在植物生长的 

不同时期可以起到促进或抑制作用。王爱民等 J研究光质 

对缕丝花试管苗生长发育的影响，结果表明，蓝光和红光有 

利于缕丝花试管苗侧芽的产生；红光有利于提高糖含量；蓝 

光有利于蛋白质含量的增加；红光促进叶绿素合成。焦海华 

等 J在一品红幼嫩茎段离体培养过程中发现红光、黄光、蓝 

光、绿光对愈伤组织的形成均有一定的促进作用；在芽的分 

化过程中，各色光均表现出不同程度的抑制作用，黄光的抑 

制作用最明显；绿光的抑制作用最弱。另有研究表明：绿色 

光可促进菊花试管苗的生长，红色光有利于花瓣愈伤组织的 

形成l ；红光还可以促进大花蕙兰试管苗叶片生长[引，促进 

杜鹃试管苗生根【 。 

绝大多数植物组织培养的适宜光照强度在 1 030～2 030 

l】【之间，植物种类间的差异相对较小，最低强度在500—1 000 

1)【，最高强度可以达到2030～6030 kL引。蝴蝶兰初代培养过 

程中1030和30301)【光强培养可降低褐化率，20001)【光强培 

养的外植体褐化严重【 。10301)【能诱导根的形成，300～5O0 

l】【可满足光周期的要求，2 030～4 030 1)【为组织培养适宜的 

光照强度。 

光照时间的长短因植物的感光性及培养目的而异。每 

天大约 1 030 1)【冷荧光灯照射 16 h能满足非洲菊、虎耳草属 

和凤梨属培养的需要，16～24 h光照能诱导牵牛茎尖分生组 

织生长和形成小植株，但形态发生不受全光照的抑制，16 h 

光照和长期黑暗培养均能诱导花叶芋的幼叶切块形成胚状 

体和小植株。大多数植物在愈伤组织和芽诱导期间保持 10 

～ 12 h的光照即可，需要较长时间光照的可以达到 l2～16 h， 

在培养期间需要较短光照的可以达到 8～10 h。多数植物也 

能适应 16 h光照、8 h黑暗的昼夜循环_9J。 

4 观赏植物组织培养过程中常见问题及解决措施 

4．1 褐变现象 褐变是指外植体在培养过程中体内的多酚 

氧化酶被激活，使细胞里的酚类物质氧化成棕褐色的醌类物 

质，以致培养基逐渐变成褐色，培养物也随之进一步变褐而 

死亡。这是植物组织培养的3大难题之一。影响褐变发生 

的主要因素是L 卜圳：材料类型差异，一般木本植物单宁、色 

素含量高的易发生褐变；材料年龄、取材部位及时间差异，一 

般幼龄材料、幼嫩器官和组织、春季取外植体褐变发生较轻； 

外植体大小及受伤害程度，外植体太小、受伤害程度深、易引 

起褐变；培养基中6-BA或 KT能促进褐变发生，而生长素类 

如L 可减轻褐变发生；强光照、高温加重褐变。所以，选择 

适宜的外植体并建立最佳的培养条件是防止外植体褐变最 

主要的手段。控制褐变的主要方法有：一般选择幼嫩的器官 

和组织作外植体，并选择最佳取材时间 ；切取外植体时尽 

量减少伤口面积及选择适宜的消毒剂；选择适宜的培养条 

件，初代培养可适当暗处理；选择适宜培养基，适当降低培养 

基无机盐浓度，降低 pH值，降低细胞分裂素浓度等，可明显 

减轻培养物褐变；在培养基中加抗氧化剂如硫代硫酸钠 

等 j，吸附剂如活性炭及螫合剂等可有效抑制褐变；缩短转 

瓶周期，亦是控制褐变常用且有效的方法。 

4．2 玻璃化现象 有的组织培养苗在多次继代培养中，其 

叶和嫩梢呈水晶透明或半透明，植株矮小，失绿，叶片卷缩， 

发生玻璃化现象。若细胞分裂素浓度过高或细胞分裂素与 

生长素相对含量高，培养基中离子种类、比例不适，琼脂浓度 

低，温度过低或过高，光照时间过长或通气不良，易发生玻璃 

化现象[9,35]。减少和避免玻璃化苗出现的方法是：选择适合 

的培养基，如适当降低培养基中细胞分裂素用量，提高Ca2+、 

Zn2 等离子浓度，降低 N与 a元素的比例，降低铵态氮浓 

度，适当提高培养基中蔗糖和琼脂的浓度；改善培养环境，温 

度光照适宜，用具滤层通气孔的塑料封口膜封口改善通气状 

况，可减少玻璃化苗的产生 J。 

5 研究展望 

观赏植物的离体快繁虽然已经得到了广泛的重视和应 

用，但在目前生产中仍然存在着一定的问题。应扩大离体快 

繁观赏植物的种类，特别是加强各种彩叶植物的组织培养与 

快速繁育；对于那些难组织培养的种类尚需要继续攻克难 

关，克服植株再生过程中出现的问题。尽量降低组织培养苗 

的污染率，提高组织培养苗生根率和移栽成活率，尽可能地 

降低组织培养苗的生产成本。开拓组织培养苗市场，大量快 

繁木本观赏植物，应用于城市绿化，美化人们的生活，这是我 

国观赏植物离体快繁的主要趋势。如果在组织培养过程中 

注意到可能产生的问题，并及时用适宜的措施去避免问题的 

发生或减轻某些不良现象，就可保证组织培养物的正常生长 

发育，并可达到所期望的培养目的。 
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分别为84％、93％、91％、89％，CK为84％。这就足以证明所 

用穗萌抑制剂对所制种子的发芽率不但没有影响，而且可能 

对种子发芽率有促进作用。 

表1 各试验点穗芽率与穗粒芽率考测结果 ％ 

'Ibbl~1 The ear sprouling rate and grain sproming ratein each testpoint 

3 讨论 

(1)研究表明，所用药剂对抑制穗上发芽都有一定的作 

用，但在不同试验地点，药剂表现不尽相同，其抑制效果不 

同。这是由于杂交组合不同，对药剂有不同反应，还是由于 

浴罩不同，亦或人为操作和管理条件不一致所造成，有待进 
一 步试验。 
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表2 各组合收获后的发芽情况 ％ 

髓bIe 2 'Ihe genninalion S~llaliOI1 0f each combinaam after ha 啦  

(2)从几种药剂来看，综合各点表现以脱落酸处理效果 

为最好，但是其价格昂贵，在杂交水稻制种上无法应用。 

(3)今年试验各种药剂浓度、时间各点虽不太一致，但每 

点都只用一种浓度且在同一时间喷施，应进一步采用不同浓 

度和不同时间进行喷施，以找出喷药的最适浓度和最佳 

时问。 

(4)这些抑制药剂，对穗上发芽有一定的抑制作用，而随 

着储藏时间的推迟，种子发芽正常，有的还有促使发芽率提 

高的作用。 

(5)今后试验仍应在人工控制下进行，最好是在自然条 

件下验证后才应用于大面积制种。 
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