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•◆
植物体的某部分、某器官的

全部或部分、器官原基的离

体培养(根.茎.叶.花器.果实和种子

等营养和繁殖器官)。

• ◆

植物组织(分生、表皮、薄壁组织

等)及愈伤组织离体培养。
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第1节



• 离体的植物器官组织在人工培养条件下，通过不同的器官发生途径，形

成体细胞胚或茎芽，继而再生完整植株。

无菌外植体获得

初代培养物建立

形态发生

植株再生

培养产物的观察记载
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• 污染是组织培养的障碍之一。

• 来源于自然界和室内的开放、半开放生态环境的植物材料携带各种微生

物，一旦进入培养容器，造成培养基和培养材料污染，实验无法进行。

• 实验材料灭菌处理，不同材料、不同实验所用灭菌剂种类、浓度、灭菌

方法不同。
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污染正常



带菌情
况不同

• 灭菌考虑因素

• 材料性质不同，实验性质和要求不同。

• ◆不同种植物

• ◆不同栽培制度

• ◆不同生长环境

• ◆不同的生育期

• ◆不同器官组织
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带菌情况：带菌程度、带菌种类等



实验材料本身因素

实验材料带菌情况

实验的性质与要求

实验室条件等
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前处理

清水冲洗(茸毛较多的用皂液洗涤后再清水冲洗)，去掉

表面粘附物，吸干表面残留水分。

消毒处理(见下表)

取出灭菌实验材料，置于无菌滤纸上，吸干表面残留水分。

取外植体接种于培养基(一般3～5个/瓶)。
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消毒⽅法 消毒处理1 洗涤1 消毒处理2 洗涤2

1
0.2％氯化汞浸泡

10min

⽆菌⽔彻底洗涤3

～5次

2

70％酒精浸泡

⼀般≦10s

⽆菌⽔洗涤

3～5次

10％次氯酸钙浸泡
10～20min

⽆菌⽔彻底

洗涤

3～5次

3
2％次氯酸钠浸泡
15～30min

4
0.2％氯化汞浸泡
10～20min

常用的消毒方法



这类材料生长在土壤或基质中，挖取时要仔细操作，避免因牵拉、挤

压、刮蹭、针刺、切割等不当操作引致的损伤。

灭菌较困难，灭菌前应仔细清洗，对凹凸不平及鳞片缝隙处，需用软

刷清洗，切除损伤部位。
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应适当增加灭菌时间或增大灭菌剂浓度。如：

❆将实验材料浸泡在 0.2％氯化汞溶液中10～12min。

❆在70％酒精中浸数秒,然后用6％～10％次氯酸钠溶液浸9～15min进

行灭菌。

灭菌后将实验材料取出，置于无菌滤纸上，吸干表面残留水分。

取外植体，接种于培养基。
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未开放花蕾中的花药为花被包裹，处于无菌状态采摘后可直接灭菌。

清水冲洗，除掉花蕾表面携带的附属物。

70％酒精浸蘸10～30s。

无菌水洗涤3～5次。

0.1％氯化汞浸泡5～l0min(或1％次氯酸钠浸泡l0～20min)。

取出材料置无菌滤纸上，吸干表面残留水分。

取外植体，接种于培养基。
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➪



清水冲洗并吸干表面水分。

70％酒精浸泡数秒。

2％次氯酸钠浸泡10～20min(或饱和漂白粉上清液浸泡10～30min)灭菌。

无菌水洗3～5次。

取出果实内部组织或种子接种。
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这类材料有的表皮具有茸毛或蜡质，需在灭

菌剂中加入几滴吐温-80，增加灭菌效果。



清水冲洗并吸干表面水分。

用10％次氯酸钠浸泡20～30min

(或0.1％～0.2％氯化汞浸泡5～10min)灭菌。

无菌水洗3～5次。

取出种子接种。
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这类材料有的表皮具有茸毛或蜡质，

需在灭菌剂中加入几滴吐温-80，增加

灭菌效果。



• 外植体经过灭菌处理后，要获得初代无菌培养材料，建立起高效的初代

无菌培养材料的培养体系并使其增殖和发育，需以下技术。
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灭菌处理只是表面灭菌，无法去除侵入组织内部病菌。需在培养基中

加入抗生素类物质，防止初代培养材料的污染。但抗生素对某些植物生长

有抑制作用，适用的抗生素种类及浓度，要在实践中摸索。

保证培养基、接种器械和超净工作台无菌，使接种室环境保持清洁。

对污染的组培材料，应灭菌后再清洗，防止真菌孢子在空气中弥漫和

繁殖。
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• 建立无菌初代培养物，操作技术和工作经验等十分重要。

• 无菌操作时，严格操作程序，如:

进入超净工作台的物品和操作者的双手用70％～75％的酒精棉球进行擦拭

灭菌，等。
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• 培养材料在离体条件下能否正常生长发育，形成良好的初代培养物，相

关因素：

→

→激素种类和浓度

→

→外植体的来源及生长发育状态

→培养条件
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• 理论上，每种植物及其器官组织均具有再生完整植株能力，实际上其再

生能力不同。

→菊花比月季容易分化出不定芽。

→香石竹的叶片、茎尖、茎段、花瓣、子房、花托等外植体均可得

到再生植株。

→非洲菊的再生植株则多从花托、茎尖和花芽外植体中产生。
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• 初代培养物的建立涉及组织培养工作的多个环节

进行组织培养时：

减少工作盲目性。
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• 无菌培养物在适宜的离体环境中生长发育(形态发生)形成完整的小植株。

• 离体材料的形态发生是通过两种途径实现的，即器官发生途径和

体细胞胚胎发生途径。
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• 在器官发生途径中：

• 芽或芽原基起源于培养组织中比较表层的细胞，即 。

• 根原基则发生在组织较深处，即 。

• 两者之间一般没有什么必然联系，呈现 。
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• 在胚状体发生途径中:

• 大多数体细胞胚起源于单细胞，形成的胚状体具有 。

• 在其发育早期，极性两端分别分化出茎端和根端，其维管与外植体的维

管组织没有联系，胚状体维管组织呈独立的“Y”字形。

• 已分化的细胞形成不同的组织。一般形态和机能相同的细胞形成同一种

组织，机能相关的组织形成器官，进一步发育为完整的植株。
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• 离体人工培养条件下，外植体经过一段时间的诱导培养后，需对培养产

物及培养情况进行观察记载，确定下一步的工作方向及工作内容。
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• 在伤口分泌的内源激素和培养基中添加的生长调节物质的作用下，外植

体产生愈伤组织是一种普遍现象。

• 离体愈伤组织是一种正在增生的非组织化的细胞群，外部形态：

坚实致密型，由小而致密的细胞构成。

疏松型，由小而松散的细胞构成。

• 色泽有绿色、淡绿色、黄色、紫色等。
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• 愈伤组织诱导率计算：

• 愈伤组织生长量计算：

愈伤组织生长量=W2—W1
W1:接种时愈伤组织干重或鲜重。

W2:培养一定时间后愈伤干重或鲜重。
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• 许多器官和组织在离体培养时都能产生体细胞胚或胚状体，易与不定芽

和愈伤组织区分。

• →非洲紫罗兰叶片培养中，叶片逐渐变大肥厚，形成肿胀突起，表面逐

渐出现密集的小突起，初为淡绿色，逐渐转绿，呈球形小点，用显微镜

观察，可见到叉状对生的子叶原基。
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• →杨树茎尖、茎段、叶片等外植体培养中，在切口处产生黄色或乳黄色

愈伤组织，表面逐渐呈颗粒状突起，出现大量球形、棒状胚状体，特别

是叶脉部位发生的胚状体多而整齐。
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• 离体培养外植体被诱导成芽方式有两种：

由顶芽或腋芽萌发产生丛生芽，一些木本和草本植物常见这种现象。

经或不经愈伤组织产生不定芽，植物的许多器官经诱导都可以产生不

定芽。
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• 组织培养通常先形成芽，再转到适当培养基，诱导不定根发生，获得完

整再生植株。

• 根也可以由愈伤组织直接诱导产生。

生根率＝生根芽数∕培养芽数

有时需要计算每个材料平均发根数。
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第2节



• 植物营养器官培养在植物繁殖中占有重要的地位，可以在短期内培育出

大量再生植株。

• 如花卉、果树、林木等大多可通过茎芽、茎段诱导产生丛生芽或不定芽，

获得大量再生植株。
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• 以植物的根切段为外植体进行离体培养。

• 离体根培养是研究根系生理代谢、器官分化及形态建成的良好实验体系。

• 对生产药物也有重要作用，有些化合物只能在根中合成。

• 离体根的培养多见于草本植物，木本植物相对较少。

• 但一些果树离体根培养取得进展，如杏离体根培养的实验体系已经建立，

为开展生理生化研究提供了有效途径。
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34

可以选择切实有效的方式进行组织培养，建立根的无性繁殖体系。

实验材料来源:

无菌种子发芽产生的幼根切段。

常规的植株根系经灭菌处理后的切段。

根的培养增殖方式，有两种：

根的直接增殖。

根的间接增殖。



• 将根切段接种在适宜根生长的无机离子含量较低的培养基(如White或1/2MS)

中，25～27℃暗培养，根段增殖形成主根和侧根。

• 每隔7～l0d继代1次，取主根增殖，建立根的无性繁殖体系，侧根用作

其他实验或增殖材料。

• 番茄根每天可生长l0mm，数天后发育出侧根。
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：

将根段平放在固体培养基上。

将根段放入液体培养基中，

置摇床上连续振荡，保证根段获得充足的氧气。

将根段的形态学下方(根尖方)朝上，浸在

液体培养基中，上方插入固体培养基中。
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固体培养基

固体培养基

液体培养基

液体培养基

根切段



将无菌根切段接种在适宜愈伤组织诱导的培养基(如 MS培养基)中，诱导愈

伤组织形成。
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• 由愈伤组织诱导芽或根或根、芽同时产生，再进一步诱导芽形成根或根

形成芽，成为完整植株。

• 毛白杨愈伤组织诱导根形成率达100％。

• 黑种草根的愈伤组织只产生根而茎和叶的愈伤组织仅产生茎。

• 需注意的是，愈伤组织如果先形成根则往往抑制芽的形成，但也有例外。

• 如颠茄愈伤组织先分化根，然后在根尖一端分化出不定芽，继而发育成

完整植株。
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• 不同植物离体根的继代繁殖能力不同。

• 如番茄、烟草、马铃薯、黑麦、小麦等的离体根，可进行连续继代培养，

且能无限地生长。

• 萝卜、向日葵、豌豆、养麦等能较长时间培养，但不能无限延长，久之

则失去生长能力。

• 一些木本植物的根则很难进行离体生长。
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•离体根发生是以不定根方式进行的，可分为根原基的形成和根原基的伸

长生长两个阶段。

•根原基的启动和形成约历时48h，包括3次细胞分裂，即第1,2次细胞横

分裂及第3次的细胞纵分裂，然后是细胞快速伸长阶段，需24～48h。

•生长素可以促进细胞横分裂，根原基的形成与生长素有关。

•根原基的伸长生长则可在无外源激素条件下实现。

•一般从诱导到不定根出现的时间，快的植物种类需3～4d，慢的植物种

类需3～4周。
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• 应具有离体根发生和生长所需无机盐，一般MS、B5、White等具备这些营养。

水仙的小鳞茎在1/2MS培养基上能生根。

• 大量元素中硝态氮和钙、微量元素中硼和铁都有利于根的发生，生根也

需磷和钾，但量不宜多。

• 有机物中VB1和VB6最重要，在生物体内参与多种酶的组成,起生物催化剂

作用，缺乏则根生长受阻。
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• VB1以辅基(辅羧化酶)形式参与羧化酶的组成，催化丙酮酸和其他酮酸的脱

羧反应。

• VB6以辅脱羧酶的形式参与新陈代谢。

• VB1和VB6用量较小,一般0.1～1.0mg/L，添加要准确。

• 如番茄生根培养，1.0mg/LVB1与0.5mg/LVB6组合，效果最佳。

• 碳源以蔗糖效果最好，其使用浓度多数较低，为1％～3％,如马铃薯发根

培养基的蔗糖浓度为1％
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• 培养基中添加适当浓度的生长素有利于根的形成和生长，但所需生长素

的种类和浓度是不一致的。

毛白杨一个转基因细胞系的不定根继代培养中，培养基中添加不同

浓度的NAA或IBA，观察根的生长情况如下:

0～0.1mg/LNAA或0.0～0.5mg/LIBA，7d后根平均生长量

为58.3mm或40.3mm。

• 当NAA浓度大于0.1mg/L或IBA浓度大于0.5mg/L时，根生长量减少。

• NAA浓度达5.0mg/L或IBA浓度达10.0mg/L时，根停止生长。
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• 不同植物、不同基因型、同一植物不同部位和不同年龄对根的发生都有

影响。

• 一般情况下，木本植物比草本植物难、成年树比幼年树难、乔木比灌木

难, 如1年生桉树的插条易生根，但5年生插条则不能生根。

44

• 离体根的培养方式对发根率有一定影响，甚至于决定着根的发生与否。

• 如毛白杨只能在固–液培养基上获得再生根。



光照

• 光照时间和强度对离体根发生和生长

有一定影响一般认为黑暗有利于根的

形成。

• 将苹果根愈伤组织置生根培养基中暗

培养可再生不定根。

• 毛白杨根继代培养时发现，光照时间

对发根率和根生长量影响不明显，说

明植物生根所需的光照时间是不一致

的。
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• 6 .温度

• 生根所需温度一般为16～25℃。

• 但不同植物生根所需要的最适温

度不同，而且有较大的差异。

• 如草莓继代培养时，芽再生最适

温度为32℃，而生根最适温度为

28℃。
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• 根发生和生长所需的pH范围一般为5.0～6.0，但离体根培养的pH适宜

范围因培养材料和培养基组成而异。

• 如番茄根的培养用Fe2(SO4)3和FeCl3时，pH超过5.2时根的生长就很差，

但用螯合铁时，pH到7.2时根的生长也不受影响。

47

• 以Fe2(S04)3和FeCI3为铁源时，当pH为中性时，铁成为不溶性的氧化物

而沉淀，造成铁供应不足而影响根的生长，而螯合铁为有机盐，不会产

生沉淀现象。

• 水稻根在一定pH范围内(pH3.3～5.8)，随pH的升高而生长加速。



• 指对植物带有定芽或不定芽的外植体(包括块茎、球茎、鳞茎在内的幼茎切段)进行

离体培养的技术。

48
定 芽 ( n o m o l b u d )

进行植物的离体快速繁殖。

研究茎细胞的分裂潜力和全能性。

诱导细胞变异和突变体的获得等。



• 茎段培养是以芽生芽的方法进行增殖。

• 具有容易成功、变异小、性状均一、繁殖速度快等优点。

• 茎段培养成为植物组织培养中应用最普遍的方法广泛应用于蕨类、木本

植物、草本植物等。
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• 带芽茎段经灭菌处理后，经适当培养可能获得：

单苗(芽)

丛生苗(芽)(单生芽和丛生芽的增殖方式适宜植物的离体快速繁殖)

完整植物

愈伤组织
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桉树从成熟树的萌芽、接穗芽、徒长枝和生长旺盛的顶芽等都成功

地建立了无菌培养物，新生芽不断从茎段芽部(顶部或腋部)长出，但不伸

长，形成丛生状。这个过程常伴随着接触到培养基的外植体基部开始愈

伤化成为瘤状愈伤组织，并不断增殖，导致更多的芽从瘤状愈伤组织上

长出。

• 但许多植物的顶芽或腋芽萌发的单苗或丛生苗(芽)是直接进行增殖的，

无愈伤组织的产生，甚至不定芽的获得也不经过愈伤组织途径。

• 可见，茎段增殖时，不同植物及茎段组织的细胞对培养环境的反应是不

一致的。
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• 为了诱导植物变异、研究细胞全能性、分析茎细胞分裂和再生能力、建

立转基因受体，常需进行茎段分化途径和再生植株的研究。

• 茎段愈伤组织的诱导以及其植株再生的研究，在许多植物中获得成功。

• 茎段能否进行芽的增殖，也受到多种因素的影响，但主要影响因素是生

长素和细胞分裂素的比值。

• 众所周知，生长素水平增高，外植体有形成愈伤组织的倾向。

• 分裂素水平增高，增进芽的发育，易形成丛生芽。
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• 不同植物内源激素的含量具有一定差异，不同植物茎段培养进行芽增殖

或诱导愈伤组织时，培养基中添加的激素浓度和种类也不相同。

• 如进行芽增殖培养时，加入适量细胞分裂素，不加或加少量生长素。

• 进行愈伤组织诱导时，加入适量生长素，不加或少加细胞分裂素。
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• 以植物的叶器官为外植体进行离体培养的技术。

• 叶器官包括叶原基、叶柄、叶鞘、叶片、叶肉、子叶。离体叶培养的特

殊用途是研究叶形态发生过程以及进行光合作用、叶绿素形成、遗传转

化等。
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• 自1953年蕨类植物紫箕叶原基再生成熟叶研究以来，叶器官离体培养再

生植株已在许多植物中获得成功，尤以羊齿类植物最多，双子叶植物次

之，单子叶植物最少。

• 叶器官在适宜条件下培养结果可能是：

不定芽或胚状体。

愈伤组织。

成熟叶(由叶原基发育成)。
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• 叶器官的许多部位能前两种方式再生植株。

• 山新杨的叶柄分生能力强，可从一个叶柄基部形成20～30个不定芽。

• 虎眼万年青可从叶片伤口处直接形成不定芽。

• 离体培养花生幼叶可产生体细胞胚。

• 甘薯叶原基可诱导形成胚性愈伤组织。

• 许多植物可从叶柄或叶脉切口处形成愈伤组织，再生成植株。
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• 不同植物、同一植物不同部位对培养的反应是不一致的。有些植物，从

其离体培养的植物体上取得的外植体己具有了被促进的形态发生能力。

厚叶莲花掌的叶外植体在培养中不能再生植株，而其茎切段则可再

生小植株，用这种再生植株的叶片作外植体时，75％的叶片可再生植株。
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• 影响叶器官离体培养的主要因素是植物激素的种类和浓度。

在杏离体叶片组织培养中,使用1/2MS培养基，附加TDZ和AgNO3，经

过胚状体途径得到了再生植株。

• 一般叶培养较茎段培养难，常需要进行多种激素的配合使用。

• 如杏叶片培养时，ZT与2,4-D的组合可诱导愈伤组织的产生，KT与NAA

的组合可从愈伤组织中诱导不定芽的产生。
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• 番茄叶片培养时，IAA与6-BA组合可诱导不定芽的产生，而NAA与6-BA

或KT组合则不能诱导芽的形成

• 叶培养常用的培养基是MS、Heller等，有时附加一定浓度的水解酪蛋

白(1mg/L)和椰子乳(15％)，可增强培养效果。
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第3节



：

进行植物的离体快速繁殖

改变植株的染色体倍性

挽救远缘杂种的胚

诱导三倍体植株等

• 所以植物繁殖器官的离体培养在植物育种和繁殖等方面起着重要作用。
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• 对植物的整朵花或花的组成部分(包括花托、花柄、花瓣、花丝、子房、花药、

胚珠等)进行离体培养的技术。

• 用于 等方

面的研究。
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：

• 将未开放的花蕾或花柄、花瓣、花托等组织经过灭菌处理和适当切割后，

在适宜的条件下进行培养，培养结果可能有：

成熟果实

不定芽或丛生芽

愈伤组织
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• 如授粉或未授粉的花蕾在适宜条件下培养可形成成熟果实，在人参、番

茄和葡萄等植物中成功获得了与天然果实相似的果实状结构，并将其培

养成熟。

• 花椰菜花托可直接再生不定芽。

• 蝴蝶兰花梗腋芽可直接萌发形成丛生芽。

• 菊花的花托、花瓣和诸葛菜的花托和花序轴可先形成愈伤组织，再形成

不定芽。
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• 1959年，人们研究了激素对植物花性别决定的影响。

• 将发育早期(0.5～0.7mm)的花芽接种在添加不同激素的杂培养基中培养，发

现添加IAA或幼蕾提早切离，可促进潜在雄蕊转化为子房，但这种促进

作用可被赤霉素拮抗。

• 人们还利用生长抑制剂等对花性别决定进行了研究。

• 如用矮壮素(CCC，抗赤霉素试剂)处理潜在花芽培养物，可抑制雄花分化。

• 三碘苯甲酸(TIBA)和马来酰肼(抗生长素试剂)则抑制雌花分化。
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• 对植物不同发育时期的幼小果实进行离体培养的技术。

：

• 进行 等方面的研究，进而为人工种

子的研究生产提供理论支持。

66



• 不同发育时期的幼果经过适当灭菌处理后在适宜培养条件下可能获得：

成熟果实

愈伤组织

草莓、葡萄、越橘等幼果都在适宜条件下培养成熟。培养获得的

成熟果实中，种子基本具有生活力，但形成种子的百分率比自然 状

态下低。

67



对受精后发育不全的未成熟种子和发育完全的成熟种子进行离体培养的

技术。

：

打破种子休眠，缩短生活周期；挽救远缘杂种，提高杂种萌发率等。
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• 将成熟或未成熟种子经过适当灭菌处理后在适宜培养条件下，种子可形

成：

小植株

愈伤组织

丛生芽或不定芽

• 种子因包含植物雏形，并有胚乳或子叶提供丰富的营养，很容易培养成

功。
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• 培养基组成对种子培养结果有一定影响，如果种子培养是以促进种子萌

发、形成种子苗为目的，成熟种子所用培养基的成分可简单，并不加生

长调节剂，而未成熟种子所用培养基的成分应适当增加，并需加生长调

节剂。

胡萝卜不同发育期的种子，经培养后可形成种子苗。

如果种子培养的目的是形成愈伤组织或丛生芽，进一步再生植株，

培养基中应提供营养物质，并添加不同种类和浓度的生长调节剂。

种子培养对糖的浓度要求较低，一般为1％～3％。
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• 培养不同发育时期种子，可研究种子休眠发生时期及部位。

• 向日葵种子整体休眠时期发生在生理成熟之前，即受精后第23d，表现

为胚根及上胚轴不萌动，胚胎萌发率从受精后第19d明显下降，至第23d

萌发率为0。

• 休眠发生在胚根及上胚轴部位，而且首先发生在胚根上，上胚轴约延迟

2d，赤霉素可打破种子休眠。
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第4节



• 植物组织培养对于:

等的研究十分有利，而且植物组织培养理论基础的

建立多是以离体组织为研究对象的，因此，组织培养在整个离体培养研

究中占有十分重要的地位。
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• 对植物的分生组织进行离体培养的技术，包括对植物的根尖、茎尖等顶

端分生组织和形成层组织进行的培养。

74顶 端 分 ⽣ 组 织 ( a p i c a l  m e r m t e m )

• 分生组织细胞具有持久的分裂能力和很强的生命力，离体培养时易发生

细胞分化，再生完整植株，并利于获得脱毒植株。

• 在分生组织培养中，以茎尖培养的研究最为深入，广泛用于植株再生和

脱病毒等研究。因此，以茎尖培养为例，说明分生组织培养。



• 对植物茎顶端的原分生组织和它衍生的分生组织进行培养的技术。

• 茎尖培养的材料可以是10～100µm的茎尖分生组织，也可以是几十毫米

的茎尖或更大的芽。

75原 分 ⽣ 组 织 ( P r o m e n s t e m )

• 植物带芽茎段经灭菌，剥去外层鳞片或幼叶，露出生长点，切取所需茎

尖。

• 茎尖大小视要求而定，茎尖培养成活率及生长能力与茎尖大小呈正相关，

不可过小。一般脱毒时茎尖要小于lmm，快繁时可取数毫米。

• 培养感染大丽花花叶病植株上0.2～0.3mm的茎尖，获得了脱毒苗。



：

芽萌发 产生胚状体

产生不定器官 形成愈伤组织

• 茎尖组织培养后向哪个方向发育，茎尖组织的大小、培养条件、特别是

培养基中植物生长调节剂的种类和浓度密切相关。
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• 一般外植体微小或为分生组织时，趋向于形成胚性愈伤组织或非胚性愈

伤组织，取材部位不同，诱导频率不同。

甘薯不同部位外植体，胚性愈伤组织的诱导频率差别大。

枝尖生长点时为： 55％～60％

2、3节位时为： 35％

4、5节位时为： 0～25％

6节位以下为： 0
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• 茎尖培养常用的培养基为MS基本培养基，其他添加物和植物生长调节剂

种类及浓度随培养植物的种类而异，但应避免使用2,4-D，因它常促使

外植体愈伤化。

• 培养条件多为温度25℃±2℃，光照12～16h/d，光强100～3000lx。
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：

生长太慢，即茎尖不见明显增大，但颜色逐渐转绿，最后形成绿色小

点。原因可能是茎尖进入休眠状态，或生长素浓度偏低，或培养温度低。

生长过旺，接种后茎尖明显增大，随即在其基部产生愈伤组织，茎尖

难于伸长，色泽较淡，说明所用生长素浓度偏高，或使用了2,4-D，或

光照太弱、温度过高。
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生长正常，即茎尖色泽逐渐转绿，基部逐渐膨大，有时形成少量愈伤

组织，茎尖也逐渐伸长，最终形成小枝，说明各因素适宜，此时可移入

无生长调节剂或生长素含量很低的培养基中，小枝则继续伸长并形成根

系，发育成完整小植株。
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• 诱导植物外植体产生无序生长的薄壁细胞及对其培养增殖优化的技术。

• 植物的各种器官及组织，经培养都可产生愈伤组织，并能不断继代繁殖。

81愈 伤 组 织 培 养 ( c a l l u s c u l t u r e )



：

愈伤组织可用于研究植物脱分化和再分化、生长和发育、遗传变异、

育种及次生代谢产物的生产等。

愈伤组织还是悬浮培养的细胞和原生质体的来源。

愈伤组织是植物离体培养的良好实验体系。
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• 如茶叶外植体接种5d后，开始肿胀，部分细胞尤其是大、小叶脉周围的

薄壁细胞首先开始启动，细胞核和核仁增大，继而分裂增殖形成分生薄

壁细胞团。

• 新形成的细胞细胞质浓密，单核糖体增多代谢活力强，进行大量蛋白质

合成。

• 进一步培养，细胞大量分裂形成愈伤组织此时外植体己失去原来形态结

构特点。
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• 一般薄壁细胞和形成层易形成愈伤组织。愈伤组织质地差异大，或致密

坚实，或疏松柔软，这是内部结构的差异所致。

• 致密坚实的愈伤组织内无大的细胞间隙；疏松的愈伤组织有较大细胞间

隙，细胞排列无序。

• 两种质地的愈伤组织可利用生长素进行转换，即高浓度生长素变致密坚

实愈伤组织为疏松柔软。
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• 愈伤组织的颜色也不尽一致，有的无色，而有的呈绿色(具叶绿素)、黄色

(具胡萝卜素等)、红色、紫色(具花青苷)。

• 如当归愈伤组织为无色疏松状。

• 马铃薯为致密淡绿色。

• 边缘桉子叶愈伤组织为较硬的黄色，而雄蕊花丝愈伤组织是先灰色、后

黄色。

• 蓝按下胚轴愈伤组织为致密的红色、黄色或淡绿色。

• 葡萄小植株产生的愈伤组织为红色、白色。
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• 在愈伤组织中，可能出现液泡小、细胞质浓的小细胞，这种小细胞聚集

为丛状，称为胚胎发生丛(EC)或胚性愈伤组织。

• 胚胎发生丛的表面是具有分生能力的细胞团，可产生大量胚状体，如茶

的叶外植体开始形成淡黄色表面光滑的愈伤组织，进而逐渐变为表面长

出大小不等颗粒状突起的淡黄色疏松愈伤组织。
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• 同质细胞组成的外植体，如贮藏薄壁细胞、次生韧皮薄壁细胞等，诱导

产生的愈伤组织的发育也高度一致。

• 异质细胞组成的外植体，如茎、叶、根等所形成的愈伤组织也是异质性

的，即愈伤组织由不同类型细胞的分裂产物组成。

• 愈伤组织在适宜培养环境下生长迅速，使原培养基营养耗竭，有毒代谢

物积累，琼脂失水龟裂，导致愈伤组织停止生长、老化及死亡。故需及

时(2～4周)将愈伤组织进行继代培养，使其保持旺盛生长。

• 愈伤组织培养通常在黑暗或弱光下进行，温度为25℃。
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• 对植物的薄细胞层组织进行离体培养,是研究离体组织形态发生机理和

影响因素、遗传变异产生机理的良好实验体系。

• 培养薄细胞层组织可获得不同的器官。

烟草花序轴表皮及表皮下薄层组织,在MS培养基中添加不同浓度蔗糖、生长素

和细胞分裂素，再生结果不同，可直接形成叶、根、愈伤组织，将愈伤组织转移到

生根或生芽培养基中，则形成根或芽。

88



• 器官的形成还受到糖的种类和浓度、光照强度和时间、水势(加入培养基的

渗透因子、固体或液体)、温度等因素的影响。

• 实验培养条件：连续光照，光照强度52lx，温度24～27℃。

• 植物组织培养所用的细胞开始时都是高度分化的。培养 24h后，可见胸

腺嘧啶核苷活跃地掺入表皮下的细胞中，说明表皮下细胞有丝分裂活跃，

第4d后形成组织学上可分辨的花芽分生组织，8～10d形成花芽且这些花

芽均可正常发育，受精后正常结实，种子可发育成正常植株。
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• 可见，对于一种可能发生的形态发生过程而言，进行一系列的有丝分裂

是必需的。

• 切取毛叶秋海棠叶片主脉表皮和相邻厚角组织5～6层细胞组成的薄壁组

织，在1/6的HL溶液中22℃培养4d、5d、7d，可观察到表皮细胞的变化

和表皮毛的形成。

• 可见表皮及其以下细胞都具有完善的器官形成能力。
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