
绪 论

一、植物组织培养的概念

年， 提出了一种新的植物培养方式，称之为胚培养（ 。他将

几种十字花科（ ）植物的胚剥离下来，并在离体（ 的条件下得到成活的植株。

从 年起，许多植物培养方法得到发展，如体外播种兰花种子、愈伤组织培养（

、器官培养（ 年后，种种不同的培养都划归到植物组织培养名下，）等。

所以，广义的植物组织培养（ ）技术，）包括了多种离体培养（

即在无菌条件下，在营养培养基上对离体的植物器官、组织、细胞和原生质体，甚至包括完

整植株所进行的培养。其主要特征是：①一般在玻璃培养器皿（试管、培养皿、三角烧瓶

等）中进行；②培养环境排除了微生物如病毒、细菌和真菌，以及植物害虫如昆虫和线虫侵

入的可能，保持无病、无菌、无虫害的生长条件；③各种环境条件如营养因子、激素因子，以

及光照、温度等物理因子处于人工控制之下，并可达到最适水平；④通常打破了正常的植物

发育路线和格局；⑤随着单细胞和原生质体培养技术的发展，对植物体显微结构进行操作成

为可能，并为遗传操作奠定了重要基础。

二、植物组织培养的分类

由于植物组织培养所采用的培养基、培养材料、培养方法和培养目标的不同，因而可以

划分为种种不同的类型。例如，根据培养基固化程度的不同，可分为固体培养（一般采用琼

脂固化培养基）、半液半固体培养和液体培养。液体培养按培养方法又可分为振荡培养、旋转

培养和静置培养等。如果在液体培养基中放入滤纸作为培养物的支持物，则可称之为纸桥培

养。根据培养材料不同，可分为：①完整植株培养。②胚胎培养。③器官培养，包括花序培

养，花器官（子房、胚珠及胎座组织、雌雄蕊、花萼和花冠）培养，根（尖）、茎（尖）、叶、

果实种子及其切段或原基的培养。④组织培养，包括（茎尖）分生组织、薄壁组织、输导组

织、胚乳组织等的培养，以及对由各种外植体诱导形成的愈伤组织的培养。愈伤组织培养也

称狭义的“组织培养”。⑤细胞培养，包括从活体组织上游离分散性较好的细胞或微细胞团的

培养，也称为（细胞）悬浮培养。 原生质培养（ ）和体细胞杂交，包括对去

掉细胞壁的细胞原生质体培养及杂种细胞原生质体的培养。在单细胞培养中，可以采用看护

培养、平板培养和微室培养三种方法。

三、植物组织培养的用途

植物组织培养的用途可分为四大类：首先可以对植物体进行无性快速繁殖（即微繁殖）。

第二是大规模细胞培养可以用来生产次生代谢物质（如医药、香料等植物化学成分）。第三是

用于育种，如花药花粉培养产生单倍体；胚乳培养产生三倍体；胚培养挽救杂种胚；原生质



）的茎尖培养中首次得到完整

年，

年，

培养，并达到成熟。同年，

重新提出植物细胞全能性学说，并出版了《植物组织培养手册》。

首次采用烟草的离体培养来研究不定芽的形成。

）对天门冬属（

从羽扇豆属

）离体茎端进了培养。

）和旱金莲属（

的植株。

和 通过对烟草茎段和髓培养发现，不定芽和不定根的发生由生长素

溶液的固体培养基上

离体培养山毛柳、墨

和

体培养进行体细胞杂交，以及植物组织培养用于突变体筛选和遗传操作；离体种质保存等。第

四是用于理论研究，如植物组织培养用于植物生理学、病理学、（比较）胚胎学、细胞与分子

生物学等的研究。

四、植物组织培养发展简史

世纪。 ）提出细胞学说（

。细胞全能性理论认为，每一个细胞都是一个

植物组织培养的发展可追溯到

）及细胞全能性理论

自主的基本的有机体，原则上具备再生完整植株的能力。细胞全能性理论已成为植物细胞和

组织培养的理论基础。

第一次尝试采用植物组织培养技术，对小野芝麻、年，德国植物生理学家

凤眼兰的叶肉组织，以及万年青属植物的表皮细胞等进行培养，但未能诱导细胞分裂。

年，

和

年，

年， 对

离体的根尖进行了培养。

些缺绿的叶和根。

）的种间杂种胚进行了培养，并于 年利用胚培养技术对亚麻（

利用亚麻的胚培养来克服杂交不亲合性（

年，中国生理学家李继侗培养银杏胚胎，并发现银杏胚乳提取液可促进离体胚的生

长。这一发现启发后来的工作者在培养基中加入胚乳乳汁液、幼嫩种子或果实提取液，促进

外植体的生长和分化。

年， 对番茄的离体根培养获得成功，并发现番茄根尖不同部位的烟草花叶病

毒浓度不同：旺盛生长的根尖部位低，而成熟部位则很高。这种病毒浓度梯度为后来采用茎

尖培养进行脱除病毒开辟了道路。由于生长素尚未发现，

杨等一些树和灌丛的形成层组织，在含有葡萄糖和水解乳蛋白的

年，

连续培养几个月后，只得到了近似藻类的突起物，但未能获得再生植株。

对多种裸子植物的胚进行了培养。

对植物生长发发现 族维生素对离体根培养的重要性，并指出生长素

育的控制有着重要作用。

在培养基中加入上述生长因子，使得柳树形成层诱导形成的愈伤

组织连续生长。

的结果。

对榆属（

利用椰子汁（内含一种细胞分裂因子），对曼陀罗的幼胚进行了

年，

年，

年，

年，

首次在培养基上对十字花科的萝卜和辣根菜的胚培养获得成功。

进行了植物原生质体的融合工作，但未能培养成活。

将兰花种子在离体的条件下非共生萌发。同年，

还对豌豆、玉米及棉花的茎尖进行了培养，只形成一

对烟草种间杂种幼茎切段的原形成层培养也获得类似

）的形成层组织进行离体培养，以研究不定芽的形成。

进行了瘿组织的离体培养。



。同年，等利用细胞分裂素诱导茎尖侧芽分枝（

）头状花序的休眠。

）愈伤组织培养中再生获得器官。

通过分生组织培养获得大丽花的脱病毒植株；同年，他们首次

）的单倍体愈伤组织。

和

和

）进行试管授精（

利用兰

基本培培养基（和

利用胚培养技术和

首次实现原生质体的融合。

）中进行种间杂交（

从红杉（

／腺嘌呤的比例决定。

年，

和年，

首次从花粉培养中获得银杏（

应用微型嫁接技术。

年，

等在玉米胚乳培养中对核型和染色体行为的变化进行了观察；同时，

等发现了一种促进细胞分裂的植物激素

首次从单个细胞培养中获得再生植株，但其使用的培养材料为冠瘿细胞，而非正常组织细胞。

激动素，后来发现激动素可年，

用来代替腺嘌呤促进芽的形成，而且其效力比后者高 万倍。

利用复升悬浮系统（年， ，从培

养物中生产次生代谢产物。

发现改变细胞分裂素／生长素的比例，可以控制根和芽的发生。和

和

年，

年， 从柑橘胚珠的珠心组织培养中再生获得体细胞胚；

分别从胡萝卜（同年， ）的愈伤组织和细胞培养中再生得到原

胚，为以后的组织培养中器官发生和体细胞胚胎发生奠定了基础，也为植物细胞全能性理论

提供了证据。

出版了第一部涉及范围广泛的《植物组织培养手册》。年，

首次成功地对虞美人（

利用真菌的纤维酶酶解植物细胞壁，获得大量原生质体；

年，

。同年，

）对细胞悬浮液进行过滤，并利用植板法游花茎尖培养对兰花进行营养繁殖。

离单个细胞。

和年， 开发出最著名的

养基），并成为后来广泛采用的基本培养基。

）花粉培养获得第一例单倍体和 利用曼陀罗（年，印度人

植株，从而开辟了后来以花药培养为基础的单倍体育种技术。

在颤杨（ ）的愈伤组织上实现根和芽的再生。

对烟草离体组织诱导成花。同年， 和

微培养（

从烟草的

游离到单个细胞进行植株分化。

和利用春化处理对缎花（年， ）进行开花诱导。同年，

从烟草花粉培养中获得单倍体植株。

和年，

首次成功地从

对烟草愈伤组织培养产生的再生植株进行核型分析。同

的悬浮培养中游离得到原生和年，

质体。

进行离体生化突变体的筛选工作。同年，年，

等（

等获得第一例原生质体培养的再生植株。

产生大麦的单倍体。

年，

等利用原生质体融合，在两个烟草属（年，

。

等发现细胞分裂素可以打破扶郎花属（年，

年，

年，

年，
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等提出了利用植物原生质体和土壤农杆菌（ ）共培养

等进行了番茄和马铃薯的体细胞杂交。

）的原生质体培养再生出单倍体植株。 和从矮牵牛（

在植物组织培养中进行生发现单倍体原生质体的融合可以产生杂种。

）发现土壤农杆菌（等（ 等（物转化（ ）和

）中根瘤诱导的主要成分是 质粒。

在玉米愈伤组织培养中进行抗长孺孢菌（年， 及

的正向选择。

年， 对低温培养贮存的康乃馨茎端进行芽启动。同年， 等利用原生质

的种间杂交。体融合技术进行矮牵牛（ ）和拟矮牵牛（

质粒）中的

对植物细胞进行转化。

）对叶盘进行感染和转化，并

蕨类植物（

）的合成和阻遏是受土壤农杆菌等（ ）和胭脂仙人掌素（）发现，章鱼碱（

质粒遗传控制。）的

等成功地将土壤农杆菌（年，

整合到植物体中。

年，

年，

）的方法进行转化。

）向异羟基洋地黄毒苷年，　 等对固定细胞进行毛洋地黄毒苷

）的生物转化。

”这个术语。年， 和

）的单倍体原生同年，

引入“体细胞无性系变异（

等通过对诱变剂处理的白花丹烟草（

质体的细胞群落的大规模检测来分离营养缺陷型。

，表明可以用外源年， 等的工作表明，原生质体可以摄入裸露的

对原生质体进行遗传转化。

年，

利用电刺激进行原生质体融合。

等在小红萝卜属和芸苔属间进行属间细胞质杂交（

。

等利用质粒

等用土壤农杆菌（

年，

年，

得到再生的转化植株。

切可行的物质和手段对植物组织、器官和细胞进行培养，如电刺激

经过近十多年的发展，人们对多种培养基和培养条件进行了革新、探索和尝试，利用一

，呼吸

气体的调控（ ，培养筛、培养膜和玻璃棒（

，非离子表面剂（，看护培养（

，机器人和自动化（

，生物反应器

）等。目前，植物组织培养已成为多项技

术的基础，如脱病毒和微繁殖、次生代谢物的生产，以及作为植物遗传工程的平台进行遗传

转化和体细胞杂交等。

）和裸子植物（

虽然可以进行植物组织培养的植物种类已经很多，但是仍有许多种群如藻类植物

）等仍、苔藓植物（

有待于开发和培养。另外，依然存在许多难以进行组织培养的植物种类，以及某些植物种类

培养技术仍不成熟和不完善。随着自然界生物多样性的萎缩，以植物组织培养技术为基础的

遗传资源保存与创新，并通过生物技术提高农作物的产量，生产农业生物化学和医药急需的

次生代谢物，将为新一轮的“绿色革命”创造重要条件。因而，在未来的世纪中，植物组织
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培养技术仍将是生命科学的前沿阵地。

（郑成木）



第 一 章

植物组织培养理论原理

第一节　　植物细胞全能性

厚）的筛管和木质部成

一、植物细胞全能性

）概念是与细

）分不开的。

作为植物组织培养的理论基础，植物细胞全能性

胞学说（ ）提出的细胞学说认为，细胞是多细和

）以形成未来植物体的发育模式。由于

胞有机体的结构和功能单位，它本身也是一个基本的有机体。细胞是通过细胞分裂而产生的。

在多细胞生物的发育过程中，受精卵或合子同其他的细胞类型截然不同，它可以经过一系列

分裂而形成形态、结构和功能不同的子细胞或细胞群，进而形成一个具有完整的形态结构和

功能的有机体。合子内在固有包含形成一个新的有机体的基本的遗传信息。特殊地，种子植

物的合子要经过一个胚性发生阶段

胚包含未来植物体营养器官的形态上已经分化的原基，当遇到合适的水、光、温条件，它将

很快生长形成一个新的植株。由于体细胞是由合子经有丝分裂产生的，因而也应具备合子所

赋予的全部遗传信息和发育潜力。

（成熟管胞的细胞壁有

从理论上讲，植物细胞全能性是指植物体的每个生活细胞都具有该植物体的全部遗传信

息，在特定的离体培养条件下，具有发育成完整植株的潜在能力。显然，那些高度特化的组

织和细胞，几乎不可能再分裂以进一步表达其遗传潜力，因而也不能表现细胞全能性，如细

胞核已经开始崩解、细胞壁增厚超过

分。全能性表达最有力的证据应该是通过胚状体阶段分化形成完整的植株。

二、分化、脱分化与再分化

细胞分化（ 是指个体发育过程中，不同部位的细胞的形态结构和生理功能

发生改变，形成不同的组织和器官。一般而言，分化是一个不可逆转的过程，但是植物细胞

即使高度成熟和分化，只要它们有一个完整的膜系统和一个生活的核，它们就具有向分生状

态逆转的能力。在一个完整植株上，某一部位上的体细胞只表现特定的形态和行使特定的功

能，虽然其遗传潜力并未丧失，但它们的特化程度不同，因而这种向分生状态逆转的程度和

能力有赖于其原位所达到的细胞学状态和生理状态。如上所述，高度特化的某些筛管和木质

部成分，几乎丧失这种能力。

将从已分化的组织上游离得到的处于不分裂、静止状态的细胞生长在促进其增殖的营养



）过程中，被溶酶体活动破坏的那些无功能的细胞成分的更新。我们将成熟止（

培养基上培养，这些细胞首先要经历一定的变化才能达到分生状态。这种变化包括在细胞静

胞起源的证据并不充分。一直到 年， 和

细胞恢复分裂活性、向分生状态逆转和形成脱分化的愈伤组织的现象称之为脱分化（

。一般而言，外植体通常包含不同类型的细胞，因而在形成愈伤组织后，其组成上，

它们形成一个完整植株或植物器官的能力是异质的。

）是指脱分化的细胞或组织在特定的条件下转变成各种

对于一个已分化的细胞，表达其全能性的过程应该首先经历脱分化，尔后再经历一个再

分化的过程。再分化（

不同的细胞类型的现象。但也有例子表明，一个分化的细胞可以不经愈伤组织化阶段而直接

发生再分化。

营养生长　　形成层　　伴胞及　　　　　　薄壁细胞　　厚壁细胞（厚角组织　　纤维　　退化细胞（维管

中心　　　　　　　　　　　　　　　　　　分泌细胞　　　　　　　　　　　　　　细胞及木质化细胞）成分，筛管）

不同细胞类型脱分化过程可能进行的程度图

（引自

三、细胞全能性与细胞类型

尽管理论上每个生活的植物细胞都具有全能性，但其实际表达的难易程度却随植物种类、

组织和细胞的不同而异。通常，受精卵或合子、分生组织细胞和雌雄配子体细胞较易表达其

全能性。

（一）体细胞全能性的表达

细胞具有向正常的胚胎发生逆转的能力。真正表明植物细胞全能性的例子是

）首次进行离体植物细胞的培养，虽然未能成功，却预示了未分化的植物

和他的

合作者在 年代利用胡萝卜根组织作外植体所做的培养工作。他们把胡萝卜的次生韧皮组织

薄片培养在含有椰子汁的固体培养基上，产生由薄壁组织细胞构成的增殖细胞团。将这些愈

伤组织转移到具有同样成分的培养基上振动培养时，会产生单个细胞和细胞团。这些细胞是

否成活，可通过镜检其细胞质流（ ）得知。通过检查发现，单个细胞是从

愈伤组织上游离下来的，而细胞团块是由细胞分裂后聚集在一起形成的。不经继代培养，这

些细胞团块会在液体培养基中形成根原基。当将这种生根的细胞团块转移到固体培养基表面

时，会有芽发生，继而形成一个完整的植株。但是，他们对单个细胞在游离状态下经不同阶

年，段发育成一个完整植株的尝试却并未成功。直到 和

杂种烟草的

的试验表明，

个单个细胞可以在特定的培养基上形成一个能够开花的完整的植株。

个植株之前要经历

上述结果极大地鼓舞了这个领域的工作者，但却离严格的全能性的定义相差甚远，因为

个胚胎发生上述单个细胞并未遵循像合子那样的发育路线，即在形成

阶段。从这一点看， 的工作尤为重要。他将从胡萝卜根诱导形成的愈伤组织继

代培养在一系列培养基上，经球形胚形成双极胚，最后发育成完整的植株。但体细胞的单细

与 几乎同时报道了
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在动物胚胎发育生物学中的原意是指胚胎某一部位的组织或细胞向

如何改变决定状态

在能力上的差异等，仍然所知不多。

一、决定

决定（

特定器官分化的发育状态。移植实验表明，即便将原肠胚发育后期的表皮和神经细胞改变位

置，这些细胞仍将形成在原先位置时应该形成的器官。细胞的发育命运一旦决定，就保持稳

定的发育特性，不受环境条件的变化而改变。决定状态或程度可以由异位移植和离体培养来

测定。

决定同大多数发育过程不同，只有当有机体的部分置于实验操作时，才可知道其存在与

否。也就是说，组织或细胞置于新的环境条件下仍可继续形成其在原先环境条件下发育形成

的特定结构，我们才说这些组织或细胞是被决定了的。因而，决定包含两方面的含义：首先，

它是相对的，既依赖于组织或细胞的特性，又有赖于实验处理；其次，决定能引起稳定的表

型变化，即当能引起某种表型变化的外部因子去掉后，仍将产生原来的表型变化，这种稳定

性使得这些细胞保留了对过去的“记忆”。这也是发育前进性的基础。

认为决定作用有四个特点：①高频率存在；②是直接性的；③是相对稳定的；④

第二节　　决定作用与形态发生感受态

胡萝卜的游离细胞培养在琼脂植板上可产生上千个胚胎，就如真正的合子胚胎发生那样，经

历球形胚、心形胚及鱼雷形胚阶段。最后， 和

是单细胞起源的结论。其后的工作

）的工作表明，游

离的单个细胞也可以转变成胚胎，即得出胚状体

表明，植物体的任何部位，合子、胚珠、珠心、根、茎、上下胚轴、叶柄、叶肉原生质体、花

芽等，几乎都可以像合子发育那样表达其全能性。但是，由于技术原因，体细胞胚胎发生的

植物种类还很有限。

（二）性细胞全能性的表达

精子、卵子以及与此相关的配子体世代的单倍体细胞不仅仅是特化的生殖单位，而且也

具有发育成多细胞有机体的潜在能力。在活体状态下，单倍配子体可以经单性生殖（

、孤雌生殖或孤雄生殖而发育成单倍体胚，继而形成单倍体植株。在远缘杂交时，

温度剧变、辐射或化学试剂处理时多出现此种情况。在离体培养条件下，尤其是雄配子体花粉

粒的营养细胞和生殖细胞有极大的倾向经胚胎发生途径发育成完整植株。对天仙子

）花药培养的观察已表明这一点。

植物器官的形成是一个有序而可以预测的过程，细胞和组织由于被决定而经历特定的形

态发生途径。所以，植物组织培养的启动、分化的诱导，甚至由培养细胞再生获得完整植株，

都有赖于对决定过程的操作。

单细胞和原生质体培养再生植株，诱变处理细胞获得目标变异，原生质融合获得种间杂

种，以及外源基因在培养细胞中的表达，都受到组织培养技术本身的限制。例如，某些植物

种类难以进行植株再生和遗传操作，亲缘关系很近而基因型不同的品种对组织培养的反应有

很大差异，另外，简单的培养细胞会导致非表型和非遗传的变异等等。这些都制约着上述技

术在品种改良中的应用。但是，植物组织培养与其说是一门科学，倒不如说是一门技术。启

动培养和植株再生在很大程度上依靠经验改变培养条件来实现，对于一些关键因素，如激素

，为什么不同植物种类及不同组织对培养的反应存



，即使从植物体上游变化。例如，在胚胎发生中，根和芽分生组织都从同一个细胞合子产生

可以通过无性过程（有丝分裂）传递下来。人们很早就注意到植物发育可 来稳定的表型

离下来进行离体培养，根分生组织仍旧形成根，而芽分生组织仍旧形成芽 这种稳定的变化

）的开花诱导

在光诱导开花现象中尤为明显。例如，种子植物在发育过程的某个时候会由营养生长向生殖

生长转变，早先产生芽的分生组织会发育成花。苍耳（

中需要短日照处理。这种成花状态一旦确定，就将终生继续，即使在非诱导性条件（如长日

照条件）下仍将如此。嫁接实验证明，诱导信号是由叶片接受并传递给芽分生组织，即使数

天后叶片丧失这种诱导状态，芽分生组织仍确定地向花发育。

）的光诱导成花状态，可以通过诱导后的叶片的系列嫁接向未诱

对于一个既定的发育过程，稳定性事件何时发生，在植物的哪个部位发生，存在着很大

的差异。例如，紫苏属

）成花状

）的成花状态却是在芽分生组织中发生，

导植株上传递，但这种诱导状态却需要诱导叶片来维持。因而可以说，紫苏属

态的稳定转变是在叶片中发生，而苍耳属（

）的形成花状态转变则发生

的成花分生组织即便形成几轮花后仍可向

而且这些稳定性事件是在花形成开始前。菊花属（

在心皮发生之后，而凤仙花（

营养生长状态逆转。

）的随着决定作用的继续，组织的发育潜能会受到限制。桂皮紫箕

叶原基离体后培养在包含无机盐和蔗糖的培养基可以继续其发育。与早期的叶原基相比较，尽

管形态上已有区别，但却能产生完整的芽。随着离体时叶原基发育年龄的增加，芽发育的机

会降低，而叶发育机会增加。所以，在较早期阶段，叶原基与产生叶原基的芽分生组织具有

同等发育潜力。在发育的晚期，叶原基发生稳定变化，因而其发育潜力受到限制，只能形成

在分生组织中也存在这种相继决定状态（

叶。对花形成过程作同样的试验发现，伴随着发育潜能的限制，不同的花器官依次固定化。

。南美杉

条上发出并与初级枝条在同一水平面分布排列。

）的树形是在单个直立的茎干上，初级枝条以层状排列，次级枝条从初级枝

发现，生根插条的直立茎尖可

以生长成完整的植株，而且外形也正常；但是生根的初生茎尖尽管可以分枝，却不能垂直生长；

而生根的次生茎尖却不能分枝，只水平生长出纤细的枝条。在发育过程中，直立茎干的分生组

织。因而，

织不仅产生茎干结构，也产生初级枝条分生组织，初级枝条分生组织依次产生次级枝条分生组

的实验表明，这些分生组织经历一个发育潜能的顺序限制过程，而在分裂

细胞群中保持着不同的决定状态。

二、感受态

）早期指固有全能性的表达或形态建成的能力。在后来的发展中，感受感受态（

态的定义逐渐扩宽，是指细胞的反应状态，即对特殊刺激或信号的反应能力。这个术语在与

态。例如，

决定一起讨论时，有两个方面的含义。第一，感受态是指细胞在诱导被决定时的一种短暂状

等位基因纯合的番茄植株，雄蕊发育异常，短而侧向分离，花药退化。当用生

长素吲哚乙酸处理正在发育的花后，雄蕊原基会形成心皮状器官；而用赤霉酸处理后，则形

成正常的雄蕊。这说明，在雄蕊形成过程中存在一段有限的感受态时期。因为实验表明，当

雄蕊原基长度不到 时，赤霉酸处理才有效。

感受态的另外一个含义是，它常用来描述由决定引起的细胞反应的变化。将营养生长的

烟草离体茎段外植体，培养在诱导培养基上会形成叶芽；而开花的烟草近花端茎段外植体，在

同样条件下培养则形成花。向开花状态的转变引起茎段组织感受态的变化，虽都以器官发生



）在幼态阶段时，藤蔓匍

反应，但却形成不同的器官。对于日中性的烟草，这种变化极为短暂，在培养中按一定的顺

序多次转接，这种开花的感受态就会丧失。

）品种在

但在另外一些例子中，这种感受态却相当稳定。某些植物光诱导成花时需要冷处理（春

化作用），才能感受成花。二年生天仙子（ 下可以生长形成器官，

天之久。

但无论在长日照或短日照条件下均不能开花。但如果将其实生苗低温培养数天后，再到短日

照条件下生长，则只有经长日照处理后它才能感受成花。而这种感受态可以在旺盛生长的植

株上持续

三、决定状态及其稳定性机制

需要强调的是，决定状态的稳定并不意味着它不可逆转。有充足的证据表明，高度决定

了的器官上的许多细胞类型仍具有全能性，即其决定态是可以逆转的。分生组织尽管发育潜

能的限制较为稳定，但只要给予适当的刺激，这种潜能仍可改变。卷柏（

休眠芽分生组织离体培养在含有生长素的培养基上，可形成根。把仙人掌（

的离体芽分生组织培养在含细胞分裂素的培养基上可形成叶，而培养在含青霉

素的培养基上则形成刺。

能够说明分生组织的决定作用既具有稳定性，又具有潜在的可逆转性的一个例子来自对

植物幼态阶段和成年阶段的发育的研究。英国常春藤

匐，叶呈掌状，浅裂，交替式叶序。这种植物有时会转变为成年阶段，成年阶段的常春藤为

灌木，椭圆形叶片，全绿，螺旋或叶序，并且可以开花结果，表现幼年或成年形状的枝条做

成的插条嫁接到任何一种阶段的寄主砧木上，它都可以无限生长，并且表现出产生插条的那

一种枝条的生长阶段。成年枝条若用赤霉素处理则会稳定地向幼态逆转。所以，生长阶段的

改变，尽管可相当稳定，但却并非永远不变，茎尖可以可逆地在两种发育状态间转变。

植物体的决定并不像动物决定那么严格和稳定。动物细胞一旦被决定，其发育途径就不

再改变；而植物的决定则有相对潜在的可逆转性和不稳定性。

决定态的稳定性与植物细胞全能性之间存在某种不一致，为了协调这两个概念，

等（ 强调决定作用在器官化统摄水平上发生。他们提出，植物体中的决定发生在器

官和组织水平，只有其上的细胞才具有稳定性。那么是什么样的机制将这种稳定性传递给这

些细胞群的呢？一种可能性是细胞的布局，即细胞的空间排列以一种类似晶体的方式，自我

繁衍生长，在某些情形下打破这种格局后进行再生。满江红属（ ）的根发育就是一个最好

的例子。这种水蕨的根就是通过细胞规则的分裂格局，从单个顶端细胞开始分裂，固定这些

细胞后代形成的。以细胞分裂板为界，根以两个自我蕃衍的对映细胞形状发育。在其他例子

中，分生组织的原初的结构和组织并非为决定态的稳定性所必需，发育潜能的稳定性变化有

时在无序的愈伤组织上仍可维持。

第二种传递决定态的稳定性是组织和器官的动态组织化。如果细胞之间存在某种信号相

互作用，原则上就可产生稳定的格局或自我蕃衍状态。例如，在同质化诱导中，一个细胞可

以在邻近细胞中诱导出相同或相似的表型，即便在一个细胞不存在特定空间排布的组织中仍

具有稳定性。有充足的证据表明，这种传递机制在维管组织分化中存在。

第三种传递机制为外遗传变化（ ，即决定状态的稳定性传递发生在单个

细胞水平上。果蝇的器官芽实验、哺乳动物的细胞培养和原生动物的发育学实验表明，某些

决定状态是在单细胞水平遗传的。这使得人们产生这样一个疑问，细胞在遗传上是等价的，如

何能够遗传不同的表型。为了解决这个问题 ）提出细胞有两种遗传体系：一种



生代谢物生产也可以在组织培养中得以延续。从芸香（

是与有机体有性世代间发育潜能传递有关的遗传体系，另一种为外遗传体系，即发育体系，即

基因表达方式在体细胞间的传递。因而外遗传变化是指不是由细胞基因组永久性变化引起的

遗传的、细胞的变化。这与经典遗传突变有以下几个方面的不同：

以上。

）外遗传变化经常是直接的，即对特异性诱导物的一种固定的反应。在诱导条件下，外

遗传变化的频率较高，每个细胞世代可达

外遗传变化具有潜在可逆转性，这种逆转过程也是直接的。

外遗传变化产生的表型范围受细胞遗传潜力限制。

）根据外遗传变化定义，是不能通过细胞减数分裂而传递的。

细胞和组织水平上的稳定性可以通过从组织上游离细胞克隆来鉴别，克隆后确定组织表

型是否得以继续，从而知道这种稳定性是在哪一个水平上传递的。曾用此法鉴定和分析烟草

在对细胞分裂素的需求上存在的组织特异性差别。

烟草叶组织在培养中持续生长需要外源细胞分裂素；而取自同一植株的茎外皮组织培养，

在同样的条件下则是细胞分裂素自养的。这两种表型在细胞克隆后仍可延续，说明细胞分裂

素异养和自养两种状态是细胞传递的。这种细胞遗传的对细胞分裂素的需求状态是稳定的，

但不是永久不变的，在烟草植株从单细胞后代开始的发育过程中，至少一些细胞经历外遗传

变化。

外遗传变化同超细胞水平上的稳定变化存在着重要的区别，它接触到发育生物学一个基

本的问题，即细胞命运在何种程度上决定于其历史，而又在何种程度上决定于其在植株中的

位置。可惜的是，这方面的研究仍不充分。

四、细胞和组织培养的建立

（一）培养的启动

组织外植体增殖培养的启动会引起深刻的发育状态的变化：组织的基本结构发生改变；某

些特化细胞类型丧失；新的细胞类型产生；通常静止的细胞开始分裂。许多植物组织培养除

需要包括碳源、氮源、无机盐分和维生素在内的基本培养基成分外，还需要外源生长素和细

胞分裂素来保持增殖。

存在的情况下，蜀启动培养还取决于植物的基因型和组织的发育状态。例如，在

黍（ ）幼叶近基部的组织外植体可进行增殖培养，而叶子的其他部位则否；烟草

髓组织外植体因取材部分不同，在增殖能力上也存在类似差异，其生理基础在于沿茎干长轴

髓组织对细胞分裂素的需求存在差异。

通常人们认为，无论其来源如何，所建立的培养都可以最终转变成脱分化的表型。但一

般而言，这是不真实的。培养物可以是从由薄壁细胞组成的松脆的愈伤组织到带有某些器官

原基特性的高度器官化的团块的任何类型，而这种器官化类型主要取决于培养基的激素组成、

植物种类和植物体上组织的来源。

（二）培养中组织特异性的延续

玉

作为惯例，当组织培养后，其分化的组织特异性格局和生物合成就不再持续下去。但也

有例外，某些器官特异性抗原（假定为蛋白质）可以由烟草和樱桃的非器官化愈伤组织、玉

米的器官状体培养中产生；由玉米胚乳建立的培养物仍可继续产生胚乳特异性蛋白质

米朊，并且其组成细胞仍具有蛋白体及与玉米朊合成和贮藏有关的细胞器。组织特异性的次

）根发生的愈伤组织培

养可产生根特异性的香料油成分，而自茎产生的愈伤组织培养则形成茎干特异性成分。有时，

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



素是植物激素。 和

组织特异性性质可以在培养中持续较长时期。例如，烟草表皮、髓和叶组织培养对细胞分裂

素的需求不同，而这种差异可以由单细胞得到遗传。从豆类植物的根、下胚轴和子叶细胞悬

浮培养中得到的蛋白提取物中发现，同工酶谱存在差异，这种差异可以在长期培养中得以维

持。但是，在稻类植物中却未发现各部位同工酶谱的差异。

）的叶和茎诱导形成愈伤组织，可分化成芽；而从生殖部位子房组织诱

同一植物上的不同部位建立的培养，其发育方式也存在差异。将幼态英国常春藤的未器

官化的愈伤组织置于诱导条件下培养时，可形成芽；而成年植株的愈伤组织则形成体细胞胚

胎。柚（

）根、茎和叶建立的培养在导形成的愈伤组织则分化成体细胞胚胎。家黑种草（

诱导条件下可形成根，而只有茎和叶建立的培养可以形成芽，并进一步发育成完整植株。以

玉米的许多部位（如实生苗的茎段、根、幼叶基部和居间分生组织）为外植体，在含有

时可形成根。有时培养物会形成典型

的培养基上培养，形成异质和高度器官化的愈伤组织，在发育的不同阶段都可见到有根原

基发生。这种愈伤组织可以连续增殖，当撤去

的培养基上时会发育成完整的植株。这些胚性愈伤

的愈伤组织，即松脆的非器官化。这种类型的愈伤组织在继代培养时不能增殖。将从未成熟

胚的盾片建立的培养，转接到无

组织只能在盾片愈伤组织发育的一段短时间内获得，并可含有不同数量的根原基。可见，这

种愈伤组织的胚胎发生感受态很短暂。

的培养基上，会形成

有时这种发育潜力在某个器官内的一段很短的距离内都存在差异。把蜀黍

幼叶着生处附近的一个特殊区段作为外植体，培养在含有

根状培养物；而将这个区段内的片段进行培养，则会形成胚胎发生培养物，当转接到不含

的培养基上时，会形成完整的植株。

总之，植物体上组织发育状态是影响启动培养和长期培养特性的一个重要因素。培养中

存在持续的差异不知是否涉及细胞遗传或细胞群之间的互作。有时，从同一组织得到的亚系

之间的酶谱差异竟比同一植株的不同组织得到的无性系之间的差异还要大。

五、植株再生

值和物理条件等，但最重要因许多因素影响组织培养中的植株再生，如碳源、氮源，

认为，细胞分裂素和生长素的浓度决定不同的器官发

生。当细胞分裂素浓度高而生长素浓度相对低时，诱导产生芽；当细胞分裂素浓度低而生长

素浓度相对高时，诱导产生根；当两种激素的浓度在一个中间水平时，诱导形成脱分化的愈

伤组织。通过改变细胞分裂素浓度和生长素浓度，可以在许多双子叶植物中获得植株再生。但

单子叶植物一般对细胞分裂素无明显反应，它们往往需要高浓度和高强度的生长素，如

来实现植株再生。有时，赤霉素和脱落酸对植株再生也有一定作用。

育状态来解释。第一种理论认为，激素是原初形态发生原（

对激素在细胞分子水平诱导形态发生的机制目前了解很少，因而人们在用反应细胞的发

，细胞或细胞

群对激素响应而达到感受态，激素处理后，细胞开始趋向特殊的发育途径，但并未被决定其

发育命运。第二种理论认为，细胞对激素响应而被决定，激素激发细胞发育命运的表达。这

两种理论都有一定的论据，在禾谷类作物的组织培养中，组织学研究表明，培养物上的器官

原基发育可被培养基中的生长素所阻止。而在双子叶植物组织培养中，用不同激素组合处理

同一克隆细胞系，可以导致不同的发育命运。在某些例子中，激素在同一发育途径的不同阶

段表现不同的作用。

植物可以有两种再生方式：器官发生和体细胞胚胎发生。两种发生途径都涉及发育潜能



类似转决定（

天的时间才能决定形成芽。另一种方法是从诱导培养基向

的渐进而又稳定的限制。可以利用两种方法知道什么时候决定作用得以固定下来。烟草髓组

织培养中，紧靠琼脂培养基的外植体区域形成芽，如果在培养后第六天之前将外植体反置，则

会在外植体的新的基部形成芽。随后，外植体底部和顶部都可产生芽。显然，这些细胞或细

胞群在诱导培养基中要培养大约

非诱导培养基转接，经过一段时间后对形成的器官进行计数。利用这种方法发现，在田旋花

）叶组织中成芽决定的获得是高度同时性的，而且随基因型不同而异。只

要芽决定状态得以确定，即便在诱导非决定态组织形成根的条件下仍可持续下去。

全能性细胞具有形成各种植物器官的潜能，在一定的实验条件下，只有某种特定的器官

发生。这表明培养细胞在形态发生感受态和对诱导物的响应是不同的。获得体细胞胚胎发生、

根形成和芽形成的感受态，可以通过其稳定性及诱导条件加以识别。在某些例子中，在植物

体内已确立感受态，同一植株上采取不同组织，培养在同样的条件下形成不同的器官。在另

外一些例子中，形态发生感受态是在培养中诱导出来的。对紫花苜蓿未成熟子房的愈伤组织

进行培养，发现感受态的获得和继后的表达是两个不同的事件。根据诱导培养基中生长素和

细胞分裂素浓度的不同，当转移到无激素培养基上时，可形成根、苗，或保持原来的脱分化

状态。

）叶愈伤组织成

感受态的稳定性也存在差异，有时感受态是短暂的；组织表现出一个反应时限，这个反

应时限相对于器官形成所需时间是短的。如可从田旋花（

芽时间中估测出这个反应时限来。但更为平常的是，形态发生感受可以在连续转接培养中持

续较长一段时间，即便改变感受态表达所需的培养条件也可以得到持续。培养物会经历一种

）的过程，即组织从一种感受态向另一种感受态的转化。

形态发生感受态通常会在长期培养的过程中逐渐下降，有人认为是由于染色体变异等遗

传损害引起全能性的丧失。因为在培养细胞的非整倍体频率与植株再生能力之间存在一种负

相关。另外，发现从非整倍体培养物中获得的再生植株，其核型比母体组织的核型更为正常。

这也表明，只有正常核型的细胞才能进入发育途径，再生植株。

变异的主要来源在于细胞选择作用（

在连续培养中，培养物通常在形态、某种特殊功能及器官发生潜能方面发生变化。这种

。一般而言，不同类型的细胞以不同的速率

进行增殖，从复杂的组织外植体上建立的培养物在细胞组成上会发生变化。在长期培养的组

织中会达到一种组织发生的平衡：细胞的相互作用，增殖率的差异，细胞类型的相互转化及

平衡，而相对丰富的细胞会保持常态。当由不同丰度的细胞类型组成的组织区块被分离后继

代培养，它们就保持各自特征。但是感受态是否在细胞水平上遗传，或在超细胞水平、组织

水平上遗传，仍难以进行研究。虽然超细胞的相互作用，如位置效应和生理梯度作用确实影

响感受态的获得和器官决定的总体过程。如在烟草培养中，芽只在组织外植体的特殊部位产

生；而苜蓿感受态的获得依赖于细胞团块的大小。另外，物理游离及组织与组织的互作也影

响器官发生。但是，这却难以解释为什么转决定中短暂的变化，以及长期培养中胚胎发生感

受态的加速度丧失。这方面的研究有赖于将来获得适当的细胞和分子标志，来阐明器官发生

前的事件和过程。

植株再生是组织培养的终极目的之一。植株再生有两种基本的发生途径，即器官发生

第三节　　器官发生和体细胞胚胎发生



）和体细胞胚胎发生（ 。器官发生是指

在自然生长或离体培养条件下形成根、芽、茎、枝条和花等器官的过程，分直接器官发生和

间接器官发生两种。直接器官发生是指直接从腋芽、茎尖、茎段、原球茎、鳞茎、叶柄、叶

片等外植体上进行的器官发生；而间接器官发生则须先经历一个脱分化形成愈伤组织，然后

诱导发生再分化才能进行器官发生。体细胞胚胎发生是指在离体培养条件下，单倍体细胞或

双倍体细胞（未经性细胞融合）诱导形成类似合子胚结构的体细胞胚胎，并进一步发育成完

整植株的过程。体细胞胚不仅在结构上与合子胚类似，而且发生与发育途径也极为类似，如

都经历球形胚、鱼雷形胚和子叶胚阶段，或球形、盾形和胚芽鞘形阶段（单子叶植物）。与器

官发生类似，体细胞胚胎发生也可分为直接体细胞胚胎发生和间接体细胞胚胎发生。不定（

）器官发生或不定胚发生是指从原本不是这些结构通常起源的地方进行的器官（根、

芽、花等）或胚状体的发育。如果从原始器官或器官原基的器官发生或合子胚的发育就不能

使用这个术语。为了叙述方便，以下先从愈伤组织的诱导开始论述。

一、愈伤组织培养

（一）愈伤组织

）是指植物细胞脱分化而不断增殖形成的，主要由薄壁细胞构成的非器官愈伤组织（

化组织或不定形组织。它可以是植物在自然生长条件下，从机械损伤或微生物损伤、昆虫咬

伤的伤口处产生，也可在特定的离体培养条件下诱导形成。

愈伤组织一般为淡黄色或白色，也有淡绿色、绿色、红色等，随其基因型与何种色素存

在有关。老化的愈伤组织多转变为黄色或褐（黑）色。愈伤组织很少是均一的薄壁细胞构成。

愈伤组织在分化阶段会出现导管细胞、筛管细胞、分泌细胞、毛状体细胞及木栓细胞等类型

细胞，并出现小而密集的分裂细胞构成的细胞团，为拟分生组织，其后会形成芽原基及根原

基的中心。愈伤组织结构一般为松脆型和致密型两种。愈伤组织内部不仅细胞大小结构类型

不均一，有时还有空洞存在。外表可以是光滑表面，也可以是颗粒状表面，这些突起的颗粒

中含有韧皮部、木质部和形成层组织，这种结构具有分化形成不定芽和不定根的能力。

愈伤组织具有结构的不均一性（异质性），还具有生理和遗传上的不稳定性（或嵌合性）

和变异性。愈伤组织结构上的不均一性是指，由于原初细胞遗传组成、外遗传变化、与周围

细胞相互作用，以及营养物质和水分供应及生长调节物质的刺激等，造成愈伤组织块中不同

区域细胞结构类型不同，遗传组成不同，增殖速度或和器官分化能力及程度的不同。在组织

培养中可以利用一定的形态颜色或生理生化标志，进行选择继代培养，达到一定的培养目标。

愈伤组织遗传和生理不稳定性和变异性是指，由于培养环境的条件胁迫、高浓度生长调节物

质的作用等，植物细胞在脱分化和再分化过程中永久性的遗传变异或某一生理特性的丧失或

获得。例如，组织培养中常可观察到细胞核破碎，染色体畸变，多倍体和非整倍体细胞的出

愈伤组织经过现，则是基因水平上的遗传变异。生理特性的变异如铁海棠（

次）选择后，可获得花青素含量丰富的愈伤组织；天仙子的愈伤组织经

）需求的驯化现象、植物材料在长期继代培养

次）培养后，逐渐损失细胞中的生物碱。其他次生代谢物生产也会有类似

情况发生。另外是组织培养中细胞分裂素（

中增殖速度减慢或停止生长等。因而在植物组织培养中采用愈伤组织培养结合或不结合诱变

处理筛选突变体。

（二）愈伤组织的诱导

个时期。愈伤组织的诱导形成是一个内外环境因素相互作用的复杂过程，它可分为

次继代（

次继代（

天继代

天继代



诱导期（启动期）外植体在诱导期受到外界环境条件的刺激，应激改变原有的代谢，

加强核酸和蛋白质等的合成代谢，为进入分裂期作准备。诱导期的期限因植物材料、培养基

和环境条件不同而异。菊芋等诱导期仅需 天，而胡萝卜则需 天。刚收获的菊芋块茎只需

小时，而贮藏 个月后则需 天。另外，源植株在弱光下比强光下生长得到的外植体易诱

导。

分裂期　　如果在游离的外植体上有分生组织存在，这些组织可以不经脱分化而直接进

入分裂，而已分化的细胞一般必须在细胞分裂之前脱分化。脱分化可以使成熟树体上的外植

体重新决定，并由成熟向幼态逆转，即复幼过程。复幼细胞比成熟细胞具有更大的分裂和分

化潜力。进入分裂期的外层细胞开始分裂，并使细胞脱分化，这个时期的特征是分裂快，结

构疏松，未器官化，颜色浅而透明，如果在原培养基上继续生长，则不可避免地发生分化；若

立即转移到新鲜的培养基上，则愈伤组织可无限地进行细胞分裂，并保持不分化状态。

分化期　　在这个时期，细胞停止分裂，生理生化代谢变化而形成不同形态和功能的细

胞。分化期的细胞体积不再减小，而是保持相对稳定。分裂期的细胞分裂局限在组织外缘，主

要进行垂周分裂。进入分化期后，愈伤组织表层细胞的分裂逐渐减慢，直至停止。与此同时，

愈伤组织内部细胞突然开始分裂，并且改变分裂面的方向，出现瘤状结构的外表面，内部开

始分化。这一时期，愈伤组织出现瘤状结构的拟分生组织，成为暂不再进一步分化的生长中

心。在分化的愈伤组织中会出现维管组织，但不形成维管系统，而呈分散的节状和短束状结

构。

（三）愈伤组织的增殖

重量约

将诱导形成的愈伤组织转接到新鲜的培养基上时，愈伤组织就会进一步增殖生长，生长

一段时间后，又必须重新将愈伤组织切割成一定大小的愈伤组织块（直径约为

，转接到新鲜的培养基上继续增殖。如不转接，由于培养基中营养物质、生长调节物

质和水分的消耗，愈伤组织向培养基中分泌代谢产物，这些代谢产物累积到一定浓度的受害

水平时，愈伤组织会生长放慢或停止生长，甚至老化，变黑死亡。继代转接时，愈伤组织块

不可太小，否则就会难以恢复分裂和生长，或者生长相当缓慢。转接必须及时，因为愈伤组

周内进入形生长曲线，在转接后 天内恢复生长期，随后在织的生长也基本符合

旺盛生长期，到达生长的顶点便会缓慢生长，直至生长停止。进行愈伤组织转接的最佳时间

是生长即将达到顶峰之前，若在愈伤组织停止生长较长一段时间后才进行转接，就难以恢复

细胞的分裂增殖。

如果在第一次继代培养中愈伤组织生长不好，则须将产生愈伤组织的外植体部分同时转

接。继代增殖所用的培养基一般与诱导培养基相同，只是生长素和细胞分裂素的浓度略比正

常低一些。如果在继代培养中愈伤组织生长停滞，则说明继代培养基不适合。若在人工合成

的培养基上不能生长，则需加入一些椰乳、水解酪氨酸等天然混合物。

不同植物种类的愈伤组织在颜色、结构及其他生长特性上也不同，如白色或有色，松脆

易分离或结构致密坚硬，难以分离，以及在液体培养基中分离的难易程度等。同一植物种类

也可以随外植体在植株中部位的不同及生长条件的不同而异，即便在同一块愈伤组织块上，也

会由于这些因素及可能产生的变异而在颜色和结构上存在差异。

植物生长调节物质的驯化在愈伤组织培养中起着一定的作用：即愈伤组织在多次继代培

养后不再对生长素或（和）细胞分裂素需要，或对这些生长调节物质自养。驯化作用是由于

变异引起的还是属于外遗传变化，仍是文献中争论的问题。



中就个种

株再生能力上都有差别。例如，在豆科植物的

薯蓣属的

个属

）和细叶黄芪

存在较大差异。

一般而言，分生细胞和薄壁细胞较易诱导出愈伤组织。分生细胞不必经脱分化就可进行

细胞分裂；而薄壁细胞的分化程度低，具有较大的发育可塑性，这种分裂潜力可以长期保持，

如 年树龄椴属茎的薄壁细胞仍可以诱导形成愈伤组织。这些细胞在不同的植物体部分存在

多少比例也不同，例如根、茎的髓部和皮层、块茎、叶肉组织、肉质果果肉，以及种子胚乳

中都含有大而完整的薄壁细胞组织，在木质部和韧皮部中薄壁细胞仅存在于射线和纵束中。由

此可知，不同的外植体类型对愈伤组织诱导及再生能力上存在差异。另外，外植体的幼嫩程

度及在植株上的部位（反映内源激素水平）也影响器官发生的潜力，如油菜茎段下部器官分

化率低，而上部分化率增加。木本植物几乎难以从成熟或衰老的组织进行成功的愈伤组织培

养，因而多采用幼嫩材料或复幼材料进行愈伤组织培养。

型不同而异，如高粱

另外，愈伤组织一般随着继代时间的延长，分化能力随之下降。但这种变化程度随基因

个基因型花序外植体诱导形成的愈伤组织，在继代培

养过程中，大多数基因型再生植株数目下降，但下降程度不同，而有一些基因型则随着继代

数增加而提高。

及它们的改良培养基来进行愈培养基　　一般选择盐浓度较高的基本培养基如

伤组织诱导。不同的植物种类、基因型和外植体诱导形成愈伤组织的难易程度不同，因而对

愈伤组织是一种极易生长的旺盛生长组织，但能否通过愈伤组织培养来对植物进行营养

繁殖，取决于以下两点：①在多次重复继代培养后再生潜能不会丧失；②保持遗传稳定性，即

再生植株应与起始培养的源植株在遗传和表型上保持一致。

（四）愈伤组织的分化

愈伤组织在转入分化培养基时会出现不定器官发生或（和）体细胞胚胎发生。属于哪一

种情况将依赖于植物种类、外植体类型和生理状态，以及生长条件等。愈伤组织在器官发生

时，会有四种情况：①仅有根和芽的分别再生，形成无芽根和无根苗；②先形成芽，后基部

形成根，最后发育完整植株；③先形成根后在同一位置形成芽，这种情况多发生在双子叶植

物中，单子叶植物则极少发生；④在愈伤组织邻近部位分别形成根和芽，两者由维管相连发

育成完整植株。第四种情形较为少见，多数为第一种情况，根和芽之间无维管相连。

（五）愈伤组织培养的影响因素

外植体　　虽然所有的植物都有诱导产生愈伤组织的潜能，但是不同的植物种类诱导形

成愈伤组织的敏感性和难易程度不同。裸子植物、蕨类植物及系统演化上较低级的苔藓植物

诱导较难，而被子植物对愈伤组织的诱导则较敏感；双子叶植物要比单子叶植物容易诱导成

功；单子叶植物和双子叶植物在诱导条件与反应性上也有较大差异，单子叶植物需要加入生

长素，且由于难以诱导形成愈伤组织而常以胚、幼叶、实生苗或幼嫩花（芽）原基作为起始

材料。幼嫩的材料比成熟材料，草本比木本易进行愈伤组织诱导及其后的形态建成。有的植

物形成的愈伤组织只能通过器官发生来进行植株再生；有的植物则只能经体细胞胚胎发生途

径实现植株再生；有的植物既能进行器官发生，又可进行体细胞胚胎发生；而有的则两者都

不可。愈伤组织在长期继代培养后，往往会降低或甚至完全丧失再生能力。所有这些原因目

前都不甚明了。

实际上，同科的不同属，同属的不同种，同种的不同基因型个体在愈伤组织的诱导及植

种，黄芪属中夏黄芪

和



得再生植株。茎和树皮在含盐量低的 和

培养基的敏感性也不同。可可几乎可从各种外植体上诱导形成愈伤组织，但却难以进一步获

，随后进

提取物与椰乳类似。在

基本培养基上不添加任何生长调节

最适宜的基本培养基为物质就可诱导形成愈伤组织，而基因型 。在研究不同基本

天后，在含盐浓度高的培养基对西黄松子叶愈伤组织增殖效果中表明，培养 基本培养

基中，鲜重增加最多。在北美短叶松下胚轴和子叶的愈伤组织诱导中发现，随着盐浓度的降

低，愈伤组织的生长也随之下降。

在愈伤组织继代增殖中，一般采用固体培养基，但也可在液体培养基中进行振荡培养，经

过一段时间后再转移到固体培养基上进行分化再生。在液体培养基中，体细胞胚胎发生比固

体培养基更容易进行，随后的体胚可转移到固体培养基上进一步发育成完整植株。实际上，在

液体培养基振荡培养中，愈伤组织远比固体培养基中增殖生长快得多。这是因为：①在液体

培养中愈伤组织的吸收充分；②在液体培养中，氧气供应充分；③愈伤组织块在液体振荡培

养中会分裂成更小的愈伤组织细胞团或单细胞，因而产生更大的吸收表面积；④在固体培养

上存在一定的浓度梯度，因而会促进愈伤组织较早分化，抑制愈伤组织生长。

，有时可采用

愈伤组织在液体培养基中培养应符合：①培养用三角烧瓶容纳培养基占总容积的

，培养基含量可随培养物量的减少而减少；②转速一般为

或

型曲线，即开始时为延滞期

的转速，但要避免植物材料沉埋于液体培养基中和培养基溢出；③液体

培养中，细胞或愈伤组织的生长呈典型的

入快速生长的对数生长期，然后逐渐减慢，直至停止。

在液体培养基中培养可以称为悬浮培养（单细胞和细胞团的混合物），也可称为愈伤组织

块培养，属于哪一种情况，要依植物种类及细胞类型而定。例如，哥伦比亚安组花（

）愈伤组织在液体培养基中以愈伤组织块形式生长，而难以获得悬浮培养；与此相

反，胡萝卜愈伤组织则很容易分离成细胞和细胞团进行悬浮培养。不管是悬浮培养，还是愈

伤组织块培养，它们在形态学和细胞学上都是异质的。

在愈伤组织培养中，一般采用外源生长调节物质如生长素和细胞分裂素，但外源生长素

的种类、浓度及比例取决于基因型和内源激素浓度。植物生长调节物质可能在脱分化和再分

化中起着“板机”作用，首先诱导出组织的感应态，并出现一系列细胞水平和分子水平的变

化，包括特定的基因表达与调节。对外源生长素和细胞分裂素的需求可分为三种类型：①只

需要生长素（主要是单子叶植物）；②只需要细胞分裂素；③既需要生长素，又需要细胞分裂

素。

一般而言，高的生长素浓度和低的 浓度有利于愈伤组织的诱导和增殖。其中，

是诱导愈伤组织和细胞悬浮培养最有效的物质，使用浓度为 则与多聚

核糖体合成及核活性提高有关，主要在翻译水平上调节蛋白质的合成诱导脱分化形成愈伤组

织，首先必须使已停止分裂活动的细胞恢复分裂活性。

期和

基因被证明是调节细胞分

期。该基因的产物期转入 期、裂周期的基因。在它的作用下，细胞分裂可从

水平苏氨酸蛋白激酶 的磷酸化作用调节。在分化细胞中的丝氨酸为一个

具有通过调节降低，说明调节已决定的细胞退出周期，而

分化和细胞分裂重新启动的作用。在未发现细胞分裂素之前，

蛋白合成而控制脱

与椰乳组合对愈伤组织

的发现使得在绝大多数情况下，可以用诱导极为有效。而

以用

替代椰乳，尽管并非总是可

代替椰乳，因为椰乳中除含有细胞分裂素外，还含有其他一些活性物质。酵母、麦芽

种禾本科牧草中，仅用 ）可诱导愈伤组
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