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植物细胞工程的概念和任务

植物细胞工程的概念

植物细胞工程的任务

研究植物器官、组织和细胞在离体培养条件下，所需要的有机营养、

无机营养、植物激素等营养条件和刺激因素。

研究植物器官、组织和细胞，在离体培养条件下，所需的温度、湿度

和光照等环境条件。

研究植物的不同生理年龄、遗传组成（基因型）在离体培养条件下，

、叶

植物细胞工程系指在细胞水平上，对植物进行遗传操作的新兴技术。它是

一项无菌操作技术（方法或手段）。用该项技术研究在人工控制的条件下，将

植物体的任何一部分，或器官、或组织、或细胞进行离体培养，使之成为完整

的植物体。所谓人工控制的条件：即营养条件和环境条件；植物体的任何一部

分系指根、茎、叶、花、果以及它们的组织切片和细胞。

形态发生的规律。

）研究离体培养条件下再生植株群体的遗传稳定性和变异性。

植物细胞工程的内容

器官培养（ 茎。器官培养系指对植物根（ 、

养，使之形成愈伤组织称之为组织培养。如：茎组织、叶肉组织、根组织、中

组织培养（ 。组织培养系指植物各部分组织的离体培

熟胚为材料的离体培养。也包括胚乳（ ）的离体培养。

胚胎培养（ 、幼胚、成。胚胎培养系指以胚珠（

、花（ 、果实（ 以及各部原基（芽原基、根原基）的培养。



植物细胞工程的发展历史

柱鞘、形成层、髓组织、贮藏薄壁组织（大蒜瓣、洋葱、百合鳞片）、珠心组

织等。以它们为培养材料进行离体培养。

。细胞培养系指用能保持较好分散性的植物细

个细胞）为材料进行离体培养。如：生殖细胞（小

细胞培养（

胞或很小的细胞团（

原生质体培养系指借助某些方法，

孢子）、叶肉细胞、根尖细胞、髓组织细胞等。

）原生质体培养（

除去植物细胞的胞壁，培养裸露的原生质体，使其在特定的培养基上，重新形

成细胞壁并继续分裂、分化形成植株的方法。

从上面 个方面延伸的内容有：植物脱毒培养；突变体筛选；细胞杂交；

超低温冷冻贮藏；人工种子等。可见植物细胞工程的内容是非常丰富的，从大

到器官小到细胞，乃至脱除细胞壁的原生质体。给这一领域命以一个恰如其分

的名称，还是非常必要的。目前出现如下诸多称谓：植物器官、组织和细胞培

养（ ，植物离体培养（

。这两种称谓均不如植物细胞工程 来得更确切。

同时，《学科分类与代码》国家标准采用“细胞工程”

学基金委也用“细胞工程”

，国家自然科

）作为学科代码。

，至今已有年德国植物学家植物细胞工程技术的研究始于

近百年历史。它的发展分为如下几个阶段：

探索阶段 年）

年， 根据细胞理论（ 大胆地提出：高等植

物的体细胞，可以不断分割，直至单个细胞的理论。预言体细胞在适宜条件

下，具有发育成完整植株的潜在能力。为了证实这一观点，他用野芝麻、紫鸭

趾草等植物的叶栅栏组织、表皮细胞、毛、刺细胞进行离体培养。由于受当时

技术和设备的限制，结果仅观察到组织和细胞体积的膨大，而未见到细胞分

年，裂。 在加有无机盐和有机成分的培养基中，培养萝卜和辣根

的幼胚，得到了充分发育的胚并提前萌发成小苗。这是离体培养的第一个成功

例子。 年， 和

糖或果糖、琼脂的培养基上使

离体培养根尖获得成功并在含有无机盐，葡萄

的豌豆、玉米、棉花茎尖、根尖



生素、吲哚乙酸对植物生长的促进作用。发明了第一个人工合成培养基。

无性系。这个无性系一直培养到 年代。世纪 年， 族维发现

几十年。

使胡萝卜根组织经培养而获得愈伤组织并继代培养了年，

年， 培养烟草的形成层获得愈伤组织。同时使愈伤组织继

代培养获得成功。这一阶段，人们对培养细胞的分裂和不分裂的原因尚不能解

释，但在李继侗银杏幼胚培养中，由于加入胚乳汁而促进了幼胚发育的启迪

下，人们开始注意到离体培养条件下的营养需要。

年， 用纤维素酶和果胶酶溶解了番茄根尖的细胞壁，得到了

技术迅速发展阶段（ 年）

次证实 提出的细胞全能性学说。

卜根韧皮部细胞悬浮培养，从中诱导出胚状体并使其发育成完整小植株。第一

和年，万倍。代替腺嘌呤促进生芽，其效果增加 用胡萝

为了寻找细胞分裂物质，发现了激动素（ 糠基氨基嘌呤）。同时发现激动素

年，成的细胞悬浮液，而且可以继代繁殖。这是培养方式的突破。

转移到液体培养基中，放在往复式摇床上振荡，获得由单细胞或细胞聚集体组

年，以及花器官的各个部分培养成功 将万寿菊和烟草的愈伤组织，

年，控制芽或根形成的重要条件。 将果实、子房、未受精的胚珠、

生长素（ ）对芽形成的抑制作用而诱导芽形成。生长素和腺嘌呤的比例是

茎切段和髓培养以及器官发生的研究中，发现腺嘌呤和腺苷可以解除培养基中

年， 和崔澂在烟草们以启迪，离体培养技术可以控制花芽的形成。

培养成功。 年，罗士韦将菟丝子茎尖培养成功并在试管内开花。这给人

年， 等以椰子乳汁作为培养基补加物，使曼陀罗心形期幼胚

年）器官形成和个体发生阶段（

将番茄根尖细胞离体培养，得到一个活跃分裂的单细胞培养基。同年，

液加葡萄糖、酵母提取物、水解酪蛋白的固体得到愈伤组织。培养基是

培养三毛柳、黑杨的形成层，成功地年，以促进离体胚的生长。

以 的银杏胚培养成功。同时发现加入胚乳汁可年，李继侗将

年）技术建立阶段（

培养亚麻种间杂交幼胚获得成功并得到杂种。年，培养成苗。
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植物细胞工程的展望

的异核体。单离培养异核体 个月，

成功地完成了细胞器（叶年， 和

植物生理学方面

用该项技术研究植物生长的外界条件，如光、温度、湿度和气体成分；营

养条件；植物激素条件等。

植物胚胎学和细胞学

至多个的活胡萝卜原生质体中，含

叶绿体。试验证明原生质体是引入外源遗传物质的极好材料，为基因工程奠定

良好基础。

通过长期反复研究和实践，细胞工程技术逐步发展和完善起来。特别是近

年来，从理论和实践两个方面，有力地推动了生物科学各领域的发展。

探明胚胎发生条件，胚乳作用，助细胞、反足细胞的作用；乃至从形态发

生规律中，探明物种起源；细胞分化和脱分化的条件。

在培养两个不同种的粉蓝烟草（ ）和郎氏烟草

成植物体 年， 和

原生质体。继续培养原生质体，可重新长壁、分裂、分化形成根和芽，最终形

培养罂粟未受精的胚珠

年，

培养毛叶曼陀罗的花药，得到由花粉发育来的单倍体植物。

并在试管内撒播花粉，成功地获得能正常发芽的种子。

和

年，

）的诱导下，使大豆和粉蓝

原生质体时，加入诱导剂（甘露醇、盐类），使两种原生质体

发生融合，得到了细胞杂种，而且该细胞杂种经细胞分裂、分化形成完整的杂

种植物。随后由加籍华人高国楠在聚乙二醇

烟草（科间）融合成功，而且得到

可分裂出几百万个细胞。

绿体）的摄入。将具有叶绿体的海藻和不具有叶绿体的胡萝卜根原生质体，在

聚乙二醇诱导下融合成功。观察到

。

和原生质体融合来克服受精障碍，创造自然界新物种。

（基因定位，基因图谱）。育种学方面开辟了新途径，大小孢子培养，试管受精

遗传学方面应用此项技术研究染色体数量变异和结构变异，染色体工程

遗传学和育种学方面



基因转化受体的建立

研究冠瘿肿瘤的形成；病毒分类及在植物体内的分布；脱除病毒的方法以

及病毒快速检测的方法。

近年来，生物工程技术作为一种高新技术，在生物科学领域中愈来愈显得

重要。植物基因工程在以农业生产为广泛应用前景和巨大的经济价值，在众多

新兴学科中格外引人注目。离体培养条件下的茎尖分生组织、愈伤组织、单细

胞以及脱除细胞壁的原生质体等都是基因工程中，遗传转化的良好受体。外来

的遗传信息（基因），通过一定的基因载体（ 或 ）可以引入上述各种类型

的细胞。然后通过细胞工程技术，使转基因细胞再生成完整的植物体。由此可

程紧密结合下，才能使生物工程技术取得突破性见，只有在细胞工程与基因工

进展。

细胞工

了生物科学各个领域的发展。

程技术作为优良的研究手段，从理论和实践两个方面，有力地推动

病理学方面



细胞工程研究的基本设备和无菌操作

基本设备

植物细胞工程实验室的组成

从事植物细胞工程操作与其他研究一样，需要建立一套系列实验室，包括

洗涤室、灭菌室、配制室、接种室、培养室、鉴定和移植室等。每种实验室均

需有专用设备。有了这些设备，再加上培养技术，就可以形成从取材培养到种

苗出圃的全套技术系列化。

植物细胞工程研究的系列实验室及所应配备的实验设备和器械

洗涤室

需备有鼓风干燥箱、落水架、工作台、水池、水桶、水盆、试管刷等，主

要用于玻璃器皿、用具和培养材料清洗；还需有高压水龙头用于冲洗。

灭菌室

可，需备有高压蒸汽灭菌装置，如直立式、卧式和手提式任何一种装置均

主要用于固体培养基、器械、棉塞、包头纸等灭菌；细菌过滤器用于液体培养

基灭菌；煤气灶或电炉等。

配制室

用具，包括不同容积的容量瓶（

需备有冰箱、化学实验台、药品柜、器械柜、物品存放架以及各种玻璃器皿和

、烧杯（

、量筒（

、移液管（

、玻璃

三角烧瓶（

、磨口瓶、广口瓶、试管、各种类型培养瓶（图

棒、移液管架等。用于培养基母液配制和培养基配制。

无菌操作室

广口 瓶、酒精需备有超净工作台或接种箱、固定式载物台、移动式载物台、

灯、酒精棉、器械支架、手术剪、解剖刀、解剖针、镊子等，用于接种（

、 、



转。旋转式摇床（摇床），振速每分钟 次（低速）或

培养室

需备有制冷设备、控光设备、固定式培养架、旋转式培养架（转床），转

速每分钟

。适用于器官（芽、茎、花药）、愈伤组织、细胞和次（高速），冲程

原生质体的固体或液体培养。

鉴定室

需备有高倍显微镜、倒置显微镜、实体显微镜、恒温箱、切片机、烤片

台、恒温水浴、滴瓶、染色缸、载玻片、盖玻片用于细胞学、组织学观察。

驯化移植室

需备有温室、弥雾装置、荫棚、移植床、钵、盆、塑料布、草炭、蛭石、

粗沙等，用于试管小植株的锻炼和移植。

基 本 设 备

植物细胞工程操作用玻璃器皿和器械

图 各种类型培养瓶

，图本部分共包括 幅图，除图 至图外，还有图
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子

图

注射器型（微型，左列）； 抽滤型（右列）

图 过滤灭菌装置

植物组织和细胞培养用器械

各种镊 接种针解剖刀剪刀



高压湿热灭菌器（锅）

用于固体培养基灭菌

图 气流垂直型净化工作台

图图 气流水平型净化工作台

无菌操作设备



或

旋转式摇床振速
次／

冲程

次／

图 图 转床转速为

图 培养架用于静止培养

培养设备



为大豆悬浮细胞培养而设计的。从接种到增殖停

。培养后的细胞状态为单细胞和两个细胞的聚集体。培养

新鲜培养液入口；磁力阀；减压阀门和碳过滤器；气体出口； 和培养容器；

培养材料接收瓶；培养液中段贮存瓶；培养液贮存瓶；计量泵；微量

型空气过滤器无菌水；消毒剂；电子控制器；培养材料流出控制器；

该装置是

止，培养周期为

瓶为 圆柱形平底玻璃管，该管连接培养液进口、出口、取样口。每隔

，从管底部放入空气 次。用以搅拌培养液，防止细胞聚集。培养液进入

时间和排出量，用电子设备控制并使其保持平衡。使细胞稀释速率和增殖速率

相同，可以保持培养液内细胞密度恒定。

化学恒定连续培养时，新鲜培养液加入速率，可以根据下列公式计算。

图 悬浮培养装 带有化学恒定自动控制

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



稀释速率（ ）

如 ：

细胞，则

故 也是可知的。

培养液加入孔；

图

夹子；

空气入口；

样品接收瓶； 磁力搅拌棒； 温度计； 无菌水

微型空气过滤器； 蛇形管 温度控制器；

气体出口； 内有无菌棉花的玻璃管；

悬浮培养装置： 带有浊度恒定自动控制

个细胞，经

是细胞数目增加一倍所需时间。因为

培养，形成 个细胞。经 培养形成

是可以测定的，

个

在培养液，细胞的比生长速率，即相对生长速率

新鲜培养液加入速率（

培养液体积（



③空气入口）过滤

自旋式培养架图

培养瓶体积 ，用于单细胞株的扩大培养，自转速度可据需要调节

浊度恒定自动控制装置（ 。该装置的特点，适合于细胞密度

以每分钟

低，比生长速率高的培养材料。培养瓶为 圆底玻璃烧瓶，瓶口外卷 与瓶

个孔，其中作用：①培养液进入孔盖连接处用夹子固定。瓶盖上有 ；

气体出口（ ，气体排出后进入玻璃过滤器（

，再进入空气入口；④温度用蛇形管

，使入气玻璃管插至出气玻璃管内，直插培养基底部，成为一根套管。外

界的压缩空气，先通过微型过滤器（

）调节流水（温度）；⑤培养材料）通过流水控制，用水温控制器

从取样口流出后，进入取样瓶（

玻璃瓶 其中一

。样品接收瓶上方，接在盛有无菌棉花的

起过滤作用。取样口和样品接收器之间连接两根管子

根接微型空气过滤器（

压回到培养液中，然后关闭。打开另一根管子的卡夹（

。每次取样后打开卡夹，使管中的培养材料，全部

，通过无菌水冲

洗管道和样品接收器备用。培养瓶盖上除此 孔外，还可插入一根温度计（

的转速，带动不锈钢轴（

并连接温度自控装置，用以检验培养液的温度。培养瓶底部接有磁力搅拌器，

转动，起搅拌作用。



无菌操作

各种灭菌方法及其适用范围

干热灭菌法

用比浊计或分光光度计，定量测定培养液中细胞的混浊度。采用光电计，

自动控制培养基浊度。当培养基中细胞密度增加时，光透过减少，同时给培养

液入口发出指令信号，入口开放注入新鲜培养基，同时也流出等量的旧的培养

液，使体积不变

离体培养是将植物的器官、组织和细胞培养在人工合成培养基上，使其发

育成完整植物体的技术。培养所用的完全合成培养基，含有植物细胞生长发育

所必需的各类营养物质。因而培养基也是各种细菌、真菌滋生繁殖的极好场

所。因此离体培养时，在取材、接种、培养的整个过程中，必须建立较强的无

菌操作意识。必须严格培养基和培养材料的灭菌，同时严格无菌操作防止污

染。

利用鼓风干燥箱（烘箱）进行烘烤灭菌的方法。此法适用于各种玻璃器皿

和器械的灭菌消毒。方法是将清洗后的玻璃器皿和器械放入箱内，将箱温控制

，即可达到灭菌效果。在 或

湿热灭菌法

，维持

利用高压蒸汽灭菌的方法，此法适用于培养基、蒸馏水、各种器械、棉

塞、包头纸等的灭菌。将高压蒸汽灭菌锅的压力调至

压力，

；或 者

，即可达到灭菌效果。一般培养基灭菌掌握在

；无菌蒸馏水、器械、棉塞等为
，

。高压蒸汽灭菌时的压力，还需视高压灭菌锅的类型而定。

熏蒸灭菌

利用药物熏蒸以达到灭菌的目的。此法适用于接种室和培养室的灭菌。如

向甲醛内加入高锰酸钾，促进甲醛的快速挥发而起到熏蒸灭菌的作用。一般每

。但是为了避免材料中毒死亡，对有培养材料用甲醛 高锰酸钾米

用乙二醇 即可。的培养室，可改用乙二醇加热熏蒸的方法，每

过滤灭菌

培养基配制过程中，如遇到某些化学物质，经高温高压而易于分解减效或



洗液的配制：称量

材料，视其清洁程度，先用自来水流水冲洗

中的幼茎、鳞

茎，滋生着各种土壤微生物，特别是细菌的芽孢和真菌的孢子，一旦与培养基

接触，就会很快繁殖起来，从而造成培养基和培养材料的污染。因此，试验材

料必须经过严格的清洗。

间取回清洗方法：从田

然后用中性洗衣粉（液）清洗，注意勿损伤试验材料。再用自来水流水冲洗

无菌操作

失效的可以采用细菌过滤器进行过滤灭菌。此法适用于液体培养基和蒸馏水的

升汞（氯化汞）、

灭菌。过滤灭菌所使用的滤膜孔径应在 范 内

酒精、

药剂灭菌

利用 的次氯酸钠、

饱和漂白粉上清液以及新洁尔灭等药剂灭菌的方法。药剂灭菌法适用于培养材

料的表面灭菌，药剂灭菌必须根据培养材料的特点，选择适合的药剂种类、浓

度和消毒时间。原则上要求既达到灭菌目的，又不能损伤组织和细胞。

烧灼灭菌

用酒精灯烧灼以达到灭菌的目的。此法适用于接种器械、瓶口、棉塞、包

头纸等灭菌。

照射灭菌

。接 种

用紫外线灯照射灭菌的方法。此法适用于接种室空气和台面的消毒灭菌、

在试管受精中可以用于花粉灭菌。紫外线照射时间，一般为

操作时，需注意关闭紫外线灯，否则容易患电光眼。

要环节。掌握清洗、消毒和接种无菌操作技术是离体组织培养成功的重

清洗

的器皿，需先用

玻璃器皿的清洗　　用后的玻璃器皿，需立即浸入水中，如遇已被污染

的酒精浸泡消毒，然后再清洗。清洗有碱洗法和

℃热水清洗，酸洗法两种。碱洗法是先用温热洗衣粉液里外刷洗，再用

然后用自来水冲洗，直至洗涤液全部冲净为止，接着用少量蒸馏水洗两遍，置

于落水架上晾干。当玻璃器皿上粘有蛋白质类物质或其他有机物时，可采用酸

洗法。先用稀盐酸或洗液浸泡，然后用水清洗。

工业用重铬酸钾，先用少量水溶解，然后徐徐加

入粗制浓硫酸，最后定容至

试验材料的清洗　　试验材料来自田间，特别是来自土壤



的效果。表

器官外植体的灭菌，采用单一灭菌剂往往收不到良好的效果，一般常采用

多种药剂配合使用的方法。表面具有较厚的蜡质层，灭菌药剂不易粘着的材

，或吐温料。在药剂灭菌时，加入少量浸润剂如吐温 ，可以收到良好

以酒精和升汞（氯化汞）为例说明多种药剂配合使用对不同器

官的灭菌顺序。

培养基灭菌。培养基灭菌是植物材料离体培养中十分重要的环节。培

养基灭菌方法有高压蒸气灭菌和过滤灭菌两种方法。高压蒸汽灭菌法是采用饱

和水蒸汽灭菌的方法，此法适用于固体培养基的灭菌。过滤灭菌法适用于液体

培养基的灭菌。

高压蒸汽灭菌注意事项：

高压蒸汽灭菌锅装锅不可过满，需使锅内具有一定空间，便于热蒸汽的

点谈谈培养材料的灭菌和培养

，以备药剂灭菌

灭菌

无菌操作中的灭菌，包含很多内容，这里重

基的灭菌。

培养材料的灭菌。把好材料“灭菌关”是提高接种成功率的关键。无

菌培养之前，首先要得到无菌材料，获得无菌材料的方法，主要是用药剂进行

表面灭菌。具体做法是将清洗后的植物材料，在一定浓度的药液中浸泡灭菌。

使用的药剂种类、浓度和处理时间需根据材料对药剂的敏感性来决定。一方面

要考虑药剂对各种菌类的杀灭效果，从中选择具有高效的杀菌剂；另一方面，

还应考虑到植物材料对杀菌剂的耐受力，也就是说，不能因为选择了强杀菌

剂，而使组织和细胞受到损伤和被杀死。至于各种药剂的使用浓度和浸泡时

间，也应依据植物种类和取用的器官部位的不同进行灭菌试验。现将离体培养

中常用的灭菌剂，使用浓度、灭菌时间以及灭菌效果列表比较（表

药物种类

酒精

升汞（氯化汞）

漂白粉

次氯酸钠

次氯化钙

效果

）好

最好

很好

很好

很好

饱和上清液

（

）浓 度（ 灭菌时间（

表 常用的灭菌药物种类、浓度及其效果



②锅内冷空气必须排尽，否则压力表指针虽然达到规定压力，但由于锅内

冷空气的存在，并达不到相应的温度，因而影响灭菌效果。饱和蒸汽压力及其

相对应的温度关系，见表

器官

种类

茎尖

腋芽

花蕾

种子 在

种，然后在

温汤浸

℃下维

持一定时间，使种皮

软化

灭菌前

严格清洗

酒精浸

汞加一两滴吐温

倒出

不同器官的灭菌顺序

灭菌顺序

药剂浓度和时间

酒精浸

升汞加

倒出　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　培养

倒出，再用　　　　用无菌蒸馏水冲洗

滴吐温

倒出，

浸泡

升　　用无菌蒸馏水冲洗

灭菌后

用无菌蒸馏水洗

浸　　　　三四次，取花药接种

三四次后，在培养基

③锅内达到一定压力后，注意在保持压力的过程中，严格遵守时间。时间

个大气压力，约相当于 个标准大气压

饱和蒸汽压力与其对应的温度表

上无菌发芽

严格清洗

表

上下回流，才能收到良好灭菌效果。

用无菌蒸馏水冲洗

三四次，接种培养

三四次，接种培养

酒精浸 倒出，再用

升汞加一两滴吐温

倒出

酒精浸 倒出，再用

升汞加一两滴吐温

倒出
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