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摘要  从甘蔗脱毒技术、甘蔗组织培养防止褐变、甘蔗组织培养基的优化、甘蔗组织培养在遗传工程和抗性选育上的应用及生物反应器
在甘蔗组织培养上的应用等方面论述了甘蔗组织培养的应用及存在问题。
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  自1934 年美国学者 White 等用番茄( Lycopersicume scuien-

t um) 根进行组织培养, 首次建立了活跃生长的无性繁殖系以

来, 经过70 多年的研究 , 植物组织培养现已成为一门日臻

完善的技术[ 1] 。甘蔗是第1 个组织培养成功的禾本科植

物[ 2] 。甘蔗是我国最主要的糖料作物, 其产糖量占全国总产

糖量的90 % 以上[ 3] 。组织培养技术的广泛推广和应用为甘

蔗品种的快速繁殖和良种推广提供了有效的手段, 不仅大大

增加了繁殖系数, 节省种苗, 而且在脱毒苗生产、抗性选育方

面都有不可替代的应用价值。

1  甘蔗脱毒技术与无毒苗的获得

甘蔗系无性繁殖作物, 多年连作后, 因土壤中某些有害

物质积累, 极易引起甘蔗品种退化。目前, 危害甘蔗生产的

主要病害有凤梨病、赤腐病、黑穗病、赤斑病、嵌纹病( 又名花

叶病) 、宿根矮化病等 , 其中嵌纹病、宿根矮化病等病害目前

还没有很好的防治方法, 采用无病种苗是防治病害最有效的

措施。巴西、古巴等国早在20 世纪70 年代末, 就对甘蔗健康

种苗进行了研究,80 年代中期, 健康种苗生产已获成功 , 并在

甘蔗生产上推广使用[ 4 - 6] 。目前巴西、古巴等国90 % 蔗区实

现甘蔗用种健康、无毒化。巴西已通过政府立法, 在全国建

立甘蔗脱毒健康种苗生产繁殖体系[ 7] 。

获得甘蔗健康种苗的脱毒技术众多 , 有物理法、化学法、

抗病育种法、茎尖培养法等[ 8] , 这些方法均有一定的脱毒效

果, 但在实际应用时均有优缺点。物理法简单, 但不适合大

批量甘蔗用种需要; 化学法简单易行, 但由于蔗茎节的纤维

化和表皮的不渗透性及发芽时间长等因素破坏了药剂的作

用, 防病效果欠佳。因此 , 以上2 种方法需要与其他脱毒方

法相结合。抗病育种也是一条最新途径, 但抗病品种的选育

需要较长的年限。随着茎尖培养脱毒方法的兴起, 这项技术

应用于甘蔗脱毒已经受到关注。

现已证明 , 顶端分生组织培养对甘蔗波条病、嵌纹病、宿

根矮化病和白条病的脱毒是有价值的[ 9] 。国外已采用愈伤

组织、茎尖、热处理和分生组织相结合的方法对感花叶病毒

的植株进行脱毒, 均有一定的效果[ 10] 。李增生和Iqnacio San-

tana Aguilar 研究表明: 利用甘蔗茎尖培养技术结合热处理 ,

可根除蔗株上的花叶病、宿根矮化病, 生产无病、无毒的健康

种苗[ 11] 。在国内, 广西甘蔗研究所自1998 年开始对桂糖11

号等品种进行茎尖脱毒健康种苗的研究[ 5] 。随后黄诚梅又

在黑皮果蔗 Badila 等品种上进行研究[ 12] 。许莉萍等利用
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愈伤组织培养和茎尖培养去除甘蔗花叶病毒。结果表明, 心

叶愈伤组织培养脱毒效果显著, 但后代产生的变异较大; 茎

尖组织培养有一定的脱毒效果, 后代遗传稳定性高[ 6] 。高山

林采用热处理—分生组织脱毒技术, 脱毒效果显著, 可增产

50 % 以上[ 13] 。据报道, 脱毒健康种苗的使用使甘蔗增产达

20 %～40 % , 蔗糖含量提高0 .5 % 以上( 绝对值) [ 7] 。肖关丽

等在甘蔗茎尖脱毒培养过程中, 选用附加浓度合适的BA 或

BA + NAA, 能使茎尖分生组织诱导出较多茎尖芽[ 14] 。

植物茎尖组织培养脱毒技术, 不仅对提高作物产量、质

量和恢复种性都有显著作用, 而且在植物病理学上也有重大

意义, 它丰富了植物病理学的内容, 从过去消极的拔除、销毁

病株到病株的脱毒再利用, 是一个积极有效的途径。

2  防止褐变的研究

2 .1  褐变的机理 褐变( 又称酚污染或酚害) 是植物组织培

养中普遍存在的问题 , 褐变现象产生的主要原因是因为 PPO

( 多酚氧化酶) 作用与天然底物酚产生醌引起的。当多酚氧

化酶被激活, 酚类物质被氧化, 产生醌类物质 , 使植物组织变

褐并产生毒害作用。褐变包括酶促褐变和非酶促褐变。目

前的研究结果表明, 外植体的褐变属于酶促褐变[ 15] 。

2 .2 褐变的成因

2 .2 .1 甘蔗外植体的部位和采集时间。在甘蔗组织培养中 ,

由于在生长点附近的酚类物质、酶比较多, 所以甘蔗的芽繁

培养的褐变程度远远大于嫩叶的组织培养。外植体的最佳

采集时期是每年的6 ～8 月, 此时甘蔗生长处于拔节期, 而冬

季采集的外植体容易褐变且诱导期长[ 16] 。

2 .2 .2  培养基的组成成分。培养基的成分会影响褐变的过

程, 贤武等发现用降低激素含量的 MS 培养基可提高茎芽成

活率和丛芽诱导率, 而且可大大降低酚害[ 5] 。秦延豪研究表

明外源激素会增加植物组织培养过程中酚害现象的产生, 这

是因为激素有刺激多酚氧化酶活性提高的作用[ 17] , 不同激

素水平与不同组合产生的褐变程度也不一样, 褐变最严重的

激素组合为BA+ KTT , 最轻的为 BA 和BA + NAA, 且浓度越

低褐变越轻[ 18] 。

2 .2 .3 培养条件。温度过高、光照过强都会增加PPO 的活

性, 从而加速培养组织褐变; 甘蔗胚性细胞在光照2 500 lx 以

上时细胞团表面会出现褐变, 在弱光下易出现绿色芽点[ 15] 。

甘蔗组织培养的外界温度一般26～28 ℃, 从而减轻褐变[ 15] 。

2 .3  防止褐变的方法 在防止褐变的过程中最常用的就是

添加吸附剂或褐变抑制剂。黄诚梅的研究表明, 甘蔗茎尖组

织预先在无菌水中浸泡30 min , 再接种到6- BA2 .0 mg/ L、NAA

0 .1 mg/ L MS 培养基中, 可减轻外植体的褐变; 茎尖诱导培养
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基中直接附加适量的活性炭( AC, 以0 .02 % 为宜, 最高不超过

0 .05 %) , 减轻茎尖组织酚害的效果最理想。另外, 在培养基

中附加抗氧化剂( 如聚乙烯吡咯烷酮,PVP) , 或根据外植体的

褐变情况及时转移到新鲜的培养基中, 均能减轻甘蔗茎尖组

织的酚害[ 19] 。贤武等认为液体滤纸桥震动培养效果最好 ,

褐变最轻, 茎尖存活数多 , 丛芽诱导率高[ 5] 。这是因为液体

培养有利于外植体周围的有害物质扩散, 减少了对外植体的

毒害。另外在防止褐变中多次转接也可以减轻褐变, 但此方

法需要耗费大量的物力和人力。

3  培养基的优化

早期的甘蔗组织培养, 主要采用 White’s 或 MS 或它们的

改良培养基, 包括附加复杂的物质如椰子汁、酵母提取液、番

茄汁、麦精等。目前, 常用作甘蔗愈伤组织诱导的基本培养

基是 MS 或N6 以及它们的改良物。韩光禧等[ 20] 指出,MS 和

N6 培养基对诱导愈伤组织的效果比较稳定, 形成的愈伤组

织质量好, 继代和分化的后作用较明显。罗素兰[ 21] 指出在

MS 和N6 基本培养基附加2 ,4- D3 mg/ L 的情况下, 均能从甘

蔗心叶组织诱导出愈伤组织, 但其诱导的效果不同。在 N6

培养基上愈伤组织的诱导率较高, 其愈伤组织多为松散、黄

白色颗粒状, 而且生长迅速。MS 培养基对甘蔗愈伤组织的

诱导率较低, 且有促进愈伤组织分化出根或芽的作用。并且

筛选出最适合甘蔗心叶愈伤组织诱导和继代的培养基是:N6

+ 2 ,4- D 3 mg/ L + 肌醇100 ml/ L + 0 .5 g/ L 活性炭。陈彪

等[ 22] 在研究甘蔗组织培养不同激素效应中发现在 MS 培养

基中较高浓度的 KT 和6- BA, 不仅有利于促进分化芽的增

殖, 而且可以获得健康的分化苗。罗素兰[ 21] 研究证明 MS +

2 ,4- D1 ～5 mg/ L 培养基均可诱导愈伤组织的增殖; MS + KT

1 .5 ～2 .0 mg/ L+ 6- BA 2 mg/ L 培养基对愈伤组织分化不定芽

的效果最佳;1/ 2MS + NAA 1 ～4 mg/ L 培养基对生根较好。

4  甘蔗组织培养遗传转化过程中对抗生素抗性的研究及在

遗传育种上的应用

组织培养是进行抗性研究和遗传育种研究最常用的手

段, 由于甘蔗的遗传背景较复杂, 依靠常规的育种方法难以

快速有效地进行各种优良性状的改良。但随着现代遗传工

程的发展, 植物再生体系的建立和外源基因在植物细胞中表

达的研究不断深入 , 利用基因工程技术进行作物品种改良在

甘蔗上已有了相关的报道[ 23 - 24] 。

罗素兰等[ 25] 通过“福农81- 745”和“Badila”2 个甘蔗品种

在不同质量浓度 G418 、Hyg 、PPT 培养基中的反应, 确定筛选

浓度, 为甘蔗遗传转化提供了前提。试验证明, 在相同的质

量浓度下,Hyg 对2 品种甘蔗愈伤组织诱导生长、芽分化阶段

的毒性作用比G418 更快些, 即ρ( Hyg) = 30 mg/ L 在20 d 内

就能完全抑制愈伤组织的生长与分化, 并将其完全致死; 而

G418 需在30 d 后才能完全抑制其生长与分化。甘蔗对PPT

的敏感性最高,ρ( PPT) = 0 .75 mg/ L时, 只28 d 就可完全抑制

愈伤组织生长与分化 , 并致死;ρ( PPT) = 1 .00 mg/ L 时就能完

全抑制幼苗生根, 而 Hyg 和 G418 均需30 mg/ L 才能完全抑

制。由此以为: 甘蔗对PPT 最敏感, 其次为 Hyg 和G418 ;2 个

甘蔗品种对3 种药剂的敏感性相似 ; 甘蔗组培的3 个阶段对

G418 和 Hyg 的敏感性是一致的 , 最终选择质量浓度均为30

mg/ L。对PPT 的敏感性则不完全一致, 在愈伤组织诱导生长

与芽分化、生长2 个阶段,PPT 最适的质量浓度均为0 .75

mg/ L ; 在生根阶段为1 .00 mg/ L。G418、Hyg 和 PPT 均适宜作

为所试甘蔗品种的选择试剂。

5  利用生物反应器进行甘蔗组织培养

间歇浸泡式生物反应器是近年来国际上新研究开发的

一种用于植物组织培养和植物次生代谢产物生产研究的培

养系统[ 26] 。它利用空气压力定时控制瓶内的液体培养基在

2 个培养瓶内相互流动, 培养物间歇性地浸泡在培养基内, 并

可以通过控制温度、光照, 通入 CO2 代替蔗糖作为碳源等模

拟环境条件 , 增强组培苗自身的光合作用能力 , 让组培苗从

异养发展到自养, 增强组培苗的自养能力, 对外界环境适应

能力强。与传统的培养方式相比, 它具有自动化程度高 , 减

少培养基配置, 组培苗转接等程序, 节省人力物力, 且繁殖系

数高, 一代增殖达到几万倍[ 27 - 28] ; 所培养的苗质量好, 自养

能力强 , 移栽成活率高。美国、日本、台湾、韩国、古巴、荷兰、

西班牙、比利时和法国等国家在名贵花卉、凤梨、马铃薯和林

业植物等方面已经利用生物反应器作为大规模微繁生产技

术[ 29 - 36] 。广西农科院在古巴学者 Ariel 博士协助下建立了

一套反应器, 用于甘蔗次生代谢产物研究。

甘蔗组织培养是一种高效繁殖技术, 可加速甘蔗良种的

快速繁殖, 解决甘蔗因用种量大而消耗大量原料蔗的问题。

近些年来国内外又将组织培养作为一种有效的脱毒技术, 为

甘蔗组织培养开辟了一个新内容。通过茎尖组织培养与愈

伤组织培养获得甘蔗健康种苗, 可以有效地消除甘蔗花叶病

和宿根矮化病。随着生物工程技术的发展, 利用组织培养的

手段进行遗传育种的研究会更有效, 可有力推动甘蔗产业和

甘蔗糖业的发展。
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游离脯氨酸含量则一直上升。

图3 3 种植物 MDA 含量随干旱胁迫的时间变化

  表1 干旱胁迫对3 种植物脯氨酸含量的影响 μg/ g

处理时间∥d 花菖蒲 黄菖蒲 玉蝉花

   0   3 .29    1 .78    1 .69
2 4 .05 3 .98 3 .91
4 11 .74 20 .37 20 .50
6 31 .47 40 .10 26 .43
8 29 .18 131 .57 33 .61

10 16 .10 80 .93 37 .69
12 7 .85 75 .50 40 .73

2 .7  干旱胁迫对3 种植物叶片 SOD 活性的影响( 表2)  

在干旱胁迫下 , 植物中的保护酶系统如SOD、POD 均会发生

  表2 干旱胁迫对3 种植物SOD 活性的影响 U/ g

处理时间∥d 花菖蒲 黄菖蒲 玉蝉花

0 150 .43 154 .74 110 .81
2 155 .22 154 .59 145 .80
4 165 .00 161 .61 151 .81
6 165 .24 163 .25 160 .16
8 172 .78 158 .33 166 .67
10 161 .79 151 .80 166 .72
12 142 .48 148 .08 140 .56

不同程度增加。SOD 是植物体内的自由基清除剂 , 但这种

清除剂只有与POD 协调一致, 才能有效地防止自由基的毒

害[ 3] 。随着干旱时间的延长 ,3 种植物 SOD 活性均表现出

先上升后下降 , 但3 种植物叶片中SOD 活性差异并不显著。

2 .6  综合评价  采用隶属函数法对3 种鸢尾属湿地植物

进行综合分析评判 , 计算结果见表3。3 种鸢尾属湿地植物

的抗旱性为: 黄菖蒲> 玉蝉花> 花菖蒲。

  表3  3 种鸢尾属湿地植物生理指标值的综合评判结果

名称
叶绿

素

细胞膜

透性
MDA

脯氨

酸
SOD 总和

平均

值

抗旱

性

花菖蒲 0 .42 0 .73 0 .41 0 .42 0 .54 2 .52 0 .50 弱

黄菖蒲 0 .68 0 .69 0 .38 0 .52 0 .52 2 .79 0 .56 强

玉蝉花 0 .53 0 .43 0 .56 0 .40 0 .68 2 .60 0 .52 中

3  结论与讨论

( 1) 干旱胁迫对 3 种植物外在形态的影响差异较大。

花菖蒲和玉蝉花在干旱胁迫12 d 后, 整株枯萎, 叶片枯死,

而黄菖蒲除叶片稍卷曲外, 整株仍保持绿色。

( 2) 干旱胁迫对3 种植物叶绿素、细胞膜透性、MDA、游

离脯氨酸和SOD 的影响差异较大, 总体上表现为 : 随着干旱

胁迫时间的延长, 叶绿素含量下降 , 细胞膜透性增大 ,SOD

活性先升高后下降 ,MDA 和游离脯氨酸含量在不同植物中

表现不同。单一生理生化指标评价3 种植物抗旱性上存在

一定的差异。

综合比较3 种植物的叶绿素、细胞膜透性、MDA、游离

脯氨酸和 SOD 活性, 可看出抗旱能力为黄菖蒲> 玉蝉花>

花菖蒲, 这与外在形态表现一致。
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