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摘 要：该文采用中国农业大学农业部设施农业生物环境工程重点开放实验室研制的设有组培微环境实时监控系统的大 

型组培箱，分别对矮牵牛、菊花和番茄组培苗移栽后箱体内C0 浓度的变化规律及不同 C0 增施浓度对无糖组培苗生长 

的影响进行 了研究。试验表明：移栽后的当天，组培箱内的 CO 浓度便开始下降，第 2 d下降速度明显加快 ，均降 至 

100 L／L以下。在移栽后的第 4～5 d，箱体内CO 浓度下降到 35 L／L左右后便不再下降，一直在 30~40 L／L之间波动。 

因此得出：无糖培养在组培苗移栽后的第 2 d就应增施 CO ，否则会直接影响组培苗的生长。在不同CO 增施浓度试验中， 

当光照度控制在 80#moll(m ·S)时，CO 浓度为(650±50)#L／L时培养出的组培苗生长状况最好。 
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0 引 言 

植物组织培养技术的优点在于快速繁殖、脱除病毒 

和种质资源保存，其 中应用最为广泛的是快速微繁 

殖口 ]。传统的组培技术使用的是含糖培养基，杂菌很 

容易侵入培养容器内，并在培养基中繁殖，造成组培植 

物污染。为防止杂菌侵入，通常将培养容器完全密闭，这 

样很多培养植物就会出现生长缓慢，形态及生理异常等 

现象，同时也大大地提高了人工费用。以上诸多不利因 

素都严重地制约了组培技术的发展及推广口]。20世纪 

80年代，日本千叶大学古在丰树教授发现传统组培设 

施内光照度弱，容器内CO 浓度过低是造成组培苗无 

法进行光合 自养生长的主要原因，据此提出了一种全新 

的植物组织培养概念——无糖组培技术，将环境控制技 

术和组培技术有机地结合起来。其特点在于以CO 代 

替糖作为植物体的碳源，利用工程技术手段调控组培微 

环境的气体、光照、湿度等影响因子，以达到促进植物体 

自养生长，提高组培苗质量和成苗率，缩短培养周期的 

目的 4 。 
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无糖组培概念提出后，很多国家的研究人员围绕增 

加光照度和CO 浓度，引进大型培养容器，去除培养基 

中的糖等几个方面进行了大量研究，并设计出不同的培 

养容器_9 。在这些研究中，由于研究人员所采用的多 

为间接增施 CO 方式，即在大型容器中放入带有透气 

封口膜的培养瓶，然后向大型容器内增施 CO ，这样就 

需要成倍地提高CO 增施浓度才能够使组培容器内部 

的CO 浓度达到理想的状态[1]。古在丰树通过研究发 

现，在间接增施的条件下，当外部的CO。浓度达到 1890 

L／L时，组培容器内部的CO 浓度只有 363 L／L，只 

相当于大气中CO 的浓度_1 。到目前为止，在大型组培 

箱内进行开放式培养，直接增施 CO 的研究还很少，特 

别是至今还没有见到在开放式的培养状态下对容器内 

CO 浓度变化规律的研究，而 CO 的消耗规律对于准 

确确定 CO 增施工艺有着重要的意义。 

为此，我们采用大型箱体内开放式培养的方法，移 

栽后首先不增施 CO ，实时监测箱体内CO 浓度的变 

化规律，当确定箱体内CO 浓度降至一定浓度并维持 

不 变后，将光照期间的 CO 浓度补充到 (350±50) 

L／L，直至培养结束，另外，还进行了不同CO _增施浓 

度的试验，以研究大型培养容器内无糖组培的 CO 增 

施时间及增施浓度对组培苗的影响。 

1 材料与方法 

试验材料为番茄、矮牵牛和菊花组培苗，将在传统 
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组培条件下繁育的组培苗剪成 1 cm长，并带有 1个叶 

片(番茄)或 2个叶片(菊花)或 2～3个叶片(矮牵牛)的 

茎节段，然后移栽在蛭石基质上。培养容器采用的是 

15 cm×22 cm×4 cm 的医用托盘，每盘盛放蛭石 240 

g，并添加 200 mL的 1／2MS营养液，不添加糖。每盘移 

栽组培苗 21株，移栽后直接放在大型组培箱(135 cm× 

55 cm×22 cm)中，大型组培箱内可容纳托盘 12个，共 

移栽组培苗 252株。 

该组培设备为本实验室研制的基于可编程控制器 

(PLC)的无糖组培微环境控制系统，系统采用 Modicon 

TSX Neza型 中的 TSX08CD6AC PLC及 TSX08EA4A2 

模拟扩展与上位机组成的监控系统对组培箱内的气体 

环境进行监控，PLC对 CO。增施阀、搅拌风扇、除湿器 

等进行控制，对箱内的CO。浓度、温度和湿度等环境参 

数进行采集并定时记录。当与上位机连接并通讯时，上 

位机可以实时监测各个环境参数，也可不定期下载记录 

在 PLC上的历史数据口 ̈ ]，其结构如图1所示。 

图 1 控制 系统 总体 结构框 图 

Fig．1 Architecture of the control system 

CO。增施控制是当CO。传感器检测到组培箱内 

CO。浓度低于设定的最低值时，PLC向电磁阀和风机 

继电器输出开／关信号，电磁阀动作，向组培箱内加入定 

量的CO。气体，同时启动搅拌风扇(箱体内共设置两个 

20 W 的轴流式小风扇)。搅拌风扇安装在组培箱内部， 

开启时吸入的是组培箱内的空气，同时，组培箱内温度 

场的梯度影响很小，可以忽略。当高压、高浓度的 CO。 

气体从气管喷出时，结合风扇的作用，气体呈 自由淹没 

等温射流状态，在射流卷吸作用下，其边界临近的静态 

气体随之运动，形成更大流量的射流，从而使 CO。气体 

在具有一定流速的空气中进一步与箱内的空气混合，达 

到 均 匀 分 布口引。培 养 期 间将 光 照 度 控 制 在 80 

umol／(m。·S)，光照周期为 12 h，从7：O0到19：O0，培 

养温度控制在(25±1) 。C。 

1．1 移栽后未增施 CO：前组培箱内CO：浓度的变化 

规律 

该试验在将番茄、矮牵牛和菊花组培苗移栽到大型 

组培箱后，首先不增施 CO。，实时监测箱体内CO。浓度 

的变化规律，当确定箱体内 CO。浓度降至最低点且稳 

定不变后，后期将光照期间的 CO。浓度补充到(350± 

50)uL／L，直至培养结束。培养期间每隔 2O min利用实 

时监控系统采集一组数据，然后用 Excel软件对数据进 

行处理，绘制 CO。浓度变化曲线，研究组培容器内CO 

浓度的变化规律。 

1．2 不同 CO：增施浓度对矮牵牛无糖组培苗的影响 

从移栽后的第二天开始分别将箱体内CO。浓度设 

定为(350±5O)、(650 t-5O)和(950±5O) L／L，当CO 2 

传感器检测到组培箱 内CO。浓度低于设定的最低值 

时，PLC向电磁阀和风机继电器输出开／关信号。CO 

施放装置采用的是常开和常闭电磁阀各一个配对使用， 

两电磁阀同时动作，每次向组培箱内定量加入高压、高 

纯度 CO。气体，使组培箱 内的 CO。浓度分别控制在 

(350±5o)、(65o±5o)和(950±5o) L／L，直至培养结 

束。同时，在各不同 CO。浓度下，又分别将基质含水率 

设为 60 、70 和 80 3个处理，每处理 4盘，共 84 

株。3个不同CO。浓度是在同一控制系统下，分别进行 

的，每个浓度重复3次。对照采用传统的组培方法，即在 

直径 8 cm 的玻璃瓶内封闭培养，基质采用添加 3 糖 

的MS琼脂培养基。 

培养 21 d后，每处理取样 10株，对其株高、叶片 

数、地上部干鲜质量和地下部干鲜质量等指标进行调 

查，利用 SPSS统计分析软件对调查结果进行分析。 

2 结果与分析 

2．1 移栽后未增施 CO：前组培箱 内 CO：浓度的变化 

规律 

利用 Excel软件对实时监控系统采集的CO。浓度 

数据进行处理，绘制出CO。浓度变化曲线。图2为矮牵 

牛移栽后 1～4 d未增施 CO 前组培箱内CO 浓度的 

变化情况。从图中可以看出，在移栽后的第 1天，组培箱 

内的 CO。浓度便下降，由原来的 500 L／L左右，降至 

450 L／L左右，然后，暗期随着呼吸作用箱体 内CO。 

浓度升至 700 L／L左右。第 2天光照开始后，CO。浓度 

便 出现了明显 的下降，从 700 L／L左右降到了 100 

uL／L以下，第 2天，第 3天箱体内CO。浓度暗期虽然随 

着呼吸作用有所上升，但已经出现了逐渐下降的趋势， 

第 4天，箱体内的CO。浓度下降到 35 L／L左右后便 

不再下降，而是在 35 uL／L附近上下波动(如图 5所 

示)。从图2还可以看出，随着箱体内CO。浓度的降低， 

CO。浓度的下降速度逐渐减缓。 
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图 2 矮牵牛组培苗移栽后 1～4 d内组培箱内CO 浓度的变化 

Fig．2 Changes of CO2 concentration in the box of petunia 

tissue—culture plantlet after transplanting for 1～ 4 days 

时1日j／Yt一日 时 

图 3 菊花组培苗移栽后 1～4 d内组培箱内CO 浓度的变化 

Fig．3 Changes of CO2 concentration in the culture 

box of chrysanthemum tissue—culture plantlet 

after transplanting for 1～ 4 days 

从图 3可以看出，移栽菊花组培苗后，其组培箱内 

的 CO 浓度变化规律同矮牵牛基本相同，移栽后的第 1 

天，组培箱 内的 CO 浓度便出现下降，由原来 的 600 

tLL／L左右，降至 250 tLL／L左右，下降幅度之所以远大 

于矮牵牛第 1天 CO 浓度下降的幅度，是由于菊花是 

上午移栽到箱体内的，经过了较长时间的光合作用，而 

矮牵牛是下午移栽到箱体内的，当天只经过了较短时间 

的光合作用。然后，暗期随着呼吸作用箱体内CO 浓度 

升至 500 tLL／L左右。第 2天光照开始后，CO 浓度便明 

显下降，从 500 tLL／L左右降到了 100 tLL／L以下，第 4 

天，箱体内的 CO 浓度下降到 35 tLL／L左右后，便不再 

继续下降，而是在 35 tLL／L附近上下波动(如图 5所 

示)。 

图 4为番茄组培苗移栽到组培箱内后 1～5 d，CO 

浓度变化曲线 ，变化趋势与矮牵牛和菊花相同。 

图 5是将图 2、图 3、图 4中箱体内CO 浓度降至 

35 tLL／L左右后上下波动的详细情况进行放大比较，从 

下午 14：00到 19：00光照结束，箱体内 CO 浓度一 

直在 30～40 tLL／L之间波动，这说明此时容器内的光 

合作用和呼吸作用达到了平衡状态。 

黾 黾 量 量 量 量 罨 置 量 量 量 量 量 暑 罨 量 昙 

兰至蚤星曼雾圣星詈要兰呈 零星暑暑： 亍亍二： 罕：二早早二工 
T早二-r旱 

暑 g g g 。 g g 。 。 g g 。 。 g E 

时间／月一日 时 

图 4 番茄组培 苗移栽后 1～5 d内组培 箱内 CO 浓度的 变化 

Fig．4 Changes of CO2 concentration in the culture 

box of tomato tissue—cultrure plantlet 

after transplanting for 1～ 5 days 
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图 5 三种不 同组培苗 的 CO 补偿 点 

Fig．5 CO2 conpensation point for three different 

tissue—culture plantlets 

2．2 不同 CO：浓度对矮牵牛无糖组培苗的影响 

从 表 1中 可 以 看 出，当 光 照 度 设 置 为 80 

~mol／(m ·S)时，组培箱内CO 浓度控制在(650±50) 

t~L／L培养出的组培苗生长健壮，其地上部干鲜质量和 

地下部干鲜质量都明显优于其他两个浓度区，其次是 

CO 浓度控制在(950±50)／~L／L处理 ，(350±50)／~L／L 

浓度下培养出的组培苗地下部生长较差。从各不同增施 

CO 浓度的基质含水率来看，不同增施 CO 浓度下，最 

适基质含水率不同，以地下部质量为主要考察指标， 

(350±50)t~L／L浓度下，基质含水率在 60 时组培苗 
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生长最好 ；而在 (650±50) L／L和 (950±50) L／L浓 

度下，基质含水率为 7O 时组培苗生长最好。图6为组 

培箱 内 CO 浓度控 制在 (650±5O) L／L时，各不 同基 

质含水率对组培苗的影响。处理 1(基质含水率 6O )的 

组培苗根系发育好，但茎叶比较矮小，处理 2(基质含水 

率 7O )的根系和茎叶发育的都很好，处理 3(基质含水 

率 8O％)的根系发育不良，无论是发根数还是根长都明 

显不如处理 l和处理 2。但 3个不同基质含水率下培养 

出的无糖组培苗，特别是处理 1和处理 2其植株整体生 

长状况都明显优于传统条件下培养的组培苗。 

由 cO 增施浓度与基质含水率相互作用关系可 

见，同一 CO 浓度三个不同基质含水率条件下培养出 

的组培苗其各项生长指标基本处于同一水平。这表明， 

在本研究的条件下，CO 浓度的变化对矮牵牛组培苗生 

长的影响要远远大于基质含水率变化的影响。 

2．3 无糖组培与传统组培植株生长状况的比较 

在 2．1试验中，当组培箱体内CO 浓度降至一定 

浓 度后，将光照期间的 CO 浓度补充 到(350±50) 

L／L，直至培养第 2l d结束后，分别对无糖培养条件 

下和传统培养条件下的矮牵牛、菊花、番茄组培苗进行 

调查。结果表明：无糖组培苗和传统组培苗的成活率均 

达到 100 。但无糖培养的组培苗叶色浓绿，叶片大而 

厚，且叶片上绒毛多，节间距小，植株健壮；而传统培养 

的组培苗叶色淡绿，叶片细小卷血，节间距大，茎部细 

长 ，呈 明显的徒长状态(图 7)。在 2．2试验 中也有 同样 

的倾 向(图 6)。 

表 1 不同CO：增施浓度及基质含水率对矮牵牛组培苗生长的影响 

Table 1 Effects of different CO 2 concentrations and media moisture on the growth of petunia tissue—culture plantlet 

注：T1—1，2，3为组培容器内的CO2浓度控制在(3501 5O)uL／L时的三个不同基质含水率(60％、70％、80 )处理； 

T2—1，2，3为组培容器内的CO2浓度控制在(650~5O)uL／L时的三个不同基质含水率(so 、70 、80％)处理； 

T3—1，2，3为组培容器内的CO2浓度控制在(95o±5O)uL／L时的三个不同基质含水率(so％、70％、80％)处理。 

同列不含相同字母表示差异显著 ( =0．05，Duncan新复极差法)。 

a．处理 1：基质含水率601 b．处理 2：基质含水率 7勰 

c．处理3：基质含水率8 d．传统组 

图 6 (650~50)／aL／L浓度 CO 下不同基质含水率培养出的组培苗 

Fig．6 Tissue—culture plantlet under the condition of different moistures and CO2 concentration of(650~50)uL／L 
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a．无糖组培 b．传统组培 

图7 不同组培条件下培养的矮牵牛组培苗 

Fig．7 Petunia tissue—culture plantlet under photoautotrophic and traditional conditions 

表 2列出了两种不同条件下培养的组培苗各项生 

长指标，分别从番茄、矮牵牛、菊花元糖组培苗和传统组 

培苗中各取样 10株，计算其平均值。三种植物传统组培 

苗的株高都高于元糖组培苗，其中矮牵牛和菊花达到了 

显著性差异。叶片数矮牵牛和番茄元糖组培与传统组培 

没有出现显著性差异，菊花元糖组培的叶片数则明显多 

于传统组培。元糖组培的根长(最长根长)、地下部干鲜 

质量都远远大于传统组培，特别是矮牵牛和菊花的地下 

部干质量比传统组培高出了 1～4倍。元糖组培克服了 

传统组培苗茎叶纤细、徒长、根系不发达的缺点。 

表 2 组培苗生长性状对 比表 

Table 2 Tissue—culture plantlet growth properties 

注：同列不含相同字母表示差异显著 ( 一0．05，Duncan新复极差法)。 

3 结论和讨论 

通过对矮牵牛、菊花、番茄三种组培苗的无糖开放 

式培养发现，组培箱内CO 浓度具有相似的变化规律， 

即在移栽后的当天，组培箱内的 CO 浓度便开始下降， 

第 2天下降速度明显加快，均降至 100／,L／L以下。这说 

明在采用元糖基质和增加一定光照度的条件下，带有 

1～2个叶片茎节段的组培苗在移栽后就具有一定的光 

合能力。虽然箱体内的CO 浓度在暗期因呼吸作用有 

所上升，但总体趋势是在不断下降，随着箱体内 CO 浓 

度降低，CO 浓度的下降速度逐渐减缓。在移栽后的第 

4～5 d，箱体内的 CO 浓度下降到 35／,L／L左右后便 

不再下降，一直在 30～40／,L／L之间波动，这说明此时 

容器内的光合作用和呼吸作用达到了平衡状态，有可能 

是达到了CO 补偿点。普通 C3栽培植物的CO 补偿点 

是在 30～50／,L／L附近。 

根据以上元糖开放式培养箱内CO 浓度的变化情 

况，在该试验条件下，组培苗移栽后的第 2天就应该进 

行 CO 气体增施，否则组培苗光照期间将处于 CO 饥 

饿状态，不能有效地进行光合物质的积累，直接影响了 

组培苗的生长。 

当光照度为 80／*mol／(m。·S)时，组培箱内CO 浓 

度控制在(650±50)／,L／L时培养出的组培苗优于CO 

浓度控制在(950--+-50)／*L／L和(350±50)／*L／L的，这 

说明在一定的光照度条件下，增施的 CO 浓度有一个 

适宜的范围。 

从 CO 增施浓度与基质含水率对组培苗影响的程 

度来看，CO 浓度控制在(650±50)／*L／L时其各基质 

含水率培养出的组培苗都优于其他两个 CO 浓度的各 

基质含水率处理；同一 CO 浓度三个不同基质含水率 

条件下培养出的组培苗的各项生长指标基本上处于同 
一

水平。由此可见，CO 浓度的变化对矮牵牛组培苗生 

长的影响要远远大于基质含水率变化的影响。 
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通过无糖培养和传统组培培养的对比试验可以看 

出，仅将无糖培养箱体内的 CO。浓度补充到大气 COz 

浓度水平(350±50)／~L／L左右，就可以明显地促进组 

培苗的生长。特别是无糖组培苗的形态及各项生长指标 

完全不同于传统组培苗纤细柔弱的特征，植株健壮，根 

系发达，近似于普通栽培苗。由此可以推断，无糖组培苗 

完全不用进行驯化，可直接移栽到穴盘或花盆中，移栽 

后也基本没有缓苗期，这一点在我们进行的菊花无糖组 

培试验 中已经得到了证明。 
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Effect of C02 concentration transformation rule in the sugar—free 

large tissue culture box on the tissue—culture plantlet 

Qu Yinghua，Zhou Wei，Li Yan，Den Jian 

(Key of Agricultural Bio—environment Engineering，Ministry of Agriculture， 

China Agricultural University，Beijing 100083，China) 

Abstract：In this paper，the rule of CO2 concentrations and the effects of CO2 enrichment concentration on the 

growth of sugar-free culture plantlets in the culture box with real-time control system after transplanting petunia， 

chrysanthmum and tomato plantlet were investigated，which was developed by Key Lab of Agricultural Bio-envi— 

roment Engineering，Ministry of Agricultue，China Agricultural University．The day after transplanting，the 

CO2 concentration started to decrease，speeding up the rate of decline in the second day and it dropped below 1 00 

／~L／L．In the first 4～5 days after transplanting，CO2 conpensation dropped to between 30～40／~L／L．So CO2 

should be enriched on the second day after transplanting，otherwise，it would affect plantlet growth．In different 

CO2 enrichment tests，tissue—culture is the best at CO2 concentration of (650± 50)／~mol／mol under 

80／~mol／(m。·s)Photosvnthetic Photon Flux Density(PPFD)． 

key words：sugar—free micropropagation；CO2 concentration；tissue—culture plantlet 
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