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罗汉果组培繁殖的技术要点 

蒋水元 ，蒋剑刚2，李 锋1，覃吉胜 ，刘凤英 ，黄争艳 
( f

中- 薯 广西植物研究所，广西桂林541006；2．桂林亦元生现代生物技术有限公司，广西桂林541004) 
摘 要：报道罗汉果组培繁殖的各项主要技术要点，包括组培条件、培养基的配制、外植体的选取与消毒、接 

种与培养、种源保存、炼苗与移栽、苗木包装与运输等。提出了5种培养基参考配方，即茎段诱导培养：Ms+ 

BA0．5～1．0 mg／L+IAA(NAA)0．05～0．1 mg／L+白糖 3 +琼脂 4．5 g／L，pH5．8；茎尖诱导培养 ：Ms+ 

BA0．5～1．0 mg／L+NAAO．O5～o．1 mg／L+椰子水 100 mL+白糖 3 +琼脂 4．5 mg／L，pH5．8；继代培养 

(丛生芽方式)：MS+BA0．3～O．7 mg／L+NAA0．O5／IAAO．1 mg／L+ 白糖 3 +琼脂 4．5 mg／L，pH5．8；继 

代培养(微型扦插方式)：MS+BA0．1 mg／L+IAAO．3 mg／L+活性炭 0．07 g／L+白糖 3 +琼脂4．5 mg／L， 

pH5．8；生根培养 ：MS+BA0．07 mg／L+IBA0．15 mg／L+IAA0．1 mg／L+活性炭 0．1 g／L+白糖 3％+琼脂 

4．5 mg／L，pH5．8。分析了外植体培养过程中可能出现的不良状况的原因并提出预防措施，明确了炼苗移栽 

的适宜条件并制定出相应的管理方法。形成了一套较为完整的罗汉果组培苗繁殖生产技术规程。 
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Technology procedure of tissue culture and 
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Abstract：The primarily technology of tissue culture and propagation of Siraitia grosvenorii was reported，contains 

the condition of tissue culture，confection of medium ，selection and sterilization of explant，inoculation and culture， 

preservation of superior provenance，hardening-seedling and transplanting，plant pack and transportation．And 5 kinds 

of referenced medium were reported too．The medium of induced stem was MS+BA0．5～1．0 mg／L+IAA(NAA) 

0．O5～O．1 mg／L+sugar 3 +agar 4．5 g／L，pH5．8．The medium of induced stem apex was MS+BA0．5～ l_0 

mg／L+NAA0．05～O．1 mg／L+coconut milk 100 mL+sugar 3 +agar 4．5 mg／L，pH5．8．The medium of subcul— 

ture of fasciculate bud was MS+BA0．3～0．7 mg／L+NAA0．O5／IAAO．1 mg／L+sugar 3 +agar 4．5 mg／L，pH5． 

8．The medium of subculture of cutting was MS+BA0．1 mg／L+IAA0．3 mg／L+active carbon 0．07 g／L+sugar 

3 q-agar 4．5 mg／L，pH5．8．The rooting medium was MS+BA0．07 mg／L+IBAo．15 mg／L+IAA0．1 mg／L ac— 

tive carbon 0．1 g／L+sugar 3 +agar 4．5 mg／L，pH5．8．On the other hand，the cause of ill phenomenon in the 

process of tissue culture was analyzed，preventive measure was put forward．And feasible condition of hardening-seed— 

ling and transplanting was clear，the relevant manage method was formed．The integrated technology procedure of tis— 

sue cultured plantlets of S．grosvenorii was established． 
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罗汉果(Siraitia grosvenorii)属葫芦科多年生 

草质藤本植物，其果实是我国著名的中药材和传统 

的出口商品。2O世纪 80年代以来，前人对罗汉果 

的组织培养技术已有较系统而深人的研究 ，从胚轴、 

茎尖、茎段、叶片均已获得再生植株(林荣等，1980， 

1981；邹琦丽等，1989；桂耀林等，1984；苏明申等， 

2002)；用热处理和微茎尖进行了脱除花叶病毒的研 

究(林治良等，1995)；通过增殖培养基和培养温度、 

光强的优化，开展了脱毒苗的快速繁殖研究(杭玲 

等，1999；付长亮等，2005)。近年来，从事罗汉果工 

厂化育苗的企业已达十余家，分布于桂林、南宁、柳 
,ki I和武汉等地，组培苗栽培面积达 3万余亩，年供苗 

量 300～500万株。罗汉果组培苗相对于传统压蔓 

繁殖的薯苗表现出了繁殖系数高、不携带病毒、生长 

势强、适应性较广等优势 ，推进了罗汉果种植业的发 

展 。但是不同公 司或批 次 的苗木存在着 定植 成活 

率、开花结果株率等方面的不稳定性，造成了不同程 

度的经济损失，增加了种植风险，并对整个罗汉果产 

业持续发展产生了不良影响。当前，为了实施组培 

苗标准化工程，规范种苗市场，适应罗汉果规范化生 

产要求，本文试对罗汉果组培苗繁殖技术的几个要 

点提出建议，以期为罗汉果种苗的标准化和市场的 

规范化提供依据，并为罗汉果分子育种、细胞育种等 

现代技术的深入开展提供基础。 

1 总则 

繁殖罗汉果组培苗，应在具备洁净、无菌、调光、 

控温 、除湿条件的组培室进行 ；应选择性状优 良，无 

病虫危害的健壮植株作为外植体，经灭菌、脱毒处理 

后才能进行诱导培养扩繁 ；通 常增殖培养不超过 6 

倍，继代培养不超过 12代。培养基的激素浓度以增 

殖和生根培养时不产生丛生芽为准，确保种苗的遗 

传稳定性；瓶苗要移至温室大棚内炼苗，才能转至营 

养杯内培养；温室大棚应具备控制温度、光照、喷淋 

的条件，移栽所用的基质须经消毒灭菌、灭虫处理。 

所生产的组培苗应长势健壮，根系发达，经检验不带 

病虫害后才能供应市场。 

2 组培室应具备的条件 

组培室应建在采光好、干燥洁净、空气流通的地 

方。有配套的洗涤室、药品储藏室、称量室、培养基 

配制室、灭菌室、更衣室、接种室、培养室。杜绝一切 

与组培无关的物品进入组培室。(1)洗涤室：主要是 

用来清洗组培用的各种玻璃仪器，和临时放置清洗 

好的玻璃仪器的地方。应具备供水设施、洗涤池、洗 

涤设备、洗涤剂和洗涤工具，还应设置有放器皿的架 

子。(2)药品储藏室和称量室：药品储藏室和称量室 

可设在同一间室内，要求通风、干燥、避免阳光直射， 

室内有存放各种药品试剂的药品柜、冰箱，有固定的 

平台置放电子天平，配有电源插座。(3)培养基配制 

室：培养基配制室是进行培养基配制、分装的场所。 

要求有各种试管、烧杯、量筒、吸管等玻璃仪器，有操 

作台以及放置器皿的各种橱架、纯净水处理器、供 

水、排水设施。(4)培养基灭菌室：配制分装好的培 

养基都要在灭菌室经高温、高压灭菌后才能进行材 

料接种。室内要有灭菌消毒用的方型卧式高压灭菌 

锅或手提式灭菌锅、运送培养基的推车，供水、排水 

设施。(5)更衣室：是工作人员更换经消毒的工作 

服、鞋、帽子、口罩，进入组培室的过渡空间，应安装 

紫外灯、挂钩、橱柜，门口安装风帘装置。(6)无菌接 

种操作室：是材料分离、转接的场所，室内要随时保 

持干净无菌。安装滑动门以免造成空气流动过快引 

起污染，安装紫外灯照射灭菌，安装排风装置、空气 

净化器，确保室内空气及时更新。室内放置有超净 

工作台，器械灭菌器、冷暖空调、抽湿机、接种用的小 

推车，装有酒精的瓶子 ，接种刀 、剪刀 、镊子等接种工 

具。为避免工作人员进出时带进杂菌，进出接种间 

要随手把门关上。接种间要定期用紫外灯和空气净 

化器进行灭菌。(7)培养室：是将接种到培养容器的 

培养材料进行培养的场所，要求洁净无菌。同时还 

需要考虑温度、湿度和光照的影响，培养室的温度应 

保持在 24~28℃，光照强度在 18 mo1．m ·S 以 

上。湿度控制在 6O 左右 ，室 内必须设有培养架， 

培养架设计 5～7层，每层间隔 30 cm左右，在每层 

的上方安装 日光灯供培养材料采光。室内还应安装 

有空调、吊扇、抽湿机、空气消毒净化机。 

3 培养基 

诱导、增殖、生根的配方各异，要根据材料需要 

和工作环节来确定。初代培养时激素浓度应能让茎 

尖诱发丛芽，茎段诱发单芽。在继代培养时看苗的 

长势调节生长素和细胞分裂素的浓度来达到所要的 

增殖倍数，控制好苗的长势。各类培养基的参考配 
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方如下：茎段诱导培养：MS+6一BA0．5～1．0 mg／L+ 

IAA(NAA)0．05～0．1 mg／L+蔗糖 3 +琼脂 4．5 

g／L，pH5．8；茎尖诱导培养：MS+6一BA0．5～1．0 mg／ 

L+NAAO．O5～0．1 mg／L+椰子水 100 mL+蔗糖 

3 +琼脂 4．5 mg／L，pH5．8；继代培养(丛生芽方 

式)：MS+6一BA0．3～0．7 mg／L+N从 0．05／IAAO．1 

mg／L+蔗糖 3％+琼脂 4．5 mg／L，pH5．8；继代培养 

(微型扦插方式)：MS+6-BA0．1 mg／L+IAA0．3 mg／ 

L+活性炭 0．07 g／L+蔗糖 3 +琼脂 4．5 mg／L， 

pH5．8；生根培养：MS+6-BA0．07 mg／L+IBAO．15 

mg／L+IAAO．1 mg／L+活性炭0．1 g／L+蔗糖 3 + 

琼脂 4．5 mg／L，pH5．8。 

4 外植体 

(1)植株的选择：在罗汉果无检疫性病虫害的原 

种苗圃或果园内，选择无病虫危害、性状优良的罗汉 

果植株为采集对象。(2)取材前 的准备工作：用 

75 的酒精消毒剪刀；准备装材料的保鲜膜、保温容 

器、保温材料(冰袋，冰块)和标签。(3)外植体的采 

集：在罗汉果生长旺盛期选择在晴天的上午 1O：OO 

以前采集外植体，在采集的头天下午及采集的前 2 

h，对选定好的植株用杀菌剂喷雾灭菌。选取长势 

强旺，元病虫危害，已现蕾的嫩枝 20～30 cm，剪除 

部分叶子保留叶柄，整齐放人保鲜袋内封口，然后放 

入已放置冰块或冰袋的保温容器中，材料与冰块之 

间用纸隔开，避免冻伤材料，并要防止冰块溶化的水 

进入保鲜膜内。以最快的方式运回组培室进行消毒 

灭菌。取材时需要两人以上配合工作，一人取材料， 
一 人随时把所取的材料挂好标签 ，做好记录。包括 

品种名称、种植地点、种植户、海拔高度、田间环境简 

况、取材时间、取材人等，以便跟踪观察。(4)外植体 

消毒灭菌：茎段消毒灭菌：把取回的材料直接拿回实 

验室，冲洗干净，用手术刀把多余的叶子切去，再切 

成 3～5 cm带腋芽的茎段，按老嫩程度分别放入灭 

菌过的玻璃瓶内，每瓶材料所占空间不超过瓶子容 

积的 1／3。再放人 0．1 升汞溶液放在振荡器上进 

行振荡消毒 6～8 min。然后用无菌水冲洗四次以 

上。茎尖消毒灭菌：将茎尖取 0．5 cm长剪下，放在 

另一灭菌好的无菌瓶中用 0．1 升汞消毒 3 min，无 

菌水冲洗 4次以上。消毒药液必须加“吐温-80”等 

表面活性剂，以加强消毒效果。在消毒和冲洗过程 

中要不断摇动。用升汞 消毒 时注意带上 防护胶手 

套，手不能与升汞直接接触以免对人体造成伤害。 

5 接种 

茎段接种：将灭菌好的茎段切成 1～2 cm长的 

带芽茎段，用镊子夹起斜插入诱导培养基上，腋芽朝 

上，尽量让腋芽刚好与培养基表面接触，拧紧瓶盖。 

及时放人培养室进行暗培养。茎尖接种：将消毒好 

的茎尖放在解剖镜上，用解剖刀进行剥离，切取 0．2 

mm长茎尖放人瓶中的诱导培养基表面，盖好瓶盖。 

瓶盖不可盖得太紧，应留有空气交换的余地。及时 

放人培养间进行暗培养。 

6 培养 

6．1诱导培养 

从外界取回的外植体经灭菌处理和剪切后，把 

茎段和茎尖接种在诱导培养基中，放入培养间暗培 

养一周左右，当外植体材料长出无菌芽后每天给予 
一 定的光照，无菌芽长到相当高度时剪成带一个腋 

芽的茎段接种于继代培养基中，茎尖接种于诱导培 

养基中。在接种 3～5 d后检查培养材料有无真菌 

和细菌污染。待苗长出3片以上功能叶时进行是否 

带毒检测。及时清除带病小苗。茎尖长势太慢时， 

应及时的变换配方诱导出芽。 

6．2继代培养 

把诱导培养的材料剪取每个节间及顶芽用微型 

扦插的方法转入增殖培养基中。在暗室培养 5～7 d 

长出愈伤组织和芽 1～1．5 cm时逐渐加强光照，每 

天开荧光灯照射 1～2 h，在材料长至 2～3 cm时每 

天光照 4～5 h，当材料达到所需高度时，每天光照 

10 h，强度为 36 ptmol·m-。·s～。培养间的温度应 

白天保持在 24～28℃，夜间保持在 2O～24℃。当 

苗势弱时，应马上进行转接，并适当加大激素浓度。 

6．3生根培养 

把继代培养好的材料剪取每个节间及顶芽用微 

型扦插的方法接入生根培养基后，放人暗室中带盘 

堆放 5 d，翻堆清除污染苗，再培养 3 d，待其根系长 

出时移至培养架上摆放，根据苗的长势，逐步加强光 

照，至叶绿茎粗。培养前期温度白天保持在3O℃左 

右，夜间保持 20~24℃，以利根原基的形成。当苗 

高达 3 cm以上时，逐步降低培养间温度至 15℃，再 

把苗移至大棚炼苗。 
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7 培养过程中不良状况及其改进措施 

7．1诱导培养阶段 

培养物水浸状、变色、坏死 、茎段 面附近干枯 。 

可能因为表面杀菌过量、消毒时间过长，外植体选用 

不当，应选择其它杀菌剂或降低浓度、缩短消毒时 

间、选择适当外植体。培养物长期无反应。可能是 

基本培养基不适应，生长素不当或用量不足温度不 

适宜，应采用正交实验法筛选适宜培养基。 

7．2继代培养阶段 

苗分化数量少、生长速度慢、分枝少。可能是由 

于细胞分裂数用量不足，温度偏高、光照不足。苗生 

长慢、畸形、节间极短、苗丛密集。多缘于细胞分裂 

数用量过大、温度不适宜造成。苗分化率低、畸形、 

愈伤组织化。常与生长素用量偏高、温度偏高有关。 

预防措施：选择适当的培养基，调节好分裂素和生长 

素的比例 ，选择瓶苗长势旺盛时期转接 ，给予适宜的 

光照、温度条件。 

7．3生根培养阶段 

培养物久不生根 ，基部切 口没有适宜的愈伤组 

织。可能因为生长素种类用量不适宜，pH值不适 

宜 ，无机盐浓度及配 比不 当等原因。愈伤组织生长 

过快、过大、根茎部肿胀或畸形 ，几条根并联或愈合。 

可能因为生长素种类不适或用量过高、细胞分裂素 

用量过高，植物体材料和 pH值不适宜。预防措施 ： 

选择适当生根培养基 ，在瓶苗旺盛时期转入生根，在 

生根前一次培养降低激素浓度适当给予瓶苗暗培养 

一 段时间。 

7．4真菌污染 

在培养基表面或培养物上出现黄、黑、白等霉状 

物或粉状物属真菌污染。出现真菌污染一般与培养 

材料本身、接种人员操作及接种空间有关。预防措 

施：选择正确的采集时期、规范工作人员的操作、严 

格控制接种空间的洁净度 ，减少真菌污染。如有发 

现应及时处理，以免污染空间；诱导培养时要选择正 

确的消毒剂和掌握消毒时间。 

7．5细菌污染 

在培养基表面出现白色脓状黏状液属细菌污 

染。一般与接种人员呼吸、器具消毒不彻底、材料本 

身带菌有关。预防措施：工作人员在操作过程中不 

得交头接耳说话、接种工具每用一次消毒一次、穿好 

工作服，必要时，外植体消毒加 200 mg／L浓度的硫 

酸链霉素浸泡培养材料 3～4 min。 

7．6玻璃化 

试管苗叶、嫩梢呈水晶透明或半透明、水浸状、 

植株矮小肿胀、失绿、叶片卷曲、畸形、脆弱易碎，在 

培养过程中称为生理失调，也称为玻璃化。发生玻 

璃化苗与温度、琼脂、蔗糖、6一BA浓度有关。预防措 

施：增加琼脂浓度、降低 6一BA浓度、避免过高的培 

养温度、增加 自然光照。 

7．7褐变 

由于组织中的多酚氧化酶被激活，使细胞代谢 

发生变化。酚类物质被氧化后产生的醌类物质颜色 

为棕褐色，它们会逐渐扩散到培养基中，抑制其他酶 

的活性，毒害培养基的材料。褐变的影响因素是复 

杂，随植物种类、基因型外植体的部位及生理状况、 

培养基浓度、成分、培养时间过长等不同而危害的过 

程也有区别。罗汉果一般嫩梢易变褐。预防措施： 

选择适当的外植体和培养条件，选择抗氧化剂(抗坏 

血酸、PVP等)连续转接。 

8 种源的保存 

用同一茎尖所产种苗扩繁，才能保持种性一致； 

育成的组培苗经试种成功后才能大面积推广。而初 

代培养需时过长、当年很难实现规模化生产，所以必 

须将头年取的外植体没经过扩繁的，继代数 1～2代 

的无菌苗作为种源保存到第二年使用。(1)小筒培 

养法：用草炭、蛭石、珍珠岩各 1／3拌匀，淋人 l／ 

5MS十NAA0．1营养液，湿度以抓起来成团不散为 

标准，后装入培养杯中，经过高温灭菌冷却之后再把 

要保存的已生根种源接种在里面。让其缓慢生长， 

以减少保存代数，保持种源的遗传稳定性。(2)低温 

保存法：利用低温把需要做种的品种放在温度较低 

和干燥的地方，使其在低温阶段处于休眠状态抑制 

其生长，等到需要扩繁时再把温度慢慢的提高，恢复 

了正常生长状态后再进行扩繁。 

9 炼苗与移栽管理 

罗汉果组培苗应在温室大棚内炼苗，然后移栽 

至营养杯培养，根多苗壮后才能供应市场。(1)选 

址：温室大棚应选择在背风向阳、地势高、供排水良 

好、便于管理、交通方便、无任何污染的地方构建。 

(2)大棚设备：温室大棚应采用透光性强、保温性好 
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的塑料薄膜或阳光板作为覆盖材料。棚内应有配套 

的喷淋设备、控温设备、调湿设备、遮阳设备、防虫 

网。大棚及棚内设施，要在 12月初构建完毕。(3) 

苗床的构建：苗床宽 1．2 m，高于地面 10 cm，各苗床 

之间应留有 0．3 m宽的工作通道。苗床表面铺一 

层隔离物(煤渣、板材)将营养杯与地面隔开，避免苗 

床积水以及线虫危害。加温设施的管线放在隔离物 

下面 ，苗床每亩撒用 400 kg石灰消毒。于元月初应 

完成本项工作。(4)基质准备：1月 15日前取土质 

疏松、透气、透水、肥效好的水库泥与鸡粪生物肥充 

分拌匀制作营养土(比例为 7：3)，保证土壤湿度在 

6O 以内，避免结块。用板材做成多孔模具装杯，摆 

放整齐，数量一致，提高工作效率。定植前 5天再用 

生物类制剂按比例兑水浇透营养杯土，消毒灭菌，杀 

灭线虫。(5)灭菌 ：大棚 密 闭用熏蒸 剂 消毒处理 。 

(6)炼苗：二月上旬将瓶苗移进大棚，按一定距离摆 

放在大棚里进行为期 l5 d的炼苗，避免强烈阳光直 

晒，避免过高、过低温度的出现，让其逐步适应自然 

条件。在移栽前 3 d将瓶盖打开，用杀菌剂对小苗 

喷雾。防止小苗受细菌、真菌的危害而染病。移栽 

的前一天给瓶苗内淋人少许纯净水使培养基软化。 

(7)移栽：用镊子将瓶苗夹入水盆中，用吸水球将根 

部黏附的培养基清洗干净，按高度将种苗分等级放 

开，栽种不宜过深，以固定好植株不倒，根不外露为 

宜。栽种做到根土密接，浇透定根水。苗床每隔 1 

IT1撑一根骨架。用塑料薄膜覆盖成小拱棚，薄膜 4 

周压实，大棚用遮阳网遮阴，避免光照过强灼伤幼 

苗。(8)温度管理：前期室内温度保持在24～3O℃。 

白天温度控制在 35℃以下。温度过高时启动降温 

设备，并将小拱棚开口通风。夜间保持 2O℃左右， 

最低不低于 5℃。为保证室内温度变化平缓，低温 

天气应加温。后期应去掉小棚 ，去掉大棚遮阳网，让 

其适应外界气温变化。温度过高时采取通风降温措 

施。(9)湿度的管理：苗床以控为主，幼苗移栽后维 

持在相对湿度为 8O 环境中，发现基叶片较干时， 

可进行适当的喷雾，在定植后的 7 d内应苗床密闭， 

此后可逐渐多开口通风、或使用抽湿机降低湿度，后 

期揭开小棚适应外部环境。(10)光照的管理：保持 

大棚薄膜的清洁，增加透光度。前期要拉上遮阳网， 

避免阳光直射。在确保苗床温度的前提下，小拱棚 

中期要少揭多盖。后期全部揭开小拱棚 、去掉大棚 

遮阳网，延长光照时间，增加光照强度。(11)水肥管 

理：度过缓苗期后，用叶面肥、稀土微肥交替喷淋，每 

隔 7 d一次。无论人工、半 自动喷灌都要求喷洒均 

匀，水滴成雾状，避免过大水滴击伤幼苗或冲走营养 

土。20 d左右，待新根新叶长出后补充硼、钙肥。 

应将死苗、病株及时剔除，及时补苗。(12)病虫害的 

管理：密切注意温度、湿度和光照的变化，防止高温 

高湿引起病害。每隔 7 d喷施 50 的多菌灵可湿性 

粉剂 1 000倍液或 1 000倍猝枯灵。视苗的状态喷 

施霜霉威、广枯灵、翠贝防治炭疽病，疫病、霜霉病。 

视虫害情况喷施富华农叶面清洁剂，防治害虫。 

10 装筐 出苗 

育苗时间达到 45 d以上时(一般为 4月上旬)， 

将茎杆粗壮、叶色浓绿的健康苗按高矮分别装入竹 

筐或塑料筐，每筐苗数一致，及时浇透水，做好种子标 

签，运输前做好植物检疫，手续随车同行。运输车应 

有车箱遮避风雨，运输宜在夜间进行，避免高温烧苗。 
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