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园艺值翰组培秃菌培养建立 

园艺植物组培是利用细胞的全能性原理，采取 

植物器官、组织或细胞，在人工创造条件下进行无菌 

培养、快速繁殖植株乃至创造出新物种的过程。此过 

程可划分为几个阶段，其中无菌培养建立阶段是指 

无菌培养环境条件的创造 ，外植体表面消毒及正确 

的无菌操作，这些都是防止染菌、保证组培材料正常 

生长及分化的关键，是组培工作中最基本的技术。 
一

、无菌环境的培养 

1．无菌室灭菌 

①高锰酸钾+甲醛 高锰酸钾为强氧化剂，本身 

有杀菌作用，0．1％的溶液可作为种子、土壤、皮肤、器 

皿表面消毒剂 ，它可使酶失活导致菌体、芽孢死亡， 

当高锰酸钾与甲醛混合时发生强烈氧化反应 ，产生 

甲酸挥发，从而起熏蒸作用，使菌体蛋白质变性，引 

起菌体和芽孢死亡。 

②乙醇灭菌 乙醇具有脱水作用，导致蛋白质 

变性，致使微生物死亡。乙醇的脱水作用在一定的浓 

度范围内随浓度增加而加强，但 95％-100％的乙醇 

能使菌体表面形成一层蛋白质膜，降低乙醇进入细 

胞的穿透力。70％-75％乙醇既具有较强的杀菌力又 

有较强的穿透力，杀菌作用好。在实际应用时还要根 

据被灭菌物体表面的含水量灵活掌握，表面干燥的 

物体用 7O％乙醇，表面湿润用75％乙醇杀菌。 

⑧紫外线照射 每星期必须用紫外灯对接种室 

照射，每次接种前还需用紫外灯对操作工作台照射， 
一 只 3O瓦紫外灯管照射 9米 的容积灭菌效果好。 

灯应安置在工作位置上方距地 2-2．2米，每次照射 

半小时以上。 

④消毒剂擦拭 消毒剂种类多，如乙醇、来苏 

水、过氧化氢、溴水，每次接种前需用消毒剂对工作 

台上下全面擦拭除尘、接种室地、墙面，保持洁净。工 

作室最好全密闭，否则不但会缩短超静工作台使用 

寿命，也会增加染菌的机率。 

2．工具与器械灭菌 

①高温蒸汽灭菌 蒸汽灭菌属湿热灭菌，由于 

湿热灭菌有潜热存在，被灭菌物体的温度比蒸汽低 ， 

蒸汽在其表面凝结成水 ，放出潜热，可迅速提高被灭 

菌物体的温度。又由于水和水蒸汽比空气的热容量 

大，导热快穿透力强，灭菌需要温度低、时间短 ，实践 

中常用于工具和器皿灭菌，水蒸汽的温度随其所受 

压力增加而升高。因为灭菌用高温蒸汽是通过加压 

获得的，如对原理不清难免会造成以下错误： 

I．在升压前应将锅内冷空气排净 ，因空气是热 

不良导体，若不排净 ，冷空气就会聚集并滞留在灭菌 

锅中消毒筒的中下部，围绕在待灭菌物体的周围，若 

锅内空气仅排除一半，当压力表指针达到 1千克／厘 

米。，即 1．O5个大气压 ，锅内实际温度仅能达到 

112％，比要求的121℃低 9℃，导致灭菌不彻底，大面 

积染菌。 

Ⅱ．手提式高压锅的排气管未按要求插入灭菌筒 

内的下部或排气管损坏、缺失，致使灭菌筒内的空气 

排放受阻。 

Ⅲ．消毒筒内物品堆积太紧，阻碍蒸汽的流通和 

热交换，使容器内升温减慢，造成杀菌不完全。 

Ⅳ．灭菌的物体体积过大和容器中溶液过多。组 

培中培养基通常在 121℃下保温 15分钟，器械保温 

25-30分钟，这一规定仅适用于试管和三角瓶中小 

容量的培养基，一般要小于250毫升，若体积过大或 

内溶液过多，会造成灭菌不彻底。 

V．规定的灭菌温度和时间是经过科学试验制订 

的，任意延长灭菌时间，忽视了杀菌过程中温度对培 

养基成分的破坏和干锅造成重大事故或因安全阀失 

灵等问题。 

②灼烧灭菌 即直接用酒精灯将微生物灼烧致 

死，接种时常用于接种工具和器皿的灭菌，但此过程 

也存在许多错误操作：接种工具的灭菌范围不够，如 

对接种剪刀、镊子灭菌，长度应大于插入容器中长度 

且内外侧灭菌，接种工具没有降至常温即接种使幼苗 

灼伤。 

二、外植体消毒或表面灭菌 

在组培中，外植体在进入培养基前首先要表面 

灭菌，但表面灭菌掌握不好往往会把表面细胞杀死， 

甚至杀死一部分组织乃至全部培养材料，常用的消 

毒剂灭菌程序如下： 

1．流水冲洗，除去灰尘，并使植物细胞吸水。 

2．用 70％-75％酒精处理，漂洗 5-8秒，可溶去蜡 

质和油污，使材料表面湿润，以便于其他杀菌剂与材 

料表面的菌类接触而死，但酒精浸洗时间不能过长， 

嫩植物时间短些，木质化程度高的植物时间长些。 

3．升汞是消毒剂中效果最好也是最常用的消毒 
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欧洲山杨树为杨柳科杨属落叶乔木，生长速度快，在伊犁 

多分布于天山北坡、伊犁河二、三级以下支流的两岸，适应性 

强，成材早 ，轮伐期短，是新疆山区的主要阔叶树种之一。它能 

促进云杉更新，是云杉林的主要先锋树种和伴生树种之一 ，欧 

洲山杨在提供用材、保持山区水土方面均有重要的作用。 

一

、对环境的要求 

欧洲山杨喜温暖或稍凉爽的气候，耐寒能力比耐高温能 

力强，是喜水、喜肥、喜氧的速生树种。由于其生长速度很快， 

所以在育苗期要求充足的水肥条件和充足的光照，要求土壤 

通透性良好，有利于根系生长发育及呼吸作用，从土壤中吸收 

大量水分和养分。 

二、种实的采集 

欧洲山杨是雌雄异株树种，花先于叶开放，所以采种前要 

做好母树调查登记，在种子成熟期方可采种。欧洲山杨花期为 

4月底 5月初 ，果熟期 5月中旬到 6月上旬。5月中旬至6月 

上旬当果实由绿变黄、部分蒴果裂嘴吐露白絮时即可及时采 

收果实。采回果实后，放在室内晒种布上，不要堆得太厚。经常 

翻动，并用柳条抽打，使白絮飞出，然后抖落种子过筛，净种后 

即可得到纯净种子。种子贮存适宜含水率为4％-5％。欧洲山 

杨种子不宜久存，种子调制出来后即可播种。 

山杨的育苗技术 

三、育苗及播种 

1．欧洲山杨每千克种子 350万粒 ，种子纯度 90％，发芽率 

70％~80％，每 667 播量 1．5 千克。 

2．欧洲山杨种粒小，因此整地做床要 比一般树种苗床质 

量更高。欧洲山杨播种适宜用高床，床面要平 ，表土要细，床高 

3O厘米、床宽 1米为宜。 

3．于 5月中旬至 6月上旬种子调制出来后即可播种。把 

种子混入一定比例细沙或细土，喷少量水，种、沙、土混拌均 

匀。在播种前床面浇一层水，播种后种子黏附表土上，然后用 

细眼筛薄薄地筛一层细土，约 1毫米。也可以播种后不覆土， 

而覆一层草。然后少量喷水，经常保持苗床表土湿润，3天后 

即可出苗。 

四、苗期管理 

1．播种后用细眼喷壶或喷雾器喷水，保持床面湿润，出苗 

期不能浇水过多，否则会引起幼苗根腐病。如果水分不足会造 

成芽干。播种后 3天即可出苗。当长出5-7片叶时，可适当减 

少浇水次数，增加浇水量。 

2．当幼苗生出侧根后，可进行松土除草。每年人工除草 6～ 

8次，结合除草进行松土。 

3．生长期追施氮肥 ，生长后期追钾肥，促进苗木木质化。 

4．欧洲山杨叶部病害主要是灰斑病 ，可喷施 1：500倍代森 

锌，或多菌灵。黄粉病可用石灰硫磺合剂防治。叶部害虫可用 

1：500倍乐果药液喷洒。 

5．当苗高2～3厘米时进行第 1次问苗，苗长到 5~10厘米 

高时进行第 2次问苗定苗，每 保留 150株苗木为宜。 

9月中下旬天气转凉后 ，停止浇水及一切促进苗木生长 

的措施。 

(天山西部林业局巩留林场 何传荣) 

剂，一般浓度0．1％一O．2％，浸泡 8~10分钟。升汞渗透 

能力弱，故只能表面灭菌，而且去除很难。因此，升汞 

灭菌后必须用无菌水冲洗4~5次并搅拌，否则汞残 

留会继续杀害外植体。 

三、无菌培养的操作 

无菌操作技术直接地关系到组培材料染菌率，实 

践中遇到许多错误做法： 

1．环境污染严重，地面、桌面灰尘多。 

2．紫光灯杀菌时间短，必须照射 3O分钟才有效。 

工作人员的手只用肥皂清洗，没用乙醇彻底擦拭，消 

毒后任意抓摸带菌的器皿、用具。 

3．擦拭工作台时，只擦洗台面，而不擦工作台的正 

面 、顶部、左右壁。 

4．接种时，三角瓶和封 口膜的方向不是与风向平 

行，而是垂直造成逆风向，致使染菌机率加大。 

5．接种时，剪子、镊子接触到带菌的瓶子、苗木而 

未进行火焰灭菌，造成交叉感染。此外接种时手臂太 

往里或太往外，或离酒精灯太远，或接种时苗木在瓶 

外停留时间太长。 

总之，对组培有关原理的正确理解和规范的无菌 

操作，不仅可降低染菌率，减少事故发生，更重要是保 

证组培材料健康生长。因此，在实践工作中，每个工作 

人员必须不仅懂原理，又要精于操作。 

(奎屯市园林管理处 刘 红 赵孝伟 

新疆石油管理局 何多音) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

