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植物离体快繁中的常见问题及防止措施 
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摘要：简述了利用植物组织培养技术进行 离体快繁过程中经常遇到的问题 ：污染、遗传稳定性、玻璃化、褐化、黄 

化等，并针对以上问题提 出相应的防治措施。 
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Abstract：This paper presented problems which often appeared in plant rapid propagation in vitro，such as poilu— 

tion．genetic stability，vitrification，browning and Chlorotic character．at the same time brought forward corre— 

sponding countermeasures． 
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广义的植物组织培养不仅包括在无菌条件下利 

用人工培养基对植物组织的培养，而且包括对原生 

质体、悬浮细胞和植物器官的培养[1]。因为培养的 

器官已经脱离了母体，所以也称之为离体培养。植 

物组织培养研究自德国的植物生理学家 G．Haber- 

landt的工作开始，及 1934年美国学者 White等用 

番茄根进行组织培养，首次建立了活跃生长的无性 

繁殖系以来 ，至今 已有 100多年的历史。现在植物 

组织培养技术已在科研和生产中广泛应用，成为最 

常用的生物工程技术之一。植物组织培养可以进行 

植物离体快繁、无病毒苗木培育、培育新品种或创制 

新物种、次生代谢产物的生产、植物种质资源的离体 

保存、人工种子等方面的应用[2]。其中离体快繁是 

组织培养在林木生产上应用最广泛、最成功的一个 

领域[3]。虽然利用植物组织培养技术进行离体快繁 

的操作过程并不复杂，但在实验和生产过程中常常 

会遇到一些问题，下面针对植物离体快繁过程中出 

现的几个问题进行分析，并提出一些防治措施。 
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1 污染 

污染是指在组培过程中，由于细菌 、真菌等微生 

物的侵染，在培养容器中滋生大量菌斑，使培养材料 

不能正常生长和发育的现象。 

1．1 受污染的因素 

培养基及各种接种器皿灭菌不彻底；外植体灭 

菌不彻底；操作时人为带入；环境不清洁；超静工作 

区域不清洁等，这些原因中的任何一种情况都可能 

导致培养材料的细菌性或真菌性污染。 

1．2 控制的方法 

灭菌前充分排尽灭菌锅内的冷空气[4]，当灭菌 

锅的压力达 1．055～1．406 kg·cm_。、温度为 121～ 

126℃时，应保持灭菌时间 15～20 min；接种器具每 

次使用后应用酒精灯灼烧；污染的外植体材料应及 

时淘汰，如果种源有限，对外植体材料可在一定的可 

控范围内进行二次灭菌；操作人员接种时应用 75 

的酒精擦拭双手和培养瓶的表面，操作区内不要放 

入过多待用培养瓶，防止阻挡无菌风的流动；接种环 

境和培养环境都应该定期用福尔马林等熏蒸灭菌， 

经常用紫外灯照射灭菌；超静工作台应定期对初过 

滤器清洗和更换，提前打开超静工作台内的紫外灯 

15～20 min，并用 75 酒精擦拭整个工作台。 

2 遗传稳定性 ‘ 

植物组织培养中，细胞、组织和再生植株均会出现 
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各种变异，且具普遍性，涉及的植物性状也相当广泛。 

2．1 影响培养材料遗传稳定性的因素 

2．1．1 基因型 培养材料的基因型不同，发生变异 

的频率也不相同。 

2．1．2 继代次数 试管苗继代培养次数和时间是 

造成遗传变异的关键因素，一般随继代次数的增加， 

变异频率呈上升趋势，如用基因枪法将雪花莲外源凝 

集素基因(gna)转移到优良籼型杂交稻恢复系蜀恢 

527中，通过 PCR、PCR—Southern blotting和 South— 

ern blotting等分子方法检测证明，外源基因已稳定遗 

传到转基因第三代(Tz)。转基因第一代植株(To)在 

株高和结实率上与相应的组培、种子实生苗植株相 

比，发生明显的不可遗传的变异。随着繁殖代数的增 

加，转基因植株恢复到与对照植株一致[5]。 

2．1．3 器官发生方式 离体器官的几种发生方式 

中，以茎段、茎尖、腋芽等形成的不定芽、单芽、丛生 

芽的方式繁殖，不易发生变异或变异的频率极低n]。 

2．2 降低遗传变异的方法 

选用不易发生遗传变异的基因型材料；缩短继 

代时间，限制继代次数；选用不易发生遗传变异的增 

殖途径和器官发生方式；采用适 当的生长调节物质 

和激素浓度，减少或不使用易引起诱变的物质，及时 

剔除生理和形态异常苗 。 

3 玻璃化 

玻璃化是试管苗 的一种生理失调症状，表现为 

试管苗叶片、嫩梢呈水浸透明或半透明状。玻璃化 

苗的叶片皱缩呈纵 向卷 曲，脆弱易碎 ，叶表缺少角质 

层腊层，仅有海绵组织，没有功能气孔 ]。玻璃化苗 

由于体内含水量高，干物质、叶绿素、蛋白质、纤维素 

和木质素含量低，角质层、栅栏组织发育不全，因而 

光合能力和酶活性较低，组织畸形，器官功能不全， 

分化能力较低，生根困难，移栽后不易成活。 

3．1 玻璃化苗发生的原因 

3．1．1 培养基中琼脂和蔗糖的浓度 琼脂和蔗糖 

的浓度与试管苗玻璃化的程度呈负相关，即琼脂和 

蔗糖的浓度越高，试管苗的玻璃化程度越低，琼脂和 

蔗糖的浓度影响着培养基的渗透势，渗透势不适时， 

试管苗的玻璃化程度呈负相关，琼脂浓度还影响着 

培养瓶内空气湿度，高湿条件下试管苗生长快，玻璃 

化的发生频率相对高。 

3．1．2 培养温度 培养温度与玻璃化程度呈正相关。 

温度影响着试管苗的生长速度，一定范围内的高温，试 

管苗的生产和代谢受到影响，促进玻璃化的产生。 

3．1．3生长调节剂浓度 高浓度的细胞分裂素可促 

进芽分化，也使玻璃化发生比例提高。细胞分裂素 

和生长素的比例失调，试管苗正常生长所需要的激 

素水平失衡，导致玻璃化发生。 

3．1．4 培养瓶内乙烯浓度 非受伤的物理和化学 

主 
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胁迫可加速乙烯的合成，促使玻璃化的发生。 

3．1．5 光照 当光照不足在加上高温，易引起试管 

苗过度生长，加速玻璃化发生 。 

3．1．6 培养基含氮量 培养基含氮量高，特别是铵 

态氮含量高，易引起玻璃化发生口]。 

3．2 防止玻璃化发生的措施 

提高培养基硬度，降低培养基水势；提高培养基 

中蔗糖含量或加入渗透剂，降低培养基渗透压Ⅲ；利 

用可透气性瓶塞材料，降低培养瓶中的过饱和湿度； 

减少培养基中的含氮化合物、生长调节剂的用量；增 

加光照强度，适当降低培养温度，并进行昼夜变温处 

理 ；添加一些可减少或 防止玻璃化发生的物质或抗 

生素，如：马铃薯汁、CCC、聚乙烯醇、PP 等[g]。 

4 褐化 

褐化是指培养材料向培养基中释放褐色物质，致 

使培养基和培养材料逐渐变褐而死亡的现象。褐化的 

发生是由于组织中多酚氧化物被激活，酚类化合物被 

氧化形成褐色的醌类物质，醌类化合物在酪氨酸酶的 

作用下，与培养材料组织中的蛋白质发生聚合，引起其 

他酶系统失活，导致代谢紊乱，生长受阻。 

4．1 影响褐化发生的因素 

4．1．1 植物种类和品种 植物体内所含单宁及其 

他酚类化合物的数量不同，发生褐化的频率和严重 

程度也相差很大，一般木本植物酚类化合物的含量 

较草本植物高，因此，木本植物更易发生褐化，增加 

组织培养的难度。 

4．1．2 外植体年龄、大小和取材 时间 材料越小、 

越老化和处于生长季节的外植体含有较多的酚类物 

质的材料易老化。 

4．1．3．外植体损伤 外植体的伤口越大，酚类物质 

的被氧化面积越大，褐化程度越严重[1 。 

4．1．4 光照 外植体取材前进行母株遮光处理，可 

有效抑制褐化发生，因为氧化 过程 中的许 多反应 受 

酶系统的控制，而酶系统的活性又受光照影响。 

4．1．5 温度 低温可减轻褐化发生，因为低温抑制 

酚类化合物氧化，降低多酚氧化酶的活性。 

4．1．6 培养时间过长 接种材料转移不及时，导致 

褐化发生 ，甚至全部死亡 。 

4．1．7 培养基成分 培养基中无机盐浓度和细胞 

分裂素浓度过高时，易导致材料褐化[1卜 ]。 

4．2 防止褐化 的措施 

在冬春季节选择适当的外植体，即外植体应具 

有较强分生能力；选择适宜的培养基，调整激素的浓 

度；控制温度和光照，在不影响正常生长和分化的前 

提下，应降低温度，减少光照；培养基中添加抗氧化 

剂和其他抑制剂或吸附剂等；加快继代转移的速度， 

缩短周期。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


l期 郭艳茹等：植物离体快繁 中的常见问题及防止措施 

5 黄化 

黄化是指试管苗幼苗整株失绿，全部或部分叶 

片黄化、斑驳的现象。 

5．1 黄化发生的影响因素 

5．1．1 培养基成分 培养基中铁元素不足，矿物质 

营养不均衡，激素配比不当。糖用量不做活已耗尽。 

5．1．2 培养条件 培养瓶通气不良，温度不适，光 

照不足。 

5．1．3 pH pH变化过大 。 

5．1．4 抗生素类 培养基中添加一些抗生素类物 

质，如头孢霉素等。 

5．2 控制黄化发生的措施 

检查培养基的配置过程，保证培养基成分的正 

确添加；调节培养基组成的 pH。控制培养室温度， 

增加光照，使用透气瓶塞改善瓶内通气情况；减少或 

不用抗生素类的物质。 

植物组织培养过程中，褐变问题普遍存在，与菌 

类污染和玻璃化现象并称为植物组织培养的三大难 

题n引，加上离体快繁过程中出现的其它不利因素， 

如黄化、遗传变异等，重者会导致实验和生产的失 

败，给科研和生产造成损失，因此，要在实践中不断 

寻求更好的解决措施，以提高工作效率和创造更大 

的经济收益。 
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马铃薯瞒虫害的发生与综台防治技 

通河县农广校 陈香丽 张敏杰 

随着产业化的调整，黑龙江省通河县种植面积逐年增 

加，总面积达 667 hm2。每年由于病虫害危害，降低了产量和 

品质。在生产中常见的病害有：马铃薯晚疫病、早疫病、环腐 

病、病毒病；常见的虫害有 ：二十八星瓢虫、地下害虫、蛴螬。 

在病虫害防治中，要全面贯彻“预防为主，综合防治”的方针， 

使病虫害得到有效控制。经过多年的调查和实践，总结出以 

下防治方法。 

l 农 业 防治 

1．1 选用抗病 品种 。实行合理轮作 

品种选择可根据当地危害马铃薯的主要病害种类，选择 

适合的抗病、高产、优质的优良品种栽培。目前选择马铃薯 

的品种有 ：克新 9号、妥薯6号、7号、东农 303、克新 1～3号、 

德友 1号、波友 1号等品种。应实行合理轮作，一般可与禾 

本科作物实行 4～5 a的轮作。 

1．2 精选健薯。做好种薯处理 
这是阻断病害初侵染、综合 防治马铃薯病害 的基础措 

施。马铃薯在收获、人窖、出窖及播前切薯时，应彻底剃除病 

薯，选留健康种薯播种。播前可用 75％敌克松可湿性粉剂处 

理种薯，每 100 kg种薯用药 280 g，加细土拌种，或用 5O 托 

布津可湿性粉剂 500倍液浸种薯。 

1．3 加强田间管理是增产保障 
主要采用适时晚播、夏播留种以及芽栽和顶芽播种等方 

法生产小整薯。然后用健壮的小整薯播种。既抗病又增产。 

多中耕，在植株周围高培土，注意排水，降低土壤湿度。合理 

施肥，注意除草，均能起到防病治虫作用。 

2 药剂防治 
2．1 病害防治 
2．1．1 晚疫病 应拔除中心病株后，立即喷药防治。适用 

的药剂有 ：72．2％的普力克水剂 800倍液、或 64％杀毒矾可 

湿性粉剂 500倍液喷雾 ，或用 72．2 霜霉威类杀菌剂 600～ 

1 000倍疫。采收前 15 d停止用药。 

2．1．2 早疫病 可选用 5O 扑海因可湿性粉剂 1 000～ 

1 500倍液，或 75 百菌清可湿性粉剂 600倍液，或 58 甲霜 

灵猛锌可湿性粉剂 500倍液，或 64 杀毒矾粉剂 500倍液。 

对早疫病防效高低的关键 ，在于用药 的迟早，看见病斑开始 

用药防治，效果达 7O 以上。 

2．1．3 环腐病 主要采用切刀消毒与药液浸种等措施。常 

用的切刀消毒液有 5％来苏尔，75 酒精、5％食盐水等。种 

薯消毒液可用链霉素或多抗霉素 4 000 4 500倍液。 

2．1．4 病毒病 可用 1．5％植病灵乳剂 1 000倍液，或 2O 

病毒 A可湿性粉剂 500倍液进行防治。 

2．2 虫害防治 
2．2．1 二十八星瓢虫 可采用 8O 敌敌畏乳油 1 000倍液 

或菊醋类杀虫剂喷雾。 

2．2．2 蛴螬 在发生密度小时可进行人工扑杀．密度大时可采 

用敌百虫毒饵或9O 晶体敌百虫 800~1 000倍液灌根。 

■妻 
，辩吐意 
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