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产之间的关系，研究细胞生长与产物积累的动力 会服务． 

学规律，使植物细胞培养技术能更好地为人类社 
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植物组织培养中污染控制技术研究进展 

刘 佳 
(哈尔滨师范大学，黑龙江 哈尔滨 150025) 

摘 要：分析了植物组织培养过程中造成污染的原因。提出了克服污染的具体措施：注意外植体的消毒，控 

制内生茵。在无茵环境中操作． 
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污染是组织培养中普遍存在的问题，也是组 

织培养过程中首先面临的问题，污染对植物苗木 

的规模化生产、植物试管基因库的构建、生产成本 

和宝贵材料保全等方面都具有重大影响．本文对 

组织培养中污染的研究作简要概述，并提出笔者 

自己的见解，希望给组织培养的研究与应用提供 

理论的积累． 

植物组织培养又称植物克隆，指通过无菌操 

作把植物的外植体接种于人工配制的培养基上， 

在人工控制环境下进行离体培养的一套技术．污 

染的原因主要是由于培养材料带菌、生产器具带 

菌、培养基污染、培养物生长环境污染、操作不规 

范等因素造成的，污染的防治主要从以下五个方 

面着手． 

1 外植体的选取 

尽量选取带菌少的材料．对室外栽培的材料 

采取一定措施有利于降低污染率，如将植物挖出， 

改为室内盆栽，喷洒杀虫剂和杀菌剂．不便移栽的 

植物可套塑料袋，等长出新枝条后再采样接种，经 
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黄化处理的外植体污染率低，但分化明显较野外 

直接采用的外植体弱[1]．对材料进行低温预处理 

也有利于降低污染率．于福科等把刚采回的玫瑰 

枝置于冰箱7 d后，选取带芽茎段培养，发现低温 

处理后的材料，污染明显降低，带芽茎段的萌动明 

显提早，这可能与杂菌或某些酶的活性在低温下 

受抑制或被冻结有关[2]．使用化学药剂处理接种 

材料也有利于降低污染率．高成伟等在夏橙的组 

织培养中，用 10 mg／L的培福朗溶液预处理 56 h 

后接种枝条，也取得了较好的消毒效果L3]． 

2 外植体的消毒 

外植体消毒常用的药剂有：70 ～75 的乙 

醇溶液，3～6 g／L体的次氯酸钠溶液，1 g／L的升 

汞溶液．消毒剂的选择和消毒时间根据操作者的 

经验来掌握，既要将外植体表面的微生物彻底杀 

死，又要尽可能少伤害外植体组织和表层细胞．先 

用 75 的酒精棉球擦拭外植体材料，再使用其他 

消毒药剂，常能取得较好的消毒效果(尤其对有毛 

的材料)．周俊辉等对玛丽安万年青采用减压灭 
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菌，利用减压抽走植物组织中的气体，使消毒剂更 

易进入植物内部，可增强杀菌效果，使污染率从对 

照的 93．3％降低到 4O [ ． 

3 内生菌的控制 

由内源细菌引起的污染，可在培养基中加入 

杀菌剂控制．冯晓英在勿忘我的组织培养基中加 

入苯甲酸钠，对初代培养中的细菌和霉菌污染的 

控制效果很好，外植体的分化率也较高 ]．周俊辉 

等对细菌抑制的试验结果表明，3 g／L丙酸钠有 

较好的抑菌效果，在美铁芋的快速繁殖上，5 g／L 

的丙酸钠对外植体的生长影响不大[6]． 

4 操作污染和环境污染 

操作污染和环境污染指真菌污染和细菌污染． 

真菌污染主要来源于环境，细菌污染主要来源于接 

种材料及工具．此类污染可通过以下措施克服： 

改善环境条件 接种室与培养室要定期消毒 

与净化，接种 前工作 台或接种箱要 开紫外灯 

30 min以上．培养室的相对湿度应控制在 7O 左 

右． 

接种人员应严格执行无菌操作 对接种中所 

需的工具，必须经严格灭菌后才能使用．在超净工 

作台的操作区内，不要放入过多的材料，避免气流 

被挡住．要定期检查超净工作台的工作质量[7]，淘 

汰被真菌和细菌污染的接种材料． 

检查消毒锅的灭菌质量 消毒锅的压力表降 

到零后培养瓶不能马上出锅，因冷热空气作用产 

生的负压效应会使外界环境的冷空气倒吸入已灭 

菌的培养瓶内引起真菌污染．为避免该现象的发 

生，消毒后的培养瓶应等锅稍微冷却后再出锅L8]． 

检查培养容器是否存在问题 培养容器封口 

多用塑料盖、胶塞、棉塞、薄膜等，塑料盖用久了易 

老化，密封性差，也会造成污染．林盛等配制了一 

种 4号消毒液对培养瓶瓶口进行消毒处理，可以 

把培养基污染率控制在 0．3 以下[g]． 

初始阶段所获得的无菌材料在后期或继代培 

养中也可能会出现污染，原因一方面是由于操作 

不慎引起的，另一方面由于初代培养使用的是营 

养相对简单的培养基，可能使污染不易表现出来， 

继代材料在培养室则可能被螨传播的真菌污染． 

这类污染可从以下二个方面防治： 

扩大繁殖时应有合理的程序 在获得最初无 

菌培养物后，应将其中一部分作为原种保存起来， 

分批繁殖和复检后再大规模生产． 

通过在培养基中加入抗菌剂来防治[2 许婉 

芳等将多菌灵用于金线兰组织培养，在含有多菌 

灵的培养基中生长的金线莲，不受微生物污染，灭 

菌率达 100 ，无白化苗，生长健壮ElO]． 

植物体中的内生细菌潜伏得较深，表面消毒 

无法将其消除．这种污染在外植体的初期培养中 

(前几代的继代培养)，不易被肉眼察觉，随着继代 

次数增加，菌量逐渐累积发展，才在培养基上显 

现出来[1̈．黄小荣等则认为，植物组培中细菌污 

染的原因是休眠细菌芽孢萌发的结果[1幻，可以通 

过在培养基中添加抗菌素、茎尖培养、降低 pH值 

等措施防治和减少内生菌的污染．王亦菲等在彩 

色海芋快速繁殖至 4～5代时，添加 200 mg／L的 

青霉素 GK，能有效抑制内生菌的生长，且不影响 

繁殖系数．2种或 2种以上的抗生素结合使用，可 

降低细菌的抗药性．翟建中等在长春蔓的组织培 

养中发现，链霉素抑制内生细菌的作用大于庆大 

霉素和头孢唑林钠．培养基中同时使用 2种抗菌 

素，可降低细菌的抗药性，较长时期地控制细菌污 

染的发展．但链霉素剂量增高，会对植物产生毒 

害．抗生素和多菌灵等一般不耐高温，需采用过滤 

灭菌，在生产中添加起来很不方便．苯甲酸钠、山 

梨酸钾、丙酸钠等常用作食品中的防腐剂，能耐高 

温高压，在组培生产中使用比较方便．植物材料中 

的内生菌，也可以采用反复茎尖培养或分生组织 

培养的方法来脱除．病菌是通过维管束传播的，故 

茎尖分生组织是不带菌的．可通过反复的茎尖培 

养或分生组织培养，脱除内生菌和病毒． 

5 继代培养中的污染 
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