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植物组织I音荠巾的污染及防止措旋 

许 红 梅 

(黑龙江农业职业技术学院园艺系，佳木斯 154007) 

摘 要：污染是植物组织培养中的三大难题之一，普遍发生于不同的植物组织、器官的组织培养中。为 

了提高组织培养中无菌苗的成活率，我们必须在组织培养研究中，正确地认识污染带来的危害以及造成的原 

因，并有效地采取相关措施使污染率降到最低限度。结合在矮牵牛、菊花、树莓等组织培养中的一些经验，针 

对污染的原因、影响因素以及防止措施做了系统的总结，为科研和生产提供了一定的参考价值。 
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植物组织培养是 20世纪初发展起来的一门新兴技术，随 

着这项技术的日益完善，其应用也越来越广泛，可用于种苗快 

繁、植物脱毒、植物育种、种质资源保存以及次生代谢物提取 

等方面。尤其植物快繁和脱毒是应用最多和最广的方面，而 

且许多花卉苗木的试管育苗已进入了商品化生产。但是在组 

织培养过程中，常常会出现一些困难使试验无法进行下去，甚 

至导致整个试验失败 ，给科研和工厂化生产带来损失。污染 

是组织培养中经常遇到的困难。污染是指在植物组织培养过 

程中，培养基 和培养材料滋生杂菌，最终导致培养失败的现 

象。现将在矮牵牛、菊花、树莓等组织培养研究中的一些体 

会，从污染的原因、影响因素和防止措施几方面进行浅析，为 

科研和工厂化生产提供一定的参考价值。 

1 污染的原因 

在培养过程中污染是经常发生的。它会导致培养基和培 

养材料上滋生杂菌，最终组培失败。在科研和商品化生产种 

苗中，污染率是与经济效益紧密相关的一个重要指标，控制污 

染率无疑是一项提高经济效益、节约材料的有效途径之一。 

因此，探讨和重视污染在科研和生产中显得十分重要。 

1．1 造成污染的病原菌 

在矮牵牛、菊花、树莓等的组培过程中，发现了不同程度 

的污染现象，其污染物主要是真菌(木霉、青霉、曲霉、毛霉)和 

细菌。 

1．2 污染的症状及原因 

真菌性污染主要指霉菌引起的污染。一般接种后 3～8 d 

可在培养基中发现各种颜色的菌斑。真菌性污染，一般多由 

接种室内的空气不洁净、超净工作台的过滤效果不理想、操作 

不慎等原因引起。 

细菌性污染的主要症状是材料附近出现黏液状和发酵泡 
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沫状物体，或在材料附近的培养基中出现混浊和云雾状痕迹。 
一 般在接种后 1～2 d即可发现。细菌性污染除外植体带菌 

或培养基灭菌不彻底外，主要是操作人员的不慎造成。除要 

求操作人员严格按照无菌操作程序操作外，外植体带菌引起 

的污染与外植体的种类、取材季节、部位、预处理方法及消毒 

方法等密切相关。 

2 影响污染的因素 

2．1 外植体本身 

植物组织培养的成败除与培养基的组分有关外，另一个 

重要因素就是外植体本身，即由活体植物上切取下来，用以进 

行离体培养的那部分组织或器官。为了使外植体适于在离体 

条件下生长，使组织培养工作顺利进行，有必要对外植体进行 

选择与处理。 

首先，应该从田间或温室中生长健壮的无病虫害的植株 

上选取发育正常的器官或组织作为外植体，离体培养易于成 

功。对于大多数植物来说，茎尖是较好的外植体，由于茎形态 

已基本建成，生长速度快，遗传性稳定，病毒含量低或无病毒 ， 

所以是获取无病毒菌的良好途径。但是，不同植物的不同部 

位，由于其本身的生长特点，在外植体培养中也存在着各种差 

异性。比如，各部位的分化再生能力不同，各部位接种后的污 

染率也不同，各部位培养形成的再生植株的脱毒率也不 同。 

所以选取外植体时应选择适当大小的、病毒含量低的、易于消 

毒和灭菌的外植体 ，这样才能保证在组织培养中污染率低、脱 

毒率高、成活率高。如在芳香植物唇萼薄荷的组织培养中，由 

于其组织非常柔嫩且表面密生绒毛，在自然条件下，表面常被 

霉菌和细菌污染。所以在培养时，选取去掉叶片的带腋芽的 

幼嫩茎段进行繁殖，这样既能降低污染率(因为去除了污染率 

较高的叶片)，又能提高成活率。还如在广佛手的组织培养 

中，不同外植体的顶芽的污染率最低，成活率最高，叶片次之， 

带节茎的污染率最高。 

另外，不同季节取材的外植体，污染率也不同。如在广佛 

手的培养中，春季取材与秋季取材差别不大 ，夏季污染率就 

高 ，明显高于冬季。因此，适当的时候取材会降低污染率。 

所以，为了降低污染率、提高成活率 ，选取外植体应该从 

多方面考虑。 

2．2 培养条件 
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在培养室内的培养条件中，温度和湿度与污染率密切相 

关。外植体在夏季培养时，由于夏天高温高湿有利于杂菌滋 

长，所以污染率就高；冬季培养时，污染率就相对低一些。如 

在广佛手、矮牵牛、菊花、树莓的组织培养中，外植体在夏季污 

染率和死亡率就高；在冬季就相对低一些。 

此外，一些用于组织培养的植物 ，在自然条件下的生长环 

境也会影响污染率。有报道指出，生长在高温多雨的热带、亚 

热带植物和多年生木本植物容易出现内生细菌的污染。内生 

细菌存在于植物材料内部，不能被一般的表面消毒方法所清 

除，随着材料带人培养过程引起污染。 

3 防止措施 

组织培养中降低污染率是不可忽视的技术环节。以下是 

在矮牵牛、菊花、树莓等的组织培养中总结出来的几点污染防 

止措施 。 

3．1 外植体的采集 

为了防止材料带菌 ，我们在采集外植体时，应注意以下几 

点：在生长健壮的无病虫害的植株上选取发育正常的组织或 

器官；或将嫩梢采集回来 ，放在洁净的空气中水培抽芽，然后 

用这种新生组织培养，也可以避免污染。在晴天中午采集外 

植体。采集易于消毒和灭菌的组织部位进行培养 ，也可以降 

低污染率。 

3．2 材料的表面消毒 

外植体在接种之前，须经严格的灭菌。由于灭菌剂的种 

类不同，杀菌力不同，因此选择消毒剂，既要考虑具有良好的 

消毒、杀菌作用，同时又易被蒸馏水冲洗掉或能 自行分解的物 

质 ，而且不会损伤或轻微损伤组织材料，而不影响生长。植物 

种类不同，外植体不同，处理也不同。 

为了获取无菌材料，对室外采集来的外植体，先用自来水 

冲洗干净．然后根据材料的不同，选用不同种类的灭菌剂，进 

行不同时间的表面灭菌。选择适宜的消毒剂处理时，为了使 

其消毒效果更为彻底 ，有时还需与黏着剂或润湿剂如吐温及 

抽气减压方法、磁力搅拌、超生振动等方法配合使用，使消毒 

剂能更好地渗入外植体 内部，达到理想的消毒效果。如在芳 

香植物唇萼薄荷组织培养中，由于腋芽密生绒毛且部位通常 

较隐蔽，似很难与消毒液彻底接触 ，致使消毒效果不理想，于 

是在饱和漂白粉溶液中加入 0．1％ Tween一80混合均匀，并 

采用软毛刷轻轻刷洗材料，尤其是腋芽部位，这样可以使消毒 

液与材料充分接触，使消毒效果明显提高。 

此外，如果在继代培养中发现污染，我们可以采用抗生素 

(如青霉索、氨苄青霉素等)和杀菌剂(如多菌灵、代森锌等)处 

理结合常规消毒，重新得到无菌苗。 

再者，在一些快繁体系连续多次继代后，部分试管苗插入 

培养基的切口处会出现云雾状污染苗。对于这种污染 ，我们 

也可以采取在继代培养基中加人适量抗生素(如青霉素、氩苄 

青霉素、四环素等)来替代抑菌。但是随着继代次数的增多， 

抗生素对污染苗的抑菌怍用可能会降低，一方面是由于抗生 

素的消耗，另一方面可能是由于菌类对抗生素产生了耐药性 ． 

3．3 培养基的灭菌 

分装后的培养基封 口后应尽快进行高温高压灭菌。灭菌 

不及时，会造成杂菌大量繁殖，使培养基发去效用。为了保让 

培养基灭菌彻底 ，降低污染，在灭菌过程中需注意以下几个环 

节：灭菌加热过程中应使灭菌锅内的冷空气放尽，以保证灭菌 

彻底；锅内灭菌物不能堆放过满，否则 ，将阻碍蒸汽的流通和 

热交换，使容器内升温减慢，造成物体内部杀菌不完全 ；灭菌 

后，应切断电源，使灭菌锅内的压力缓慢降下来，接近“O”时， 

才可打开放气阀，排出剩余蒸汽后，打开锅盖取出培养基。千 

万别急于取出培养基而打开放气阀，这样会造成降压过快 ，使 

容器内外压差过大，液体溢 出，造成浪费、污染 ，甚至危机人身 

安全 。 

3．4 接种中的注意事项 

接种的基本技术环节是降低污染率的关键措施。在接种 

中，为了降低污染 ，应注意以下几项事宜：接种室保持干净整 

洁，应定期对接种室进行喷雾降尘和熏蒸灭菌，并在每次接种 

前对接种室进行 2(}～30 min的紫外灭菌。接种过程中操作 

人员应及时用 75％酒精擦拭双手和超净工作 台台面。接种 

器械应及时在酒精灯火焰上进行灼烧灭菌，或在接种器械杀 

菌器中及时灭菌。在接种过程中，尽量少说话或咳嗽，避免呼 

吸污染。超净工作台上应保持气流畅通，使操作区空气不断 

净化。当打开培养瓶接种时，培养瓶应拿成斜角，以免灰尘落 

人瓶中。 

3．5 组培苗的生长环境的调控 

对培养室进行定期的熏蒸灭菌或用 75％酒精进行喷雾 

降尘，杀死空气中的菌类。并且注意保持培养室内的温湿度。 

不能过高，也不能过低。 

3．6 组培苗多次继代中采取的措施 

组培苗多次继代后，一些内生细菌就会造成污染 ，可以采 

取在培养基中加人抗生素和杀菌剂的方法抑菌或杀菌。 
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