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【摘 要】本文对植物组织培养实验过程中出现的问题进行分析并提出实验改进方法。 
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植物组织培养在过去的40多年中得到迅速发 

展，已渗透到生物学科的各个领域，并广泛应用于 

农业、林业、工业和医药业，产生了巨大的经济效 

益和社会效益。尤其是快繁技术和无毒苗培育技 

术，在农林业生产中具有重大的实践意义。虽然植 

物组织培养的操作过程并不复杂，但在实验中常常 

会遇到一些问题 ，这些问题可能会导致实验的失 

败，给科研和生产造成损失。因此，在植物组织培 

养实验中积累经验和熟练掌握无菌操作技术是非常 

重要的。笔者根据多年从事教学实验，对植物组织 

培养实验过程中出现的问题进行分析并提出实验改 

进方法，既提高了工作效率，又能提高实验的成功 

率。 

(一)培养基母液的配制 

MS培养基是组织培养中常用的培养基，也是植 

物组织培养实验过程中主要使用的培养基，下面以 

MS培养基为例，简述其母液配制过程中常出现的问 

题及改进方法。 

1．大量元素母液配制。大量元素中的ca“、s0 一 

和HPO4z-容易生成CaSO 、CaHPO 沉淀。改进的方法 

是 把 NH NO，、 KNO，、 MgSO 。7H O、 KH PO 、 

caCl，·2H，O 种药品分别用蒸馏水溶解，按顺序依次 

混合，同时考虑到大量元素的溶解度和方便使用， 

通常配制成1嘴 的母液5000ml贮存在冰箱中，使用 

一 个学期不会产生沉淀，例如配制lO00ml培养基， 

只需取lOOml大量元素母液。 

2．微量元素母液配制。在配制微量元素母液时常 

常出现加入钼酸钠 (Na2MoO ·2H，O)后，钼酸钠难 

溶解，即使通过加热也无法解决问题。解决的方法 

是在室温下用蒸馏水分别溶解微量元素药品，然后 

再依次混合在一起放人冰箱保存，用前摇匀母液。 

同时考虑到微量元素的用量极微，通常配制成100倍 

的母液lO00ml例如配制lO00ml培养基，只需用移液 

管取lOml微量元素母液。 

3．铁盐溶液母液配制 。MS配方 中的铁盐是 

EDTA螯合铁，是由硫酸亚铁 (FeSO ·7H O)与乙 

乏胺四乙酸钠 (Na々一EDTA·2H，O)螯合而成。如 

果配制螯合铁时 (Fe—s0 与Na：一EDTA)没有完全 

螯合，此时放入冰箱保存由于温度降低，FeSO 与 

N 一EDTA就会结晶析出。为了不出现结晶现象， 

分别称取硫酸亚铁与乙三胺四乙酸钠置于烧杯中加 

蒸馏水加热并不断搅拌使之溶解，然后一边加热一 

边把硫酸亚铁溶液慢慢倒人乙三胺四乙酸钠溶液中 

并不断搅拌直至溶液接近沸腾，停止加热，等溶液 

冷却后倒入棕色试剂瓶，放入冰箱保存。当母液出 

现絮状沉淀时，不宜再用。为了方便使用，通常配 

制成IOO~N"的母液1000ml例如配制1000ml培养基，只 

需用移液管取lOml铁盐溶液母液。 

4．有机元素母液配制。配制有机元素母液为了方 

便使用通常配制成l00倍的母液lO00ml，放入在棕色 

试剂瓶中，保存在冰箱中待用。因有机溶剂易腐败 

变质；不要长时间存用，当母液出现絮状沉淀时， 

不宜再用。 

(二)培养基的灭茵 

高压蒸气灭菌的操作技术是植物组织培养实验 

中重要的操作技术之一 ，直接关 系到接种的成败。 



首先了解高压蒸气灭菌的原理：水蒸气的温度是随 

着压力的增加而逐渐升高的，所以灭菌用的高温蒸 

气都是通过加压获得的。而空气的热胀系数比水蒸 

气大 ，如果灭菌锅内的空气不能完全排除 ，那么 ， 

即使灭菌锅内的压力表反映出锅内的压强单位，但 

有空气存在，灭菌锅内也无法达到灭菌所需的温 

度。有实验显示，如果锅内的空气只排除一半，当 

压力表指针达到0．105MPa时，锅内的实际温度只能 

达到1 12％，比要求的121℃低9℃，这将导致灭菌不 

彻底，可能造成培养基的大量污染，所以高压灭菌 

锅的使用关键是设法排净锅内的空气。另一种减少 

培养基污染的方法是：当高压锅停止加热后，压力 

将到零点时，不要马上开锅，防止吸入外界冷空 

气，引起培养基污染。我们实验室主要是使用手提 

式高压灭菌锅和立式高压灭菌锅。 

1．手提式高压灭菌锅。手提式高压灭菌锅采用二 

次排气灭菌法：先按常规进行第一次排气，即先关 

放气阀，等锅内的压强升No．05MPaH~，打开放气阀 

排出锅内的空气，当排放至压力表指针为零时关闭 

放气阀。然后继续加热 ，当压力表再一次升到 

0．05MPa时，再排一次锅内的空气，当压力表指针为 

零时关闭放气阀，之后继续加热直到压力表指针达 

到0．105MPa时开始计时 ，按不 同的灭菌材料维持 

15-20min。 

2．立式高压灭菌锅。立式高压灭菌锅灭菌法：首 

先打开上下放气阀，然后按不同的灭菌材料设好所 

需的温度121℃、时间15～20min，然后开始加热， 

当温度达到100cc时，关闭上放气阀，使下放气阀与 

垂直成30。角，可排f}I锅内大约1／10的气体，当温 

度达到121℃时灭菌锅自动开始计时，计时结束，自 

动停止加热，关闭电源。 

用上述两种灭菌锅两种方法对培养基进行灭 

菌，经过多年的实验证明，没发生过培养基灭菌不 

彻底的现象。 

(三)无茵操作技术 

无菌操作技术是植物组织培养实验过程中的一 

项关键技术，直接关系到组培材料及培养基的杂菌 

污染率。如果操作人员未遵守操作规程或操作技术 

不熟练都可能引起刚接种的组培材料或组织苗的污 
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染。为了降低污染率，减少损失，提高工作效率， 

对无菌操作过程的一些环节作了改进。 

1．培养皿的使用。植物组织培养过程中外植体、 

愈伤组织 、丛生芽和出根苗的分切都要使用培养 

皿。每付培养皿中放人一叠比培养皿稍小的圆形滤 

纸，并且用报纸包好经过高温灭菌的。一般的做法 

是每次接种前从报纸中取出一付培养皿，先把培养 

皿的盖口放在洒精灯上烧，并转动培养皿使盖口各 

部分都烧到，然后打开培养皿，从培养瓶中取出组 

织苗放在培养皿内的滤纸上分切，每接种完一瓶组 

织苗 ，就用镊子把上面几张滤纸取出。这种做法虽 

然方便，工作效率也高，但容易形成交叉污染，即 

某一污染的组织苗会通过滤纸和培养皿传染给下一 

个没杂菌的组织苗，可能会引起同一时间内接种的 

材料大部分污染。 

改进的方法：一是购买足量的培养皿，把培养 

皿冼干净，干燥后用报纸每5～10付为一个单位包， 

放入高压蒸气灭菌锅内，在0．105MPa压强下灭菌 

20min。每次使用时只要取一付培养皿，每瓶组织苗 

使用一付培养皿。采用这种方法接种，不但可以提 

高工作效率，而且降低了污染率。二是，可选用封 

口膜灭菌后，代替培养皿作为承接物。可反复利 

用，简便易行，降低工厂化生产成本。 

2．使用2套镊子和手术刀。镊子和手术刀是无菌 

操作时最常用的接种工具，取外植体、愈伤组织、 

丛生芽和出根苗等实验材料要使用镊子，分切时要 

使用手术刀。一般的做法是使用一套镊子和手术 

刀，每次在洒精灯上灼烧灭菌后要等待冷却后才能 

使用，常常导致烫伤实验材料或者为了赶时间导致 

灼烧灭菌不彻底。使用2套用具后，先把2套用具分 

先后在洒精灯上灼烧灭菌，然后放在超净工作台的 

一 边冷却，使用先灼烧灭菌的一套用具，再接着使 

用另一套用具，这样既提高了工作效率，又可降低 

无菌操作过程中的污染率。另外，可采用接种杀菌 

器灭菌，不仅提高了工作效率，而且可以降低生产 

成本。 

植物组织培养实验过程中还会遇到许多问题， 

有待我们进一步去分析、探讨和改进。 
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