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植物组织培养快繁中存在的主要问题及防止措施 
巩 健 

(淄博职业学院 山东 淄博 255013) 

【摘 要】阐述了植物组织培养快繁中褐变、玻璃化、污染和移栽成活率低等问题 出现的原因，提出预防和控制措施。 
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【Abstract]In plant tissue culture and rapid propagation，there are many problems such as browning，vitfifiation，pollution and low survival rate 
of transplant．In this paper，the l~a$on of these ohenomenon is studied and some counterplans ale proposed 
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植物组织培养技术 自2O世纪初德国植物生理专家 Habedandt提 

出植物细胞全能性理论以来。至今已经发展成为现代生物技术的重要 

组成部分，并且广泛应用于农业 、林业、医药工业等方面，产生了巨大 

的经济效益和社会效益。虽然植物组织培养过程并不复杂，但在实验 

和生产过程中常常会遇到一些问题。重者会导致试验和生产的失败。 

给科研和生产造成损失。本文针对组织培养过程中常出现的几个问题 

提出相应的防止措施。 

1．褐变问题及 防止措施 

褐变是组织培养中常遇到的问题，外植体在培养过程中，自身组 

织从表面向培养基释放褐色物质 。使培养基逐渐变成褐色 ，外植体也 

随之进一步褐变而死亡的现象。 

1．1褐变的原理 

植物组织培养过程中的褐变现象是由多种因素综合产生的结果。 

随植物的种类、基因型、外植体生长部位以及生理状态、培养基及培养 

条件等的不同而不同。豆科植物和芸苔属植物在原生质体培养中容易 

发生褐变是一个普遍性问题。在芸苔及其衍生种或变种中的褐化问题 

尤为严重。 

王永清等(1997)t 曾在樱花于不同培养基中生长状况的比较中发 

现。I／4MS在一定程度上能减轻樱花外植体的褐变。培养条件如温度、 

光照等对褐变均有影响。温度过高或光照过强，都可以提高PPO的活 

性。从而加速被培养组织的褐变。 

外植体的褐变是一种酶促褐变，这一点已为大多数的学者认可。 

植物组织培养中褐变的发生与外植体组织中所含的酚类化合物多少 

和多酚氧化酶(PrO)活性有关。特别是木本植物都含有较高的酚类化 

合物。正常条件下，酚类化合物分布在细胞的液泡内，酚酶分布在各种 

质体或细胞质内口，这种区域性分布使得底物多酚类化合物与多酚氧 

化酶(PrO)被质膜分隔开来．因而比较稳定。 

在建立外植体时，细胞膜的结构被破坏，酚类化合物外溢，在溢出 

过程中与多酚氧化酶发生氧化形成棕褐色的醌类物质和水。醌类物质 

又会在酪氨酸酶等的作用下 ，与外植体组织蛋白中的蛋白质发生聚 

合，形成黑褐色物质(羟醌与黑色素等)，引起褐变发生口。 

L2防止褐变的措施 

1．2．1选择适宜的外植体 

由于所选择的外植体材料的年龄、取材部位、材料大小等均能对 

褐变产生影响。Chevre分析了欧洲栗的酚类含量的变化，结果表明，幼 

龄材料酚类化合物含量少，而成龄材料比较多。当茎尖小于 0．5mm时， 

褐变达 70％以上，而随着切割长度增大，褐变减轻；以茎尖 8-15mm褐 

变较轻，组织培养苗成活率达 87％。此外，外植体受伤害程度直接影响 

褐变。切割时应尽可能减小伤口面积 。并缩短切口在空气中的暴露时 

间。 

1．2．2外植体材料预处理 

将易褐变的外植体材料放在黑暗条件下培养一段时间。连续转 

移，可以减轻褐变。李焕秀[41等用 6种不同的预处理来研究其对苍溪梨 

外植体褐变和成活的影响，结果发现，低温处理对降低褐变有一定作 

用。用抗氧化剂或 PPO溶液进行预处理也可起到减轻褐变的作用。 

1．2．3选择适宜的培养基和培养条件 

2l4 

培养基的状态、组成、生长调节物质及组合等要适宜。温度、PH值 

要尽量调整到褐化物分泌最少的状态 (酸性环境不利于褐变的发生)； 

大多数植物种类要求 pH值在 5．0—6 0。适当降低培养基的PH值可以 

降低多酚氧化酶的活性和底物利用率。从而抑制褐变。张妙霞等(1999) 

Is]在进行柿树组织培养中发现，改良的MS培养基能促进外植体分化， 

减轻外植体的褐变程度。培养基中加入的生长调节物质不当，也会使 

外植体产生褐变。张卫芳等(2003)Es~对一年生薄壳核桃的茎尖培养中 

发现，随着培养基中6一 BA浓度的升高 ，褐化率随之增高，褐化反应 

时间也提早 ；较低浓度的6一BA适宜茎尖的分化生长，褐化反应慢， 

部分培养基已无明显褐化现象；添加 2，4一D、IAA的组合中，褐化反应 

稍有推迟[71。 

培养过程中还要注意适宜的培养条件。因为在酚类物质的合成和 

氧化过程中。有许多酶系统参与，其中部分酶系统是光活性的。由于较 

强的光照和较高的温度 。都可以提高 PPO的活性从而会使酶促褐变 

加强。所以建议在培养初期保持较低的温度(15—0~C)，黑暗或弱光下培 

养。均可减轻培养材料的褐变。 

1 2．4使用抑制剂和吸附剂 

组织培养时。在培养基中加入抗氧化剂和其他抑制剂可抑制外植 

体的酶促褐变。在培养基中加入Vc可有效地防止褐变。一方面可以使 

多酚氧化酶失活阻止酚类物质氧化：另一方面vc在酶的催化下能消 

耗溶解氧。使酚类物质因缺氧而无法氧化IS3。在培养基中加入吸附剂可 

以抑制褐变。活性炭是吸附性较强的无机吸附剂，但在使用过程中，应 

尽量使用最小浓度来防止褐变，因为活性炭的吸附作用是无选择性 

的。聚乙烯吡咯烷酮(PVP)是酚类物质的专一吸附剂，常用作酚类物质 

的保护剂来防止褐变。 

2．玻璃化问题及其防治措施 

玻璃化现象是指在培养过程中材料呈半透明状。组织结构发育畸 

形的现象，又称过度水化。玻璃化的苗由于组织畸形，分化能力降低， 

不易成活。因此不宜用作继代和移栽的材料。 

2．1玻璃化的原因 

迄今为止，对于玻璃化的成因尚无定论，目前认为玻璃苗的形成可 

能有以下几方面的原因。 

2．1．1培养条件的影响 

试管苗培养过程中，光照、温度、湿度、pH值均间接影响着玻璃化 

的发生 。培养时光照远较自然环境下弱，一般仅为 1000～30001x，培养 

器皿内相对湿度过高，氧气供应逐 日下降，CO 浓度逐渐上升，培养基 

中各化学成分往往开始浓度过高而后又供应不足。肖玉兰等f‘q研究发 

现。光照度在 10000～200001x范围内，随着光照度提高，玻璃化苗显著 

减少。降低培养温度、相对湿度 ，提高 pH值也可有效防止玻璃苗发 

生 。 

2．1 2培养材料的影响。 

培养的植物种类、外植体类型及大小显著影响着玻璃苗的发生。 

外植体越幼小。玻璃苗发生机率越大，这可能是外植体的较老组织中 

含有防止玻璃苗产生的物质，或者是较大外植体的分生组织远离培养 

基表面，而使其生长环境的水分状况得到改善。周菊花【I11发现瑞香外 

植体取材部位显著影响玻璃苗发生频率 ，对枝条而言，取芽和茎基之 
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间的中段茎作外植体易发生玻璃化现象。 

2．1．3培养基成分 的影 响 

许多研究表明。琼脂的成分变化对玻璃苗的形成有重要影响。戴 

桂林等发现，由于琼脂中Ca、N、Mg、Mn、Fe、B、Zn等含量的差异，导致 

玻璃苗发生率明显不同。琼脂在固体组织培养中作为凝固剂，它的主 

要作用是使培养基在常温下凝固，使用浓度常为0．6％～0．8％。一般认 

为，琼脂含量低容易导致玻璃化现象发生。 

糖在植物组织培养中作为碳源，为细胞提供合成新化合物的碳骨 

架．同时可以维持一定的渗透压．与玻璃苗发生率呈显著负相关。关于 

植物外源激素，普遍认为较高的细胞分裂素易于诱发玻璃苗形成．而 

且 BA+NAA比KT+TBA的激素组合更易诱发玻璃苗形成，且随着浓 

度升高．玻璃化率升高。外源赤霉素和乙烯对玻璃化的发生没有显著 

影响。 

2．2防止玻璃化发生的措施 

随着对玻璃化产生机理研究的深入。某些植物的玻璃化已得到了 

有效的控制。而且研究发现．玻璃化现象只是一种表现特征．玻璃化的 

组织在一定条件下．可以恢复为正常苗[121。 

在控制玻璃苗发生时．一般可采用如下措施：①选不易玻璃化的 

基因型及部位做外植体。②适当提高光照强度，改善培养材料的通气 

状况；固体培养时，增加琼脂使用浓度，降低培养基中的水势，可以有 

效地降低玻璃苗的发生频率。③培养基中增加 K、P、Fe、Cu、Mn、zn元 

素的含量，降低 B含量，增加硝态氮，降低铵态氮。④选择适宜的糖源 

及外源激素种类和浓度．并注意生长素与分裂素的配合．在未出现严 

重玻璃化之前，适当降低激素特别是细胞分裂素类激素的用量 ，可以 

减少玻璃苗的出现ll l。⑤添加有机物，如添加根皮苷．可有效地抑制玻 

璃苗形成。添加植物激素合成前体如 ACC等，对防止芦荟玻璃化有效 

1141
。 

3．污染问题及其 防止 

3．1污染的原 因 

在组织培养中污染经常发生．其原因也是多种多样．可归结为两 

个方面：一是接种前和操作过程的污染 ；二是接种后的污染。 

3．1．1接种前 的污染 

接种前的污染一是接种室环境杂菌含量过高。二是接种时各器具 

灭菌时间短，操作没有严格按照要求进行。另外．接种人员自身消毒不 

严。此类污染可通过完善操作、培养环境，严格操作程序来克服。 

3．1．2接种后的污染 

接种后真菌大面积污染可能原因一是接种室的孢子过多或超净 

台的滤布不洁。二是外植体消毒处理不完全。对外植体带菌引起的污 

染，情况比较复杂，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。三是继代、生根培养等阶段培养物的转接操作比 

较粗糙，将微生物带人培养瓶内，引起新的污染。操作人员无菌意识不 

强、无菌操作技术不熟练也是一个重要因素。 

3．2防止污染的措施 

针对以上原因，对整个组织培养工作进行改进 ．采取了如下一些 

措施 

3．2．1接种室 

经常对接种室进行空间消毒。用 7O％的酒精喷雾降尘消毒，用消 

毒水擦试地面、墙壁、工作台等；用紫外线照射消毒 ；用甲醛加少量的 

高锰酸钾熏蒸灭菌。(甲醛用量 4-6ml／m ，高锰酸钾3-6g／m 。旧)使用 

前打开超净工作台紫外灯，照射 20—60min；操作前 10min使超净工作 

台处于工作状态，让过滤空气吹拂工作台面和四周台壁 ．然后关闭紫 

外灯，用 70％的酒精擦拭工作台面，以确保工作台处于无菌状态。 

3．2_2外植体材料的选择和灭菌 

外植体的选择要以污染少易启动(易培养)为原则。如植物胚不易 

被污染且具有幼嫩的分生组织细胞ll6，221是常用的外植体。在用茎尖作 

外植体时。可在室内或无菌条件下对枝条进行预培养，如将枝条用水 

冲洗干净后插入无糖的营养液或 自来水中，使其抽枝，然后以这种新 

抽的嫩枝条作为外植体，污染率可下降到20～30％[171。在选择茎段进行 

组织培养时，可采用 2次灭菌法，如将月季茎段用 70％酒精浸泡 30S。 

以0．1％升汞处理 8min．无菌水冲洗5次后．再用 2％的次氯酸钠液消 

毒 10min，在无菌水冲洗 3～5次后接种，效果较好。所以要想取得理想 

的无菌材料，除精选材料外，要求操作人员严格按照无菌操作顺序操 

作。 

对材料内部带菌的组织．在培养基中加入适量抗生素，以达最佳 

消毒效果。田永亮等在葡萄组织培养接种初期使用2种抗生素，结果 

对污染菌的抑制都比较好 ，但随时间推移，2种抗生素对污染菌的抑 

制作用都降低[181。 

另外．瓶苗从培养瓶中取出后其周围的光照、温度、湿度和基质都 

发生了一定变化，如果适应性差．或操作稍有不慎，极易死亡。就会降 

低成活率．还会增加工厂化生产苗木的成本。可通过遮阳、保温、保湿 

等措施提高移栽成活率。总之。深入系统地研究各种植物的组织培养 

再生体系建立的条件和各个影响因素。对于完善生物技术的理论体 

系，指导生产和实践有着重要意义。 
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作者简介：巩健，1967年，讲师，主要研究方向：生物技术教学与研究。作者 

单位：淄博职业学院。 
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(上接第 125页)构在44岁以下。近年来，本专业教师承担各类项 目 

l0余项，发表高质量的教学与学术研究论文 500多篇 因此．可以说 

该专业具有一支年富力强，教学 、科研能力较强的教师队伍。 

总之，信息与计算科学专业是一个新兴的复合型数学专业，各高 

校还没有对它的培养模式、专业内涵等形成统一的认识．希望本文能 

起到抛砖引玉的作用，引起大家更有益地讨论 
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