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摘 要 ：在分析植物组织培养过程中产 生污染 的原 因及其污染性状的基础上 ，从外植体处理及外部环境控制两个方 面 

阐述 了防治污染的有效措施 。 
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植物组织培养始于 20世纪初。是以植物生理学为 

基础发展起来的植物种苗繁殖技术。经过近 1个世纪 

的发展 。植物组织培养技术 已在科学研究和生产实践 

上得到了广泛应用．特别是在植物的工厂化育苗方面。 

但是 ，在组织培养过程中，污染问题难以 回避 ；在生产 

中。污染率的增加必然提高组培苗成本，从而影响企业 

的经济效益．因此防治污染是工厂化育苗中不可忽视 

的技术环节。本文在分析植物组织培养过程中产生污 

染的原因及其性状的基础上，提出了防治污染的措施， 

以期为植物的工厂化育苗提供技术参考。 

指在接种或培养过程中病菌入侵而造成的污染，如培 

养基、接种工具和接种室消毒不严格以及操作不规范 

等【”。造成外因污染的病菌主要是霉菌、细菌和酵母菌 

等。 

若培养材料附近经常出现黏液或混浊水迹并伴有 

发酵状泡沫，这大多是细菌性污染，可能是由于使用了 

未消毒完全的工具引起的。也可能是由于操作人员呼 

吸排出细菌或接触了培养材料或器皿所致。如培养基 

上出现黄、白、黑等不同颜色的霉菌，则大多为真菌性 

污染。主要是由于接种室的空气受到污染造成的。 

1 污染原因及其特性 2 污染防治措施 

1．1 内因污染 

内因污染．又称内源性污染，是指由于外植体的表 

面或内部带菌(内生菌)而引起的污染【”。这些病菌主要 

为内源性细菌或真菌 ，如黄单胞菌属 、芽孢杆菌属 、假 

单胞菌属、土壤杆菌属、棒状杆菌属、欧文氏菌属、霉菌 

属等。 

在初代培养中，表面细菌引起的污染通常在 2—3 

d内即能在外植体周围或培养基表面形成明显的水污 

状、油污状、气泡状或干缩状菌落 ，颜色有红色、黄色、 

乳白色等。若在外植体接种后 3 5 d内仍未发现细菌 

污染，但是以后不断出现明显或不明显的菌落，这就可 

能是由内生细菌引起的污染[21。在某些植物的初代培养 

或前几代的继代培养中，污染可能并不形成明显的菌 

落。而只在培养基内部形成不易被肉眼发现的丝状物 

或晕状物．随着继代培养次数的增加，细菌数量不断增 

加 ，一段时间后 即会在培养基上表现 出来 ，这种情况一 

般可以利用背光检查法进行观察。 

1．2 外因污染 

外因污染主要是由环境污染和操作不当引起 ，是 
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针对植物组织培养中污染产生 的原 因，应从以下 

两个方面着手来控制污染。一是控制外植体自身带菌， 

外植体的表面带菌可以经过一系列的杀菌处理来减 

少：而外植体的内部带菌是不容易清除的，但也可以通 

过对外植体的预培养来加以控制：二是降低环境污染 

和操作污染，这类污染可通过规范操作程序加以控制。 

2_1 内因污染的防治 

2．1．1 外植体的选取和预处理 首先应控制外植体采 

摘的季节、时间和部位。外植体一般在材料休眠末期或 

萌动前期取材较为有利．因为此时材料积累了较丰富 

的营养和内源激素，其抵抗病菌的能力较强、同时病菌 

也还未活跃起来。其次应选取无病毒的外植体 ，如外植 

体带有病毒，则应采取预栽管理、促发新枝、黄化处理、 

热击处理、添加抗生素等措施进行处理，以培养出无病 

毒的外植体。 

2．1．2 外植体的灭菌处理 外植体采摘后．通过表面 

灭菌、深灭菌或其他处理去除所带病菌，这也是接种前 

的重要工作。(1)表面灭菌。先将采摘外植体洗去泥土， 

用洗洁剂浸泡、冲洗，必要时用软刷或脱脂棉球擦洗材 

料表面，然后将其剪成适宜大小，再进行深灭菌。(2)深 

灭菌。经过表面灭菌后，仍有杂菌存在于外植体表面或 

内部．必须经过深灭菌处理才能获得不带菌的外植体， 
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如添加消毒剂或抗生素、使用混合消毒液、水浴、灼烧、 

真空减压灭菌、磁力搅拌灭菌、超声波振动灭菌以及多 

次消毒等[31。 

2．1．3 外植体的无茵培养 近年来，培育无菌苗为外 

植体被公认为是一种行之有效的方法。该法利用种子 

在无菌条件下培育成无菌苗，然后再将无菌苗的胚轴、 

胚根、子叶等作为外植体，这样可减少污染，提高成活 

率。 

2．2 外因污染的防治 

2．2．1 改善环境条件 接种室应该密封 、洁净 ，每次接 

种前应清洁接种室的地面，用 75％酒精喷雾以沉降灰 

尘 ．并打开紫外灯在黑暗中灭菌 2O～30 rain；用新洁尔 

灭或 75％酒精擦洗工作台面，使用超净工作台对控制 

污染更为有效；定期清洗过滤膜；此外，培养室的空气 

相对湿度应控制在 7O％左右．湿度太高时可用抽湿机 

除湿。在接种结束时，也应清洁接种室的地面，并定期 

用甲醛熏蒸。 

2．2．2严格执行无茵操作 操作人员应严格执行实验 

操作．穿戴专用的无菌鞋 、工作服、工作帽、口罩及发 

罩，用消毒液洗手；接种过程中不应频繁开启接种室门 

窗；定期打扫或用甲醛熏蒸培养室和接种室，检查超净 

工作台的卫生质量：及时处理被污染的培养瓶，而不应 

随意弃置，以防病菌传播。 

2．2．3 严查培养器材 对接种材料要严格把关．淘汰 

被污染的接种材料；检查灭菌锅的质量，如严格执行实 

验操作后仍有污染现象．则应及时检查灭菌锅的性能； 

检查培养容器是否存在污染问题，培养容器大多用塑 

料盖 、胶塞 、棉塞或薄膜等封口，其中塑料盖使用太久 

后易老化、密封性较差，也会造成污染。培养瓶要充分 

洗净并消毒．灭菌后不应放在空气中太长时间，一般于 

灭菌后 1～2 d接种为宜．以减少污染。 

2．2．4 控制培养基成分 除了欧文氏菌属外．大多数 

细菌在介质 pH值小于4．5时不能生长，因此可以通过 

酸化培养基来减少污染。例如在蔷薇属植物的组织培 

养中．将培养基的pH值从 5．8降至 3．9—4-3，可有效防 

止细菌污染。此外，也可以通过减少培养基中的有机成 

分来防止污染．因为培养基中有机成分的存在是产生 

污染的重要原因。例如在阿月浑子的组织培养中，去除 

培养基中的维生素 B 、 和烟酸等有机成分 ，经 2～3 

代培养后即能抑制细菌生长，而对丛生芽的生长增殖 

不产生影响．这是因为维生素 B。、B 和烟酸等是某些 

细菌生长的必需物质．去除这些有机成分后细菌因无 

法生长发育而慢慢减少或死亡。日本古在丰树教授首 

29 

创的无糖组织快繁技术则是去除培养基中的全部有机 

成分，输入 CO 作为碳源，并通过控制环境因子，促进 

植株光合作用，使之由异养型转变成自养型．经过这样 

处理的植株长势良好，污染率明显降低。 

2．2．5 添加抗生素 在理论上来说．已经获得的无菌 

材料应该是无菌的．但在继代培养中也会被污染。除了 

操作不慎外，内生菌的活动也是导致污染的一个重要 

原因。此外，继代材料放在培养架上也可能被螨类等传 

播的病菌污染。上述污染可通过在培养基中添加抗生 

素来防止，一旦发现培养基被污染应立即剔除，并对接 

种室和培养室进行紫外灯照射或药液熏蒸。 

抗生素抑菌在动物细胞培养中早已被广泛应用． 

但在植物组织培养中尚处于初始阶段[41。近年来，随着 

植物基因工程的开展 。转基因过程中的除菌和抑菌越 

来越离不开抗生素．因此抗生素的使用已逐渐成为植 

物组织培养的灭菌技术之一。但是，在使用抗生素时必 

须弄清抑制的病菌种类、使用的抗生素是否对培养的 

植物组织有不良影响以及抗生素的使用浓度和处理时 

间。由于能对所有微生物都有效的抗生素是不存在的， 

因此抗生素也不能完全代替灭菌技术，而最好的方法 

就是将其添加在培养基中作为防止污染的辅助措施。 

3 展 望 

随着组织培养技术的发展．植物的快繁技术呈现 

日新月异的变化。但是，在植物组培苗的工厂化生产过 

程中．由于污染造成生产成本偏高或产品不合格的情 

况时有发生．严重影响了组培苗的工厂化生产进程，因 

此开展污染防治的研究显得非常迫切。 

通过对组培外植体的处理和严格无菌操作等措施 

均能够有效降低污染率，但在防治污染方面还有很多 

问题需进一步研究。目前，组织培养的工作不仅集中在 

无菌操作空间、无菌培养空间及高效抗生素的获得上． 

开创新的组织培养方法及培养条件也是研究的重点领 

域之一，例如开放式组织培养、无糖组织培养的研究 

等。 
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