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油樟组织培养污染率控制试验 
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摘要：以油樟带芽茎段为材料，在初代培养中进行了不同表面消毒方式、不同年龄、不同季节的外植体污染率试验。结果表明，Ca(ClO)2和 HgCI2的 

配合使用有利于污染率的降低；当年生枝条的污染率低于二年生枝条。3月采集的材料污染率低于lO月。这为增加油樟组培中无茵苗的得率提供 了指 

导，也对其它木本植物组培的研究有一定的意义。 
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0 引言 

油樟[c nd 跏啪／ongepan／a~um(C,am／ge)Ⅳ．al∞]是樟科樟属的 

多年生常绿乔木，其用途广泛，使用价值高，市场需求量大“ 。然而，在 

其生产繁殖技术上，传统方法滞缓。应用组织培养技术，可望大幅度提高 

油樟繁殖速度。但是，油樟作为木本植物，在其组培过程中往往易产生如 

污染、褐变、玻璃化、不正常变异等问题。能否有效控制微生物污染是植 

物离体培养成功的首要技术之一，也是建立组培优良无性系的前提。要 

建立组培无性系需涉及外植体的选择、消毒剂的使用等诸多因素。本文 

就油樟组培中如何获取无菌苗即控制污染进行了尝试。对其茎段外植体 

进行组织培养，以期筛选出一套较好的灭菌方法和组织培养条件，利于快 

速获得无菌外植体，为建立其优良无性系打下基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

油樟带芽茎段材料采自宜宾邱场油樟种植园。 

1．2 方法 

1．2．1 初代培养表面消毒方式选择试验 

取二年生油樟带芽茎段用自来水冲洗3—4 h后，肥皂水洗5 min，自 

来水洗去肥皂水，再用KMnO,洗30 s，自来水洗去KMnO,后在无菌条件下 

70％乙醇处理 30 s。采用 3种方法进行表面消毒 (表 1)，接种于 

MS+B (单位以下同)+N 埘的培养基中，第二天开始记录污染情 

况，直到培养45 d后统计污染率(污染的外植体数占接种的外植体总数的 

百分率)、正常分化率(未污染的能产生丛生芽的芽数占接种的未污染的 

总芽数的百分率)。每处理150个外植体，重复3次。 

1．2．2 不同年龄的外植体选择试验 

在以上实验的基础上，选择当年生、一年生、两年生枝条做污染试验， 

{肖毒方式采用上述的Ca(Q0) 与H 相结合的方法，接种前均不剥离， 

采用直接扦插法，接种于Ms+BA4 +N 期的培养基中，第二天开始 

记录污染情况，直到培养45 d后统计污染率、正常分化率。每处理 120个 

外植体，重复3次。 

表 l 油樟带芽茎段表面消毒方式及结果 

1．2．3 不同季节的外植体选择试验 

分别于3月、7月、l0月取当年生带芽茎段，消毒方式采用上述的Ca 

(ClO) 与HgCl 相结合的方法，接种前均不剥离，采用直接扦插法，接种 

于MS+B +N 。，的培养基中，第二天开始记录污染情况，直到培 

养45d后统计污染率、正常分化率。每处理 l20个外植体，重复3次。 

2 结果与分析 

2．1初代培养中不同表面消毒方式的试验结果 

若消毒前不剥离，消毒后剥离至叶原基(处理1)则污染率较高(32％ 

一 76％)，正常分化率也较高(79％一82％)；先剥离后消毒(处理2)则可大 

大降低污染率(4％一13％)，但是同时也降低了正常分化率(10％一12％)； 

消毒前后不剥离(处理 3)则污染率高(70％一91％)，正常分化率也较高 

(78％一82％)。 

Hg 和Ca(O0) 分别单独使用时，使用Hg 的污染率低于 Ca 

(O0) 的使用，二者均能使相当数量(79％、82％)的外植体正常分化，但 
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二者的结合使用更有利于污染率的降低，且不影响正常分化率。 

2．2 不同年龄的外植体选择试验结果 

从表2可知，尽管三种年龄的外植体正常分化率相当，但三种年龄的 

茎段外植体污染率差异大，其中以当年生枝条为外植体则污染率最低，一 

年生枝条其次，二年生枝条污染最严重。 

表2 油樟不同年龄的带芽茎段污染情况及结果 

2．3不同季节的外植体选择试验 

从表3可知，春季(3月)取材的污染率最低；秋季(10月)取材的污染 

率最高，且启动率及正常分化率降低至很低，甚至为0的水平。 

表3 油樟不同季节的外植体选择试验污染情况及结果 

3 讨论 

表1中的处理1导致污染率较高，可能与对芽鳞片的消毒不彻底有 

关，正常分化率也较高，可能与消毒剂很少直接接触叶原基，几乎没有造 

成过多的伤害有关；处理2虽然降低了污染率，但正常分化率也降低，这 

可能与消毒剂直接接触叶原基，导致对叶原基过多的伤害有关；处理3尽 

管正常分化率高，但污染率也高。这三种方法均不是最好的方式，可能与 

2年生茎段的内生菌较多有关。 

H异口 和c~(clo) 是植物组织培养中常用的表面消毒剂，但在进行 

组织培养时，材料的表面灭菌效果因植物种类、器官的差异而不同“ 。表 

I表明单独使用 I 或 Ca(CIO) (即使灭菌时间相同)其灭菌效果均没 

有二者的配合使用好，这可能与HgClz和ca(Q0) 对不同的微生物作用 

效果不同有关。 

在自然状态下木本植物各部分表层组织程度不同地受到各种微生物 

的污染。本实验发现当年生枝条作为外植体其污染最少(表2)，这可能与 

维管束的发育有关。即当年生枝条较幼嫩，维管束发育不够完整，携带的 

内生菌较少。 

无论从正常分化率、启动率还是污染率看3月份采取的外植体最好， 

这可能与这个时期材料积累了较丰富的营养物质和内源激素，其抵抗病 

菌的能力强，且有些病菌在该时期还没活跃起来有关 ；1O月份采取的外 

植体几乎不启动，且污染率高，这可能与植物已进入休眠期，但内源病菌 

仍较为活跃有关。 

本试验结果表明，在油樟茎段培养接种时，在3月取当年生枝条为外 

植体污染率低，正常分化率高。 
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Contamination Rates Control Experiment in Tissue Culture of 

Cirmamomum longepardculatum(Gamble)N．Chan 

ZHOU Jin—xia，ZHOU Li—jun，WEI Qin 

(Yibin University，Yibin 644000，China) 

Abstract：The different season and age stem sections with buds as explants are tested in contamination rates．and the tests of dif- 

ferent sterilizhing modes to different explants are also done．The results show that H
gC12 supplemented with C (ClO)2 is to step 

down the contamination rate；the contamination rate from current growth shoot is lower than that from the second year growth 

shoot；the contamination rate of explants collected in March is lower than that in October
． It provides a guidance for increasing 

germ free shoot yield in tissue e~ture of c n口，n0玎IL肌longepaniculatun(Gamble)N．Chao．It is also some significance in tissue 

culture of other woddy plants． 
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