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苯 甲 酸 钠 在 组 培 中 对 外 植 体 污 染 及 分 化 的 影 响
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摘要 : 以“林畬早薯”山药茎段、“龙薯 3 号”甘薯茎尖和“六月红”芋茎尖为外植体 , 研究了培养基中添加高 温处理

和常温无菌过滤处理 25 mg/L 苯甲酸钠的杀菌抑菌效果。结果表明 , 25 mg/L 苯甲酸钠能有效降低植物组织培养过程

中的污染率 , 并且对外植体分化率的影响不明显 ; 经高温处理和常温下过滤处理的苯甲酸钠在植物组织培养中的 杀

菌抑菌效果区别不显著。
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植 物组 织 培 养是 20 世 纪 初 以植 物 生 理学 为 基

础发 展 起来 的 一门 新 兴 技 术, 该 技术 已 在 科 研和 生

产中 得到 广泛 应用 , 成为 最常 用的 生 物技 术之 一[1,2],

但 作 为 植 物 组织 培 养 三 大 难 题 之 一 的 污 染 现 象 也

普遍 存 在, 在组 培 过 程 中经 常 发 现外 植 体 基部 培 养

基存 在半 透 明状 乳白 色细 菌 斑或 淡黑 色 霉菌 群。植

物组 织 培养 过 程 中造 成 污 染的 原 因 多种 多 样 , 如 外

植体 的 种类 , 取材 的 季节 和 时 间, 外 植体 的 预 处 理,

消 毒 剂 的 种 类、浓 度 、消 毒 时 间 , 试 验 人 员 的 操 作 、

工作 环境 等 , 都与 污 染的 产生 密 切相 关[2,3]。目前 , 在

对外 植 体进 行 妥善 消 毒 处 理的 前 提 下, 往 培 养基 中

添 加 一 定 浓 度的 各 种 抗 菌 类 药 剂 ( 如 抗 生 素 、多 菌

灵等 ) , 以 抑制 外 植 体 因内 生 菌 的存 在 而 再次 污 染

的问 题已 有 大量 的研 究报 道[4]。但由 于多 菌 灵、抗生

素类 药 剂在 高 温高 压 下 容 易分 解 , 所 以 在 作 为培 养

基的 添加 剂 使用 上存 在一 定 的局 限性 。本试 验 以常

用的 苯甲 酸 钠(sodium benzoate)为 培养 基 添加 剂 , 取

“龙 薯 3 号 ”甘 薯 和 “六 月 红 ”芋 的 茎 尖 及 “林 畬早

薯 ”山 药 苗 的 带 节 间 部 茎 段 为 外 植 体 , 对 一 定 浓 度

的 苯 甲 酸 钠 在 外植 体 分 化 培 养 过 程 中 的 作 用 进 行

试验 探讨 。

1 材料 与方 法

1.1 材料

供 试 材料 为 “龙 薯 3 号 ”甘薯 , 取自 本 所 ; “六 月

红 ”芋, 来自 福建 永定 ; “林畬早薯 ”山 药苗 , 取自 福 建

连 城。 “龙薯 3 号 ”甘 薯和 “六月 红”芋 采用 茎尖 , “林

畬早薯 ”山药 采用 苗中 上部 幼嫩 茎段 作为 外植 体。

1.2 方法

试 验 设三 个 处理 , 处理 A : 将 25mg/L 苯 甲 酸 钠

溶 液 加入 MS 培养 基 后进 行 高温 高 压灭 菌 ; 处 理 B:

灭 菌过 滤 后得 到的 无 菌 25mg/L 苯 甲酸 钠 溶液 加 入

经 高 温高 压 灭菌 过 的 MS 培 养基 中 [5,6]; 处 理 C: 对 照

处 理(未 添加 苯甲 酸钠 的 MS 培养基 )。三 种外 植体 均

先 用洗 衣粉 溶液 冲洗 表面 杂物, 并用 清水 反复 洗净 ,

在 无 菌条 件 下, 将外 植 体用 浓 度 为 70%的酒 精 消 毒

30 s, 随后 用无 菌水洗 净, 再放 入浓 度为 0.1%的 氯 化

汞 溶液 中消 毒 12min, 最后 用无 菌水 漂洗 4 次 。将 消

毒 灭菌 后的 “林畬早薯 ”山 药 苗节 间茎 段切 成 0.6 cm

含 节间 的 小段 , “龙 薯 3 号 ”甘薯 与 “六 月红 ”芋 外 植

体 在 显 微 镜 下 进 行 剥 离 并 切 取 0.2～0.5 mm 茎 尖 部

位 , 最 后将 3 种 外植 体分 别接 入上述 三种 培 养基 中

[7- 9]。 每处理 各接 种 90 瓶 , 每种 植物 30 瓶 , 每 瓶 1 个
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外植 体。培 养基 pH 值 5.6, 琼 脂 7g/kg, 培 养温 度 26

℃, 光照 强度 2000 Lx, 光照 时间 16 h/d。

2 结 果与 分析

2.1 苯 甲酸 钠对 外植 体污 染率 的影 响

污染率 /%

图 1 外植体污染情况

图 1 所示 的 是培 养 20 d 后 的 污染 结 果( 污染 率

计算 方法 : 污染 率%=(污染 外 植体 数/外 植 体总 数)×

100%)。由 图 1 可看 出, 添加 了 25mg/L 苯 甲酸 钠的

处理 A 和 B, 在试 验中 均表 现出较 强的 抑菌 作用 , 污

染率 均比 对照 低。“龙 薯 3 号”茎 尖在 处理 A 中 污染

率为 22%, 在 处 理 B 中 污染 率 更 低 , 仅 为 19%, 比

对照 处理 低了 8 个 百分点 ; “六 月红 ”芋 茎尖 在 处理

A 与 B 中 的污 染 率均 为 20%, 比 对 照处 理 低 了 10

个百 分点 ; 虽 然“林畬早 薯”山 药 茎段 处理 A 与 B 的

污 染率 较 高 , 分 别为 36%和 30%, 但均 低 于 对 照 。

可见 , 添 加 25mg/L 苯 甲酸 钠 能够 明 显地 抑 制外 植

体的 污染 。处 理 B 中的 苯甲 酸钠 溶液 是未 经高 温高

压 灭菌 的 , 从 本 次 试 验 结果 得 知 , 处 理 B 的 抑 菌 效

果略 强于 处理 A, 但 两处 理间 的差 异并 不显 著。苯甲

酸钠 经过 高温 高压 处理 后其 抑菌效 果降 低, 可能 与

高温 高压 状态 下苯 甲酸 钠部分 分解 , 从 而在 一 定程

度上 破坏 其杀 菌抑 菌功 能有关 。本 试验 中, “林畬早

薯 ”山 药 外 植 体 对照 处 理 的 污 染 率最 高 , 达 到 了 45

%, 比 同 等 条 件 下 灭 菌 的 “龙 薯 3 号 ”甘 薯 与 “六 月

红”芋的 对 照处 理 高 出 了 15 个 百 分 点以 上 , 这可 能

与“林 畬早 薯”山药 苗茎 段接种 前的 消毒 灭菌 时 间偏

短有 关。

2.2 苯 甲酸 钠对 外植 体分 化率 的影 响

组织 培养 过程 中外 植体 愈伤组 织的 分化 易 受外

源激 素或 添加 物的 影响 。但 本试 验结果 表明 , 添 加

25mg/L 苯 甲酸 钠 对 外植 体 愈 伤组 织 分 化 率的 影 响

并不 显著 。由 于三 种植物 外植 体愈 伤组 织的 分化 时

间 不同 , “林畬早 薯”山 药茎 段大 约 28 d, “龙薯 3 号 ”

甘 薯 茎 尖 大 约 35 d, “六 月 红 ”芋 茎尖 大 约 40 d[7 -9],

因 此 图 2 所 示的 是 培 养 45 d 后 的 三 种 外 植 体 分 化

率 的表 现情 况。由图 2 可 知, “林畬早薯”山药 茎段 的

A、B 两 种 处 理的 分 化 率 值 分 别 为 80%和 79%, 仅

比 对 照 处 理 低 2 个 百 分 点 和 3 个 百 分 点 ; “龙 薯 3

号”甘 薯处理 A、B 与对 照处理的 分化率分 别为 60%、

58%和 60%, 三者之 间 的差 别同 样不 明 显。 “六 月

红 ”芋茎 尖的 分化 极易 受环 境和 外源 物质 的影 响, 在

不 同的 脱毒 试验 中茎 尖分 化率 均差别 较大 。 但此 次

试 验中 , 添加 不同 处 理的 25mg/L 苯甲 酸 钠的 茎 尖

分 化 率 均为 31%, 仅仅 比 对 照 低 3 个 百分 点 , 差 异

并 不明 显。

分化率 /%

图 2 苯甲酸钠对不同外植体分化率的影响

山 药茎 段外 植体 褐变 现象 一般比 较严 重, 但 在

此 次试 验 中, 处 理 A 和 处理 B 的 褐 变现 象 均显 著 轻

于 对照 组, 其 原因 有待 进一 步的 试验 分析 。

3 讨论

苯 甲酸 钠又 称为 安息 香酸 钠, 是 一种 常用 的 防

腐 剂, 在酸 性环 境 下具 有较 强 的杀 菌和 抑 菌作 用[10]。

本 研究 表 明, 在保 证 外植 体 生长 适 宜的 pH 值 条 件

下 , 在 培 养基 中添 加 浓度 为 25mg/L 苯 甲 酸钠 溶 液

可 有效 降低 组织 培养 中外 植体的 污染 率, 而且 该 浓

度 下 的 苯 甲 酸 钠 对 外 植 体 的 生 长 分 化 的 影 响 不 显

著 ; 高 温灭 菌的 苯甲 酸钠 溶液 在杀菌 抑菌 效 果上 仅

比 采用 无菌 过滤 器方 式过 滤出 的苯 甲酸钠 溶 液略 低

些 , 但差 别不 显著 , 说 明高 温高 压对苯 甲酸 钠 的杀 菌

抑 菌作 用影 响并 不明 显。 考虑 到组 织培养 中 工厂 化

育 苗的 必要 性及 可行 性, 完全可 以将 配好 的苯 甲 酸

钠 溶液 直接 加入 培养 基中 同时 进行 消毒灭 菌 。在 此

次 研究 观 察中 笔者 还 发现 , 添加 25mg/L 苯甲 酸 钠
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Effects of sodium benzoate in tissue cul ture on explants pol lution and differentiation

CAI Jian- rong, HUANG Ping- ping

( Institute of Agricultural Sciences, Longyan, Fujian, 364000,China)

Abstract : In this research, stem of chinese yam,vine- tips of Longshu 3 and "June Red"eddo as

explants, the asepsis effects of sodium benzoate by different treatments with 25 mg/L in medium were

tested. The results showed that sodium benzoate with 25 mg/L could reduce pollution rate effectively,

and had little influence to its differentiation rate; there was no significant difference in the asepsis

effects of sodium benzoate in tissue culture with high temperature treatment and filtration treatment

under normal temperature.

Key words: sodium benzoate; explant; pollution rate; tissue culture

能够 明显 改善 山药 茎段 外植体 的褐 变现 象。 苯 甲酸

钠并 非抗 氧化 类药 剂, 其 改善 外植 体褐 变的 这 种现

象是 否为 此次 试验 中的 偶然 现象还 是存 在其 他 的褐

变抑 制机 理, 还 需要 作深 入的 试验 论证 。根 据本 试验

三种 外植 体污 染率 的比 较, 苯 甲酸 钠的 杀菌 抑 菌效

果并 不局 限于 某种 植物 的组 培过程 , 但 苯甲 酸 钠是

否对 在所 有植 物的 组织 培养过 程中 都能 产生 良 好的

杀菌 抑菌 作用 , 还有 待进 一步 的研 究探 讨。
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