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摘要  归纳了组织培养中污染原因及不同污染原因所造成的表观现象 ,并概括了解决外植体引发污染的方法。
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Abstract  The mai nfocus inthis article was to summarize thereasons of contamination, the apparent phenomena of different causes of contamination, and
the method howto prevent the contaminationfromthe explant in plant tissue culture .
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  从德国植物生理学家 Haberlandt1902 年提出设想到现

在, 植物组织培养的研究已有100 多年的历史, 近几十年来

植物组织培养技术发展最为迅速。然而植物组织培养一些

技术环节仍然存在不少问题,其中污染、褐化、玻璃化被认为

是组织培养的三大杀手。与褐化、玻璃化相比污染更易发

生,给科研和生产实践带来巨大的危害。因此采取有效的防

控措施,降低污染发生的机率, 是组织培养成功的重要保障。

在众多污染途径中 ,外植体携带微生物污染组织培养是最常

见且不易解决的问题。笔者通过对相关文献的分析, 并结合

实践, 归纳了组织培养过程中引起污染的原因及各种污染的

表观现象,提出解决外植体引发污染的措施。

1  污染的原因及其表观现象

污染就是在组织培养过程中微生物进入培养体系 ,在外

植体上、外植体周围的培养基以及培养基的其他部位生长。

由于植物组织培养过程中的温度、湿度、营养、pH 值等适宜

微生物的生长, 因此一旦微生物进入培养容器中就将快速繁

殖, 通过营养竞争、侵蚀植物材料、分泌有毒代谢产物等途径

使植物材料发生病害或死亡, 造成组织培养的失败。造成污

染最常见的微生物是细菌和霉菌,有时也可以是酵母菌。主

要细菌有 : 棒杆菌属( Corynebacteri um) 、肠杆菌属( Enterobac-

ter) 、葡 萄 球 菌 属( Staphylococus ) ; 主 要 霉 菌 有: 地 霉 属

( Geotrichum) 、曲霉属( Aspergillus) 、毛霉属( Aspergillus) 、根霉属

( Rhizopus) 等( 周俊辉等,2002) 。

造成污染的原因很多 ,从时间角度可以将污染发生原因

归纳为3 个阶段: ①前期准备阶段。包括培养基灭菌不彻

底、器皿的灭菌不完全, 外植体的选择不当与消毒不彻底; ②

无菌操作阶段。包括无菌操作室灭菌和超净工作台有问题 ,

操作不规范,操作工具的消毒不彻底等; ③培养阶段。培养

环境不清洁和培养体系意外开放等。

组织培养中,是否污染通常通过观察培养过程中培养基

是否出现菌落来判断。不同成因造成的污染表观现象大多

存在差异。通过对同批培养材料的菌落位置、菌落数、出现

时间的观察,即可初步判断出污染的原因。例如, 对于培养阶

段中的污染,虽然发生时间不确定,但是组织培养周期一般在

30 d 左右,因此在前2～3 d 污染发生的概率比此后的概率低得

多,一般在培养较长时间后才观察到菌落的出现; 而超净工作

台或操作人员导致的污染则在培养几天后即可观察到,因此可

以根据不同的污染表观现象寻找到污染的成因( 表1) 。

  表1 不同污染原因的表观现象

污染原因 菌落位置
单个容器

菌落数

出现时间∥d

细菌 真菌

同批培养污染情况

污染瓶数 发生时刻

培养基 培养基表面和内部 多个 1～2 3～5 几乎全部 同时

外植体外生菌 外植体周围 1 个或几个 1～2 3～5 多数 同时

外植体内生菌 外植体周围 1 个或几个 3～5 d 以后 5 d 以后 多数 零散

接种器具 外植体表面或近周 1 个或几个 1～2 3～5 少数 同时

超净工作台或操作人员 外植体以外 1 个 1～2 3～5 少数 同时

培养阶段 外植体以外 1 个 2 d 以后 3 d 以后 少数 零散

  需要说明的是表1 中的判断标准并不是绝对的。例如 ,

1 个外植体带入的污染可能不只是1 个菌体而是多个菌体 ,

会形成多个菌落, 但最后菌落相连, 表现为1 个菌苔; 有时污

染是几个原因叠加的结果,所以表观现象会比表中所列出的

现象复杂得多。

2  外植体消毒

2 .1  选择好外植体 外植体也就是组织培养的材料。外植
�
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体表面和内部常携带一些微生物 ,是组织培养过程的主要污

染源, 外植体污染也是组织培养中众多污染途径中最难解决

的一个。为了减少外植体导致的污染 , 应该选取合适的材

料,尽可能选取带菌少以及不携带内生菌的外植体。①选取

胚和无病害的茎尖等, 减少携带内生菌的机率 ;②不同季节

外植的带菌情况不同, 选择适合的季节采集外植体, 可以减

少污染; ③将有土栽培改为无土栽培, 减少植物携带微生物

的机率; ④将室外的植株在移栽入清洁的室内 ,生长一段时

间后, 再取外植体。

2 .2  选择合适的消毒方法 对于大多数外植体只需要进行
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表面消毒即可, 而有些外植体由于具有内生菌 ,为达到较好

的灭菌效果除需要进行表面消毒外还需要其他处理。

  表2 常用消毒剂及其使用

消毒剂 使用浓度 灭菌时间∥min 残液去除难易

氯化汞 0 .1 %～1 %   2～10 最难

次氯酸钙 9 %～10 % 5～30 易

次氯酸钠 2 %～5 % 5～30 易

乙醇 70 %～75 % 1～3 易

过氧化氢 10 %～12 % 5～15 最易

漂白粉 饱和溶液 5～30 易

抗生素 4～50 mg/ L 30～60 较难

2 .2 .1 对外植体表面灭菌。外植体表面灭菌的关键是选择

合适的消毒剂和消毒时间。因为消毒剂不仅杀灭微生物, 也

对外植体产生一定的伤害。例如氯化汞的杀菌能力最强, 最

为常用 ,但它对外植体的伤害也最大, 不易去除。不同植物

或同一植物不同外植体消毒的方法是不同的,为达到满意的

灭菌效果, 需要根据外植体的情况,选择合适的消毒剂,摸索

出合理的消毒时间( 表2) 。消毒剂的种类和消毒时间的长短

并不局限于表2 所列, 如焦立为等( 2002) 用臭氧对橡皮树带

有顶芽的叶片进行消毒 ,结果表明, 臭氧用于外植体消毒灭

菌的效果很好, 接种20 d 后 ,污染率为0 % ,且顶芽( 有鳞叶包

被) 接种后的成活率极高; Abdul Qayyum Rao 等( 2006) 采用

0 .1 %HgCl 2 对棉花种子表面消毒时 , 采用较长的灭菌时间 ,

种子在消毒液中浸泡20 min , 超出表2 中的时间范围,但不会

对种子造成伤害。

外植体的表面灭菌中, 常用的消毒剂使用方法有: ①单

一消毒剂灭菌。即只用1 种消毒剂对外植体进行消毒; ②联

合消毒剂灭菌。使用1 种消毒剂对外植体消毒一段时间后 ,

再将外植体转入另一种消毒剂中进行消毒, 最常见的联合消

毒剂灭菌是使用酒精—升汞和酒精—次氯酸钠; ③混合消毒

剂灭菌。就是将2 种或几种消毒液混合后, 对外植体进行消

毒; ④联合与混合并用。刘香玲等( 2005) 在进行水稻组织时 ,

使用混合消毒剂对水稻种子进行灭菌, 将水稻种子去壳后 ,

先用70 %酒精消毒1 min , 再用0 .1 % 升汞和2 % NaCl O( 1∶1)

的混合消毒液浸泡20 min。

2 .2 .2 对携带内生菌的外植体消毒。对于容易携带内生菌

的外植体消毒要比表面消毒复杂得多。主要方法:①在外植

体表面消毒前, 采用超声波、热击等物理方法处理后再进行

表面消毒。例如,G .M.G .M.Hol 等( 1992) 以水仙的鳞茎为外

植体进行组培时发现 ,采用1 %的次氯酸钠对其进行灭菌时 ,

当灭菌时间为30 min 时, 污染率为40 % ～60 % ; 将灭菌时间

延长为2 h 甚至4 h 后, 仍然不能降低污染率; 而在使用消毒

剂前用热水浸泡, 可以将污染率降低到5 % 。②在消毒液中

添加表面吸附剂吐温20。任敬民等( 2004) 在对台湾青枣组

织培养的消毒方法的研究中发现, 在0 .1 % 升汞中加入3～5

滴吐温20 的消毒效果要优于不添加吐温20 的消毒效果。③

在培养基中添加抗生素来防止污染。郑永强等( 2003) 在生姜

组织培养研究中发现 ,在初代培养时采用剥离至茎尖仅剩3

～4 叶原基进行表面消毒后, 接种于含25～50 mg/ L 的硫酸链

霉素和硫酸卡那霉素混合液防止污染效果较好, 在继代培养

过程中培养基中抗生素浓度达25～50 mg/ L, 污染的培养基

基本表现无菌状态。在使用抗生素时要有针对性地选择抗

生素的种类和使用浓度,一种抗生素可能只对1 种或几种微

生物有效;浓度低了效果差而浓度高又容易对植物产生毒害

( 周俊辉等,2003) 。

对于污染严重的并且尚不能摸索出有效灭菌方法的外

植体, 在组织培养中, 尽可能减少单位培养容器中外植体的

个数, 每个培养容器中可以只接入一个外植体 ,这样可以获

得相对大的无污染几率。

3  结束语

组织培养中污染的发生是极其普遍的。如何有效的防

治污染 ,成为组培工作的重点。笔者通过实践发现, 大多数

由不同成因造成的污染 ,其表观现象是有区别的, 将污染后

的表观现象与造成污染的原因对应起来,有利于快速找到导

致污染的原因, 然后采取针对性措施加以防治 ,就可以减少

逐个环节排查的大量工作。特别是在一些组织培养生产中 ,

培养程序化 ,一旦发生重复性污染, 往往是某个固定环节的

失误造成的 ,通过观察污染的表观现象 ,可以快速寻找到导

致污染的原因,这样可以大大节省人力和成本。
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