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　　摘要：植物组织中普遍存在内生菌，当植物组织进行离体培养时，这些内生菌就会产生污染。污染是植物组织培
养中经常遇到的问题，且很难控制。本文论述了植物组织的污染防治方法，并讨论了抗生素使用的效果、稳定性、注意

事项以及对污染原因的判断、污染苗抢救，以减少组织培养中的工作量，从而提高经济效益。
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　　广义上植物组织培养是在人工控制条件下，把植物体的
单个器官、组织或细胞从植物体分离后置于适宜营养和环境

下，使之继续生长、分化并发育成完整再生植株的培养技术。

近年来，植物组织培养作为一种生物技术已渗透到与之相关

的农业、林业、医药等领域的多个学科，为这些学科的发展提

供了研究手段与理论基础，同时创造了丰厚的经济效益。虽

然组织培养的操作并不难，但对一些技术环节的要求却十分

严格，稍有疏忽便会延误试验进程，甚至导致整个试验失败。

利用组织培养进行工厂化育苗时如发生污染，轻者影响繁殖

计划，影响当季生产，重者造成珍贵品种丢失，组织培养室体

系瘫痪。本文分析了组织培养工作中的污染防治问题，以期

减少组织培养中的工作量，从而提高经济效益。

１　植物组织培养中污染的来源

植物组织培养污染主要是由霉菌、细菌、酵母菌引起的污

染。菌类传播途径有户外风传播、涡流传播、接种传播，不正

确操作也会增加污染概率，如灭菌不够、操作过慢，另外还有

内生菌造成的潜伏性污染［１］。有些植物上昆虫、螨虫的体表

带有霉菌的孢子、细菌，在９—１０月份是重要污染源，此时大
量昆虫造成的污染源最易造成组织培养污染的严重发生。

２　植物组织培养中污染的防治

２．１　细菌污染
２．１．１　细菌污染定义　细菌是处于生物和非生物之间的微
生物。从形态上看，细菌可以分成球菌、杆菌、螺旋菌等３类。
土壤、水、城市空气里都有细菌散布，种类达５０种以上［２］。

细菌污染是指在培养过程中，在培养基表面或材料表面

出现黏液状物体、菌落或浑浊水迹状物质，有时甚至出现泡沫

发酵状物质。细菌污染又以芽孢杆菌污染最普遍、最严重，这

种芽孢杆菌能耐一定高温、高压，对消毒剂和紫外线也有一定

抗性，常由于高压灭菌不彻底造成污染。细菌性污染主要是

工作人员使用了未经充分消毒的工具如剪刀、镊子、三角瓶

等，或是由呼吸排出的细菌，有时操作人员用手接触材料或器

具边缘，使微生物落入培养基中，有时也会因剪取带菌材料后

没消毒，用具又未彻底灭菌，极易造成污染。另外，由于组织

培养室面积大、易污染，室内温度高，空气湿度大，菌类繁殖旺

盛也会加重污染［３］。

２．１．２　细菌污染防治　为了实现低污染率，在组织培养中除
采用常规技术措施之外，还针对性地在培养基中加入杀菌剂

如抗生素。抗生素作用原理：庆大霉素、链霉素属于氨基糖苷

类型，其与细菌中的３０Ｓ核蛋白体亚单位结合，抑制细菌的油
酸甘油酯合成，通过阻断其代谢途径使微生物致死。但抗生

素也可能抑制植物组织的叶绿体和线粒体蛋白质的合成，导

致植物叶片变小或变黄［４］，而且高浓度抗生素会影响植物生

长。在培养基中添加抗生素，选择合适浓度非常关键，浓度低

时效果差，浓度高时又容易对植物产生毒害，影响增殖或使培

养材料变黑，出现死苗、白化苗等。

将２种及其以上的抗生素结合使用，可以防治细菌的抗
药性。韩美丽等在绿巨人组织培养研究中探讨了青霉素、先

锋霉素、庆大霉素对继代培养中细菌污染的抑制效果，指出先

锋霉素的抑菌效果最好，青霉素和庆大霉素次之［５］；翟建中

等研究发现，链霉素能防治长春蔓芽继代培养中出现的细

菌［６］。但也有报道发现，多数情况下使用抗生素只能抑制细

菌生长而不能将其杀死［７］，抗生素浓度太高对植物有一定毒

害作用，而且抗生素一般不稳定，遇酸、碱或加热易分解而失

去活性，这些问题使抗生素的使用受到限制［８］。因此，寻找

稳定、耐高温和高压的理想抗生素成为控制细菌污染的一个

重要课题。

２．２　真菌污染
２．２．１　真菌污染定义　真菌是一类没有叶绿素、异养的真核
微生物。室内真菌种类主要有芽枝孢霉属、曲霉属、铰链孢霉

属、镰刀霉属、青霉属等。真菌以腐生、寄生或共生的形式进

行营养性生活。真菌数量与温度、湿度有很大关系。春季、夏

季尤其是南方的梅雨时节，温暖潮湿，非常适合真菌生长。冬

季室内真菌浓度较高，如果长期使用空调而不注意通风，可引

起室内真菌污染加重。真菌污染出现很快，一般接种后３～
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５ｄ就发现菌丝，继而很快出现黑、白、黄、绿等孢子。真菌污
染一般是由空气污染、瓶口边缘和取放封口纸扬起的灰尘、真

菌孢子落入器皿中造成的。

２．２．２　真菌污染防治　常用的灭菌剂有７０％乙醇、０．１％ ～
１％氯化汞、３％ ～１０％过氧化氢、１％ ～１０％的漂白粉滤液、
０５％～１０％次氯酸钠溶液、４～５０ｍｇ／Ｌ抗生素。７０％乙醇
杀菌效果好，有润湿作用，能排除外植体表层组织的空气，但

穿透力强，应严格控制灭菌时间；氯化汞对外植体表面的灭菌

效果最好，但残留的重金属汞难以去除，其毒害作用在培养一

段时间后才能表现出来，因此灭菌后要将材料冲洗干净；过氧

化氢分解后生成有杀菌作用的氧气，无毒害［９］；漂白粉杀菌

效果很好，但须避光、干燥贮存；次氯酸钠可分解生成有杀菌

作用的氯气而挥发；抗生素可用来去除材料内部组织所带菌

类，但抑菌类型单一、药效时间短、稳定性差，容易使菌类产生

抗药性，浓度高时影响植物生长，使其应用受到限制［１０］。为

使灭菌剂能润湿整个组织表面，可在灭菌剂中加入数滴润湿

剂吐温－８０或吐温－２０，可起到良好的灭菌效果［１１］。

严格执行无菌操作，定期用甲醛及高锰酸钾熏蒸对组织

培养室消毒。每次使用组织培养室或超净工作台时，先用紫

外灯杀菌２０～３０ｍｉｎ，再用 ７５％乙醇喷雾降尘。接种时用
７５％乙醇的棉球擦拭培养瓶外部，然后再放入超净工作台；接
种时瓶子要放成４５°角，放在火焰上方，利用气流上升原理，
以防止空气中的孢子落入瓶内，取封口纸时动作要轻。另外，

如发现霉菌污染应及时清除。对于外地引进的试管苗，运输

过程中瓶口及封口纸往往积灰尘和孢子，应仔细用７５％乙醇
擦拭，接种时再烧瓶口，否则容易造成污染。为防止刚引进的

材料、刚获得的无毒材料以及珍贵材料受到污染，用小培养瓶

培养，每瓶转接１芽，虽然培养瓶数量增加，但这是防止稀缺
材料污染损失的最有效途径［１２］。

有关抗生素消除细菌的研究较多，但目前对酵母菌污染

的研究相对较少，Ｐｏｕｌｓｅｎ等在苹果分裂组织微生物消除的研
究中，测试了几种物质对酵母菌的毒性，虽然这些物质对植物

材料都没有伤害，但没有一种物质能够消除酵母菌。胍类化

合物是唯一对２种酵母菌有毒的复合物，但它对分裂组织有
毒害作用。霉菌污染的一个重要特点是迅速、难控制。目前

关于真菌污染的研究还很少，有人建议用防腐剂去除真菌污

染，但有关研究尚未见报道。

另外，培养基中存在有机物是污染产生的重要原因，去除

有机物也是减少污染的一条途径。宋锋惠等在阿月浑子组织

培养的研究中，除去培养基中的 ＶＢ１、ＶＢ６、烟酸等有机成分
（保留肌醇），经２～３代培养后，能抑制细菌生长，对丛生芽
生长增殖没有影响。原因是这些有机成分是某些细菌生长的

必需物质，除去这些有机物后，细菌无法生长发育而逐渐死

亡［１３］。日本古在丰树首创的植物无糖组织培养快繁技术则

完全除去了培养基中的有机成分，输入可控制量的 ＣＯ２气体
作为碳源，并通过控制环境因子，促进植株光合作用速率，使

之由异养型转变为自养型，因而植株长势良好，污染率明显降

低［１４］。由于去除了糖，组织培养苗由玻璃瓶内培养改为箱式

大容器培养，也可将整个培养室作为培养容器，甚至不需要严

格的无菌操作，也极少被污染，这项技术至少在许多植物组织

培养苗的促根阶段应用比较成功。

３　植物组织培养中污染原因判断及污染苗抢救

３．１　污染原因判断
如果污染菌类是零星分散在培养基中，则可确定是人为

引起的污染。如培养基、接种用具灭菌不彻底；接种室长期不

灭菌，接种台摆放物品杂乱，菌类太多；超净工作台长期未换

滤网，使净化能力降低；工作人员操作不正确，动作生硬缓慢，

开瓶时间过长，操作中心在人体范围内。

如果污染菌类是从材料周围长起，则证明是植物材料带

菌引起，可能是接种工具灭菌不彻底，接种时材料被污染；或

是未及时发现污染苗，接种过程中交叉感染。

如果污染菌类是从培养基以上部分长起，而不是先从培

养基长起，且发生在５ｄ以后，则说明是材料自带的内生菌。
如果污染菌类是从培养基以下开始长菌，发生时间较早，

且有从里向外发展的趋势，则说明是切口引起的污染，原因是

灭菌后未剪去２个切口或虽剪切口但器具带菌。
３．２　污染苗抢救

细菌被污染后，由于细菌繁殖靠芽孢，细菌不会弥散整个

空间，因此只要及时发现，将材料上部未感菌部分去除转接，

材料仍然可以用；但若真菌被污染，则必须经高温、高压灭菌

后扔掉，即使仅形成菌丝，因为菌丝能到达材料内部，真菌污

染是灭绝性的。

用抗生素等杀菌剂处理，虽有不少报道，但至今未发现有

抗生素能对各种菌都有效，并且常会影响植物材料的正常生

长分化。有的另一些药剂虽杀菌效果好，但往往容易引起盐

害，无法利用。

对已污染的培养物，有时因植物材料难得或重新发生要

花费很多时间，也可切取较大植株重新消毒接种。李春燕等

分别用４００万、６００万单位／Ｌ青霉素无菌水溶液浸泡银白杨
组织培养细菌污染苗４０ｍｉｎ以上，可有效防治组织培养中的
细菌污染。处理过的苗继代培养时，不再重复出现细菌污染

现象，且苗分化能力强，生根培养时根系发达，移栽成活率

高［１５］。李颖等研究证明，如果继代培养中只有真菌污染，采

用３％多菌灵无菌液浸泡０．５ｈ以上即可，用无菌水冲洗后接
种或不用无菌水冲洗直接接种都可消除真菌污染。如果在细

菌污染和细菌、真菌同时污染的情况下，可采用 ＨｇＣｌ２消毒法
把污染培养苗切割成较长茎段作外植体，用自来水冲洗

０．５ｈ，再在超净工作台上用乙醇和 ＨｇＣｌ２进行短时间处理，
即可再度建立无菌苗培养体系［１６］。

４　结论

传统组织培养过程繁杂的技术环节都是围绕防止污染而

制定，控制污染成为组织培养中的首要技术，而植物组织培养

污染的控制取决于灭菌技术、灭菌设备、外植体年龄、环境条

件等许多方面。尽管在植物组织培养过程中尽量使无菌条件

更完善，但污染还是经常发生，甚至有时整个实验室的组织培

养苗突然被污染而全部死亡，造成巨大损失，因而人们对细菌

污染研究较多。有些研究人员希望用抗生素防治细菌污染，

抗生素可以被直接加入到培养基中，也可以用抗生素喷洒或

浸泡外植体。总之，针对不同植物品种要想找到一种合适的

抗生素处理组合比较困难，工作也较繁琐。一般认为，没有一
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种抗生素对所有细菌都有效，即使有效，抗生素消除植物组织

培养污染的方法也是暂时解决方案，如果为消除污染而长期

使用抗生素，必然对组织培养苗的生长、分化、生根产生一定

影响。随着科学技术不断发展和进步，将会出现更高效、节能

的新设备、新技术、新方法应用于组织培养技术，从而有效控

制污染发生。
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　　摘要：以本生烟草为材料，研究了不同激素组合对本生烟草愈伤组织诱导和植株再生的影响。结果表明：当本生
烟草叶片在ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．２ｍｇ／ＬＫＴ培养基中培养时，其出愈率最高，愈伤组织生长状况最好；在ＭＳ＋
１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ培养基中不定芽生长最快，但存在一定程度的玻璃化现象；ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ培养基中不定芽长势较慢，但玻璃化程度较轻；对于生根诱导，ＭＳ、１／２ＭＳ培养基都可诱导不定根的产
生，但ＮＡＡ对根的生长更有效。
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　　烟草是重要的经济作物，常被作为基因工程和分子生物
学研究中重要的模式植物［１－５］。目前烟草遗传转化研究多用

普通烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ）作为受体，而对本生烟草
（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ）的研究相对较少。本生烟草和普通
烟草有密切的亲缘关系［６－７］，由于其植株矮小，生长速度快，

生命周期短，对植物病毒非常敏感，所以是基因功能分析和植

物病害研究的重要工具［４－８］。有关本生烟草转基因的研究也

见诸报道，通过在本生烟草中瞬时表达促红细胞生成素基因，

能够生产重组蛋白 －促红细胞生成素［９］。利用本生烟草建

立的质体转化系统，可以用来研究质体和细胞核基因间的相

互作用，以及检测质体中相关基因的表达情况［７］。研究表

明，不同烟草品种的组织培养条件有所区别，如果完全按照普

通烟草的培养方法培养本生烟草，容易出现外植体褐化、不定

芽玻璃化等现象，并且很难获得再生植株［４－５］。激素是植物

组织培养中的关键因素，在建立本生烟草再生体系的整个培

养过程中，激素的使用起到了非常重要的作用［４－５，１０］。因此，

如何获得最佳的激素组合，成为建立本生烟草高效再生体系

的关键。本研究探索了本生烟草愈伤组织诱导和植株再生的

最佳条件，旨在为建立高效的本生烟草悬浮细胞培养体系和

遗传转化体系奠定基础。
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