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　　摘要：小麦花药培养是近年来获得小麦单倍体植株的主要途径，具有迅速得到纯合植株、克服后代分离、缩短育种
年限的优点，但同时存在污染、褐化、玻璃化等问题，易造成大量人力、物力、财力的浪费。本研究针对小麦花药培养中

易出现的污染问题，对其出现原因和有效防治措施进行了系统的阐述。

　　关键词：小麦；花药培养；污染；防治
　　中图分类号：Ｓ５１２．１０３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０６－００１７－０３

收稿日期：２０１４－０７－０２
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１０７１４１３）；河南省科技攻关重
点项目（编号：１２２１０２１１０１８９）；河南省教育厅科学技术研究重点项
目（编号：１２Ｂ１８００２８）；河南省自然科学研究项目 （编号：
２０１１Ｂ２１０００２）。
作者简介：杨　雪（１９８３—），女，河南浚县人，硕士，讲师，主要从事植
物系统分类及组织培养研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｗｓ２１１＠１６３．ｃｏｍ。

　　小麦花药培养是进行小麦育种的主要途径。２０世纪７０
年代初，小麦花药培养在我国首次成功，通过研究者的不断探

索和改良，该技术的出愈率和绿苗分化率不断提高。而小麦

花药培养中易出现的污染、褐化、玻璃化等问题也引起了研究

者的关注。污染是植物组织培养中最常遇到的问题，其原因

多种多样，易发生在培养体系的各个环节。植物组织培养中

一旦出现污染，不仅造成生产成本的提高，且对珍贵材料的种

质保存极为不利；因此，污染是该领域研究者最为棘手的问

题。本文对小麦花药培养过程中可能出现的污染物种类，以

及国内外对于污染原因和防治措施的研究现状进行了系统概

述，以期为从事小麦花药培养的研究者提供理论参考。

１　污染源

能够引起植物组织培养污染的微生物主要为细菌、酵母

菌、霉菌（表１）。细菌主要包括：棒杆菌属、葡萄球菌属、短杆
菌属、链球菌属等，可通过接触污染，如外植体带菌或试验操

作不当，其潜伏期较长；酵母菌主要为隐球酵母属；霉菌主要

包括：曲霉属、地霉属、青霉属、赤霉属、镰刀菌属等，这些霉菌

能够产生孢子且繁殖力强，孢子可随空气的流动进行传播，依

附在培养容器上，所造成的污染肉眼可见［１－３］。当培养基表

面出现黑色、淡绿色、白色、粉红色等各色菌落，菌落表面呈粗

糙不平的松絮状，且后期会出现孢子粉的堆积，多由青霉、地

霉、曲霉属引起［４］；若菌落呈乳白色黏液状，与培养基表面界

限清晰，多由芽孢杆菌、肠杆菌、棒杆菌属等引起［５］。屈云慧

等认为螨和蓟马也可造成组培污染［６］。螨是一类节肢动物，

能够寄生于植物或动物体并刺吸汁液或血液；蓟马是一类靠

植物汁液维生的昆虫。二者可存在于实验室或操作间的角落

等处，活动能力强，繁殖速度快，若不注意卫生，很容易导致培

养间及培养容器的污染。Ｌｅｉｆｅｒｔ等认为植物组织培养过程中
细菌污染最为严重［７］。而某些细菌污染需要几次继代才能

发现，因此其鉴定最为困难［８－９］。

小麦花药培养属于植物组培的一种，因此对于植物组培

污染物的研究同样适用于小麦花药培养。

表１　污染源种类及表现形式

污染源 种类 表现形式

细菌 棒杆菌属、葡萄球菌属、短

杆菌属、链球菌属

扁形、乳白色黏稠状、不透

明、与培养基界限清晰

霉菌 曲霉属、地霉属、青霉属、

赤霉属、镰刀菌属

黑色、淡绿色、白色、粉红

色等菌落；表面粗糙不平

呈松絮状

酵母菌 隐球酵母属 红色或白色圆形菌落、边

缘整齐

寄生虫 螨、蓟马 以刺吸植物汁液为生、活

动能力强、繁殖速度快、

喜食菌丝、易存在于实验

室或操作间的角落等处

２　污染原因

２．１　外植体
污染可由多方面原因造成，而外植体带菌则是最常见且

难以避免的。外植体的种类、取材部位、取材时间、灭菌情况

的不同常导致其表面或内部带菌。外植体内部携带的菌称为

内生菌，内生菌通常可分离出多种杂菌，且在热带植物中尤为

突出［９］。Ｌｅｉｆｅｒｔ等研究认为植物组培中细菌污染的主要来源
有：（１）外植体内部灭菌处理不彻底，此污染占污染源的
１／３～１／２。（２）正常灭菌条件下内生菌仍能存活，此污染占
污染源的 １／４。（３）来自寄主植物的污染占 １／４～１／２［７］。
Ｂｌａｋｅ等认为牧草虫和螨是重要的污染源，其体表常带有细菌
及霉菌的孢子，在９、１０月份会造成材料带菌从而引发组培植
物污染［１０］。Ｒｅｕｓｔｌｅ等认为８、９月份牧草虫的大量繁殖容易
造成严重的组培污染［１１］。Ｅｎｊａｌｒｉｃ等在三叶胶初级培养污染
的研究中发现：高温、多雨环境更易引发污染，且随植物材料

年龄的增长，其健康状况亦不断恶化，加重组培污染［１２］。

若采用冬小麦为小麦花药培养的试验材料，应在４月初
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进行取材，优先选取呈半包状态的主茎穗，取旗叶下方的第１
节，并立即镜检。合适的取材时间及取材部位将很大程度上

降低污染的发生概率。而由外植体引发的污染，绝大多数由

其表面或内部带菌所引起。

２．２　培养条件
吴林森研究认为植物组培中的污染主要为细菌污染和真

菌污染，可通过培养基表面的菌落形态指标进行鉴定［４］。由

细菌、真菌引起的污染，大多数是由于培养基、瓶塞等灭菌不

彻底，或瓶口报纸未封严而导致真菌孢子随空气流动进入培

养瓶中引起的。

方丽等研究认为植物组培培养室中存在的污染菌种类和

数量最多，且７月份和１０月份真菌污染最为严重，可能与环
境污染、消毒措施不力有关［２］。小麦花药培养过程中，若培

养基、培养容器、培养室灭菌不彻底，或培养室地面、空气不洁

净，则很容易引起污染。

２．３　试验操作
在试验操作中，若无菌操作不当，则植物组培苗易受到污

染。试验操作人员是最大的污染菌携带者，其毛发、衣服、手

都隐藏着大量细菌。因此，操作人员进入操作间前应进行清

洁处理，如洗手、换工作服和拖鞋，否则很容易污染试验材料。

其次，若操作间存在细缝，导致携带有真菌孢子的空气进入操

作间，也可造成组培苗的污染。操作间灭菌不彻底，以及超净

工作台滤出空气中污染菌数量超标，同样会引起组培污染。

烧杯、镊子、剪刀等用具灭菌不彻底也会引起组培污染。以上

各种可能若同时存在，则会发生交叉污染［６－９］。

３　污染的防治措施

３．１　外植体的污染防治
３．１．１　外植体的选择　由于外植体的取材时间、取材部位不
同，其所携带菌类也不同，取材应避开高温、多雨的天气或季

节，而选择在晴天中午进行［１３］，此时空气干燥，材料内的寄生

菌较少。结合小麦花药发育时期，小麦花药培养的取材时间

最好在晴天的０９：００—１０：００或１５：００—１６：００。
３．１．２　外植体的处理与消毒　小麦花药培养中，采回的材料
应立即用保鲜膜或塑料布包裹，并置于４℃冰箱内进行低温
预处理。低温可增加小麦花药的出愈率，降低外植体被污染

的程度［１４］。刚采回的外植体表面常带有一些微生物，需进行

表面消毒，常用消毒剂有：７５％乙醇、氯化汞（升汞）、次氯酸
盐、溴水、过氧化氢等。使用消毒剂前先用乙醇擦拭则效果更

好，而氯化汞、次氯酸盐等消毒剂的浓度也是关键因素。彭广

霖等研究认为５～１０ｍｇ／Ｌ的次氯酸钠溶液对马铃薯及切花
菊组培的抑菌效果最好，是消除枯草杆菌的首选消毒剂［１５］；

彭广霖等研究认为０．０５０～０．０７０ｍｇ／Ｌ的氯化汞溶液对大花
萱草和切花菊苗的抑菌效果最好［１６］；覃建兵等研究认为

１０．０％的家用消毒剂、０．１％的升汞对小麦幼穗组织有等同、
高效的灭菌效果［１７］。但消毒剂的使用仍存在一些问题：消毒

时间过长易对外植体造成伤害，降低成活率；时间过短则消毒

不彻底，增加污染概率［１８］。国内外研究者做了大量研究和筛

选，尚未找到理想的消毒剂［１９］。目前我国在组培中使用的消

毒剂主要为氯化汞，但研究表明汞离子对细胞生长有负面影

响，使用后须将汞离子彻底消除，以免对植物造成危害［２０］。

崔刚研究认为抑生素的浸泡浓度、浸泡时间对外植体的

污染率、成活率具有决定性作用［２１］。对小麦外植体的研究中

发现：用４％的抑生素浸泡 ４～６ｈ后接种于抑生素浓度为
２．０％的培养基上，小麦的污染率为３０％，成活率为８１％，萌
芽率为８１％，且生长健壮，可见此浓度的抑生素能有效防止
大部分外植体污染。Ｒｅｕｖｅｎｉ等认为用利福平溶液对番木瓜
侧芽进行预处理，不但可减少外植体污染，对番木瓜也无毒副

作用［２２］。对于难以灭菌且易污染的外植体，常采用多种药剂

交替浸泡法［２３］。李颖等研究认为可用多菌灵和青霉素的混

合液浸泡受污染的外植体，多菌灵能有效消除真菌，青霉素则

在初代培养中有效抑制细菌，二者的结合使用可更加有效地

防治污染［２４］。

３．２　培养条件的污染防治
３．２．１　培养基的灭菌　高压蒸汽灭菌是组培中培养基常用
的灭菌方法，而高压蒸汽灭菌锅是试验中必不可少的，排除锅

内空气是其使用的关键。朱小虎研究认为一次排空气法无法

完全排除锅内空气，因此采用二次排空气法［２５］。首先按常规

方法进行第１次排气并继续加热，当压力表再次上升时进行
第２次排气，如此培养基便可彻底灭菌。另外，消毒桶内物品
不应堆积太紧、太满，否则会阻碍桶内热空气的流通与交换，

造成升温较慢，灭菌不彻底。使用高压蒸汽灭菌锅时对灭菌

时间有严格的规定，任意延长灭菌时间会造成温度对培养基

成分的破坏［２６］。

３．２．２　在培养基中添加抗生素等　抗生素是组培中用于防
治污染的传统药剂，但由于抗生素具有抑菌谱，且不同植物材

料对不同抗生素的适应性各异，使其具有一定局限性。王春

在对马铃薯试管苗的研究中发现：氨苄西林钠、硫酸链霉素的

抑菌控制在２０ｍｇ／Ｌ左右时，对组培中的细菌污染具有较好
的抑菌效果，而硫酸庆大霉素、盐酸林可霉素则对马铃薯的生

长具有一定抑制作用［２７］；王亦非等研究认为２００ｍｇ／Ｌ的青
霉素对海芋内生菌有较好的抑制效果［２８］；黄小荣等在香水白

掌继代培养中发现：３００ｍｇ／Ｌ的青霉素对革兰氏阳性菌有较
好的抑制效果［２９］；Ｌｅｖｉｎ等研究认为３０ｍｇ／Ｌ利福平对合果
芋丛生芽继代培养中的污染菌有较好的抑菌效果［３０］。抗生

素对部分植物的污染菌具有较好的抑菌效果，但单一抗生素

适用的局限性太强，因此有些研究者将多种抗生素结合使用。

翟建中等在长春蔓的研究中发现：同时使用链霉素、庆大霉

素、头孢唑林钠能有效控制污染菌［３１］；周俊辉等在万年青的组

培研究中发现：２５ｍｇ／Ｌ利福平、５０ｍｇ／Ｌ氯霉素混合处理污染菌
的抑菌效果较好［３２］。此外，抗生素对外植体的愈伤组织诱导、分

化具有一定影响。低浓度青霉素Ｇ钠（２０万单位／Ｌ）可促进外
植体的生长及根系发育，高浓度则为抑制效果［３３］；刘萍等研

究发现１０万单位／Ｌ的青霉素能加快小麦幼穗愈伤组织的形
成、生长及根的再分化［３４］。

医用杀菌剂对组培中的真菌污染具有一定防治效果，但

对组培苗的分化、生长有抑制作用。刘静等研究发现：将医用

杀菌剂、抗生素混合使用可有效抑制组培中的污染菌，且基本

不存在污染菌的反复性［３５］。除抗生素和各种杀菌剂外，一些

研究者发现壳聚糖对组培污染菌也有较好的抑菌效果。李春

香等研究发现：１．５ｍｇ／ｍＬ的５万分子量壳聚糖对红掌继代
培养中的污染菌有较好的抑菌效果［３６］。窦癑研究发现：丁
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香、黄莲、大黄、菊花、小蘖这５种中草药的提取液对组培中常
见的污染菌均有较好的抑菌效果［３７］。

３．２．３　培养容器的灭菌　培养器皿和玻璃容器常使用干热
灭菌，于１６０～１７０℃下连续灭菌１～２ｈ。容器放置过满、过
挤，或升温时未打开箱顶通风孔均会影响灭菌效果。

３．２．４　培养室的灭菌　对培养室灭菌常采用：紫外灯照射、
空气净化器、甲醛、高锰酸钾熏蒸、艾叶和仓术、艾叶和新洁尔

灭等，其中紫外线、甲醛熏蒸对材料和人体都有一定危害性，

要谨慎使用。空气中的真菌孢子和细菌是培养室的主要污染

源，因此要保证培养室的清洁，如经常用新洁尔灭擦拭门窗、

地面；定期打开紫外灯或臭氧发生器进行灭菌；每半月或１个
月进行开窗通风，以免细菌大量繁殖；发现感菌材料立即将其

转移，且不能随意丢弃，由专人回收，以免感染其他材料［３８］。

李文凯等研究发现：仓术熏蒸的灭菌效果与紫外线照射、甲醛

熏蒸无显著差异，且对人体无毒副作用，灭菌效果维持时间较

长［３９］；邹瑜等研究发现：将空气灭菌器、艾叶和仓术熏蒸消毒

法轮换使用，可使灭菌效果达到最佳，因此，使用中草药艾叶、

仓术进行空气熏蒸是培养室空气灭菌的新方法［４０］。

３．３　试验操作的污染防治
３．３．１　无菌室的灭菌　接种室环境相对封闭，若存在缝隙或
密封不严的情况，易使外界不洁净的空气进入，导致空气中充

满真菌孢子、细菌以及其他微生物。对于无菌室的灭菌，每次

接种前先用７５％乙醇向空气中喷雾，使空气中的细菌和真菌
孢子沉降下来，之后打开紫外灯照射２０～３０ｍｉｎ。接种前用
７５％乙醇或１∶５０的新洁尔灭对超净工作台内部进行灭菌，
接种后再次对无菌室进行紫外照射灭菌。

３．３．２　接种用具的灭菌　无菌操作试验中，镊子、手术刀等
工具使用前先经灭菌才可拿进超净工作台。每次接种前先用

７５％乙醇蘸洗工具，并置于乙醇灯火焰处灼烧灭菌。对于接
种镊子，其灼烧长度要大于插入容器的长度，包括镊子的内外

两侧。灼烧后，工具温度降至常温时方可接种，因此，仅有１
套接种工具将大大降低接种效率。

３．４　人为污染的防治
操作人员是组培试验中最大的带菌体。因此，人员进入

无菌室之前，先清洗双手，再用７５％乙醇擦拭双手及手臂［４１］；

穿上已灭菌的白大褂和拖鞋，并保证白大褂和拖鞋定期清洗

灭菌；佩戴口罩，避免因说话、咳嗽产生污染。试验过程中避

免双手碰触材料和器皿边缘，以免使材料交叉污染。

４　总结与展望

小麦花药培养是目前小麦产生单倍体的主要途径，不少

研究者不断对其进行着探索和改良，但污染始终是制约小麦

花药培养发展的主要因素之一。因此，国内外众多研究者针

对污染问题寻求着各种对策，如培养室和无菌室的管理、培养

基的灭菌方法、培养容器和接种工具的灭菌、外植体的选择与

消毒、人为污染的防治。除使用各种抗生素和抑菌剂防治组

培中的污染菌外，一些研究者提出了新思路。Ｈｅｒｍａｎ研究发
现：有些菌类的存在不会对组培造成危害，反而能够刺激外植

体某些器官的生长［４２］。虽然该机理尚未明确，但为组培的研

究提供了新的可能性。
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芹菜不同器官、品种 ＣＥＬⅠ核酸酶提取的比较
史艳慧，赵吉强，陈　磊，李丽霞，徐 　艳，张园园，郭善利，宋建成

（烟台大学生命科学学院，山东烟台２６４００５）

　　摘要：随着ＴＩＬＬＩＮＧ技术的发展，发挥关键作用的芹菜ＣＥＬⅠ核酸酶也得到了越来越广泛的应用。鉴于其活性直
接影响突变体检测的效果，而芹菜粗提物中ＣＥＬⅠ核酸酶的含量和活性因提取组织及提取程序不同而有较大变化，所
以本研究分析了芹菜不同器官、品种等因素对ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物提取量的影响，并用只含有１个碱基差异的２个目
的ＤＮＡ片段形成的杂交链为底物对其活性进行了鉴定。结果表明：芹菜不同器官和品种间的ＣＥＬⅠ核酸酶提取量存
在较大差异。不同器官的榨汁率和提取量，以茎的出汁率最高，而叶片中的提取量显著高于根和茎中的提取量；在本

研究所用的３个品种中，以山东地方品种马家沟芹的提取量最高，山芹次之，西芹的提取量最低；ＣＥＬⅠ核酸酶的活性
鉴定表明，ＣＥＬⅠ核酸酶粗提物能有效切割ＤＮＡ双链中的错配碱基。
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　　定向诱导基因组局部突变技术［１］（ｔａｒｇｅｔｉｎｇｉｎｄｕｃｅｄｌｏｃａｌ
ｌｅｓｉｏｎｓｉｎｇｅｎｏｍｅ，ＴＩＬＬＩＮＧ）是研究功能基因组的重要技术之
一，在众多反向遗传策略中最有应用前景［２］，利用ＣＥＬⅠ核酸
酶切割错配碱基在 ＴＩＬＬＩＮＧ技术中检测突变位点时具有非
常重要的作用［３－４］。ＴＩＬＬＩＮＧ技术中用 ＣＥＬⅠ核酸酶进行突

变位点检测的主要流程如下：（１）以５０％致死剂量的 ＥＭＳ诱
变种子［５］，产生大量点突变，并组成饱和突变群体；（２）提取
突变群体单株基因组 ＤＮＡ并构建 ＤＮＡ池；（３）根据目标基
因设计特异引物，以 ＤＮＡ池为模板进行目的片段的 ＰＣＲ扩
增；（４）扩增产物经变性、退火，获得野生型与突变型的异源
双链核酸分子后进行ＣＥＬⅠ核酸酶酶切［６－７］；（５）电泳检测含
有突变位点的阳性 ＤＮＡ池；（６）相同方法从阳性 ＤＮＡ池中
筛选突变个体；（７）突变体经测序、有效突变预测和表型鉴定
获得目的基因的有效突变等位基因。ＣＥＬⅠ核酸酶是从芹菜
中提取的分子量约为４３ｋｕ的单链特异性切割酶，能特异性
切割错配碱基。商业高纯度 ＣＥＬⅠ核酸酶的价格昂贵，其应
用在一般科研单位或进行 ＴＩＬＬＩＮＧ育种实践时受到较大限
制。尽管国内外相关文献已经报道了此酶的提取和纯化过
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