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抑菌剂及接种条件在矮牵牛开放式快速繁殖中的效果
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　　摘要：以矮牵牛为外植体，将不同种类和浓度的抑菌剂加入培养基中，确定适合矮牵牛开放式快速繁殖的最佳抑
菌剂种类和浓度。结果表明，Ｙ１和Ｙ２均可作为矮牵牛开放式快速繁殖的抑菌剂，Ｙ１浓度为２．５％时抑菌效果最佳
且外植体生长良好。接种器具用抑菌剂浸泡消毒５ｍｉｎ后在空气消毒后的制剂间接种可以达到超净工作台的效果。
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　　植物开放式快速繁殖是指在抑菌剂的作用下，使植物快
速繁殖脱离严格无菌的操作环境，不需高压灭菌和超净工作

台，用普通容器代替组培瓶，在自然、开放的有菌环境下进行

植物的快速繁殖。该技术实现了把植物组培从无菌实验室移

到自然环境中进行，可降低植物快繁要求、简化快繁程序、降

低快繁成本、提高快繁效率。当前关于植物开放式快速繁殖

的研究重点是围绕污染控制问题展开，抑菌剂的选择成为开

放式快速繁殖是否成功的关键。利用抗生素、农药、家用消毒

剂、植物提取物等作为抑菌剂方面的研究均有报道，崔刚等首

次采用植物提取液作为抑菌剂对葡萄茎段进行培养，成功获

得外植体，由此开始快速繁殖的相关研究［１］。陈瑞丹等以植

物混合提取液作为抑菌剂对梅花茎段进行培养［２］。丁国昌

等以退菌特为抑菌剂获得黑木相思开放式快速繁殖的再生

苗，污染率仅为９．３％［３］；解辉等以家用消毒剂次氯酸钠作为

香蕉开放式快速繁殖的抑菌剂，认为浓度在０．０１％以上可有
效抑制培养基的污染［４］；赵青华等将特制的Ｈ１９８抑菌剂４００
倍液添加到培养基中，获得魔芋的再生苗［５］；王赵玉等比较

生物农药大蒜素与化学农药代森锰锌的抑菌效果，认为适当

浓度的大蒜素和代森锰锌抑菌效果均比较理想且不会对植物

生长产生副作用［６］。王丹用山梨酸钾作为抑菌剂获得红豆

杉的再生苗［７］。本研究以２种复合抑菌剂（Ｙ１，Ｙ２）作为矮牵
牛开放式快速繁殖的抑菌剂，研究适合矮牵牛外植体生长的

最佳抑菌剂种类和浓度，以及合适的接种操作方法，以期建立

其开放式快速繁殖技术体系，简化快速繁殖程序，降低快速繁

殖成本，为植物的低成本工厂化生产提供理论依据和技术

支撑。

１　材料与方法

１．１　材料
植物材料为矮牵牛茎尖和茎段。抑菌剂为复合型抑菌

剂，Ｙ１由植物提取，Ｙ２是化学合成制剂，均由上海宇涵生物
科技有限公司提供。

１．２　方法
１．２．１　抑菌剂筛选　以ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ
为矮牵牛培养基，将不同浓度的Ｙ１、Ｙ２抑菌剂分别添加到培
养基中，培养基不经过高温高压灭菌直接接种。Ｙ１抑菌剂浓
度为１．２５、２．５０、３．５０ｍＬ／Ｌ，Ｙ２抑菌剂的浓度为０．２５、０．５０、
１．００ｍＬ／Ｌ。以传统制备方法即高温高压灭菌为对照。
１．２．２　接种条件的筛选　接种盘、镊子、刀片不同处理：高压
灭菌、乙醇浸泡消毒、抑菌剂浸泡消毒、不消毒。接种环境：超

净工作台接种、空气消毒后的制剂间接种。以快速繁殖的传

统接种方法为对照。

１．２．３　统计与分析　材料接种培养后，在一定时间内对材料
的污染率、芽分化率以及外植体生长状况作观察记载及必要

的统计。本试验中，污染率＝污染的外植体数／接种的外植体
数×１００％；分化率＝已分化的外植体数／接种后成活外植体
数×１００％。

统计相关的数据，采用 ＳＰＳＳｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ１０．０统计分析
软件包对试验观察数据进行分析。

２　结果与分析

２．１　抑菌剂种类及浓度对矮牵牛快速繁殖的影响
试验于２０１５年３月１１日进行，接种后定期观察外植体

生长状况，接种后７、１４、２０ｄ分别统计外植体污染情况，接种
后３０ｄ观察统计外植体分化状况。与传统组织培养相比，污
染率一直是植物开放式快速繁殖的一大难题。从表１可以看
出，传统的灭菌方式培养２０ｄ时污染率为０。加了抑菌剂的
培养基在一定程度上能控制污染，但达不到高压灭菌的效果。

Ｙ１、Ｙ２在低浓度时污染率较高，浓度高时基本能达到与传统
灭菌方式一样的无菌效果。培养７ｄ时，不加抑菌剂和不进
行高压灭菌的ＣＫ２污染率最高，为８０％，其次是 Ｙ１浓度为
１．２５ｍＬ／Ｌ时，污染率为 １３％。培养 １４ｄ时，Ｙ１浓度为
２．５０ｍＬ／Ｌ、Ｙ２浓度为０．２５ｍＬ／Ｌ时开始出现污染，之后污染
逐渐加重，２０ｄ时污染率分别达到３３％和２０％。由此可见，
１４ｄ是污染加重的一个拐点，为了减少污染，可在培养１４ｄ
左右更换培养基。
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表１　抑菌剂种类及浓度对矮牵牛快速繁殖污染率的影响

抑菌种类
抑菌剂浓度

（ｍＬ／Ｌ）
接种瓶

数（瓶）

７ｄ污染
率（％）

１４ｄ污染
率（％）

２０ｄ污染
率（％）

Ｙ１ １．２５ １５ １３ ３３ ６０
２．５０ １５ ０ １３ ３３
３．５０ １５ ０ ０ ７

Ｙ２ ０．２５ １５ ０ ７ ２０
０．５０ １５ ０ ０ ７
１．００ １５ ０ ０ ０

ＣＫ１ 不加抑菌剂，高

压灭菌

１５ ０ ０ ０

ＣＫ２ 不加抑菌剂，不

高压灭菌

１５ ８０ １００ １００

　　抑菌剂对外植体分化率及生长状况的影响见表２。从表
２可以看出，随着 Ｙ１浓度的升高，外植体的分化率减少，Ｙ１
浓度为１．２５、２．５０ｍＬ／Ｌ时分化率差异不显著。本试验所设
的Ｙ２等３个浓度均不利于外植体的分化，外植体只伸长生长，
并且随Ｙ２浓度升高，外植体黄化率增高，直至全部死亡。

比较Ｙ１和Ｙ２的污染率及外植体生长状况可以看出 Ｙ２
作为抑菌剂可以很好的抑菌污染，但对外植体的伤害很大，很

小的浓度就能使外植体整株黄化甚至死亡。Ｙ１抑菌力不及
Ｙ２，但对外植体伤害小，外植体能正常生长与分化。适合矮
牵牛开放式快速繁殖的抑菌剂种类为Ｙ１、浓度为２．５ｍＬ／Ｌ。
２．２　接种条件对矮牵牛外植体生长及分化的影响

以抑菌效果最好的浓度为２．５０ｍＬ／Ｌ的Ｙ１为抑菌剂添

表２　抑菌剂种类及浓度对矮牵牛快速繁殖的影响

抑菌剂种类 抑菌剂浓度（ｍＬ／Ｌ） 接种瓶数（瓶） 分化率（％） 外植体生长状况

Ｙ１ １．２５ １５ １００ａＡ 未污染的外植体生长良好，分化正常

２．５０ １５ ９３ａＡ 外植体生长良好，分化正常

３．５０ １５ ５３ｂＢ 外植体生长纤细，部分分化

Ｙ２ ０．２５ １５ ０ｃＣ 外植体老叶萎黄，不分化，伸长生长缓慢

０．５０ １５ ０ｃＣ 外植体不生长，叶片萎黄，逐渐死亡

１．００ １５ ０ｃＣ 外植体不生长，叶片萎黄，逐渐死亡

ＣＫ１ 不加抑菌剂，高压灭菌 １０ １００ａＡ 未发生污染，外植体生长良好，正常分化

ＣＫ２ 不加抑菌剂，不高压灭菌 １０ ０ｃＣ 污染严重

　　注：各处理芽分化率进行ＬＳＤ检验，同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平差异显著，不同大写字母表示在０．０１水平差异显著。

加到矮牵牛开放式快速繁殖的培养基中，在不同的接种条件

下进行接种，观察外植体污染情况和生长状况，以确定接种条

件对抑菌效果的影响。试验结果表明，接种器具用５００ｍｇ／Ｌ
的Ｙ２浸泡消毒５ｍｉｎ可以达到彻底消毒的效果，制剂间空气

消毒后接种和超净工作台接种污染状况没有差异，接种器具

经抑菌剂浸泡消毒后在空气消毒后的制剂间进行接种与传统

的在超净工作台里进行的接种效果一样。制剂间空气消毒可

作为矮牵牛的开放式快速繁殖的接种环境（表３）。

表３　接种条件对矮牵牛外植体污染的影响

处理 接种条件
接种瓶

数（瓶）

污染率（％）
接种７ｄ 接种１０ｄ 接种１５ｄ

１ 接种器具抑菌剂浸泡消毒５ｍｉｎ后超净工作台接种 ２０ ０ ０ ０
２ 接种器具不消毒，制剂间空气消毒后进行接种 ２０ ３０ ４５ ５０
３ 接种器具抑菌剂浸泡消毒５ｍｉｎ，制剂间空气消毒后进行接种 ２０ ０ ０ ０
４ 接种器具不消毒制剂间不消毒接种 ２０ ８５ １００ １００
５ 接种器具高压灭菌后在超净工作台接种（ＣＫ） ２０ ０ ０ ０

３　结论与讨论

试验结果表明，Ｙ１、Ｙ２在植物组织培养中的抑菌效果良
好，Ｙ２的抑菌效果更佳，但Ｙ２在抑菌的同时，对外植体的伤
害较大，外植体出现生长缓慢，叶片黄化，最后全株黄化死亡。

Ｙ１由植物提取液组成，抑菌效果相对 Ｙ１较弱，但对外植体
不产生伤害，外植体正常生长和分化。综合抑菌能力和外植

体的生长状况，Ｙ１浓度为２．５％是最佳的抑菌剂。接种器具
用Ｙ２浸泡消毒５ｍｉｎ后在空气消毒后的制剂间进行接种，可
以替代在超净工作台接种。化学抑菌剂在抑菌的同时影响外

植体生长、甚至导致外植体整株死亡，植物提取的抑菌剂对外

植体的伤害相对小［８－９］，发现更多更有效的植物性抑菌剂是

今后工作的重点。
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