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植物组织培养中污染原因及其控制方法

赵春莉，李金英

(吉林农业大学园艺学院，长春 130118)

摘 要：本文针对植物组织培养当中污染的问题，主要从植物组织培养当中污染原因和控制措施等方面

进行了论述，并讨论了当前采用植物组织培养这项技术，在污染控制方面存在的问题。
关键词：组织培养；污染原因；污染控制

中图分类号：Q943.1 文献标识码：A

Reasons of Contamination in Plant TissueCulture andControllingMeasures
ZHAO Chun- li, LI Jin- ying

(College of Horticulture, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China)
Abstract: According to problems of contamination in plant tissue culture, the causes of

contamination, some effective approaches of controlling or reducing contamination were systematically
pointed out in the paper. Some problems of contamination in current plant tissue culture were discussed.
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1 研究污染的意义

植物组织培养是 20 世纪初开始，以植物生理

学为基础发展起来的一项植物繁殖技术。污染是

组织培养过程中首先遇到的问题，且难以控制。不

能把污染率降低到可以接受的范围，也就意味着

这项工艺不能进行下去。因此，控制污染成了组培

中的首要技术[1]。
污染是组织培养中普遍存在的问题。在植物快

速繁殖过程中，培养基、超净工作台、接种室消毒不

严或无菌操作不规范等均可导致污染的发生[2]。另

外，对于植物本身，特别是对那些在热带、南亚热

带生长的植物，由于常年高温多雨，空气湿度大，

在植物茎叶表面容易滋生大量的微生物，甚至一

些菌丝体侵入表皮内的薄壁组织，不能被一般的

表面消毒方法所清除，随材料带入培养过程，引起

内生菌的污染 [3]。这些都严重影响了组培苗的商

业化生产。因此，研究微生物污染的种类、来源、
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消毒方法以及一些抑制剂的筛选，对减轻微生物

造成的污染，提高培养成功率和培养物的成活率，

降低成本，提高经济效益等都有重要意义[4]。

2 影响污染的关键因素

影响污染的因素有很多，概括起来主要有两

方面：一是植物本身带菌(简称外生菌)所造成的

污染。外植体带菌是不易清除的，特别是外植体内

部所带的菌(简称内生菌)，特别难消除。二是组织

培养工艺过程中的各个环节操作不当或不严格而

带菌[5- 6]所导致的污染。具体分析起来有以下几方

面的污染因素。
2.1 外生细菌

外生细菌的症状是在初代培养中，表面细菌

引起的污染通常在 2～3 d 就能在外植体周围或

培养基表面形成明显的水污状、油污状、气泡或干

缩的红、黄或乳白等颜色的菌落。
2.2 内生细菌

2.2.1 内生细菌污染的种类

在组培中，由于材料内部(细胞或细胞间)的内

生菌不能被一般的表面消毒方法所清除，随材料

带入培养过程引起污染称内生细菌污染或内源细
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表 1 在组培中已经报道的部分内生细菌种类 [8]

菌污染[7]。内部污染问题包括病毒、类病毒以及其

他需要复杂营养的原核生物，后者包括与植物有

关的细菌以及无细胞核的原核生物及寄生于维管

组织中的细菌。它们可以是潜伏的，分布也比较

广，木质部、韧皮部、局部或全身。

从以前的报道看，已经被鉴定的内生细菌的

种类主要有：黄单胞菌属(Xanthommnas)、芽孢杆

菌属(Bacillus)、葡萄球菌属(Staphylococcus)等等，

具体见表 1。
从表中可以看出，内生细菌的种类非常多，但

引起内生细菌污染的内生细菌种类远不止上表所

列。目前在各种农作物和果树等经济作物等大多

数植物中发现的内生细菌已经超过 129 种 (隶属

54 个属)之多。
2.2.2 植物内生细菌污染的症状及其危害性

2.2.2.1 症状

内生细菌的症状是在外植体培养后 3～5 d
内未发生细菌污染，但以后会不断地出现明显或

不明显的细菌菌落，这种情况就有可能是由内生

细菌引起的污染。
2.2.2.2 危害性

内生细菌引起的危害较多，主要包括：导致早

期培养的失败，引起增殖效率的降低，培养物生长

减缓，玻璃苗增加等等。并在后期导致试管苗移栽

的困难甚至死亡，有报道说有时污染也会引起培

养物遗传变异，但也有报道说一些潜在污染并不

影响培养物增殖[9- 10]，这有待于进行进一步的研究

工作，从而得出结论。
2.3 接种用具

植物组织培养中的器具包括：镊子、剪刀、刀

片、三角瓶、培养皿、封口膜等，污染的原因有时是

这些器具灭菌不彻底，操作时要注意器具的灭菌

要到位，另外超净工作台滤布不洁也会造成污染。
2.4 培养基

培养基的污染表现为接种前后培养基出现大

量污染 [11]。若菌落只存在于培养基表面且多为真

菌时可能是由于瓶塞不严或扎瓶口的橡皮筋松

弛，或放置培养基的空气环境中孢子过多；如果菌

落存在于培养基内则很可能是由于各种贮存母液

的污染而引起的；另外，培养瓶不洁净或灭菌不彻

底也会导致培养基在未接种前即有大量污染。
2.5 培养环境

植物组织培养中的培养物的培养环境大体可

以分为外部环境和内部环境两个大环境。
2.5.1 外部环境

组培室在公路边、工矿区、垃圾场和集市等附

近，污染源多、杂，难以控制。
2.5.2 内部环境

组培室、接种室门窗封闭不严，给苍蝇、飞蛾、
蜘蛛等的进入创造了条件，有利于杂菌传播，同时

室内尘埃多，若不经常清洁消毒，将会使细菌增

多。
2.6 无菌操作过程

在植物组织培养过程中，能够熟练掌握无菌

接种操作的各个技术环节，是控制污染的重要措

施。这就要求操作人员在进行操作之前，要认真学

习有关无菌操作技术规程方面的知识。

3 控制污染的措施

针对上述不同的污染原因，在植物组培过程
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中，应注意以下几点无菌操作环节，严格控制污染

的发生。
3.1 培养材料的灭菌[12]

培养材料的灭菌是植物组培工作中的重要环

节，它既要求将外植体表面的微生物彻底杀死，又

要求尽可能少伤害外植体组织和表面细胞。
3.1.1 材料的预培养

若用植物茎尖、叶片等作外植体时，为降低污

染，可在室内或无菌条件下对枝条先进行预培养，

即枝条用水冲洗后插入无糖营养液中，使其发枝，

然后用新抽的嫩枝作外植体。
外植体灭菌通常分 4 大步骤：清洗外植体、

70%乙醇灭菌、0.1%升汞灭菌、无菌水漂洗。若材

料灭菌比较容易，则不需用乙醇灭菌。
经过以上的处理，在实验中污染率可控制在

10%以内，有时可达 5%以下，此杀菌过程具有一

定的普遍性。
材料消毒措施的力度越大，灭菌就越彻底，污

染率就越低，但要注意防止材料受药害 [13]。
3.1.2 多次灭菌法

多次灭菌是指将培养几天的培养物进行重新

灭菌，再进行培养，或利用多种药液多次浸泡法，

尤其是木本植物等难以消毒的材料可以采用多次

灭菌法，这样可以大大加强灭菌效果，减少污染

率。
3.1.3 培养基中添加抗生素

植物组织培养中的灭菌只能消除材料表面的

病菌，而其内部所带的细菌和霉菌等杂菌却难以

对付，有关方面报道，解决此问题的有效办法是在

培养基中添加抗生素。这样的抗生物质有链霉素、
青霉素、地霉素、夹竹桃霉素和新霉素等物质，其

应用浓度依不同培养物的不同而不同。
3.2 器具、器材与培养基的灭菌

这方面主要包括：器具清洗与灭菌、控制母液

污染、控制母液污染、器具与培养基湿热灭菌、瓶

塞松紧和大小要适中、掌握无菌操作的技术环节

以及培养室的消毒与污染控制等等。

4 讨 论

4.1 在组培过程中不管采取哪种措施，都既要保

证防止污染的效果良好，又要经济实用，同时还不

能与外植体进一步增殖分化生长相矛盾，也就是

一方面既要消灭材料上的病菌，同时又要保证材

料不受损或者只是轻微损伤组织材料，而不影响

其生长，力求从各个环节控制致变因素 [14]，但不同

植物不同部位的组织，有其不同的特点，对消毒剂

的敏感反应也不同，因此开始要进行摸索试验，以

达到最佳的灭菌效果。
4.2 在大规模微繁期间，即使外植体在一开始进

行了严格消毒，某些慢速生长的病原菌可能依然

存在，但只有在培养物经过多次继代之后，这些污

染物才表现出来并被人们所发现。污染物的长期

存在会引起试管苗生活力下降，叶片缺绿，甚至死

亡。在培养基中加抗生素或杀菌剂有可能控制这

些污染物的进一步扩展，但不可能杀灭这些污染

物。所以最好的办法还是从未受病原菌侵染的或

已经过脱毒检验的植株上切取外植体 [15]，这样能

大大降低污染率,从而达到相对令人满意的效果。
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