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抗菌肽在棉花、烟草组织培养中的应用初探 
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摘 要：经0．1％氯化汞处理 5 min后，用无菌水冲洗 3～5次 ，再用 0．12 mg／mL抗菌肽溶液浸泡棉花去壳种 

子能有效地防止棉花组织培养中常见的真菌污染 ，且对棉花根系的发育没有影响，同时在愈伤诱导阶段使用 

抗菌肽对棉花愈伤没有影响。在烟草组织培养中使用抗菌肽对愈伤及芽和芽生根没有影响，单独使用抗菌 

肽对细菌的杀菌效果没有头孢菌素好 ，但是抗菌肽与头孢菌素配合使用能有效地防止细菌污染。经初步研 

究抗菌肽可以应用于棉花 、烟草组织培养，并对组织培养中的污染有良好的防治效果。 
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Preliminary Exploration of the Application of Antibacterial 

Peptide in Cotton and Tobacco Tissue Culture 
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Abstract：The treatment of peeled cotton seeds by 0．1％ mercuric chloride for 5 min．washed with sterile water 3～ 

5 times，and then immemed in 0．12 mg／mL antibacterial peptide liquid，was effective in preventing most common 

fungal contamination of the cotton tissue culture，and did not effect the development of cotton roots．Th e using of anti— 

bacterial peptide in callus induction stage showed no impact on cotton callus．The using of antibacterial peptide in the 

tobacco tissue culture showed no impact on callus，shoots and shoots regeneration．Individual treatment by antibacteri— 

al peptide for the bacteria，the bactericidal effect was less than that by eephalosprin，but the joint treatment of anti— 

bacterial peptide and cephalosprin could prevent bacterial contamination effectively．In this preliminary study antibac— 

terial peptide could be applied in cotton and tobacco tissue culture present good performances in fungal and bacterium 

contamination contm1． 
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植物组织培养经过近一个世纪的发展，在科 

学研究和生产上均得到广泛应用，但在技术上还 

存在不少问题⋯。污染是植物组织培养过程中 

最常见 的现象，也是组织 培养 过程 中一大难 

题 。在组织培养过程中，污染主要源于细菌和 

真菌。植物组培污染的来源，可归结为两方面：一 

是操作污染和环境污染；二是外植体自身带菌污 

染 。目前研究主要集中在防治细菌污染方面， 

对真菌污染研究较少，而且真菌污染有着感染面 

积大、难以控制等特点，一旦暴发会导致全部材料 

报废，对 一些珍 贵的材料来说是 很严重 的威 

胁 。因而，在培养基中添加杀菌剂已成为防治 

污染的一种重要方法。 

抗菌肽作为一种高度热稳定性抗菌物质，具 

有广谱抗菌性。在植物组织培养中添加抗菌肽来 

控制污染的研究尚未见报道。本试验首先通过抗 

菌肽与常规消毒方法相结合对组培原材料进行消 

毒，从源头控制污染 ，然后又将抗菌肽与抗生素相 

结合对组织培养的中间材料进行消毒，从而防止 

过程污染，同时观察抗菌肽对组培材料生长和发 
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育是否有影响，以期找到有效降低组织培养中真 

菌、细菌污染的新方法。 

1 材料与方法 

1．1 植物材料 

棉花珂字 312由山西运城棉花所提供；棉花 

Y18和烟草 NC89由中国农业科学院生物技术研 

究所提供。 

1．2 试剂 

0．6 mg／mL抗菌肽原液，经121 oC 30 min高 

温灭菌处理，由本实验室制备；0．1％氯化汞，15％ 

双氧水，Gelrite均购于Sigma公司；琼脂购于鼎国 

生物技术有限公司；其他试剂购于上海生工生物 

工程技术有限公司。 

1．3 培养基 

MS1(MS大量元素)培养基、MS2(MS微量元 

素)培养基、MS3(MS铁盐)培养基和 B5培养基。 

MSB 为上述培养基的维生素成分。 

烟草愈伤诱导培养基：MSB+6一BA(2 mg／ 

L)+IAA(5 mg／L)+琼脂(5 g／L)+蔗糖(30 g／ 

L)，pH 6．0。 

烟草生根培养基：MSB+IAA(1 mg／L)+琼 

脂(5 g／L)+蔗糖(25 g／L)，pH 6．0。 

棉花无菌苗培养基：MS1+琼脂(4 g／L)，pH 

6．0。 

棉花愈伤诱导培养基：MSB +IBA(0．8 mg／ 

L)+Kt(0．4 mg／L)+葡萄糖(25 g／L)+Gelfite 

(2．2 g／L)，pH 6．0。 

1．4 不同方法处理棉花种子制备无菌苗 

①用清水浸泡去壳棉花种子30 min，作为对 

照；② 0．1％氯化汞浸泡去壳棉花种子5 min，无菌 

水冲洗3～5次 ；③ 15％双氧水浸泡120 min， 

无菌水冲洗 3～5次，然后再用无菌水浸泡2 d至 

种子露白后去壳 ；④0．1％氯化汞浸泡带壳棉花 

种子30 min，无菌水冲洗3～5次，再用无菌水浸泡 

2 d至种子露白后去壳；⑤ 0．1％氯化汞浸泡去壳 

种子 5 min，无菌水冲洗 3～5次，再用抗菌肽浸泡 

30 min；⑥抗菌肽浸泡棉花去壳种子30 min。经 

过上述处理后分别接种于棉花无菌苗培养基上，6 

d后观察结果并记录。 

1．5 抗菌肽最佳抑菌浓度的确定 

0．1％氯化汞浸泡棉花去壳种子5 min，无菌 

水冲洗 3～5次，然后用抗菌肽(抗菌肽设 3个浓 

度梯度，分别为：0．3 mg／mL、0．12 mg／mL和0．06 

mg／mL)浸泡棉花去壳种子，分别种于棉花无菌 

苗培养基上，6 d后观察棉花根系生长及抗菌肽 

的抑菌情况。 

1．6 抗菌肽对棉花愈伤组织的影响 

将污染棉花苗和没有污染的棉花苗分成两 

组，污染组切段后分别用无菌水、抗菌肽原液、抗 

菌肽结合头孢菌素(500 mg／L)浸泡棉花下胚轴 

切段；无污染组直接切段不再处理。然后分别将 

上述两组切段转接棉花愈伤诱导培养基上，20 d 

转接 1次共转接 3次，观察结果并记录。 

1．7 不同抑茵剂对烟草污染的防治效果及对愈 

伤组织的影响 

用已经被细菌污染的烟草叶盘为材料，用无 

菌水、抗菌肽原液、头孢菌素(500 mg／L)、抗菌肽 

原液结合头孢菌素(500 mg／L)分别浸泡已污染 

的叶盘，再用烟草愈伤诱导培养基转接 3次后观 

察对细菌的抑制效果和对愈伤组织的影响。 

1．8 抗菌肽对烟草再生芽生根的影响 

抗菌肽浸泡烟草再生芽，然后转接于含有抗 

菌肽的烟草生根培养基上，观察生根情况。 

2 结果与分析 

2．1 不同方法处理棉花种子制备无菌苗 

应用6种方法处理棉花种子，制备无菌苗，不同 

方法处理下，出苗率与污染率均有所不同(表 1)。 

只用无菌水和抗菌肽浸泡的种子 100％的染 

菌，且由于染菌影响了苗的正常生长，造成材料的 

严重浪费，说明种子都带菌，需要有适当的消毒方 

法才能获得无菌苗；虽然 15％双氧水消毒对种子 

没有毒害且有利于种子的萌发和后期的生长，但 

是由于其易分解和挥发，使消毒不会很彻底，另外 

操作过程复杂易污染，所以染菌率较高，也会造成 

材料浪费；0．1％氯化汞浸泡的带壳种子有 6．9％ 

出现染菌；先用0．1％氯化汞消毒 5 min后再用抗 

菌肽原液浸泡去壳棉花种子则没有出现染菌现 

象，但是用氯化汞消毒的无菌苗叶子表面都有褐 

斑，说明氯化汞对棉花有一定的伤害作用，所以消 

毒时间不能过长。由以上试验结果可知，在组织 

培养中氯化汞与抗菌肽结合使用消毒效果最好， 

这可能是因为抗菌肽是生物大分子不易穿过细胞 

壁，而氯化汞的浸透能力要强于抗菌肽。 
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表 1 不同方法制备无菌苗 

Table 1 Different preparation for aseptic seedling 

2．2 最佳抑菌浓度的确定及不同浓度抗菌肽对 

棉花根系的影响 

经0．1％氯化汞消毒后，使用不同浓度的抗 

菌肽的抑菌效果见表 2。不经抗菌肽浸泡的有 

13％的污染率，将抗菌肽稀释No．12 mg／mL后没 

有出现污染，当稀释到 0．06 mg／mL时有 10％的 

污染，说明抗菌肽稀释到 0．12 mg／mL后依然有 

很强的杀菌效果，可以确定为本实验的最佳抑菌 

浓度。 

稀释的各种浓度抗菌肽浸泡后棉花根系生长 

仍正常(见图 1)，说明抗菌肽不影响棉花的生长。 

2．3 抗菌肽对棉花愈伤组织的影响 

抗菌肽对棉花愈伤组织的影响结果见表 3。 

仅用无菌水处理的污染组 100％染菌，切段也由 

于染菌严重而死亡；仅用抗菌肽处理虽然污染率 

下降至72．2％，且真菌污染也得到了有效抑制， 

但对细菌的抑制效果稍差，切段生长正常；抗菌肽 

结合头孢菌素使用收到良好的效果，染菌率大幅 

度下降，仅为 13．3％，切段生长正常；经抗菌肽处 

理过的种子长出的无菌苗切段不再使用抗菌肽处 

理 ，结果也没有出现污染(见图2)。上述结果说 

明棉花组织培养中的污染主要来 自于种子自身所 

带的菌，如果从源头上控制好就能较好地避免污 

染，同时也说明抗菌肽有较强的抑制真菌的作用 ， 

而对细菌的抑制作用相对较弱，抗菌肽与头孢菌 

素配合使用能够有效地防治棉花组织培养中的污 

染问题。 

2．4 不同抑菌剂对烟草污染的防治效果比较及 

对愈伤组织的影响 

在烟草组织培养中污染最多的是细菌，选择 

表2 不同浓度抗菌肽的抑菌效果 

Table 2 The result of different concentrations 

of antibacterial peptide． 

抗菌肽浓度 
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图 1 抗菌肽对根系影响情况 

Fig．1 Antibacterial peptide effect on roots． 

注：上行为0．3 rag／mL抗菌肽处理绀；下行为对照组 

Note：Top rOW is 0．3 mg／mL antibacterial peptide treatment group； 

Bottom row is control group． 

不同抑菌剂进行了作用效果的比较 ，结果见图3。 

抗菌肽抑制细菌的效果明显没有头孢菌素效果明 

显，经过几次转接后，抗菌肽处理组仍然有细菌污 

染，但比对照效果好；头孢菌素处理效果虽然比抗 
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3 讨论 

无菌是植物组织培养成功的前提。常用的外 

植体表面灭菌剂有次氯酸钙、次氯酸钠、过氧化氢 

(双氧水)、溴水、硝酸银、氯化汞(升汞)，以及抗 

生素、酒精和异丙醇等。这些灭菌剂用于组织培 

养消毒灭菌时，容易造成环境污染，且易影响外 

植体的活力，导致外植体褐变死亡，还有冲洗次 

数过多、操作复杂等缺点。利用抗生素类杀菌剂 

防治植物组织培养污染，可大大降低污染率 ， 

但目前只局限于寻找抗生素的有效组合。由于抗 

生素各有其抑菌谱，需要加以选择试用；抗生素对 

组培苗的生长、分化和生根也造成一定的影响，对 

植物组织的生长有抑制作用，因此抗生素消除植 

物组培污染的方法只是一个短暂的解决方案，如 

果长期使用抗生素消除污染，易产生抗性菌，造成 

更严重的环境污染；同时抗生素一般不稳定，只能 

用过滤灭菌法灭菌，把抗生素应用于组培上，必然 

会增加工作量，增加成本，从而降低经济效益。因 

此有必要寻找安全有效，广谱抗菌、耐高温高压的 

抑菌剂⋯ 。 

试验表明抗菌肽具有高度的热稳定性和广谱 

抗性，抗菌肽在防治棉花组织培养中的真菌污染 

方面具有良好的效果，尤其是与氯化汞结合使用 

能大幅度地降低棉花组培中的真菌污染率，节约 

大量的人力、物力、财力，同时抗菌肽对棉花及棉 

花愈伤组织的正常生长没有副作用；在烟草的组 

培中，抗菌肽虽然对细菌的消毒效果没有对真菌 

的效果好，但是与低浓度抗生素联合使用也能有 

效地降低污染率，同时抗菌肽对烟草的愈伤组织 

同样没有副作用，烟草的再生芽在含有抗菌肽的 

培养基上可以再生。因此在组织培养中使用抗菌 

肽能有效地控制真菌、细菌带来的污染，减少抗生 

素的使用 ，降低环境污染。目前对抗菌肽的抑菌 

作用机理还不清楚，有待进一步研究。 
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