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不同消毒剂对海带成熟孢子体组织块培养的除菌效果 

王 萍，钱 旭，李 珠，李信书 

(淮海工学院海洋学院江苏省海洋生物技术重点实验室，江苏连云港 222005) 

摘要：探讨了1．5％ KI、0．O1％HgC1：两种消毒剂和400 mg／L卡那霉素在海带成熟孢子体组织块培养 

中的除菌效果。结果表明：0．01％HgC1：的除菌效果好于 1．5％ KI，但对海带的组织块有一定的毒害作用。 

在培养基中加入 400 mg／L卡那霉素对抑制海带组织块染菌有较好的作用。 
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组织培养是利用转基因技术对生物进行遗传改良、 

培育优 良品种(系)的基础 ，褐藻的组织培养研究开始于 

20世纪70年代 ，尽管对海带的组织培养已有幼孢子体 

液体培养和成熟孢子体固体培养方法⋯形成愈伤组织的 

报道，但至今有关研究不多，原因之一是无菌的海藻组织 

很难制备。海带的无菌处理技术尚不成熟，主要是由于 

在海带藻体表面附着大量微生物，这些微生物在丰富的 

培养基上茂盛生长使海带组织块缓慢生长，抑制了海带 

的生长。同时在藻体的内部也存在细菌，所以很难做到 

绝对无菌，海带 的组织处理方法只是停留在除菌而不是 

无菌阶段 。由于海带的除菌方法不理想 ，严重影响了海 

带组织培养研究的进展。本研究使用前人研究认为对海 

带除菌效果较好的1．5％KI方法，并引入高等植物除菌常 

用的HgC1： ，采用切块和整体除菌两种处理方式，探讨 

不同处理方法在海带组织块培养中的除菌效果 ，以期找 

出适合于海带组织培养时除菌的消毒剂和相应的方法。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

海带成熟孢子体采于江苏连云港某养殖场。 

1．2 实验设计 

采用 1．5％KI和 0．01％HgC1：对接种前表面消毒和 

在培养基中加人 400mg／L卡那霉素 3种方法。表面消毒 

又分为整体消毒后切块和先切块后消毒2种方式。1．5％ 

KI方法设 7个处 理 时间，分别 为 0、5、10、15、20、25、 

30min；O．01％HgC12方法设7个处理时间，分别为0、2、4、 

6、8、10、12 min，每个处理设 3—4次重复。海带成熟孢子 

体消毒处理后用无菌水和无菌海水各冲洗3次。 

1．3 实验方法 

取海带的成熟孢子体，用不同的消毒方法处理后接 

种于含有PESI固体培养基的培养皿中，卡那霉素实验设 
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4种培养基：MS固体培养基、MS增富固体培养基、MS添 

加物固体培养基和 PESI培养基，在温度 10．0-t-O．5~C，光 

照 10 h／d的条件下培养，每天观察海带生长情况、菌的有 

无、种类等，计算2周和4周海带的染菌率和海带组织块 

的相对增长量。 

2 结果与分析 

2．1 KI对海带成熟孢子体的除菌效果 

用 1．5％ KI对海带成熟孢子体进行整体除菌，接种 

后培养 1d时，各处理的海带均无菌。2 d时对照和处理5 

min开始出现菌落，4d时各处理时间均出现菌落。实验 

中还发现，用此种方法除菌，尽管在海带成熟孢子体周围 

有菌出现 ，但组织块并不完全死亡。 

将海带成熟孢子体先切成组织块后，再用 1．5％ KI 

做除菌处理，观察海带组织块的染菌情况发现，用此种方 

法除菌，处理时间大于 15 min，在培养 3 d以内时无菌落 

出现，菌落出现时间比海带整体除菌处理晚，前2 d各处 

理组都无组织死亡现象，第3天开始出现死亡的组织块。 

1．5％ KI的处理方法是在海带组织培养 中应用效果最好 

的一种消毒剂 ，但文献中未说明具体的处理方式。本 

实验中采用了整体和切块2种方式，图1比较了用 1．5％ 

KI处理 15 min培养 1周和 2周时的除菌效果。 
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HgC1 是高等植物组织培养常用的一种消毒剂，考虑 

到海带藻体纤弱，可能对 HgCJ：的耐受性差于高等植物， 

将使用浓度由0．1％降至0．01％。在实验中观察到，在培 

养 2周时0．01％ HgC1：处理海带成熟孢子体 2 min和 4 

min的组织生长情况较好 ，只有个别组织块染菌，此时对 

照 100％染菌。用 0．01％ HgC12处理2 min培养4周时染 

菌率为 16．74％，表现出较好的除菌作用，处理6 min以上 

时则没有菌出现 ，但组织块生长减缓，甚至个别死亡，表 

现出0．01％ HgC1：对海带组织块产生一定的毒害作用。 

2．3 培养基中加入卡那霉素对海带生长的影响 

由于 KI和 HgC1：对海带成熟孢子体做除菌处理后 ， 

或者不能很好的抑制细菌在组织块上的生长 ，或者在抑 

制菌的生长的同时影响海带的正常生长，本实验在接种 

前海带不做消毒处理，在培养基中加入卡那霉素抑制菌 

的生长，并对4种培养基加入卡那霉素的效果进行 了比 

较，结果见图 2。 
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图2 海带外植体在加卡那霉素4种培养基中的增长量 

由图2可以看出，MS固体培养基的相对增长量一直 

较高 ，在 15d时 MS固体培养基与PESI培养基和MS增富 

固体培养基的相对增长量相似，而 MS添加物固体培养基 

的相对增长量明显小于前三者。从培养过程看，3～5 d 

时4种培养基下海带组织块的相对增长量都较大，之后 

增长减慢。 

调查了培养不同天数时 4种培养基中组织块的染菌 

率(图3)，发现在培养前 3 d，4种培养基中均没有菌出 

现，第5天时 MS增富固体培养基和 MS添加物固体培养 

基有菌出现，染菌率均为 11．11％，在培养 8d时快速增加 

到80％和44．4J4％，而 MS固体培养基和PESI固体培养基 

在培养10 d时才有菌出现，染菌率为31．11％和4．4J4％， 

低于另外2种培养基。 
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霉素的培养基中的组织块相 比，染菌率有所降低。图 4 

给出了 MS添加物固体培养基在加入卡那霉素和未加卡 

那霉素时海带组织块的染菌率。 
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图4 MS添加物培养基中加入卡那霉素的抑菌效果 

由图4可见 ，MS添加物固体培养基中加入卡那霉素 

后对细菌的生长有一定的抑制作用。如培养 5d时未加 

入卡那霉素的X,LN有 50％染菌 ，而加入卡那霉素的培养 

基 中海带的染菌率仅有 11％。在 15 d时，对照组织块 

100％染菌，而加入卡那霉素的外植体染菌率为 66．67％， 

说明接种前不做除菌处理，在培养基加入卡那霉素对抑 

制海带成熟孢子体组织块培养过程中有一定的作用。 

3 讨论 

3．1 消毒剂对海带组织块的除菌与培养的影响 

王希华等 ⋯在对海带愈伤组织培养的研究中认为， 

1．5％KI处理海带是较好的除菌方法。而在本实验 中不 

论是整体消毒，还是切块消毒，组织块 的染菌率都较高。 

HgC1：是陆地植物组织培养常用 的消毒剂，将 HgC1：作为 

消毒剂应用于海带除菌尚未见报道。在本实验中尽管已 

考虑到海带孢子体 比陆地植物纤弱得 多的因素，将其使 

用浓度从 0．1％降到 0．01％，HgCI：在表现出较好的除菌 

效果的同时，对海带成熟孢子体有较大的毒害作用。因 

此，在对海带进行除菌处理时，需进一步调整 HgCJ 的使 

用浓度和处理时间。 

3．2 培养基中加入抗生素的除菌效果 

海带幼孢子体对卡那霉素不敏感 ，在海带愈伤组 

织培养中，将 6—7 cm整棵的海带幼孢子体分别放入含有 

硫酸卡那霉素(500 U／mL)的氮磷营养海水中培养 ，对抑 

制外植体染菌有较好 的效果⋯，本实验在培养基 中加入 

400 mg／L的卡那霉素，发现对海带成熟孢子体组织块的 

损伤较小 ，对组织块有一定的抑菌作用。同时还应注意 

到，在加入卡那霉素 的培养基 中培养海带成熟孢子体组 

织块时，不同培养基对抑制菌的生长是存在差异 的，用 

MS固体培养基和 PESI固体培养基有较低的染菌率。 
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