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组培过程中的难点及解决办法 

许庆芬，杨艳华，王明明 (黑龙江省农垦科学院经济作物研究所，黑龙江哈尔滨 150038) 

摘要：玻璃苗、褐化和污染是植物组织培养过程中公认的3大难点。阐述了这3种现象形成的原因及其预防措 

施，对植物的组织快繁和工厂化育苗具有一定的意义。 
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Abstract：Vitrification，browning and contamination are generally accepted as three difficult problems in plant tissue 

culture．Their forming reasons and essential precautions were briefly introduced．It was very important to plant culture， 

rapid propagation and industrial seedling． 
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植物组织培养技术具有可人为控制环境 、周期短、 

繁殖率高和方便管理等优点，近 40 a来 ，在快速繁殖优 

良品种、脱毒复壮植物、培养新品种、种质资源保存、 

提供加工原材料和基因工程中起着作用，产生了巨大的 

经济效益和社会效益。目前组织培养过程中仍存在着一 

些制约因素，玻璃苗、褐化和污染是组培的 3大难点。 

为此，阐述 了这3种现象形成的原因和防控措施。 

1玻璃苗 

1．1 玻璃化现象 

在进行植物组织培养时，经常会发现试管苗呈半透 

明状 ，植株矮小肿胀、失绿；叶片皱缩或卷曲、脆弱易 

破碎 ；叶表无角质层蜡质，没有功能性气孔，仅有海 

绵组织 ，没有栅栏组织。这种试管苗生长异常现象被称 

为 “玻璃化” ，是植物组织培养 中特有 的一种生理 

性病变 ，是培养环境中的一些物理、化学和生化因子共 

同作用使植物组织新陈代谢紊乱所造成 的 。玻璃苗的 

光合能力和酶活性低 ，器官功能不全，分化能力低 ，很 

难继续用作继代培养和扩大繁殖的材料。 

1．2 玻璃苗发生的因素 

1．2．1 培养材料种类和外植体类型影响玻璃苗的发生 

梅菜外植体玻璃苗发生率依次是下胚轴 ≥茎尖 ≥子 

叶 。瑞香基部茎段玻璃苗的发生率最低，其次是茎 

尖，中部茎段产生的玻璃苗几率最高 。此外，玻璃化 

还可能与外植体大小有关 。 

1．2．2 组培苗生长的微环境能够影响玻璃化的发生 

有研究 表明，光照时间太长会导致玻璃化现象的增 
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加，超过 14 h玻璃化现象较严重。使用透气性较差的塑 

料薄膜封口或组培温度过高时，由于引起组培瓶 内气体 

组成的改变，也提高了玻璃化率 。 

1．2．3 培养基成分 (如大量元素、植物激素和蔗糖浓 

度等)与玻璃化现象有关 培养基中的 NH4+过多容易 

导致试管苗玻 璃化的发生 。在 BA质量浓度 0、5～ 

1．0 mg／L条件下，玻璃苗率随 BA浓度的增加而显著上 

升 ⋯。蔗糖浓度与玻璃化呈负相关，在一定范围内， 

蔗糖浓度越高，玻璃苗的比率越低 。 

1．3 防止和克服玻璃苗的措施 

1．3．1 增加组培室内通气，并改善培养容器的通风换 

气条件 ，适当缩短继代间隔时间 许多研究 川 表明， 

使用透气性好的容器 或封 口材料 (如牛皮纸和棉塞) 

可显著降低玻璃苗率。作者在马铃薯 的组培过程中发 

现 ，使用较大的培养容器能降低组培苗玻璃化。 

1．3．2 增加 自然光照 在芦荟和秋海棠上的研究 ’ 

表明，强光照 (3 000 Ix)有利于降低玻璃化率。 

1．3．3 组培室温度 组培室温度控制在 20～25℃，可 

缓解玻璃化现象。另外 ，采用昼夜变温交替取代恒温也 

是不错的选择。 

1．3．4 适当提高培养基中蔗糖含量 在培养基中添加 

4．0％和3．5％的蔗糖，能分别较好地预防光叶楮和山桐 

子组培玻璃苗的发生 。 

1．3．5 调节培养基中植物生长调节剂的浓度和比例 

蒋泽平等  ̈“ 在 MS培养基中附加 BA 1．5 mg／L+NAA 

0．15 mg／L，可有效促进试管苗的增殖和生长。 

2 褐变 

2．1 影响褐变的因素 

2．1．1 植物种类、基因型及外植体类型 橡胶树不同 
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品种或品系的褐变程度不 同，海垦 2号的花药褐变较 

少，而有些品种极易褐变 。除了木本植物，豆科植 

物和芸苔属植物原生质体培养 中也普遍存在着褐化问 

题。甜菜品系的染色体倍数性、无菌苗的苗龄、外植体 

部位等因素对甜菜组织培养过程中外植体褐变均有影 

响 。在辣椒 的组织培养 中，下胚轴分生能力较强 ， 

其外植体生长旺盛，褐变程度低于子叶 。 

2．1．2 培养条件 光照过强或光照时间超过 16 h的外 

植体很快褐变  ̈。温度过高也能促进培养物的褐变 。 

CO 浓度过高引发细胞内积累过多的 CO；一，并与细胞 

膜上ca 结合而使有效 ca 减少，导致内膜系统紊乱 

和瓦解，致使褐变发生 。培养基 pH值不适宜也是 

某些植物种类产生褐变的原因之一。 

2．1．3 培养基成分 对一般桉树来说 ，大量元素和外 

源激素的浓度增大会造成褐化程度的加重。激素使用不 

当时，外植体也容易褐变。NAA浓度超过 0．2 mg／L时， 

褐变率明显增高 。 

2．1．4 外植体消毒 一般消毒时间越长 ，褐化率越高。 

2．2 克服褐变的方法 

2、2、1 选择适 当的外植体 处于旺盛时期的外植体， 

具有较强的分裂能力 ，其褐变程度低。因此，最好选用 

实生幼苗和早春的材料作为外植体。取材时，还应根据 

植物种类选择适宜的基因型和部位 。 

2．2、2 进行材料的预处理 外植体经流水冲洗后 ，放 

在 2～5℃的低温下处理 12～24 h，再用升汞或 70％酒 

精消毒，然后接种于只含有蔗糖 的琼脂培养基 中培养 

5～7 d，使组织中的酚类物质部分渗入培养基中。取出 

外植体用 0、1％漂白粉溶液浸泡 10 min，再接种到合适 

的培养基中，如果仍有酚类物质渗出，接种后1～2 d立 

即转移到新鲜培养基中或同一瓶培养基的不同部位 ，这 

样连续转移 5～6次可基本解决外植体的褐变问题 。 

2．2．3 选择适宜的培养基和培养条件 调节光照和温 

度、改善通风、调节培养基 的 pH值，均能够缓解外植 

体褐变。使用静态培养和固体培养交替进行，使外植体 

在液体培养基上将伤口愈合后 ，再转至固体培养基上培 

养，也能减轻褐变 。 

2．2．4 添加合适的褐变抑制剂和吸附剂 比较有效的 

褐变抑制剂有水解乳蛋 白 (LH)、乙二胺四乙酸 (ED— 

TA)、血清 白蛋 白、柠檬酸和硫代硫酸钠 (Na S O ) 

等。常用的吸附剂有聚乙烯吡咯烷酮 (PVP)和活性 

炭，但使用时应注意选择适宜的浓度，否则培养基中的 

营养成分也会被吸附 。 

3污染 

3．1 污染原因 

造成污染的原因很多，如工作环境空气不清洁，超 

净工作台过滤装置失效，培养基及器皿灭菌不彻底，外 

植体带菌及操作违规等。造成污染的病原主要为细菌、 

真菌和内源菌。细菌性污染的主要症状是培养材料附近 

出现粘液状和发酵泡沫状物体，或在材料附近的培养基 

中出现混浊和云雾状痕迹。细菌性污染除外植体带菌或 

培养基灭 菌不彻底 外，主要是 操作人 员 的不慎造成 

的 。真菌污染表现在培养基上产生灰褐色、暗绿色 

或白色等菌落，严重时可导致组培苗出现病状，甚至导 

致苗腐烂、死亡。真菌污染除直接接触传播外，主要通 

过空气媒介传播 。对外植体带菌引起的污染，情况 

则比较复杂，与外植体的种类、取材季节、部位、预处 

理方法及消毒方法等密切相关 。 

3．2 污染防治 

①保持组织培养室和接种室的洁净。操作人员应定 

期用 84灭菌和酒精喷雾处理。注意除尘 ，定时用紫外 

灯消毒。②减少或消除操作人员带来的污染，接种前， 

操作人员必须洗净手，并用 75％的酒精擦拭。每接种 

完 2～3瓶材料后 ，最好再用 75％ 的酒精擦拭一下手。 

每接种一瓶材料 ，接种器械都要在酒精灯上烧灼灭菌。 

③外植体消毒应根据不同材料选择合适的消毒剂和消毒 

方法。对于材料内部带菌的组织，必要时在培养基中加 

入适量抗生素除菌。④人员来访时应注意在大量人员离 

开后，及时进行污染防治处理。⑤如果发现被污染的组 

培苗，要及时转移出培养室，并及时高压灭菌。 
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高最高 ，与 M81-E无明显差异，而 Roma株高最矮，但 

均属高秆型品种 ，高秆为糖分的大量贮存打下了基础。 

表4 不同品种的糖锤度、株高和抗逆性 
Table 4 The brix，plant height and resistance of 

different sweet sorghum varieties 

糖锤度是以参试品种从地面向上第7节 1O株平均估测全株的。 

甜一号最高 ；BJK156和 M81-E次之。 

3．4 5个甜高粱基本不产生分蘖；株高以 Rio最高， 

M81．E次之，较高的植株为糖分的大量贮存打下了基 

础；抗病性、抗虫性和抗旱性均较强，孕穗期有轻度蚜 

虫发生：M81．E抗倒性最强。 

3．5 试验引进品种较少，而且只采用了 1 a的试验数 

据。为使研究结果更为可靠，尚需进一步开展试验研 

究。本试验只进行了产量等性状的比较 。早熟品种夏播 

情况下能否正常成熟 。有待进一步试验研究。生产过程 

中要注意鸟害和蚜虫防治。甜高梁品种发展前景虽然广 

阔，但应根据需求种植，不要盲 目生产。 

强 。没有发现明显虫蛀现象，孕穗期有轻度蚜虫发生。 [ ]阎鸿雁，付立中，胡国宏，等 ·国内外甜高粱研究现状 

各品种全生育期没有进行过灌溉。生长季节没有任何萎 及应用前景分析 [J]·吉林农业科学，2006,3 (5)： 

， 兰 何 ： 孝 警 生 [2]u曹J玉--u瑞J,，曹文伯，王孟杰．我国高能作物甜高粱综合开 
要，因此抗旱性也较强。孕穗期间由于风力过大，不同 利 ’[ i． ； 广 l。胄 。， 
品种茎倒程度不 同 (表 4)。其 中，原甜一号倒伏最为 能技术开发中心

： 中国太阳能学会生物质能专业委员会 
严重，多数从植株 中部起身，不能完全恢复；Rio、 论文集 [c]

． r~,kH：中国太阳能协会生物质能专业委员 

3．2 5个甜高梁在试验地种植均具有较高的生物产量， 量与汁液含糖量的初步评价 [J]·运城高专学报，1994， 

产量最高，虽然生育期较长，但利用生长季充分 ，春播 [6]赵立欣，张艳丽，沈丰菊·能源作物甜高粱及可供应性 

篓 熟 用；早熟品种 。生物产量 誓 37-40甜．高粱品种 较高
，

、 
要置 黧：⋯、⋯．。⋯， ⋯ 。． ：“ 

3．3 该试验晚熟品种以高节位糖锤度含量较高，早熟 ’
．

⋯

206

～

-

⋯

208

⋯ ⋯ 。  ⋯ 一 ⋯ 一  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

