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摘要：为探索红叶石楠开放式组织培养抗污染技术，以其当年生茎段为外植体，对休眠芽诱导培养阶段杀菌剂的使

用顺序，培养基中添加不同质量分数的次氯酸钠对外植体的影响，基本培养基中分别去除 ＭＳ、蔗糖、琼脂后外植体

的污染及生长状况进行了研究，并在获得最佳抗污染方案的基础上，以尿素为外源能量供给物，对外植体上芽的生

长状况进行了研究。 结果表明：红叶石楠休眠芽诱导培养阶段，先用 ０􀆰 １％次氯酸钠处理外植体 ７ ｍｉｎ，再用 ７５％酒

精处理 １ ｍｉｎ，无需冲洗，是最佳外植体杀菌方案；在 ＭＳ 固体培养基中添加 ０􀆰 ０１％的次氯酸钠，采取无糖培养的方

式，有利于污染的控制；尿素可显著促进已萌动外植体上芽的生长，最佳喷施用量为 ３􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ。
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　 　 红叶石楠（Ｐｈｏｔｉｎｉａ ｆｒａｓｅｒｉ）是蔷薇科石楠属红

色叶常绿小乔木，因耐修剪，耐干旱，耐贫瘠，生态

适应性强，叶片观赏期长，而享有“红叶绿篱之王”
的美誉，是目前应用较为广泛的优良园林绿化植

物［１－２］。 有关红叶石楠传统组织培养的研究已有较

多报道，但未见其开放式组织培养的相关研究。 与

传统组织培养相比较，开放式组织培养脱离了严格

的无菌操作环境，因而降低了对环境的要求，简化

了操作环节，大大节约了生产成本，具有良好的发

展前景［２－６］。 目前已有关于兰花、菊花、烟草、荸荠

等植物的开放式组织培养研究报道［７－９］。 开放式组

织培养，污染控制是影响其成败的关键。 本研究以

红叶石楠当年生茎段为外植体，对其开放式组织培

养中休眠芽诱导培养阶段的抗污染技术进行了初

步研究，建立了合理的休眠芽诱导培养抗污染方案。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

材料为南京视觉艺术职业学院校内大田苗。
１．２　 试验方法

５—１０ 月晴天中午采集生长健壮、无病虫害且

具有 ８—１０ 片叶当年生枝条，摘除叶片和叶柄，用洗

涤剂清洗表面污垢后，经流水冲洗 １０—１５ ｍｉｎ，备
用。 以独立普通实验室作为接种室，接种室每 ７ ｄ
清洁与杀菌 １ 次。 试验前用 ７５％酒精喷洒试验区

域，接种器具用 ７５％酒精浸泡 ３０ ｍｉｎ 以上，接种过

程中器具始终浸泡在 ７５％酒精中。
从预处理好的试验材料中，切取第 ４—６ 片叶所

在的单腋芽茎段为外植体，外植体总长度约 ２ ｃｍ，
腋芽 ２ 端的保留茎段长度相近。 培养条件：温度

（２５±１） ℃，空气湿度 ６０％—８０％，光照度２ ０００—
３ ０００ ｌｘ。 培养瓶具盖但不密闭。 采用对比试验，以
７５％酒精与 ０􀆰 １％次氯酸钠（添加 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００）为
杀菌剂，按照不同的使用顺序对外植体进行杀菌处

理。 将杀菌后的外植体接种到 ＭＳ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋６􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 琼脂＋３０ ｇ ／ Ｌ 蔗糖的培

养基中。 每处理接种 ５０ 瓶，每瓶接种外植体 １ 个，
接种 ２０ ｄ 后统计启动率、污染率、褐变度。 每个试

验重复 ３ 次。 按照表 １ 的杀菌处理试验设计方案，
探索不同处理试验中的杀菌效果。
　 　 培养基中添加物试验设计如表 ２ 所示。 各处理

中所有培养基均添加 １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ＋ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ
ＮＡＡ。 每处理接种 ５０ 瓶，每瓶接种外植体 １ 个，２０
ｄ 统计芽的平均生长量、污染率和褐变度。 试验重

复 ３ 次。 采用对比试验，探索培养基中不同添加物

处理试验中的污染控制效果。
选取诱导培养 １０ ｄ 的无污染、已萌动、生长状

况相近的外植体喷施不同质量浓度（１􀆰 ０，３􀆰 ０，５􀆰 ０，
１０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ）的尿素，以不喷施尿素的外植体（ＣＫ）为
对照。 喷雾前对培养室进行清洁与杀菌处理。 外植



表 １　 杀菌处理试验设计方案

处理
７５％酒精杀菌

时间 ／ ｍｉｎ
０．１％次氯酸钠
杀菌时间 ／ ｍｉｎ

杀菌后
冲洗与否

Ｔ１ ０．５（先） １．０（后） 冲洗

Ｔ２ ０．５（先） ５．０（后） 冲洗

Ｔ３ ０．５（先） ７．０（后） 冲洗

Ｔ４ １．０（先） １．０（后） 冲洗

Ｔ５ １．０（先） ５．０（后） 冲洗

Ｔ６ １．０（先） ７．０（后） 冲洗

Ｔ７ ２．０（先） １．０（后） 冲洗

Ｔ８ ２．０（先） ５．０（后） 冲洗

Ｔ９ ２．０（先） ７．０（后） 冲洗

Ｔ１０ １．０（先） ７．０（后） 否

Ｔ１１ １．０（后） ７．０（先） 冲洗

Ｔ１２ １．０（后） ７．０（先） 否
　 　 先、后代表每个处理中杀菌剂的使用顺序

表 ２　 培养基中添加物试验设计

处理 基本培养基 蔗糖 ／ （ｇ ／ Ｌ） 琼脂 ／ （ｇ ／ Ｌ） 次氯酸钠 ／ ％
Ｍ１ ＭＳ ３０ ６．０ ０．００５
Ｍ２ ＭＳ ３０ ６．０ ０．０１
Ｍ３ ＭＳ ３０ ６．０ ０．０３
Ｍ４ ＭＳ ３０ ６．０ ０．０５
Ｍ５ ＭＳ ３０ ６．０ ０．１
Ｍ６ ＭＳ ３０ ６．０ ０．２
Ｍ７ Ｈ２Ｏ ３０ ６．０ ０．０１
Ｍ８ ＭＳ ０ ６．０ ０．０１
Ｍ９ ＭＳ ３０ ０ ０．０１

体接种在上述试验筛选的适宜培养基中。 喷施周

期为每 ７ ｄ １ 次，连续 ３ 次。 ２０ ｄ 后，统计外植体上

芽的平均生长量，研究不同质量浓度的尿素对外植

体上芽的平均生长量的影响。
褐变度统计标准：０—接种茎段外观鲜亮，无任

何褐化现象；１—接种茎段横切面表皮及韧皮部呈现

褐色；２—接种茎段横切面全部呈现褐色；３—接种茎

段下部 １ ／ ３ 呈现褐色；４—接种茎段下部 １ ／ ２ 呈现褐

色；５—接种茎段全部呈现褐色。
污染率＝（污染瓶数 ／接种总瓶数）×１００％
启动率＝ （成活外植体数 ／未污染外植体总数）

×１００％
芽的平均生长量 ＝ 未污染外植体上芽的长度

和 ／未污染外植体总数

１．３　 数据统计

采用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＤＰＳ 对试验数据处理与分析。

２　 结果与分析

２．１　 不同杀菌处理方式对外植体的影响

结果见表 ３。 由表 ３ 的试验统计结果可知，不

同处理对外植体启动率、污染率和褐变度的影响不

同。 Ｔ１ 至 Ｔ９ 的各处理中，启动率与污染率呈相同

的变化趋势，７５％酒精杀菌时间相同时，随着 ０􀆰 １％
次氯酸钠杀菌时间的延长，外植体的启动率与污染

率均呈现逐渐下降的趋势，各处理之间差异显著，
０􀆰 １％次氯酸钠杀菌时间相同时，随着 ７５％酒精杀菌

时间的延长，外植体的启动率与污染率同样呈逐渐

下降的趋势，各处理之间差异显著。 Ｔ１ 至 Ｔ９ 的各

处理中，褐变度的变化趋势与污染率和启动率的变

化趋势相反，７５％酒精杀菌时间相同时，随着 ０􀆰 １％
次氯酸钠杀菌时间的延长，外植体的褐变度呈逐渐

上升的趋势，各处理之间差异显著，０􀆰 １％次氯酸钠

杀菌时间相同时，随着 ７５％酒精杀菌时间的延长，
外植体的褐变度同样呈逐渐上升的趋势，各处理之

间差异显著。 综合考虑各因素，Ｔ６ 处理中 ７５％酒精

与 ０􀆰 １％次氯酸钠的用量为最佳用量。

表 ３　 杀菌处理试验统计结果

处理 启动率 ／ ％ 污染率 ／ ％ 褐变度

Ｔ１ ９２．１０ ａ ６１．７０ ａ １．２０ ｈ
Ｔ２ ８９．００ ｃ ３８．２０ ｄ １．６０ ｇ
Ｔ３ ８７．０２ ｄ １１．１０ ｇ ２．００ ｄ
Ｔ４ ９０．４０ ｂ ５５．４０ ｂ １．３０ ｈ
Ｔ５ ８６．３０ ｅ ２９．１０ ｅ １．８０ ｆ
Ｔ６ ８３．４０ ｆ ９．１０ ｈ ２．１０ ｄ
Ｔ７ ８７．１０ ｄ ４７．７０ ｃ １．９０ ｅ
Ｔ８ ５２．２０ ｈ ２３．４０ ｆ ３．０３ ｂ
Ｔ９ ３９．００ ｉ ６．３０ ｊ ３．６０ ａ
Ｔ１０ ６５．５３ ｇ ８．５０ ｉ ２．６０ ｃ
Ｔ１１ ８２．２１ ｆ ９．５０ ｈ ２．１２ ｄ
Ｔ１２ ８２．１６ ｆ ８．６２ ｉ ２．１６ ｄ

　 　 Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 显著性检验，不同小写字母表示在 ０􀆰 ０５ 水平差异显著

与 Ｔ６ 处理相比较，Ｔ１０ 处理外植体启动率降低

了 １７􀆰 ８７％，褐变度上升了 ０􀆰 ５０，２ 个处理中，７５％酒精

与 ０􀆰 １％次氯酸钠处理时间相同，但 Ｔ１０ 处理未做冲

洗，可见，残留的杀菌剂对外植体本身造成了明显损

伤。 但 Ｔ６ 处理因冲洗导致污染率上升了 ０􀆰 ６０％。
Ｔ６ 处理与 Ｔ１１ 处理中，７５％酒精与 ０􀆰 １％次氯

酸钠的用量相同而使用顺序不同，外植体的启动率

分别为 ８３􀆰 ４０％与 ８２􀆰 ２１％，差异不显著，２ 者的褐变

度与污染率均差异不显著，这说明在冲洗的条件下

杀菌剂的使用顺序对杀菌效果无显著影响。
Ｔ１０ 处理与 Ｔ１２ 处理相比较，Ｔ１２ 处理的启动

率上升了 １６􀆰 ６３％，褐变度降低 ０􀆰 ４４，污染率差异不

显著，这说明在不冲洗的条件下杀菌剂的使用顺序

对杀菌效果有显著的影响。
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Ｔ１１ 处理与 Ｔ１２ 处理相比较，７５％酒精与 ０􀆰 １％
次氯酸钠的用量与加入顺序均相同，但 Ｔ１２ 未冲洗，
２ 处理的启动率与褐变度均无显著差异，但 Ｔ１１ 处

理的污染率上升了 ０􀆰 ８８％，同样说明冲洗造成了污

染率的升高。
综上所述，Ｔ１２ 处理即先用 ０􀆰 １％次氯酸钠处理

７ ｍｉｎ，再用 ７５％酒精处理 １ ｍｉｎ，无需冲洗，简化了

操作程序，且启动率、污染率和褐变度均达到理想

效果，是最佳外植体杀菌方案。
２．２　 培养基中不同添加物对外植体上芽的平均生

长量、污染率和褐变度的影响

　 　 采用 Ｔ１２ 杀菌方式对外植体进行杀菌处理，结
果如表 ４ 所示。

表 ４　 培养基中添加物试验统计结果

处理 芽的平均生长量 ／ ｃｍ 污染率 ／ ％ 褐变度

Ｍ１ １．０３ ａ １４．３１ ａ １．９２ ｆ
Ｍ２ １．０１ ｂ ７．１０ ｃ ２．１０ ｅ
Ｍ３ ０．６５ ｆ ４．０１ ｄ ２．７１ ｄ
Ｍ４ ０．５０ ｇ １．２０ ｆ ３．０１ ｃ
Ｍ５ ０．２０ ｈ ０．２１ ｇ ３．４２ ｂ
Ｍ６ ０．０１ ｉ ０ ｈ ４．２１ ａ
Ｍ７ ０．８３ ｄ ７．０３ ｃ ２．０１ ｅ
Ｍ８ ０．７１ ｅ ３．７０ ｅ １．７２ ｇ
Ｍ９ ０．９９ ｂｃ １１．２１ ｂ １．３０ ｈ

　 　 Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 显著性检验，不同小写字母表示在 ０􀆰 ０５ 水平差异显著

　 　 由表 ４ 中 Ｍ１ 到 Ｍ６ 的试验统计结果可知，随着

次氯酸钠质量分数的升高，外植体上芽的平均生长

量和污染率均呈逐渐下降的趋势，且各处理之间差

异显著。 Ｍ１ 处理在培养基中添加 ０􀆰 ００５％的次氯

酸钠，外植体上芽的平均生长量为 １􀆰 ０３ ｃｍ，污染率

为 １４􀆰 ３１％，当次氯酸钠质量分数升高至 ０􀆰 ２％时，
外植体上芽的平均生长量仅为 ０􀆰 ０１ ｃｍ，而污染率

下降为 ０；随着次氯酸钠质量分数的升高，外植体的

褐变度呈逐渐上升的变化趋势，Ｍ１ 处理在培养基

中添加 ０􀆰 ００５％ 的次氯酸钠，外植体的褐变度为

１􀆰 ９２，当次氯酸钠质量分数上升至 ０􀆰 ０５％时，外植

体的褐变度上升为 ３􀆰 ０１，为 Ｍ１ 处理的 １􀆰 ５７ 倍。 试

验中观察到，当外植体的褐变度等级大于 ３ 时，新芽

在生长过程中会逐渐褐变死亡。 随着次氯酸钠质

量分数的持续上升外植体的褐变度急剧上升。 Ｍ６
处理中外植体的褐变度是 Ｍ１ 处理的 ２􀆰 １９ 倍，该处

理中外植体上芽的平均生长量仅为 ０􀆰 ０１ ｃｍ，外植

体已无法正常生长。 综合考虑外植体上芽的平均

生长量、污染率和褐变度可知，休眠芽诱导培养基

中次氯酸钠最佳质量分数为 ０􀆰 ０１％。
在 Ｍ２ 与 Ｍ７ 处理中，外植体上芽的平均生长量

差异显著，Ｍ７ 处理中外植体上芽的平均生长量降

低了 ０􀆰 １８ ｃｍ，而 ２ 个处理间外植体的污染率和褐

变度均无显著差异，这说明培养基中的 ＭＳ 对休眠

芽诱导培养阶段外植体的污染率影响较小。
与 Ｍ２ 处理相比较，Ｍ８ 处理中外植体上芽的平

均生长量、污染率、褐变度均降低，且各处理之间差

异显著。 Ｍ８ 处理中，外植体上芽的平均生长量为

０􀆰 ７１ ｃｍ，比 Ｍ２ 处理中降低了 ０􀆰 ３０ ｃｍ，外植体污染

率比 Ｍ２ 降低了 ３􀆰 ４０％，外植体的褐变度仅为 １􀆰 ７２，
比 Ｍ２ 处理降低 ０􀆰 ３８。 这说明培养基中不添加蔗糖

有利于控制污染。
Ｍ９ 与 Ｍ２ 处理的外植体上芽的平均生长量无

显著差异，但污染率上升了 ４􀆰 １１％，这说明液体培

养基不利于控制污染。
综上所述，在休眠芽诱导培养的初期阶段，在

ＭＳ 固体培养基中添加 ０􀆰 ０１％的次氯酸钠，采取无

糖培养的方式有利于污染的控制。
２．３　 不同质量浓度的尿素对外植体上芽的平均生

长量的影响

　 　 在 ＭＳ＋１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋０􀆰 ０１％
次氯酸钠的固体无糖培养基中，对诱导培养 １０ ｄ 的

无污染、生长状况相近的已萌动外植体喷施不同质

量浓度的尿素，结果如图 １ 所示。

图 １　 不同质量浓度的尿素对外植体上芽

的平均生长量的影响

由图 １ 可知，不同质量浓度的尿素对外植体上

芽的平均生长量影响不同。 与 ＣＫ 相比较，随着尿

素质量浓度的增加，外植体上芽的平均生长量呈先

上升后下降的趋势。 当尿素的喷施质量浓度达到

３􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 时，外植体上芽的平均生长量达到峰值，比
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ＣＫ 高 ０􀆰 ４５ ｃｍ；当尿素质量浓度达到 ５􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 时，外
植体上芽的平均生长量比 ＣＫ 高 ０􀆰 ３４ ｃｍ，但比喷施

３􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 尿素时低了 ０􀆰 １１ ｃｍ；当尿素的质量浓度达

到 １０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ，芽的平均生长量低于 ＣＫ。 上述试验结

果说明，适宜浓度的尿素有利于外植体的生长。 在

试验中观察到，当尿素质量浓度高于 ３􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 后，芽
的新生叶片边缘逐渐出现枯萎现象；当尿素质量浓

度达到 １０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ，部分新生叶片出现死亡。 因此，本
试验表明，在红叶石楠芽诱导培养阶段喷施 ３􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ
尿素最佳。

３　 结论与讨论

试验表明，开放式组织培养外植体杀菌处理过

程中，７５％的酒精与 ０􀆰 １％的次氯酸钠的使用顺序会

对外植体的杀菌效果产生不同的影响。 先使用

７５％的酒精，后使用 ０􀆰 １％的次氯酸钠，对外植体进

行杀菌处理，若不用纯净水对外植体进行冲洗，则
接种后外植体的褐变度较高，启动率较低，但冲洗

过程却提高了外植体的污染率；而先使用 ０􀆰 １％的

次氯酸钠，再使用 ７５％的酒精对外植体进行杀菌处

理，且不用纯净水进行冲洗，外植体的启动率、褐变

度与污染率均达到了较为理想的效果。 这可能与

次氯酸钠通过水解产生次氯酸，次氯酸再进一步分

解形成具极强氧化性的新生态氧，从而达到杀菌效

果的过程有关。 然而这一系列化学反应的产物，持
续性地对外植体造成了损伤。 使用 ７５％的酒精在

杀菌过程中对残留在外植体表面的次氯酸钠起到

了冲洗作用，且酒精极易挥发，故先使用次氯酸钠，
再使用酒精的处理方法对外植体的损伤较小，杀菌

效果理想。 因此，本试验最终确定，先使用 ０􀆰 １％的

次氯酸钠处理 ７ ｍｉｎ，再使用 ７５％的酒精处理 １ ｍｉｎ，
不用纯净水冲洗，是休眠芽诱导培养阶段最佳外植

体杀菌方案。
在培养基中添加不同质量分数的次氯酸钠，对

外植体上芽的平均生长量、污染率和褐变度的影响

各不相同，较高质量分数的次氯酸钠可显著降低外

植体的污染率，但也对外植体本身造成了不同程度

的损伤，致使褐变度升高，芽的平均生长量降低。
本试验最终确定以 ０􀆰 ０１％的次氯酸钠为最佳。

本研究对培养基中分别去除 ＭＳ、蔗糖、琼脂后

外植体上芽的平均生长量、褐变度以及污染率进行

了统计，认为去除 ＭＳ 的培养基中，外植体的污染率

和褐变度有所降低，但差异不显著，而外植体上芽

的平均生长量却显著降低，这说明休眠芽诱导培养

阶段，ＭＳ 是影响外植体生长的重要因子［１０］。 与固

体培养基相比较，无琼脂的液体培养基中，外植体

的污染率急剧上升，外植体腐烂速度较快。 本试验

中的液体培养基采用的是静置培养方式，有关流动

式液体培养基中污染率的状况有待进一步研究。
植物组织培养中，蔗糖是碳源和能量供给物，同时

也是微生物滋生的主要原因，去除蔗糖，培养基中

外植体的污染率大大降低，结果与张伟的研究结果

相一致［１１］。
在试验中观察到，在未添加蔗糖的培养基中，

随着培养时间的延长，外植体的生长速度减慢，叶
片颜色逐渐变黄。 本试验以尿素作为外植体生长

的外源能量供给物进行了相关研究，结果表明，在
已萌动的休眠芽上喷施 ３􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 尿素，可显著促进

萌动芽的生长。 但是，尿素在开放式组织培养中增

殖培养与生根培养阶段的作用，还有待进一步研究。
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