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摘要:在实验室内对来自广西大学林学院苗圃 ~ 东门林场苗圃 ~ 广西林业局种苗基地的杂交松 (Pznus e  zOttzz

> P. calzZaea) 外植体进行 75%酒精 10s+ 0. 1%升汞 4~ 6 min 灭菌试验 O 其中 东门林场苗圃的外植体进一

步采用 75%酒精 10s+ 0. 1%~gCl2 6 min 结合添加入培养基中的 1. 2%大蒜液的灭菌方法进行试验 O 结果表

明:广西大学林学苗圃的杂交松外植体 采用 75%酒精 10s+ 0. 1%升汞 5~ 6 min 的灭菌方法效果较好 O 东门

林场苗圃以及广西林业局种苗基地的杂交松外植体用 75%酒精+ 0. 1%升汞的灭菌方法效果不理想 O 东门林

场苗圃的枝条用 75%酒精 10s+ 0. 1%~gCl2 6 min 结 合 添 加 入 培 养 基 中 的 1. 2%大 蒜 液 的 灭 菌 方 法 效 果 较

好 O
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AbStract:The disinfection experiments of 75% ethanol 10 seconds + 0. 1% ~gCl2 4~ 6 minutes
to Pznus e  zOttzz > P. calzZaea explants f rom the nurseries of Forestry College( FC)  Dongmen
Forest Farm(DFF) and Guangxi Forestry bureau (GFb)Were performed in lab.To the explants
f rom DFF a further disinfection experiment Was conducted in the treatment of 75% ethanol 10
seconds + 0. 1% ~gCl2 6 minutes With 1. 2% garlic solution in the culture medium. It shoWs that
the treatment of 75% ethanol 10 seconds + 0. 1% ~gCl2 5~ 6 minutes has better result to the
explants f rom FC.The treatment of 75% ethanol + 0. 1% ~gCl2 is no good to the explants f rom
DFF and GFb. To the explants f rom DFF there is a better result in the treatment of 75%
ethanol 10 seconds + 0. 1% ~gCl2 6 minutes With 1. 2% garlic solution in the culture medium.
Key wordS: Pznus e  zOttzz > P. calzZaea tissue culture explants disinfection

组织培养过程中的外植体接种成功与否 主要

取决于外植体的选取和消毒灭菌方法的掌握[1]O 在

杂交松 (Pznus e  zOttzz > P. calzZaea) 的组织培养研

究中 我们以成龄或幼龄植株上当年生的 ~ 带有针叶

苞的幼嫩枝条作为外植体 O 这些外植体来自室外 
茎 ~ 叶都暴露在空气中 除了受到空气中的杂菌污染

外 还容易受到泥土 ~ 肥料中的杂菌污染 并且幼嫩

的针叶苞既容易藏菌对消毒剂又比较敏感 O 本文对

不同来源的杂交松外植体采用不同的灭菌方法进行

试验 探讨杂交松组织培养中外植体的有效灭菌方

法 O

1 试验材料与方法

1. 1 试验材料

本试验所用的外植体采自广西大学林学院苗圃

1 年生的杂交松扦插植株 ~ 广西东门林场中心苗圃 3
年生的杂交松扦插植株 ~ 广西林业局林木种苗基地

5 年生的杂交松实生植株上当年生的半木质化的带

有未张开针叶苞的枝条 O 选择晴天中午或下午采集

外植体 O 外植体使用前均进行以下预处理:用自来水

冲洗 1h 以上 再用较温和的饱和肥皂水反复刷洗表
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面 以 不 损 伤 材 料 为 度 然 后 用 自 来 水 冲 洗 干 净 备

用0
1. 2 试验方法

1. 2. 1 不同来源外植体的灭菌试验

将从林学院苗圃 ~东门林场苗圃 ~林业局种苗基

地 采 回 的 枝 条 预 处 理 后 移 至 超 净 工 作 台 上 先 用

75%酒精浸泡 10S 左右 用无菌水清洗 1~ 2 遍后 
再用 0. 1%升汞浸泡 4min~ 5min~ 6min0 无菌水清洗

干净后剪成 1. 5~ 2cm 的茎段 接种于 DCR[2]附 加

一定浓度的 BA( 6 苄基腺嘌呤D及 NAA(萘乙酸D的
培养基上0 培养基中琼脂 7g/L 蔗糖 30g/L pH 值

5. 80所有的培养基均在 121C下灭菌 20min 培养室

温度为 25~ 28C  光强为 2000 lx 光照时间 12h/d0
接种时每瓶接一个茎段0 15d 后统计污染率0
1. 2. 2 消毒液不同处理时间的对比试验

对东门林场苗圃以及广西林业局林木种苗基地

的杂交松枝条进行预处理后移至超净工作台上 先

用 75%酒精浸泡 10S左右 用无菌水清洗 1~ 2 遍后

再用 0. 1%升汞浸泡0 0. 1% 升汞浸泡重复 2 次 第

1 次浸泡后用无菌水冲洗干净材料 再进行第 2 次

消毒0 在此我们设计了 3 种 0. 1%升汞的浸泡时间0
方法 1: 2 次 0. 1%升汞各浸泡 4min0 方法 2: 2 次 0.
1%升汞各浸泡 5min0方法 3: 2 次 0. 1%升汞各浸泡

6min0 无菌水清洗干净后剪为 1. 5~ 2cm 的茎段 接
种于 DCR[2]附加一定浓度的 BA 及 NAA 的培养基

上0 培养基中琼脂 7g/L 蔗糖 30g/L pH 值 5. 80 所

有的培养基均在 121C下灭菌 20min0培养室温度为

25~ 28C  光强为 2000 lx 光照时间 12h/d0 接种时

每瓶接 1 个茎段0 15d 后统计污染率0
1. 2. 3 大蒜液在杂交松枝条灭菌上的初步应用

按照邢小黑[3]介绍的方法制备大蒜粗提液0 对

从东门林场苗圃采回的杂交松枝条经预处理后 先

用 75%酒 精+ 0. 1%升 汞 进 行 表 面 消 毒 灭 菌 其 中

75%酒 精 处 理 时 间 为 10S 0. 1%升 汞 处 理 时 间 为

6min0 然后将茎段接到添加了不同浓度大蒜液的培

养基上0 基本培养基为 DCR[2]附加一定浓度的 BA
及 NAA0 培 养 基 中 琼 脂 7g/L 蔗 糖 30g/L pH 值

5. 80 所有的培养基均在 121C下灭菌 20min0 培养

室温度为 25~ 28C  光强为 2000 lx 光照时间 12h/
d0 接种时每瓶接一个茎段0 40d 后统计结果0

2 结果与分析

2. 1 不同来源外植体的灭菌效果

由表 1 结果可知 采用同一方法对不同来源的

杂交松枝条进行灭菌处理的结果不一样 说明不同

来源的外植体带菌程度不一样0 对于林学院苗圃枝

条 采用 75%酒精 10S+ 0. 1%升汞 5~ 6min 的灭菌

方法就可以达到较好的效果0 而东门林场苗圃及林

业局种苗基地可能其周围环境中的菌较多 其枝条

所带的菌较多 以上的灭菌方法效果不理想 应采取

其它相应的灭菌方法0
表 1 不同来源外植体的污染率

外植体来源

污染率(% D

0. 1%
HgCl2 4min

0. 1%
HgCl2 5min

0. 1%
HgCl2 6min

林学院苗圃 40. 0 30. 0 32. 0
东门苗圃 92. 0 94. 0 86. 0
林业局种苗基地 84. 0 74. 0 76. 0

2. 2 消毒液的不同处理时间对灭菌成功率的影响

由表 2 可知 利用消毒液对外植体进行消毒灭

菌时 灭菌时间的长短很重要0灭菌时间短了则污染

率高 达不到目的0灭菌时间长了又容易伤害到外植

体0对于东门林场苗圃枝条 效果最好的试验是 2 次

升汞 每次 5min 其成功率也只有 38. 0% 0而广西林

业局种苗基地可能由于水肥管理较好 枝条生长达

到本试验采集的杂交松枝条以针叶苞已经长饱满而

又未张开的要求 但是 采集的外植体比较嫩 运用

以上的灭菌方法虽然污染率较低 褐化率却太高 效
果最好的试验是 2 次升汞 每次 4min 其成 功 率 只

有 18% 0 可见 对于这两地的杂交松枝条 75%酒精

+ 2 次 0. 1%升汞的灭菌方法效果都不理想0
表 2 不同灭菌时间的效果比较 

外植体来源
消毒
方法

接种
瓶数

污染
瓶数

褐化
瓶数

成功
瓶数

成功
率( % D

东门苗圃 方法 1 50 34 2 14 28. 0
方法 2 50 27 4 19 38. 0
方法 3 50 23 9 18 36. 0

林业局种苗基地 方法 1 50 29 12 9 18. 0
方法 2 50 21 23 6 12. 0
方法 3 50 19 27 4 8. 0

 褐化包括茎段 ~ 针叶苞全部褐化以及程度较轻的只是针叶苞褐化

而茎段未褐化两种情况 褐化瓶数仅指无菌但褐化了的瓶数0 成功

率=无菌且成活的瓶数/接种瓶数0

2. 3 大蒜液在杂交松枝条消毒上的初步应用

由表 3 可见 大蒜液对外植体上的细菌和真菌

有抑制或杀灭作用0 在培养基中添加 1. 2%的大蒜

液时 外植体的污染率由不添加大蒜液时的 84. 8%
下降到 37. 8% 0 而且添加了大蒜液后对茎段的分化

率无明显的影响0因此 对东门林场苗圃的杂交松枝
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条先按照 2. 1 的方法进行表面消毒后 茎段接种在

加入 1. 2%大蒜液的培养基 中 可 达 到 较 好 的 灭 菌

效果又不影响成活茎段的分化率 O
表 3 不同浓度大蒜液的灭菌效果

大蒜液

( % D
接种

(瓶D
污染

(瓶D
褐化

(瓶D
成功

(瓶D
萌芽

(瓶D
污染率

( % D
成功率

( % D
分化率

( % D

0. 0 92 78 1 13 1 84. 8 14. 1 7. 7
0. 4 60 31 2 27 3 51. 7 45. 0 11. 1
0. 8 89 41 3 45 6 46. 1 50. 6 13. 3
1. 2 90 34 5 51 6 37. 8 56. 7 11. 8

大蒜液浓度为体积百分比浓度 O 褐化瓶数指无菌但褐化了的瓶数 O
成功率=无菌且成活的瓶数/接种瓶数

3 讨论

本试验结果表明 不同来源的同种外植体带菌

程度不一样 所适用的灭菌方法也不一样 O对林学院

苗 圃 的 枝 条 用 75%酒 精 10S- 0. 1% 升 汞 5~ 6
min 的灭菌方法就可以达到较好的效果 O 对东门林

场 苗 圃 以 及 林 业 局 种 苗 基 地 的 枝 条 75%酒 精-1
次 0. 1%升汞的灭菌方法污染率太高 而 75%酒精

-2 次 0. 1%升汞的灭菌方法随着外植体污染率的

下降 褐化率在升高 结果成功率也偏低 O 这 2 种灭

菌 方 法 都 不 适 用 O 对 东 门 林 场 苗 圃 的 枝 条 先 用

75%酒精 10S-0. 1%升汞 6 min 消毒后 茎段接入

添加了 1. 2%大蒜液的培养 基 中 则 可 达 到 较 好 的

灭菌效果 O
目 前 75%酒 精 配 合 0. 1%升 汞 是 比 较 常 规 的

灭菌方法 O 75%酒精具有浸润和灭菌的双重作用 能
渗入外植体内杀死病菌 但是 其对植物组织具一定

的破坏性 所以 消毒时间不宜过长 但这又不易达

到消毒效果 因此 常与其它消毒剂配合使用 O 0. 1%
升汞是应用最广泛的一种消毒剂 消毒效果最好 O但
其有剧毒 且消毒后难以去除残余的汞 对外植体有

杀伤作用 所以消毒后必须用无菌水反复冲洗 以除

去残余的汞 减少对外植体的毒害[4]O
大蒜 (Allium satiUum l. D为百合科植物 含有丰

富的营养成分 O 现代研究发现[5] 大蒜有天然的抗菌

物质 大蒜素是其抗菌的主要有效成分 也是目前发

现的各种植物抗菌素中效率最大的一种 O文献[6]报
道 大蒜素对多种细菌及某些真菌均有明显的抑杀

作用 O 邢小黑[3]在对百合的组织培养研究中 将百合

球茎接种于添加有大蒜素的培养基上发现 大蒜素

对培养物的影响随其浓度不同而异 O 2%大蒜素对百

合 球 茎 生 长 和 分 化 无 影 响 但 是 大 蒜 素 浓 度 达

5%  即会抑制百合生长和分化 并发现少部分百合

球茎褪绿变成白色 O因此 使用大蒜液灭菌时应根据

不同材料和培养目的 选择适宜的大蒜素浓度 使之

既能防止培养物的污染 又不影响培养物的生长和

分化 O
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鼠尾草有戒酒功效

意大利研究人员进行的动物实验显示 草本植物鼠尾草的提取液有帮助戒酒的功效 O
意大利国家神经学研究院研究人员发现 取自鼠尾草根的中草药丹参中的成分可以使 " 酗酒 ' 的老鼠成

功 " 戒酒 ' O 实验中 一些老鼠的基因结构使它们极易对酒精上瘾 O 使用丹参成分后 实验鼠产生酒瘾的时间

被明显推迟 O 该研究院的研究人员准备在下一阶段进行人体临床测试 研究鼠尾草的戒酒功效 O
鼠尾草是一种两年生草本植物 高 30~ 100cm 叶片呈褐绿色 花为蓝紫色 并有香气 可用于制作调味

品和草药 O 自古以来 鼠尾草油就因含抗氧化 ~消炎和类似激素的物质 而被制成具有多种药效的香精油 O

(据<科学时报> D
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