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植物有机营养无菌培养试验方法的
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摘 要 本文对植物有机营养研究中无菌培养实验室的结构
、

功能作了描述
,

对有机

营养无菌水培液的配制及无菌苗的筛选和培育方法作了检验
。

用此无菌培养试验法进行的水

稻有机氮营养试验证明
,

水稻能直接吸收根际营养液中的氨基酸
。

在频繁更换营养液的培养

条件下
,

等氮量 �� ��� �� �� 有机
、

无机氮对水稻的营养效果依次为甘氨酸态氮 �无菌条件��

谷氨酸态氮 �无菌条件�� 按态氮 �无菌条件�� 钱态氮 �常规条件�
,

反映出有机
、

无机氮种类及

无菌
、

常规试验条件对水稻氮素营养的影响
。

关健词 无菌培养方法
,

无菌培养室
,

氨基酸
,

水稻

中图分类号 �� ��
�

��

除了矿质营养元素外
,

有机化合物形态的营养元素是否也能作为高等植物的营养给

源
,

即植物的有机营养问题
,

随着土壤与植物营养科学的深人发展
,

相关学科如细胞生物

学
、

分子生物学
、

无菌生物学等的兴起
,

越来越引起人们的关注 �‘
,

’�
。

植物有机营养要在杜

绝微生物对有机营养物质分解的条件下研究
,

必须具备以下要求
�

�
�

根部环境无菌 �包括容器及人工培养液�
。

�
�

空气中微生物很容易侵人根部环境
,

因此空气也需无菌
。

�
�

供试幼苗无菌
。

以上试验条件是很难做到的
,

限制了有机营养理论的广泛和深人研究
。

参考当今国

内外有关这方面的先进经验 �, 一 ��
,

引进现 代高新科学技术和先进材料
,

特别是超滤膜材

料�� 
,

我们曾进行 了一系列无菌试验条件的筛选
,

并根据研究结果建立了高等植物无菌培

养实验室
,

确定了植物有机营养液的灭菌方法
,

得出了适于水稻种子灭菌
、

无菌苗培育的

较佳技术
。

本文将对高等植物无菌培养实验室的结构和培养试验方法作一介绍
,

并对用

此方法在水稻有机氮营养研究方面获得的一些初步结果作一简要报道
。

� 植物无菌培养试验方法的建立

�
�

� 植物无菌培养实验室的设计和实施

�
�

�
�

� 植物无菌培养实验室的组成 植物无菌培养实验室总面积 ��� !∀ �
�

,
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�
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更 衣 室 �� 乃�
�
�

,

空 气调 温 室 ��� �� �
,
� �更衣 室 上 层�

,

无菌化验室 ���
�

� � � �
,

常规 分析室

���
�

� � “
�

,

气流调节室 ��
�

�� ,
�

,

无菌工作室 ���
�

�� �
�

,

组织培养室 ���
�

�� �
��无菌工作室 上层�

,

植培台

��
�

� � � �及水塔与水井等附加设施
。

详见实验室俯视示意图�图 �� 及侧视示意图�图 ��
。
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由图 � 可见
,

试验人员须依次经 � 号门
、

�号门
、

�号门
、

� 号门
、

� 号门
,

才能到达植培台
,

再由图 � 可

见
,

室外空气由换气扇进人
,

在空气调温室内调节温度后
,

须经过滤膜孔径皆为 �
�

�协� 的空气 自净器和层

流罩三次过滤后
,

才能进人植培台
,

这样能保证植培台内无菌要求
,

确保植物无菌培养试验的顺利进行
。

�
�

�
�

� 植物无菌培养实验室的装置 空气调温及净化系统
�

无菌培养室 的 空气调温 室 内配备有

���
�

�� 格力空调机一只
,

该机冷暖二用
,

控温幅度为 �� 一 �� ℃
。

二 只 刀� ��� � � 空气 自净器
,

其空气净

化效率为 � �� ��  � �对于 � �
�

� 协� 粒径 的尘埃而言�
,

一只 �� ��� ��� �� ���� 洁净层流罩 �据美国联邦标准

�� � �
,

净化等级 ��� 级
,

即对于 � �
�

� 协� 粒径的尘埃 � �粒 ���
。

室外空气由换气扇进人
,

在空气调温室内

调节温度
,

经空气 自净器过滤一次后
,

先进人无菌化验室 �再经空气 自净器过滤一次后
,

进人组培室 �再经

层流罩过滤后进人植培台
,

然后进人无菌工作室
。

由此可见
,

由无菌化验室至组培室
,

再到无菌工作室的

空气净化程度越来越高
,

而层流罩下植培台内空气经空气自净器和层流罩三次过滤后
,

可达到空气净化

最高级别 ���级 �图 ��
。

此外
,

化验室与组培室还可通过空气自净器对空气进行反复过滤而高度净化 �图

�
,

空气净化图 � �
,

组培室 与无菌工作室内空气也可通过层流罩的反复过滤而高度净化 �图 �
,

空气净化图

� �
。

由于无菌室 内还有 �� 盏紫外灯可供使用
,

其中更衣室 �盏
,

化验室 � 盏
,

气流调节室 �盏
,

组培室 �

盏
,

无菌工作室 � 盏
,

植培台 � 盏
。

因此
,

无菌培养室 内空气还可通过紫外线经常定时照射而提高灭菌效

果
。

人工照 明及冷却系统
�

植培台采用反光较强的不锈钢薄板隔制而成
,

植物生长光源采用 �� � 水冷氮

灯 �� ��� �� � 型长弧氮灯�
,

植培台面光强可达 � 万 ���
,

其色温接近太阳光
,

可满足植物正常生长需要
。

氛灯管外有水套
,

其循环冷却水来 自井内地 下水
,

井水由潜水泵 自动提至水塔
,

待泥砂沉淀后再流人水

套
,

对灯管起冷却作用
。

潜水泵开关 由水塔水位控制
,

若水位低于临界水位
,

则潜水泵启动
,

开始提水
,

使

水位上升
。

二 口水井可一 口作为提水井
,

一 口作为回水井
,

也可提水
、

回水并用
。

冷却水还可用 自来水代

替
,

以备自动提水控制装置或潜水泵失灵时用
。

用井水或自来水作冷却水时
,

应注意突然断水危险�如自

动提水控制装置或潜水泵失灵
,

自来水管冻结或停水维修等原因�
,

以免氛灯损坏
。

此外
,

�� � 水冷氨灯

的冷却水流速按规定不可低于 �� 而
� ,

出水温不可高于 �� ℃
,

需要时地下水与自来水可同时使用
,

以提

高流速
,

降低冷却水温
,

延长灯管寿命
�

水冷氮灯使用 ��� 左右后
,

管内有大量水垢沉积
,

可在进水处加

浓盐酸洗涤灯管一次
,

除去水垢
,

确保亮度
�

�
�

�
�

� 植物无菌培养实验室的灭菌效果 无菌室经消毒剂 �甲醛 � 高锰酸钾�薰蒸过夜
,

紫外线照射

��而 � ,

空气过滤器开 ��� 后
,

灭菌效果检测如表 �
�

表 �菌检情况表明无菌室由外室向里面
,

随着空气净化程度的提高
,

灭菌效果越来越好
,

用于培养植

表� 植物无菌培养实验室的灭菌效果 �菌落数�皿�

� � ��� � � ���
� ��� � �� � � � � ��� ��  �� ��� � � � � ��� ��  � ����

�� �� �� �� � ���� � ��� �� 比 �
� ���� � �

�� ��
��  !∀

�#∃
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士 1 7 4 8 士 1 8 3

.
4 士 1

.
9 2 .4 土 1

.
3 0

.
2 士 0

.
2 0

注
:
空气取样时间30 mi

n ,

培养皿直径gc m
,

重复5次
.

物的植培台已达无菌要求
,

能满足植物无菌培养试验的需要
。

1

.

2 植物有机营养无菌水培液的配制

前文[0] 曾比较了几种可用于配制植物有机营养无菌水培液的灭菌方法
,

包括高温灭菌
、

辐射灭菌
、

超
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滤膜灭菌及精滤柱过滤法等
,

结果表明
,

超滤膜灭菌法效果最好
。

本研究对该法作了进一步验证
,

用此法配制 N 10 m g/ L 的氨基酸营养液
:
先用高温灭菌法对营养液

基质灭菌
,

再取浓度为 N 500 m g/ L 的甘氨酸
,

谷氨酸与谷氨酞胺母液各 20 ml
,

分别用孔径为0. 2 卜m 的微

孔滤膜过滤后直接加人 100 0ml 无菌基质液中
,

配成各种氨基酸营养液
。

三天后用营养琼脂培养基[l01检

菌
,

并测定营养液中氨基酸浓度
,

重复 6 次
,

结果如表 2 所示
。

表2 植物有机营养无菌水培液制备方法验证试验结果

Table 2 V enfieation of th e m eth ed fo r Pre Paring sterile nutrient solution in th e stu dy of Plan t org axu
e
mi tri ti

on

氮源种类 灭菌率 t值

N itro g
en sou代es S te ri liz ati o n ra te (% )

浓度

C oneentra ti on (N
nlg/L ) t Value

八曰n
��
U八U00

目
...
且目
...
1口..1

甘氨酸

谷氨酸

谷氨酞胺

103 士 1
.
6

1 0 月 士 1
.
5

10
.
6 士2 刀

0
,

4 7

0 7 3

0 刀4

由表 2 可见
,

采用该法配置的甘氨酸
,

谷氨酸与谷氨酞胺营养液不但绝对无菌
,

而且经 t测验
,

营养液

浓度实测值与理论值 (N 10m 留L) 也无显著差异
.
这说明该法适用于植物有机营养研究无菌水培液的配

制
。

1

.

3 水稻种子灭菌及无菌苗的培育

作者曾对供试水稻无菌苗的筛选和培育方法作过报道11
’]

。

其主要步骤如下
:

1
.
3
.
1 选种 选择发芽率高(95 % 以上)的纯净种子

,

用盐水(25 % 氯化钠)选种
。

1

.

3. 2 浸种 a.对活力较高的种 子先用肥皂水洗净
,

再在 自来水龙头上冲洗 24 h
,

37 ℃无菌水浸种

24 h
,

然后进行灭菌
。

b

.

对普通种子可先去壳
,

无菌水 37 ℃浸种 24 h后再灭菌
。

1

.

3

.

3 灭菌 用 70 % 酒精浸 305
、

无菌水洗 3次
, ,

继用 0
.
1% 氯化汞浸 20 而

n ,

无菌水洗 10 次
。

1
3.

4 无菌苗筛选及培育 种子灭菌后置平板营养琼脂培养基上
,

每只 gc m 培养皿放20 颗种子
,

于黑

暗及 37 ℃条件下培养 5d
,

然后在超净台上挑选无菌发芽种子
,

用接种针再置于平板上
,

每皿放 15 颗
,

在

组织培养架内 日光灯下培养3d 后菌检
.
再取无菌种子用接种针逐粒种于 18 x l80 m m 的试管平板或 50 ml

三角瓶平板内
,

7d 后菌检
,

如发现菌落即行弃去
,

最后将无菌试管苗置组织培养架内日光灯下备用
。

本研究以釉
、

粳稻种子为供试材料
,

去壳后
,

对该法作了进一步的验证
.
结果为釉稻

“

中早 5 号
”

的灭

菌率为(69 土 13
.
8) %

,

发芽率为(83 士 5
.
7) % ; 梗稻

“

秀水 11 号
”

的灭菌率为(71 士 9. 8) %
,

发芽率为(86 士

7
.
3) %

。

这说明该法可为水稻无菌培养试验提供大量无菌苗
。

2 无菌培养试验方法在水稻氮素营养研究中的应用

2. 1 水稻根际脱氨基酶活性

水稻根 际营养液脱氨基酶存在与否关系到氨基酸营养试验的严密性
,

因脱氨基酶会

引起氨基酸分解
,

使氨基酸态氮转化 为按态氮
,

从而使氨基酸态氮 与按态氮效应难 以 区

分
。

为了解不同品种水稻在氨基酸态氮与按态氮营养环境中的根际脱氨基酶活性
,

设以

下 4 个处理
:(l )釉稻

,

N 1 0 m
g/

L 甘氨酸态氮营养液
。

(
2) 粕稻

,

N 1 0 m g/ L 钱态氮营养液
。

(3 ) 粳稻
,

N 1 0 m 留L 甘氨酸态氮营养液
。

( 4) 梗稻
,

N 1 0 m
g/

L 钱态氮营养液
。

重复三次
。
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每盆一株
,

苗龄二叶期
。

营养液采用国际水稻所水稻营养液配方 (
’2
]

,

供 试水稻品种为釉稻
“

中早 5 号
” ,

粳稻
“

秀水 11
” ,

试验盆钵采用 1000 ml 三角瓶
,

内盛石英砂 2009
,

上覆 20 X

200m m 试管一只
,

以保持瓶内湿度
,

并允许稻苗往上生长
。

瓶 内营养液二叶期前为 40m !
,

二叶期后 为 60 m l
。

隔三天换一次营养液
,

一个月后
,

在超净 台上取各处 理根标营养液

10m !
,

其中 5m l放于 10 m l刻度试管中
,

外加 sm 】浓度为 50 0m g/kg 的甘氨酸态氮底物
,

作为

反应管 ;另外 sm l放于另一只 10 m l刻度试管中
,

加人 5m l去离子水
,

作为对照管
,

于生化培

养箱 内黑暗下 37 ℃培养 24 小时后
,

分别测定反应管
、

对照管及甘氨酸态氮底物中的钱态

氮浓度
。

将反应管中钱态氮含量减去底物中微量按态氮后
,

再与对照管的按态氮量 比较
,

即可确定水稻根际营养液的脱氨基酶活性
。

为 明确育苗方式及微生物对水稻根际营养液脱氨基酶活性的影响
,

设 4 个处理
:
(l)

带胚乳稻苗有菌培养
。

( 2) 带胚乳稻苗无菌培养
。

( 3) 去胚乳稻苗有菌培养
。

( 4) 去胚乳

稻苗无菌培养
。

培养试验采用 N 4m g/ L 按态氮营养液
,

供试水稻品种为釉稻
“

中早 5 号
” ,

试验方法同上
。

去胚乳稻苗的去胚乳时间为种子露 白后三天
,

也即第一次菌检结束后进

行
。

用于测定脱氨基酶活性的各处理根际营养液来 自 6 叶期稻苗用营养液按上述试验方

法连续培养一周后的吸收液
,

重复三次
,

每盆 2 株
。

2

.

1

.

1 不同基因型水稻根际营养液脱氨基酶活性 釉稻
、

粳稻二个品种根际营养液脱

氨基酶活性测定结果如表 3
。

表 3 粕稻
、

粳稻二个品种根际营养液不加甘氨酸(对照管)及加甘氨酸(反应管)无菌培养

24 小时后的按态氮浓度

T able 3 Am m oni
um

一
N

e o
nc
e n ti 习 tlo n o

f ro
o t n u

tri
e n t s o

l
u
ti
o n

i
n e o n t ro l tu

be
a n
d re

a c tlo n t u
be (ad d

e
d g ly

e
i
n e
)

fo
r 动di 〔

·

a 田ld J aP
o n ic a eul ti v ar a

fte
r 24 h o u rs o f ste ri le 一n e u

b
a
ti
o n

处理号 处理内容

T re atlllents

对照管 反应管

T re atnlent C ontr ol 址be R e ac ti
o n tu be

差值

以ffe re
nce

N (m g/L)

一 0
,

0 2
士0 刀9

一 0 刀5 士0 滩 l

0
,

0 2
士 0 刀3

0 .0 8士 0石4

t v al U e

粕稻
,

甘氨酸态氮

粕稻
,

钱态氮

梗稻
,

甘氨酸态氮

梗稻
,

钱态氮

N (m g/L)

0 3 1士 0 3 7

4 .6 3 士 0 2 4

0
,

0 1
士 0 刃2

7
.
19士 2

.
18

N (m g /L )

0 3 3 士 0 3 9

4 5 8 土 0 2 2

0
,

0 3
士0 刀l

7 2 7士 1
.
9 1

0 3 8

0
.
17

0名7

0
.
3 3

表 3 中无论是釉稻
、

还是粳稻
,

采用无机或有机营养液栽培的水稻根际营养液对照管

与反应管的钱态氮浓度差异经 t测验未达显著水平
。

这表明在无菌培养条件下
,

水稻根际

营养液检测不出脱氨基酶活性
,

稻根对氨基酸营养液中氨基酸的分解作用可以不予考虑
。

这与奥田东等试验结果相一致
,

即无菌水稻根际营养液 中不存在氨基酸分解酶 [1
’〕

。

加甘

氨酸无菌培养的处理 1 与 3 对照管中的少量钱态氮可能来 自根分泌
,

粳稻分泌量少于釉

稻
,

其原 因有待进一步研究
。

2

.

1

.

2 育苗方式及微生物对水稻根际营养液脱氨基酶活性的影响 在低浓度钱态氮

(4 m g/ L)无菌或有菌培养条件下
,

由带胚乳及去胚乳二种种子发育的水稻根际营养液脱氨

基酶活性检测结果如表 4
。

t 测验表明
,

在无菌培养下由带胚乳及去胚乳二种种子发育的水稻根际营养液对照管
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表 4 在低浓度按态氮 (4 m g/kg)无菌或有菌培养条件下粕稻根际营养液不加甘氨酸 (对照管)及加甘

氮酸 (反应管)培养 24h 后的按态氮浓度

T able 4 Anlnlom lllll一N c o n c e n tra ti
o n o

f ri
e e r
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tri
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l
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s te ri l
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be (
a
d d
e
d g ly

e
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n e

) fo
r
ln
(
l

, ‘叹 e u l tiv a r a
fte
r 2 4 h o u rs o f Inc

u b a ti o n
.

处理号 处理内容

T re atnlents

对照管 反应管

T化a tm e n t C o n tfo l t
u
be 班ac ti

on tu be

N (m g/L)

64 3士 1
.
5 8

0名7土 0石4

1 1
.
3 1士 2

.
2 3

1
.
9 4 士 0 .6 9

差值

以fl’e re nc e

N (m g /L )

5
.
0 3士 1

.
0 2

0 3 5 士 0 万9

9
‘

3 6
士 2

.
5 5

一 0
.
1 7 土 0

.
5 6

t v alu e

甲电
月峙,了、QO户

刀石34
9曰nU乙曰
0带胚乳有菌培养

带胚乳无菌培养

去胚乳有菌培养

去胚乳无菌培养

N (m g/L)

1 40 土 l
,

5 0

0 j 2
士0 7 1

1
.
9 5 士0

.
4 0

2 1 1 士0
.
1 3

与反应管按态氮浓度无显著差异
,

即水稻根际营养液对甘氨酸的分解作用不显著
,

其脱氨

基酶活性可以不予考虑
。

但在有菌培养下
,

这二种带胚乳及去胚乳的水稻根际营养液对

甘氨酸有较为显著的分解作用
,

可 以推断这是根际营养液中微生物酶解所致
。

因此
,

有机

氮营养试验必须在无菌条件下进行
,

才能获得较为严密的试验结果
。

2. 2 水稻氨基酸态氮的营养效应

为确定水稻氨基酸态氮的营养效应
,

并明确微生物对按态氮常规培养试验的影响
,

设

4 个等氮量 (N 10m g/ L) 处理
:1
.
甘氨酸态氮营养液无菌培养

。

2

.

谷氨酸态氮营养液无菌

培养
。

3

.

按态氮营养液无菌培养
。

4

.

按态氮营养液有菌培养
。

重复 7次
,

完全随机排列
,

供试品种为釉稻
“

中早 5 号
” ,

每盆一株
,

苗龄二叶期
,

试验方法 同上
。

36 天后收获
,

分别测

定干物重
、

活叶数
、

枯叶数
、

根长
、

根数
、

株高
、

顶叶叶绿素计读数 (SPA D 值)
。

结果如表 5
。

由表 5 可知
,

在等氮量 (lom g/k g)有机
、

无机氮无菌培养下的水稻干物重依次为甘氨

表5 氨基酸态氮和铁态氮对水稻生理性状和生物学性状的影响
, )
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c
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f ri
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处理号

T re alnlent N o
.

干物重

lb
w e,

g h t

( m g /
Pl an t)

株高

Pl ant height

(em )

根数

R00t nulnbe r

根长

RO
ot leng th

(cm )

S PA D 值

SP A D val ue

AB3 CB3
.
9a

25
.
6b

24
.
6b

9 3b

AAAAa。0
bb

一/
41
Q八
.

…
n,,护‘U�、�

2 6 l
a

2 6

.

5
a

2 1

.

2 b

1 4

.

7
C

2 0 石a A

12 4 b B

12
.
lb B

9
.
O C B

AABCAB6 CC名a

4万b

3
.
S C

2 .8 d

l) 平均数后大
、

小写字母分别表示尸
二
0
.

01 及仓05 的差异显著性水平 (S SR法)
。

酸态氮 > 谷氨酸态氮 > 钱态氮
,

其差异达到了 0. 01 的极显著水平
,

这反映了氨基酸态营养

对水稻干物质积累有较大的促进作用
;
等氮量钱态氮在无菌条件下的干物重大于有菌条

件
,

其差异达到了 0
.
0 5 的显著水平

,

这可能是有菌条件下微生物与水稻争夺营养所致
,

说

明了习惯上矿质营养常规培养试验结果与无菌试验有较大差异
,

需引起注意
。

氨基酸态氮对水稻生长的促进作用在长势上主要表现在稻株高大
,

根系发达
,

根数增

多及根长增长
,

叶色浓绿
,

叶绿素计读数 (SPA D 值 )上升
,

尤其是甘氨酸
,

其株高
、

根数与
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S P A D 值与钱态氮均有极显著差异
,

显示出小分子有机氮化合物对水稻生长的良好营养效

果
。

氨基酸态氮处理的水稻功能叶片 SPA D 值高于按态氮
。

已有试验表明 SP A D 值与作

物单位面积叶片含氮量
、

叶绿素含量呈密切正相关[l4]
,

也有试验指出水稻叶片含氮量与光

合速率有密切关系
。

随着含氮量的提高
,

叶绿体数目
、

叶绿体表面积密度 与体积密度增

加
,

以致 叶绿体与外界能量
、

物质的交换界面扩大
;基粒类囊体变厚

、

垛叠数增多
,

致使基

粒圆柱体表面积及体积剧增
,

而类囊体膜上光合色素叶绿素 a
、

b 及类胡萝 卜素含量也增

加
,

从而提高了叶绿体光合能力
;
叶片气孔导度上升

,

二氧化碳供应充足
,

使叶绿体的光合

潜能得以充分发挥[l
’]

。

因此
,

施用氨基酸态氮可改善水稻氮素营养状况
,

进而促进光合作

用
.
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