
第 32卷 第 5期 水 生 生 物 学 报 V o.l 3 2, N o. 5

2 0 0 8年 9月 ACTA HYDROB IOLOGICA SIN ICA Sep. , 2 0 0 8 

收稿日期: 2006-07-25;修订日期: 2007-05-14

基金项目:科技部重大基础研究前期研究专项 ( 2003CCA01000) ;新疆生物资源基因工程重点实验室开放课题 ( XJDX0201-200403 )资助

作者简介:蒋刚强 ( 1982) ) ,男,汉族,山东省巨野县人;在读硕士;主要从事植物基因工程研究。E-m ai:l jiang4800@ s ina. com

通讯作者:马纪, Te:l 0991-8583259; E-m ai:l m ajiuc@i xju. edu. cn

DO I号: 1013724 /SP1 J1000012008150615

水浮莲无菌苗的获得及其培养体系的优化

蒋刚强  王  瑜  兰海燕  张富春  马  纪
(新疆大学生命科学与技术学院分子生物学重点实验室,新疆生物资源基因工程重点实验室,乌鲁木齐  830046)

摘要: 为了有效地进行水浮莲 (P istia stratio tes )的基因工程改造, 达到利用水浮莲进行污染水体的植物修复, 本研究

建立了水浮莲无菌苗培养体系。采用二次消毒法获得水浮莲的无菌苗, 并研究了萘乙酸 ( NAA )、6-苄氨基嘌呤 ( 6-

BA )、蔗糖、pH值对其生长的影响, 确立了水浮莲的优化培养体系为: 1 /2 M S+ 6-BA 01 25mg /L + NAA 01 3m g /L +蔗

糖 20g /L, pH 61 0。水浮莲在此培养基上可快速扩增和长期继代培养,无菌生长的水浮莲比温室中自然水浮莲的植

株形态小, 易于研究操作。

关键词: 水浮莲;无菌苗; 培养体系优化

中图分类号: Q 9431 1  文献标识码: A  文章编号: 1000-3207( 2008) 05-0615- 05

  水浮莲 (P istia stratiotes L. ) , 又称大叶莲、大浮

萍、大薸、水葫芦,属天南星目天南星科大薸属多年

浮生草本植物,它不仅分布广泛,同时也是世界上最

令人头痛的杂草之一
[ 1, 2 ]
。由于生命力极强、繁殖

速度极快,它经常堵塞河道,而且大量的羽状须根易

成为蚊虫滋生的栖息地
[ 3]
。但水浮莲可作为家畜

的饲料、肥料等, 有多种用途。它是一种对某些环境

胁迫有较强抗性的浮水植物,对垃圾污水具有较强

的净化效果
[ 4, 5 ]

,能够净化水体中的硝态氮
[ 6]

, 有效

地去除水体的富营养化
[ 7, 8 ]

,并对重金属污染有一

定的清除作用
[ 9]

, 故作为水环境净化植物而受到广

泛的重视。植物修复技术是利用植物根系吸收水分

和养分的过程来吸收转化污染体, 如土壤和水中的

污染物,以期达到清除污染、修复或治理的目的,尤

其是利用水生植物净化污水中的重金属、降解有机

物、持久性有毒污染物及其他有害污染物的研究国

内外已有报道。随着植物修复技术研究的深入及其

植物基因工程的发展, 可通过对植物进行遗传工程

改造, 在植物自身所具有的抗性基础上进一步提高

其耐受力和富集能力, 用于环境污染的生物治理。

因此, 水浮莲有可能在利用转基因植物进行水体环

境治理方面发挥重要作用, 然而作为植物转基因研

究的基础步骤,有关水浮莲组织培养方面的研究尚

未见报道。本文研究了 NAA、6-BA、蔗糖、pH对无

菌水浮莲生长的影响,获得了水浮莲相对优化的无

菌培养体系,为进一步开展水浮莲转基因的研究奠

定了基础。

1 材料与方法

111 材料  实验材料为引自乌兹别克斯坦,在本实验

室温室水盆中自然繁殖的水浮莲 (P istia stratiotes L. )。

112 消毒方法  由于自然繁殖的水浮莲带有大量

的微生物,通过彻底消毒才能清除微生物进行无菌

培养。首先选取成熟的水浮莲, 用蒸馏水洗去碎片

及污垢,移去水浮莲的根和大的叶片,只保留芽点和

未伸展的幼叶。将处理过的水浮莲置于消过毒的器

皿里,用无菌刀片切去顶部和基部进一步减小其形

状,注意不要破坏分裂组织。修整过的水浮莲芽再

用两种方法进行消毒,其一是先用 70%乙醇处理 30s

后,置于 10%次氯酸钠溶液中消毒 15m in; 其二是先

用 70%乙醇处理 30s后, 置于 011% H gC l2 (w /v )的

溶液中处理 5m in。最后用无菌水冲洗 4) 5次 ,

并转移至 S固体培养平板中 ( S为 1 /2 M S + NAA

1m g /L+ 6-BA 015m g /L+蔗糖 15g /L+琼脂 6g /L, pH

610; M S: M urashige and Skoog基本培养基 )。每个

处理各 10个培养皿,每培养皿含有两个水浮莲外

植体。培养温度为 ( 27 ? 3) e , 光照 2000 lx, 照光

时间 15h /d。
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为了进一步清除水浮莲的污染物,将第一次处

理得到的水浮莲无菌材料作为起始材料进行第二次

消毒处理。将母体上新长出的未接触培养基的幼芽

于无菌环境中切下,稍加修整后通过如下步骤处理:

( 1) 70%乙醇处理 30s, 10%次氯酸钠处理 5m in,无

菌水洗 3次; ( 2) 70%乙醇处理 2m in, 10%次氯酸钠

处理 5m in, 无菌水洗 3次; ( 3) 70% 乙醇处理 30s,

10%次氯酸钠处理 7m in,无菌水洗 3次; ( 4) 70%乙

醇处理 30s, 011% H gC l2处理 3m in, 无菌水洗 5次

( 5) 70%乙醇处理 30s, 011% H gC l2处理 5m in, 无菌

水洗 5次。上述处理结束后,将处理好的组织转移

到 S培养基 (每个处理各 10个培养皿, 每个培养皿

含有两个外植体 )上培养, 培养条件同上。 2d和 7d

后统计污染率, 20d后统计死亡率。

113 培养体系的优化
11311 NAA、6-BA、蔗糖、pH单独对水浮莲生长的
影响  将大小一致的水浮莲单株无菌苗接入下列液

体培养基中,每隔 3d统计其新增苗数,并观察生长状

况, 15d后取出置于 - 80e 冰箱, 冻干后称重, 实验重

复 3次。NAA: 1 /2 M S + NAA ( 0、011、012、013、014、

015) mg /L+蔗糖 15g /L, pH 518,分别以 CK、N1、N2、

N3、N4、N5表示, CK为对照; 6-BA: 1 /2 MS + 6-BA

( 0、0125、015、110、115) m g /L+ 蔗糖 15g /L, pH 518,

分别以 CK、B1、B 2、B3、B4表示, CK为对照; 蔗

糖: 1 /2 M S + NAA 013m g /L + 蔗糖 ( 0、10、20、

30、40、60 ) g /L, pH 518, 分别以 S0、S1、S2、S3、

S4、S5 表 示, S0 为 对 照; pH: 1 /2 M S + NAA

01 3m g /L+ 蔗糖 15g /L, pH ( 410、510、610、710 ) ,

分别以 P1、P2、P3、P4表示。

11312 NAA、6-BA、蔗糖及 pH的组合对水浮莲生

长的影响  在以上基础上对各影响因子采用 L16

( 4
5
)正交设计, 影响因子为 6-BA ( 0125、015、110、

115mg /L ), NAA ( 011、012、013、014m g /L ) ,蔗糖 ( 0、

10、20、30g /L ) , pH ( 410、510、610、710)。将大小一

致的水浮莲单株无菌苗接入上述培养基中, 观察生

长状况,并统计新增芽数。

2 结  果

211 消毒效果
第一步处理: 70%乙醇处理 30s, 10%次氯酸

钠处理 15m in有 4个培养皿污染, 死亡率很高只

       

有 2个培养皿存活; 70% 乙醇处理 30s, 011%

H gC l2溶液处理 5m in有 3个培养皿污染, 5个培养

皿存活, 约 18d长出一团小芽。第二步处理: 2d后

所有处理无细菌生长; 7d后处理 1有 8个培养皿,

处理 2有 9个培养皿, 所有处理 3、处理 4、处理 5

均为无菌培养物, 10d后也没有观察到微生物的生

长。但不同处理的死亡率不同,处理 1有 6个培养

皿存活, 处理 2有 4个培养皿, 处理 3有 4个培养

皿,处理 4、处理 5均有 5个培养皿存活。同样将

小植株切碎转入培养板中没有检测到内部寄生

物,说明经过两步处理后, 可以有效地获得无菌的

水浮莲小苗。但在固体平板培养皿生长的水浮莲

小苗生长速度较慢, 形态较小。

212 生长曲线
NAA对水浮莲生长的影响  由图 1可看出,

与对照组相比, 不同浓度的 NAA均能有效地促进

水浮莲的快速增殖。第 3天时, N1至 N5的新增

芽数稍高于对照组; 第 6天时 N1、N2与对照组相

似,但 N 3、N4、N5表现出快速生长的趋势; 9d以后

N1、N2的增长趋势明显高于对照组, N 3、N 4、N5

的增长趋势明显高于 N1、N 2。单因素方差分析表

明, 6d前 N1至 N 5与对照组差异不显著; 9d后,

N1、N2与对照组差异不显著, 但 N3、N4、N 5与对

照组相比, 均达到显著水平。从生物量的增加而

言,也以 N 3、N4、N 5增长最快 (表 1 )。所以 NAA

的浓度在 013) 015m g /L之间对水浮莲生长的促

进作用最大。在含有不同浓度 NAA的培养液中生

长的水浮莲外部形态正常, 个体大小与对照组相

似,但均比自然生长的要小。

图 1 不同浓度 NAA对水浮莲生长的影响

F ig. 1 The effects of NAA on the grow th of

P istia stra tiotes



5期 蒋刚强等:水浮莲无菌苗的获得及其培养体系的优化 617  

表 1 不同条件处理植株的生物量变化

Tab. 1 The change of b iom assw ith d ifferent treatm en ts( g)

    不同条件

植株重量 ( g)     

NAA

N0 N1 N2 N3 N4 N5

6-BA

B 0 B1 B2 B3 B4

初重 ( 0 d) 01120 01120 01120 01120 01120 01120 01120 01120 01120 01120 01120

末重 ( 15 d) 01873 11673 21380 21640 21620 21550 01873 01980 01966 11092 11210

    不同条件

植株重量 ( g)     

蔗糖

S0 S1 S2 S3 S4 S5

pH

P1 P2 P3 P4

初重 ( 0 d) 01120 01120 01120 01120 01120 01120 01120 01120 01120 01120

末重 ( 15 d) 01560 21720 21592 11392 01820 01860 21580 21612 21740 21630

  6-BA对水浮莲生长的影响  图 2表明不同浓

度的 6-BA亦能有效地促进水浮莲的增殖。第 3天

时, B1至 B3的新增芽数稍高于对照组,但 B4的增

殖芽数远高于对照组;第 6天时, B1至 B5以及对照

组都有较大幅度增长, 6d后各组增长幅度缓慢。纵

观全图而言: B1与对照组相似; B2与 B3增长幅度

相似,均高于 B1与对照组; B4的增长幅度显著高于

其他组。单因素方差分析表明, B4与对照组差异显

著,表明 6-BA浓度的增加能明显促进芽的增殖,但

生物量的增加差异不大。

图 2 不同浓度 6-BA对水浮莲生长的影响

Fig. 2 The ef fects of 6-BA on th e grow th ofP istia stratiotes

蔗糖对水浮莲生长的影响  当蔗糖浓度为

10g /L和 20g /L时,水浮莲芽数的增长很快, 显著高

于其他组 (图 3)。单因素方差分析表明 S1与 S2差

异不显著,但与对照比均达到显著水平,从生物量增

加而言 S1与 S2同样优于其他组 (表 1), 说明蔗糖

的最适浓度可能在 10) 20g /L之间。不加蔗糖时增

长速度最慢,形态还算正常。但蔗糖浓度一旦超过

30g /L,就明显抑制其增殖。当升至 40) 60g /L时,

其新增芽数不但少,且植株形态极不正常,植株形态

变小且叶片发黄。

图 3 不同浓度蔗糖对水浮莲生长的影响

F ig13 Th e effects of sucrose on the grow th ofP istia stra tiotes

  pH对水浮莲生长的影响  从图 4可以看出 4

组的增长趋势差异不大, 单因素方差分析表明 4组

差异不显著, 另外从生物量角度分析差异也不大

(表 1), 表明 pH 值对增长的影响不是太大。其生

长状态正常。

图 4 不同 pH对水浮莲生长的影响

Fig14 The effects of pH on th e grow th ofP istia stratiotes
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最佳优化条件  对各处理梯度的新增芽数及生
长状况统计分析结果 (表 2), 处理 3为最优组合, 由

此得到无菌条件下相对优化的培养体系为: 1 /2M S+

6-BA 0125m g /L + NAA 013mg /L + 蔗糖 20g /L, pH

610。水浮莲在此梯度中, 繁殖速度快,形态正常,且

形状大小较为一致。

表 2 不同因子组合对水浮莲生长的影响

Tab12 E ffects of various factors ration on th e grow th ofP istia strat iotes

处理 6-BA( m g/L) NAA (m g /L) 蔗糖 ( g /L) pH 新增芽数 (个 ) 生长状态

1 0125 011 0 410 413 弱小

2 0125 012 10 510 916 正常

3 0125 013 20 610 1315 正常

4 0125 014 30 710 1113 畸形

5 015 011 10 610 811 正常

6 015 012 0 710 416 弱小

7 015 013 30 410 1116 畸形

8 015 014 20 510 1211 正常

9 110 011 20 710 714 正常

10 110 012 30 610 817 畸形

11 110 013 0 510 412 弱小

12 110 014 10 410 919 正常

13 115 011 30 510 1013 畸形

14 115 012 20 410 914 畸形

15 115 013 10 710 817 畸形

16 115 014 0 610 511 弱小

  形态及解剖学研究  除了形状变小外,形态上与

自然生长的大体一致, Sculthorpe
[ 1]
所描述的形态学特

点主要指轮生叶、大量的须根、匍匐茎繁殖等。无菌苗

在培养瓶中生长良好,产生足够的叶、大量的根及一定

数量的通过匍匐茎繁殖的植株。通过徒手切片观察,

叶的厚度有所减小,但解剖学结构并未发生变化。

3 讨  论

获得无菌材料时, 外植体消毒的基本要求是既

要杀死表面的全部微生物,使污染率降到最低,又要

使外植体保持活力。因此, 应当正确选择消毒剂的

浓度和处理时间, 以尽量减少组织的死亡。水浮莲

密被纤毛且有大量须根,带有大量的微生物,很难彻

底消毒。另外灭菌时极易在纤毛和溶液之间形成微

小气泡而致使灭菌失败,应用镊子轻轻摇动外植体,

以赶走附在其表面的小气泡。N athan, et al1采用
70%乙醇处理 5m in, 然后 10%次氯酸钠处理 20m in

对水浮莲进行消毒
[ 10]
。但我们采用上述消毒方法

后外植体全部死亡,故实验中将 70%乙醇处理时间

减少为 30s, 10%次氯酸钠处理时间减少为 15m in,

提高了水浮莲材料存活率。 011% H gC l2是较强的

杀菌剂,用它来消毒也取得不错的效果, 但 H g
2+
的

残留对外植体的毒害较大, 因此必须用无菌水彻底

涮洗灭菌后的水浮莲外植体, 把残留量降低到最低

限度。本研究表明对水浮莲外植体先用 70%乙醇

浸泡 30s, 再以 10%次氯酸钠处理 15m in或 011%

H gC l2处理 5m in能够取得较理想的无菌效果。

通过 NAA、6-BA 对其生长影响的比较发现

NAA对其生长的促进作用最大, 6-BA次之。在培

养中尝试用 2, 4-二氯苯氧乙酸 ( 2, 4-D ) , 研究发现

当 2, 4-D浓度超过 014mg /L时,不利于水浮莲的生

长, 叶片发黄, 根变粗呈竹节状, 故液体培养时不宜

采用。蔗糖浓度以 10) 20g /L为宜, 浓度太低生长

速度慢是因为没有充足的碳源来满足其快速生长的

需要;浓度太高则影响了培养液渗透势,给细胞造成

水分胁迫,干扰了正常的生理代谢过程。水浮莲在

固体培养基上生长不良, 形态较小。推测是由于其

自然生长在液体环境中, 充足的水分是其生长所必

需的,而在固体培养基中水分被琼脂所束缚,没有足

够的水分满足其代谢的需要。所以无论给它添加多

少激素或营养元素,也只是在初期诱导芽的数量上

有所不同,但在后期的生长状况上没有太大的区别,

植株形态无一例外的非常小,且都不正常。

Chadw ick、Obe id及 P ieterse, et al1的研究表明
光照强度、光照时间、温度、有机或无机营养元素水

平等因素存在复杂的交互作用, 在水浮莲的无菌培
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养中不应忽视
[ 11, 12 ]

。确立水浮莲的无菌培养的最

优生长条件,有待于深入的探索。

水浮莲是不耐低温的植物,在广大寒温带地区,

当秋冬气候渐冷时, 水浮莲即逐渐停止生长乃至死

亡,其对水体污染的净化修复作用随之降低甚至丧

失,这也是水浮莲作为水生植物净化修复系统的限

制因素之一。利用抗冻蛋白基因转化水浮莲, 提高

其对低温的耐受能力, 不仅可以用于检测抗冻蛋白

的功能,也可扩大水浮莲的地区分布范围,具有重要

的理论和应用价值。
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ESTABLISHING OF OPT IM IZED SYSTEM FOR THE AXENIC CULTURE OF

PISTIA STRATIOTES

JIANG Gang-Q iang, WANG Yu, LAN Ha-iYan, ZHANG Fu-Chun andMA Ji

(K ey Laboratory ofM olecu lar B iology, C olleg e of L ife Sc ience and T echnology, X injiang Un iversity,

X in jiang K ey Labora tory of B iolog ical R esources and G enetic Eng in eering, Urum qi 830046)

Abstract: P lants have many endogenous genetic, b iochem ical and phys io log ical propert ies thatm ake them ideal too ls for

so il and water rem ediat ion. The genetic eng ineering plants open up the new poss ibilities for the phytorem ediat ion. P istia

stratiotesm ay be a usefu l plant in rem ed iation ofwater pollutants by transgenic engineering.

Pistia stratiotes is a w idely distributed free- float ing perennial hydrophyte. Because a large number oforganism s are asso-

ciated w ith non-axenicP istia stratiotes, it is mi portant to obtain the axenic culture materials ofP istia stratiotes. Sow e have de-

veloped axen icP istia cultural system and studied the effects of phytohormone, sucrose and pH on its growth. The results

showed that both phytohorm one and sucrose have s ignificant effects on the grow th of culturedP istia stratiotes, wh ile pH has

litt le effect. T he optmi ized culture system w as determ ined as fo llow ing: 1/2M S+ 6-BA 0125mg /L + NAA 013mg /L + sug-

ar20g /L and pH6. 0. The axenicP istia stratiotes was comparable to the greenhouse-grown plants except for the sma ller s ize.

T hese resultsw ill provide a usefulbasis for genetic transform at ion ofP istia stratiotes for the rem ediation ofwater po llutants.

K ey words:P istia stratiotes; A xenic culture; Optmi ized system


