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摘要 :在 1/ 2 MS 培养基上培养出水花生的无菌苗, 然后将水花生不同器官的外植体接种在不同培养基和添加不同

种类激素及其浓度配比的培养基中,研究愈伤组织的诱导条件。结果表明: 茎、叶为适宜组培的器官,苄基腺嘌呤

( BA)、萘乙酸( NAA)、玉米素( ZT)、吲哚乙酸( IAA)的几种配比对水花生茎和叶的愈伤组织诱导均产生良好效应,

NAA不变, 随 BA浓度上升, 愈伤组织的诱导率上升。NAA/ BA 的比值越大越有利于根的分化。
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中图分类号: Q943. 1 � � 文献标识码: A � � 文章编号: 1000�3207( 2004) 06�0622�07

� � 水 花 生 ( Alternanthera philoxeroides ( Mart . )

Griseb. ) , 苋科 ( Amaranthaceae ) 莲子草属 ( Alternan�
thera Forsk ) 中的一种,俗名喜旱莲子草、革命草、空

心苋,多年生宿根性草本。水花生可作饲料和肥料,

是一种对某些环境胁迫有较强抗性的挺水植

物[ 1 � 3] ,对垃圾污水具有较强的净化效果[ 4, 5] , 能够

净化水体中的N、P、Cl[ 6] ,对萘废水有较强的适应能

力
[ 7]

,并对重金属污染有一定的耐性。据报道,水花

生根、茎、叶中 Zn 含量可分别高达 1699�28mg/ kg、
1108�77mg/kg 和 753�08mg/ kg, 根中 Mn 的含量达

1268. 48mg/ kg[ 8] , 对 Cu2+ 的耐受性明显比黑藻、水

龙等苦草属和水车前属其他水生植物强, 对低浓度

Cu2+ (不大于 40mg/ L)显示了较强的抗性和净化能

力
[ 2, 9]
。利用水生植物净化污水中的重金属、有机

磷农药、酚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,水花生有

可能在利用转基因植物进行环境治理方面发挥作

用,然而作为植物转基因研究的基础步骤,有关水花

生组织培养方面的研究尚未见报道。笔者以水花生

不同器官作为外植体进行了愈伤组织诱导能力、愈

伤组织分化能力和生根能力等方面的研究,为进一

步的研究打下了基础。

1 � 材料与方法

1. 1 � 无菌苗的培养 � 水花生取自江苏省扬州市郊
区。取水花生植株,流水冲洗干净,留下长出腋芽的

短缩茎段, 70% 乙醇中浸泡 60s, 后用 20% NaClO

10 � 20min或 1%AgNO310 � 30min 或 0. 1%HgCl21 �
10min消毒处理, 无菌水洗 6次, 1/ 2MS培养基上培

养,生长成无菌苗, 同样取带腋芽的茎段无性繁殖,

形成无菌苗系统, 用作组织培养的起始材料。

1. 2 � 愈伤组织的诱导及根的分化 � 在无菌条件下,

取水花生无菌苗的茎( 0�5 � 1cm)、叶( 0�5 � 1cm)、根

尖( 0�5 � 1cm ) , 置于几种培养基及附加 BA、ZT、

NAA、IAA等激素的脱分化培养基上培养。每种处

理 15个以上外植体, 实验重复 3次。

1. 3 � 培养基及培养条件 � 培养基为MS、1/ 2MS、MS

( 1/ 2)、B5 4种基本培养基, 1/ 2 MS 是指大量成分减

半的MS培养基, MS( 1/ 2)是指大量、微量、铁盐、有

机成分均减半的MS 培养基, 4种培养基均附加 2%

蔗糖, 0. 9% 琼脂, 调 pH 为 5�8 � 6�0, 在 121 � 和

1�1kg/ cm2
的高温高压下灭菌15 � 20min,附加不同种类

和不同浓度配比的激素: BA 0�5� 5�0mg/ L、ZT 0�5�
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4�0mg/ L、NAA 0 � 0. 2mg/ L、IAA 0� 0�5mg/L 等。
培养室温度为 25 � ,每天光照 16h,光照强度为

1200 � 1500 lx。

2 � 结果

2�1 � 不同消毒处理对外植体的影响 �
对3种消毒剂处理的外植体培养 15d后统计结

果, 20%的 NaClO 消毒 10 � 20min 无菌苗存活率平

均在 10%以下, 而染菌率高达 40% � 50%。0. 1%

HgCl2 和 1% AgNO3 的消毒效果见图 1、图 2。

图 1 � 0. 1%HgCl2 不同时间消毒无菌苗存活率和染菌率

Fig. 1� The survival rate of aseptic seedings and

pollution rate of sterilization with 0. 1% HgCl2 in different time

� � � 无菌苗存活率 � � � 染菌率

图 2� 1% AgNO3 不同时间消毒无菌苗存活率和染菌率

Fig. 2 � The survival rate of asept ic seedlings

and pollut ion rate of sterilization with

1% AgNO3 in different time

� � � 无菌苗存活率 � � � 染菌率

从图 1 和图 2 可看出, 0. 1% HgCl2, 消毒 3 �
5min时, 无菌苗存活率从58. 3%降至44. 4% , 染菌

率从 25%降至 0; 1% AgNO3, 消毒 20 � 25min 时, 无

菌苗存活率从 55. 6%降至 50% ,染菌率从 11. 1%降

至 0。综合以上可以确定 0. 1%HgCl2 消毒 3 � 5min

或 1%AgNO3消毒 20 � 25min可杀死大多数微生物,

得到较多的无菌培养物。

2�2 � 不同培养基对愈伤组织诱导的影响 �
将茎段分别接种在 MS、1/ 2 MS、MS( 1/ 2)、B5 4

种培养基上, 附加相同浓度的 BA( 2�0mg/L )和NAA

( 0. 05mg/ L) , 结果见图 3, 表明 4种培养基上总愈伤

诱导率均达到 100% ,以 1/ 2 MS诱导愈伤组织的效

果最好, 两端愈伤率最高, 其次是 B5、MS ( 1/ 2)和

MS,不同培养基之间稍有差别。

图 3� 不同培养基对水花生愈伤组织诱导率的影响

Fig. 3� The induction rate of calli from Alternanthera philoxeroides

in the different media

� 两端愈伤率 � � 一端愈伤率 � 总愈伤率

2�3 � 不同外源植物激素配比对诱导愈伤组织的影响
以 1/ 2MS为基本培养基, 附加细胞分裂素 BA、

ZT 和生长素 NAA、IAA, 研究了不同植物激素配比对

茎、叶愈伤组织的影响,结果见表 1、表2。

2�3�1 � BA和 NAA组合的诱导效果 � 茎和叶在不

同浓度 BA和NAA组合的培养基上接种 3d后茎段开

始膨大, 7d左右形成愈伤组织,诱导情况见表 1。BA

和NAA组合时,愈伤组织诱导率均较高, 愈伤组织增

长速度较快,生长量较大,呈青白色,所有愈伤组织普

表 1 � BA和NAA组合对水花生茎和叶愈伤组织诱导率的影响

Tab. 1 � Influence of different combination of BA and NAA on calli induction of the stem and leaf of A . philoxeroides

6�BA

( mg/ L)

NAA

(mg/ L)

茎段 Stem( % )

总数(个)
两端愈伤

率

一端愈伤

率

总愈伤

率

叶Leaf( % )

总数(个)
两端愈伤

率

一端愈伤

率

总愈伤

率

0�5 0 15 0 28. 6 28. 6 16 0 57. 1 57. 1

0. 02 16 75 25 100 15 40 60 100
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续表

6�BA

( mg/ L)

NAA

(mg/ L)

茎段 Stem( % )

总数(个)
两端愈伤

率

一端愈伤

率

总愈伤

率

叶Leaf( % )

总数(个)
两端愈伤

率

一端愈伤

率

总愈伤

率

0. 04 16 0 75 75 15 0 50 50

0. 1 18 55. 6 44. 4 100 18 0 50 50

0. 2 18 100 0 100 16 37. 5 62�5 100

1. 0 0 20 0 75 75 15 33. 3 66. 7 100

0. 02 15 0 40 40 18 0 0 0

0. 04 18 22�2 55. 6 77. 8 22 36. 4 1 37. 4

0. 1 18 100 0 100 16 80 20 100

0. 2 16 75 25 100 16 62�5 25 87. 5

2�0 0 16 0 100 100 17 80 20 100

0. 02 18 11. 1 66. 7 77. 8 21 0 42�9 42�9

0. 04 15 0 80 80 16 0 0 0

0. 1 18 100 0 100 20 80 20 100

0. 2 20 90 10 100 18 55. 6 22�2 77. 8

3. 0 0 15 0 100 100 17 0 87. 5 87. 5

0. 02 16 37. 5 37. 5 75 16 25 50 75

0. 04 18 0 100 100 16 0 50 50

0. 1 16 100 0 100 16 0 50 50

0. 2 20 100 0 100 20 90 10 100

4. 0 0 17 0 100 100 15 0 58. 3 58. 3

0. 02 15 0 100 100 16 0 0 0

0. 04 20 0 100 100 20 20 20 40

0. 1 20 100 0 100 18 100 0 100

0. 2 18 100 0 100 20 90 10 100

5. 0 0 16 0 100 100 15 22�2 78. 8 100

0. 02 16 75 25 100 15 40 60 100

0. 04 15 100 0 100 15 60 40 100

0. 1 18 100 0 100 18 75 25 100

0. 2 16 100 0 100 18 55. 6 33. 3 88. 9

遍较干燥, 松散性差, 无芽分化, 有些组合有根的

分化。

由表 1可知:对于茎段,无 NAA时, 只有一端生

成愈伤组织, 随 BA 浓度上升,愈伤率上升, BA高于

2�0mg/ L 时愈伤率达 100%。在有 NAA 的组合中,两

端不同程度有愈伤组织生成, 说明 NAA 有助于愈伤

组织的形成。NAA 浓度较低时, 愈伤组织的诱导率

低; BA不变,随 NAA 浓度上升愈伤组织的总诱导率

和两端诱导率上升,当 NAA 高于 0. 1mg/L 时总愈伤

率均为100% ;NAA不变, 随 BA 浓度上升, 愈伤组织

的总诱导率和两端诱导率上升, BA高于 4. 0mg/ L 时

总诱导率均为 100%,但愈伤组织与培养基接触面易

于褐变。叶愈伤组织的诱导情况没有明显的规律性。

2�3. 2 � ZT和 IAA组合的效果 � ZT 和 IAA的各种

组合中(表 2) ,无 IAA 的激素组合茎段和叶外植体

5d后膨大, 8d左右开始形成愈伤; 而有 IAA的激素

组合外植体 5d已从茎的一端形成愈伤, 10d左右两

端形成较多的愈伤组织, 说明 IAA 有利于其形成。

有 IAA 的组合中, 对于茎段, IAA 为 0. 25mg/ L 和

0�5mg/ L时, BA 在 0�5 � 4. 0mg/ L 之间总愈伤率均
达 100%。叶愈伤组织的诱导情况没有明显的规律

性。另外,实验结果表明, 与 BA和 NAA组合相比,

ZT 和 IAA组合的培养基中,愈伤组织生长速度相对

慢得多,生长量少,呈深绿色,无芽的分化。
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表 2 � ZT 和 IAA 组合对水花生茎和叶愈伤组织诱导率的影响

Tab. 2 � Influence of different combinat ion of ZT and IAA on calli induction of the stem and leaf of A. philoxeroides

ZT

( mg/L)

IAA

(mg/ L)

茎段 Stem( %)

总数(个)
两端愈伤

率

一端愈伤

率

总愈伤

率

叶Leaf( % )

总数(个)
两端愈伤

率

一端愈伤

率

总愈伤

率

0�5 0 56 1. 8 50 51. 8 28 7. 1 92�9 100

1. 0 0 20 0 75 75 15 33. 3 54. 4 87. 7

2�0 0 15 0 75 75 16 27. 3 63. 7 91

4. 0 0 58 5. 2 94. 8 100 22 90. 9 9. 1 100

0�5 0. 25 15 93. 7 6. 3 100 16 100 0 100

1. 0 0. 25 24 41. 7 58. 3 100 19 10�5 89. 5 100

2�0 0. 25 40 27. 5 72�5 100 27 94. 1 5. 9 100

4. 0 0. 25 15 100 0 100 16 100 0 100

0�5 0�5 17 100 0 100 15 100 0 100

1. 0 0�5 15 33. 3 66. 7 100 15 53. 7 27. 3 81

2�0 0�5 16 66. 7 33. 3 100 15 63. 7 0 63. 7

4. 0 0�5 15 100 0 100 15 80 0 80

� � 由表 1、表 2可以看出, 不同植物外源激素组合

均有较高的愈伤组织诱导率。从实验结果还可知,

生长素和分裂素的不同组合, 在某一范围内要优越

于单因子的作用。

2�4 � 不同外植体愈伤组织的诱导
将茎段、叶、根尖分别接种于相同培养基上, 茎

段外植体接种 3d 后切口端开始膨大, 颜色变浅, 淡

白色,水浸状, 7d左右长出青白色愈伤组织, 叶接种

后 3d左右,切口泛白,然后长出青白色的愈伤组织,

一般先从叶脉处的切口生出,培养一个月后统计结

果。由表1、表 2和表 3可知, 茎和叶的愈伤组织的

诱导率均较高,两者相比,茎段所产生的愈伤组织较

大而多,茎段仍青,叶所产生的愈伤组织较小,且叶

变枯黄,未见根诱导出愈伤组织(图 4)。

表 3 � 水花生不同外植体愈伤组织的诱导频率

Tab. 3� The rates of calli induction from different explants of A . philoxeroides

外植体 总数(个)
愈伤率( % )

两端 一端
生长情况

茎段 40 82�5 17. 5 愈伤大,茎段仍青

叶 42 52�4 47. 6 愈伤小,叶枯黄

根 38 0 0 无变化

� � 注:培养基为 1/2 MS,激素为 BA2mg/L,NAA0. 05mg/L

2�5 � 外源植物激素对根分化的影响 �
由表 4可知:茎段在脱分化培养基上,随着NAA

与 BA的比率从 20�1降至 1�8, 根的分化率从 100%

降至 10%。BA不变,随 NAA浓度上升, 不定根产生

频率上升, 数量增多;NAA不变, 随 BA浓度上升, 不

定根产生频率下降, 数量减少。BA 与较高浓度的

NAA结合使用, 对根的分化有利, 这说明, NAA 与

BA的比率高, 有利于根的分化。叶外植体在 NAA

与 BA较高比率的情况下( 10 � 20)才有根的分化,说

明茎段比叶易于分化出根(图 4)。

表 4 � 外源植物激素对水花生根分化的影响

Tab. 4 � Influence of exogenous phytohormone on rooting from A. philoxeroides

6�BA

( mg/L)

NAA

(mg/ L)

茎

总数(个) 发根率( %) 根数目(根)

叶

总数(个) 发根率( % ) 根数目(根)

0. 1 0. 1 30 25 2 � 3 33 0 0

1. 0 33 100 5� 10 30 30 1� 2

2�0 32 100 10 � 30 31 77. 8 10
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续表

6�BA

( mg/L)

NAA

(mg/ L)

茎

总数(个) 发根率( %) 根数目(根)

叶

总数(个) 发根率( % ) 根数目(根)

0. 2 0. 05 28 0 0 26 0 0

0. 1 32 62�5 1 � 4 28 0 0

0. 2 27 88. 9 2 � 8 31 0 0

0. 4 0. 05 28 10 1 � 2 34 0 0

0. 1 28 0 0 27 0 0

0. 2 33 36. 4 2 � 3 29 0 0

0. 6 0. 05 27 0 0 32 0 0

0. 1 27 0 0 25 0 0

0. 2 27 77. 8 1 � 2 28 0 0

1. 0 0. 05 30 0 0 31 0 0

0. 1 27 0 0 29 0 0

0. 2 30 10 2 � 3 27 0 0

2�0 0. 05 31 0 0 25 0 0

0. 1 28 0 0 28 0 0

0. 2 35 0 0 30 0 0

图4 � A.水花生茎段愈伤组织诱导;B.水花生叶愈伤组织诱导;C.从茎段和愈伤组织上形成的根

Fig. 4 � A. Induction of calli from stems of A . philoxeroides; B. Induction of calli from leaves of A . philoxeroides;

C. Roots from stems and calli of A. philoxeroides

3 � 讨论

植物组织培养中,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。水花生

带腋芽的短缩茎段表面具有纤毛,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, 引起

污染。因此,在用HgCl2或AgNO3溶液灭菌前宜先将

外植体在 70%乙醇中浸泡, 同时用镊子轻轻摇动外

植体, 以赶走附在其表面的小气泡。0. 1%HgCl2 和

1%AgNO3 是较强的杀菌剂, 分别在 10min、30min内

可有效地杀死附着在外植体表面的细菌, Hg
2+
和

Ag
+
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外植体,把残留量降低到最低

限度。由本试验认为, 对水花生外植体先用 70%乙

醇浸泡 60s, 再以 0. 1% HgCl2 消毒 3 � 5min 或 1%

AgNO3消毒20 � 25min,无菌水洗6遍,能够取得令人

较为满意的效果。

植物细胞分化是一个复杂的生理生化过程,在

离体培养条件下, 培养的材料由外植体自身的内源

激素和培养基中添加的外源激素共同作用,诱导产

626�� 水 � � 生 � � 生 � � 物 � � 学 � � 报 28卷



生愈伤组织,实质上培养基中的外源激素是被植物

吸收, 进入植物体内发挥作用。外植体愈伤组织的

诱导与所用激素的种类、浓度及培养条件有

关[ 10 � 13]。在本试验所采用的 4种基本培养基中,以

1/ 2MS对愈伤组织的诱导效果最佳, 两端愈伤率和

总愈伤率较高; 水花生茎段和叶均能诱导出愈伤组

织,茎段与叶相比, 茎段愈伤组织数量较多, 生长量

大,且比叶易于分化出根,是良好的组培材料。一般

认为,生长素促进细胞生长,细胞分裂素促进细胞分

裂。愈伤组织的形成, 是细胞不断分裂和生长的结

果。在水花生愈伤组织的诱导过程中, 适量浓度的

激素: BA 0�5 � 5. 0mg/ L, ZT 0�5 � 4. 0mg/L, NAA 0 �

0�2mg/L, LAA 0 � 0�5mg/ L 的各种组合均可启动外
植体的脱分化过程,导致叶和茎段愈伤组织的产生

和增殖,说明 BA、ZT、NAA、IAA 是诱导水花生叶和

茎段愈伤组织形成的有效物质。根据 PIERIK[ 14]的

研究, 细胞分裂素有促进细胞分裂和分化以及显著

改变其他激素作用的特点。在本实验的激素组合中

证明: 在生长素浓度(NAA、IAA)相同的情况下,施加

较高浓度的分裂素( BA、ZT)有利于水花生茎段愈伤

组织的形成。谷瑞升等[ 15]认为: 植物离体培养过程

中,施用外源生长调节物质,可以影响内源激素水平

的变化。在烟草花枝外植体诱导花芽的培养中发现

施用 IAA可迅速提高内源 IAA水平, 1d后即可达到

最高峰,之后迅速下降; 施用 NAA 也表现出相同结

果。IAA、NAA水平在达到高峰后下降,与其在植株

体内的氧化分解有关。本文的实验结果也说明了这

一点,即添加适量的生长素有助于愈伤组织的形成。

生长素与细胞分裂素配合使用时,愈伤组织的诱导

率明显高于单用细胞分裂素的处理,生长势也有差

异,这一结果与赵洁等
[ 16]
的研究报道相同。在石刁

柏、许智宏等
[ 17]
在烟草的组培中都得到与此相同的

结果。而有关水花生愈伤组织再分化等问题则有待

于进一步研究与探索。
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CALLUS INDUCTION AND ROOT DIFFERENTIATION FROM

ALTENANTHERA PHILOXEROIDES

YUAN Yan1, 2 , SHENG Ji�Ping1,WANG Han�Dong2,
WANG Zong�Yuan2 and RU Bing�Gen1

( 1. TheNational Laboratory of Protein Engineering and Plant Genetic Engineering , College of Life Sciences,

Peking University , Beijing � 100871; 2. College of Animal Science& Veterinary Medicine , YangZhou University , YangZhou � 225009)

Abstract:With the development of modern industry and agriculture, a major problem faced by the modern world: environmental

pollution. The lack of affordable, effective approaches to environmental remediation has created a major need for development of

novel approaches. Plant havemany endogenous genetic, biochemical, and physiological properties that make them ideal agents for

soil and water remediation. Significant progress has been made in recent years in developing native or genetically modified plants

for the remediation of environment contaminants. Improvement of plants by genetic engineering open up new possibilities for phy�

toremediation. Tissue culture is prerequisite to plant genet ic engineering. Alternanthera philoxeroides may be useful in remedia�
tion of environmental pollutants by transgenic engineering. But there is no report on tissue culture of Alternanthera philoxeroides.

Alternanthera philoxeroides is dicotyledon. It was collected from the suburb of YangZhou in JiangSu Province. In this paper,

it were studied that effect of NaClO、AgNO3 and HgCl2 solution to sterilization of A . philoxeroides. Contamination rate were from

40% to 50% and germination rate were below 10% after stems with axillary bud of A . philoxeroides.were sterilized with 20%

NaClO solution for 10 � 20 minutes. It was applicable to stems with axillary bud of A . philoxeroides to sterile with 1% AgNO3

solution for 20 � 25 minutes. contamination rate of A . philoxeroides were from 11. 1% to 0 and germination rate were from

55�6% to 50% or to sterile with 0. 1% HgCl2 solution for 3 � 5 minutes, contamination rate were from 25% to 0 and germina�

tion rate were from 58. 3% to 44. 4% . The results showed that the necessary time for killing bacteria contaminated in the tested

material with 1% AgNO3was 20 � 25 minutes of with 0. 1% HgCl2 was 3 � 5 minutes.

This study examined the effects of explants、media and exogenous phytohormone on tissue culture of Alternanthera philoxe�
roides. The stems, leaves and roots were used as the explants to study tissue cultue. Different basic media [ MS、1/ 2MS、

MS( 1/ 2)、B5] , 0 � 0�5mg/ L of indoleacetic acid(LAA) , 0 � 0�2mg/L of naphthyl acetic acid( NAA) , 0�5 � 5�0mg/L of 6�ben�

zylaminopurine(6�BA) and 0�5 � 4. 0mg/L of Zeatin ( ZT) as additional compositions were used for inducing, differentiating and

root ing tests. Induced results showed that 1/ 2 MS was more suitable for calli to grow and divide than B5、MS( 1/ 2) and MS. The

stem and leaf of Alternanthera philoxeroides were suitable organs for tissue culture. Stem> leaf was observed on growth rate. The

combinations of NAA and BA or IAA and ZT can induce calli of the stem and leaf of Alternanthera philoxeroides, and the rate of

calli induction increaseswith the increase of BA concentration. The higher rate of NAA/ BA, themore roots from the calli format.

It was thought that the results of this study could provide an useful basis for genetic transformation of Alternanthera philoxe�
roides.

Key words:Alternanthera philoxeroides; Callus; Tissue culture; Root differentiation
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