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摘　要:通过悬浮培养长喙田菁 ( Sesbania rostrata) 愈伤组织, 分别研究长喙田菁根 、 茎 、 叶各器官对重

金属胁迫的反应, 并量化各器官的重金属抗性.研究结果表明, 愈伤组织悬浮培养方法能够有效测定植物

根 、 茎 、 叶的重金属抗性;长喙田菁根愈伤组织对 Pb、 Zn 、 Cu 和 Cd 的抗性远高于茎和叶愈伤组织, 叶愈

伤组织则对各重金属较为敏感, 其抗性只有根的 1/ 8～ 1/ 4.Pb 对根 、 茎 、 叶的半抑制质量浓度分别为 80,

40 和 15 mg/ L, Zn 则分别为 80, 30 和 10 mg/ L, Cu分别为 20, 8 和 4 mg/L, Cd 分别 15, 8和 6 mg/ L.
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　　长喙田菁 ( Sesbania rostrata) 能抵抗不良环

境, 有很强的重金属抗性, 是一种很好的重金属

矿尾矿复垦的先锋植物.它能够在富含 Pb 、 Zn 、

Cu等重金属元素的尾矿中发芽 、 生长 、结瘤 、

固氮 、开花 、结实[ 1] ;其能够忍耐的重金属质量

浓度 ( ED50) 分别达到 Pb 32.90 μg/mL、 Zn 5.32

μg/mL、 Cu 4.40μg/mL和 Cd 12.00 μg/mL (根据

Yang and Wong, 未发表数据) .但目前尚不清楚

其重金属抗性机理.为了探讨这一问题, 有必要

分别测定长喙田菁的根 、茎 、叶的重金属抗性.

传统的测定方法大多以植物整体为对象, 欠缺分

别不同器官测定抗性的研究报告.本实验将采用

愈伤组织悬浮培养法, 试图建立测定长喙田菁各

器官重金属抗性的方法, 为从机理上研究该植物

的重金属抗性提供一定的理论基础.同时, 由于

组织细胞的悬浮培养能延续植物的原有特性, 生

物量大, 并能稳定生产[ 2] , 因此, 应用悬浮培养

可以研究植物在不受栽培环境影响下的生物特

性.悬浮培养作为大量培养植物微组织的一种专

门技术已被广泛应用[ 3] , 在植物的移植 、代谢物

的生产等方面应用最多
[ 4]
.利用重金属诱导悬浮

培养的组织产生重金属螯合物, 尤其是 Cd的研

究也不少[ 5] , 但在定量测定植物重金属抗性方面

的研究不多.

1　材料和方法

1.1　材料及其处理

供试长喙田菁种子在 1991年从日本引进,

并在广州经过两代繁殖.

以两种方法制备供试材料:①盆栽苗 (主要

为取得叶片材料) :用刀片划破种皮, 放在垫有

3层滤纸的培养皿中, 浸泡, 种子吸满水分膨胀

后, 保持湿润, 种子发芽后植于花盆中培养;②

无菌苗 (主要为取得茎和根材料) :采用无菌培

养方法, 种子划破种皮后消毒, 使用经消毒的培

养瓶和灭菌的营养液在无菌条件下培养.

1.2　愈伤组织的诱导

1.2.1　材料处理 　取盆栽苗的叶片, 用 φ=

70%的酒精消毒 15 s后, 用无菌水冲洗 3 ～ 5遍,

然后用饱和漂白粉溶液消毒 5 min, 再用无菌水

冲洗 5遍.

茎和根则从无菌苗上切取.

1.2.2　培养液和培养方法　用Ms和 B5 营养液

(不加琼脂) [ 6] , 悬浮培养 ( 27 ℃) 上述经处理

的长喙田菁的根 、茎 、叶.

1.3　愈伤组织的培养

1.3.1　愈伤组织诱导生长情况测定　称量每一

培养瓶中所接种组织的生物量鲜质量, 以相同质

量的鲜组织烘干 ( 70 ℃, 48 h) , 再测干质量,
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取平均值 (m 0) .以后培养中, 每天取出 3瓶中的

组织, 同样条件下烘干后称量, 算取平均干质量

(mt ) , 按公式“愈伤组织生物量相对生长率 %=

(mt -m0) /m0 ×100%( m0:接种前生物量;mt:第

t天测得的生物量)” 计算愈伤组织的相对生长.

1.3.2　长喙田菁抗性的测定　根据以往的实验

结果[ 1, 2]配制一系列质量浓度的重金属培养液,

接种已培养好的愈伤组织.长喙田菁根 、茎 、叶

培养液中重金属质量浓度如表 1所示.在培养过

程中, 测定各重金属对各器官部位愈伤组织生长

的半抑制质量浓度 ( ED50)
[ 7]和致死质量浓度.

表 1　根组织培养液 ( B5)

中重金属离子质量浓度

Tab.1　Concentrations of heavy metals

applied in root callus culture mg/ L

元素 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Pb 30 60 100 150 200 250 300 400 500

Zn 20 40 60 80 100 150 200 250 300

Cu 10 20 30 40 60 80 100 120 150

Cd 10 20 30 40 60 80 100 120 150

表 2　茎组织培养液 ( B5) 中

重金属离子质量浓度
Tab.2　Concentrations of heavy metals

applied in stem callus culture mg/ L

元素 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Pb 10 30 60 80 100 120 150 200 300

Zn 10 20 40 60 80 100 120 150 200

Cu 1 3 6 8 10 12 15 20 30

Cd 1 3 6 8 10 20 30 40 50

表 3　叶片培养液 (Ms ) 中

重金属离子质量浓度

Tab.3　Concentrations of heavy metals

applied in leaf callus culture mg/ L

元素 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Pb 10 30 60 80 100 120 150 200 250 300

Zn 10 20 40 60 80 100 120 150 200 300

Cu 3 5 10 20 30 40 50 60 80 100

Cd 3 5 10 20 30 40 50 60 80 100

2　结　果

2.1　愈伤组织培养的适用培养基

试验结果表明, 叶片在Ms培养基中生长良

好, 但在 B5培养基中很难诱导叶愈伤组织;而

茎则在 B5培养基中容易产生愈伤组织, 且生长

良好;根则在两种基本培养基中均能形成愈伤组

织, 并生长很好.据此确定了长喙田菁愈伤组织

的诱导与培养方案, 即叶片选用 Ms培养液, 茎

选用 B5 培养液, 根则依据条件方便, 两者均可,

本实验采用 B5 培养液.所有培养都采用悬浮培

养, 以使组织充分与培养液接触.

2.2　愈伤组织正常生长情况

长喙田菁根 、茎 、叶愈伤组织相对生长量的

系列数据如图 1所示.可以看出愈伤组织生长最

佳时期为接种后第 10天 (叶) 和第 6 ～ 8天 (茎

和根) .

图 1　根 、 茎 、 叶愈伤组织生长情况

Fig.1　The growth of callus of

S.rostrata' s root, stem and leaf

2.3　长喙田菁各器官的重金属抗性

长喙田菁根 、茎 、叶愈伤组织在四种重金属

胁迫下的半抑制质量浓度和致死质量浓度如图

2 、 3所示.各重金属对各器官愈伤组织生长的

半抑制浓度和致死质量浓度均表现为根 >茎>

叶, 显示了根具有较强的重金属抗性.

3　分析与讨论

3.1　长喙田菁各部位组织培养对营养液的选择

性

　　本试验结果显示, 长喙田菁茎和叶愈伤组织

诱导对培养液有一定的选择性, 叶片选择 Ms,

茎则选择 B5, 根则无明显的选择性.
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图 2　4种重金属对长喙田菁

愈伤组织生长的半抑制质量浓度

Fig.2　ED50 of heavy metals for growth of root,

stem and leaf callus of S.rostrata

图 3　4种重金属对长喙田菁

愈伤组织生长的致死质量浓度

Fig.3　Lethal concentrations of heavy metals for growth

of root, stem and leaf callus of S.rostrata

Ms和 B5中的大量元素和微量元素种类基本

相同, 所用激素Ms主要为 IAA 和 KT, B5 主要

用2, 4_D和KT.所用有机物的量相差很大, Ms中

维 B1只有 0.1 mg/L, B5 中却有 10 mg/L, 相差

100倍.

另外, B5 中的维 B5 和维 B6 是 Ms 的 2倍.

B5可能因其高的含 K 量和大量的维生素, 而有

助于具丰富维管组织的茎和根的愈伤组织的形

成.叶组织较柔嫩, 没有茎中发达的形成层, 靠

叶肉细胞形成愈伤组织容易受培养液中组分含量

的影响, 可能更适于组分含量温和的 Ms 培养

基.

根的愈伤组织形成可能主要取决于生长素和

激动素的比例, 比例适中, 2 种激素含量差不

多, 则有助于愈伤组织的形成.具体原因还有待

进一步的实验证明.

3.2　长喙田菁愈伤组织的生长特性

长喙田菁愈伤组织在前期生长较快, 以后增

长缓慢, 甚至停止生长.一个原因可能是营养物

质的消耗, 另一个原因是组织培养到一定阶段,

会分泌一些物质抑制愈伤组织的继续形成和生

长, 使组织进入再分化阶段, 这个时候若依据不

同目的, 调配激素的浓度和比例, 进行扩大培

养, 就可由愈伤组织诱导出植株.因此, 进行重

金属抗性的定量测定时, 选择在愈伤组织增长停

滞前, 而生物量又达到最大的时候测量, 可以很

好的比较不同浓度重金属对长喙田菁组织的胁迫

程度.

根由于其特殊的结构, 木质部细胞含量多,

细胞活力小, 分生能力差, 再加上长喙田菁根直

径很小, 形成层非常薄, 因而根愈伤组织的诱导

和培养是个难点.

茎 、 叶愈伤组织的诱导相对根而言要容易很

多, 而且生物量增长很快, 切块大小 、 质地 、形

状等变化非常明显, 肉眼可直接观察, 根因为生

长缓慢, 变化远不如茎 、 叶明显.

3.3　愈伤组织悬浮培养作为测定植物器官重金

属抗性的可行性

　　本研究结果表明, 采用不同器官愈伤组织悬

浮培养的方法能够有效测定植物各种器官的重金

属抗性.由于悬浮培养可使愈伤组织充分与溶液

中的重金属接触, 且愈伤组织悬浮培养能延续植

物的原有特性, 因此, 采用本方法应该能够真实

地表现植物各组织部位在遗传学意义上的重金属

抗性.

在实际操作上, 这一方法可以按以下步骤进

行:①取直径较大且能够为精密天平称量的容器

为培养瓶;②注入一定量的按所需重金属质量浓

度梯度配制好的植物愈伤组织培养液 (为了衡量

误差, 每个质量浓度应设置重复 3 次以上) ;③

消毒并冷却后切取 2 ～ 10 mg植物器官组织 (根 、

茎 、 叶有所不同) 植入上述培养液;④精确称取

培养容器 (含培养液和植物组织) 的质量作为起

始重量;⑤置于摇床上培养以诱导愈伤组织并使

其生长;⑥按一定的时间间隔精确称取培养瓶的

质量 (含培养液和植物组织) ;⑦其与前一次称

量结果之差则为愈伤组织增重 (如果要考虑水分

损失所造成的误差, 可设置一不植入植物组织的

空白对照, 在计算增重时加上该空白对照的减重

值即可) ;⑧根据各质量浓度处理条件下愈伤组

织的增重与零浓度对照的比较计算半抑制质量浓

度.

3.4　长喙田菁愈伤组织的重金属抗性

从本实验的结果来看, 长喙田菁的抗性主要

表现在根部, 叶片对重金属毒害最为敏感.以往

的研究 ( Yang and Wong 未发表数据) 以长喙田
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菁种子根的伸长作为指标测量其对重金属胁迫的

ED50, 与本研究结果相比, 重金属对长喙田菁根

愈伤组织生长的 ED50远高于对种子根伸长的

ED50, 对茎愈伤组织生长的 ED50则与种子根伸长

的ED50相近, 对叶愈伤组织生长的 ED50则低于

对种子根伸长的 ED50.由此可见, 本研究采用

愈伤组织悬浮培养法研究长喙田菁的重金属抗性

所取得的结果是比较客观的, 与传统研究方法所

获结果有一定的可比性.鉴于本实验结果证明了

长喙田菁的重金属抗性主要体现在根部, 因此,

今后应重点研究长喙田菁根部组织的重金属抗性

机理.
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An Investigation for Heavy Metal Tolerances of Root, Stem and

Leaf of Sesbania rostrata by Using Callus Suspension Culture Method

XU Hao_juan, XI Jia_bin, YANGZhong_yi

( Grassland and Green_land Research Center, Zhongshan University, Guangzhou 510275, China)

Abstract:Heavy metal tolerances of root, stem and leaf of Sesbania rostrata were investigated by using callus sus-

pension culture method.The results showed that the method was effective for testing the heavy metal tolerance of re-

spective root, stem and leaf of S.rostrata.The highest tolerances to Pb, Zn, Cu and Cd were observed in the root

callus.The tolerances in leaf callus were only 1/8 ～ 1/4 of that in root callus.ED50s of Pb for growth of root , stem

and leaf callus were 80, 40 and 15 mg/L, respectively.Those of Zn, Cu and Cd were 80, 30 and 10mg/L, 20,

8 and 4 mg/L, and 15, 8 and 6 mg/L, respectively.

Keywords:Sesbania rostrata;heavy metal tolerance;callus;suspension culture
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