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　　摘要：拟采用组织培养快繁技术解决大苞水竹叶种苗短缺和种质资源可持续开发利用的问题，从而为人工种植提
供技术支持。对消毒剂、消毒时间进行筛选，以大苞水竹叶侧芽为外植体，以ＭＳ、Ｂ５、Ｎ６为基本培养基，采用正交设计
研究植物生长调节剂多因素组合［６－ＢＡ、ＫＴ、ＮＡＡ、ＩＡＡ、ＩＢＡ、活性炭（ＡＣ）］对大苞水竹叶进行初代诱导、不定芽分化
和诱导生根的影响。结果表明，体积分数为０．１％的氯化汞为最佳灭菌剂，灭菌时间为８ｍｉｎ时诱导率最高，最佳培养
基为ＭＳ培养基；不定芽最佳诱导培养基为ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．４ｍｇ／ＬＫＴ，外植体经１５ｄ诱导
培养，可分化形成１１个不定芽；ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．６ｍｇ／ＬＩＡＡ最利于不定芽继代增殖；ＭＳ＋２．０ｍｇ／ＬＩＢＡ＋
１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ最适于诱导生根获得再生植株，生根率９３．１％；生根苗宜移栽于泥炭 ＋黄沙（体积比 ３∶１）的基质上，
成活率８４％。由结果可以看出，该组培快繁途径繁殖速度快、再生率高，有望为栽培大苞水竹叶提供大量种苗，为壮
药深入开发利用研究提供依据。
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　　大苞水竹叶｛Ｍｕｒｄａｎｎｉａｂｒａｃｔｅａｔａ（Ｃ．Ｂ．Ｃｌａｒｋｅ）Ｏ．
Ｋｕｎｔｚｅ［Ａｎｅｉｌｅｍａｂｒａｃｔｅａｔａ（Ｃ．Ｂ．Ｃｌａｒｋｅ）Ｏ．Ｋｕｎｔｚｅ］｝为鸭
趾草科水竹草属植物［１］，是著名的壮药痰火草的源植物，为

多年生常绿草本。大苞水竹叶根呈圆柱状，长２０～３０ｃｍ，花
期５—８月，果期６—９月，主要生长在海拔５００～８５０ｍ的水
沟边及密林下，分布于广东、海南、广西、云南等地。收载于

《中华本草》《全国中草药汇编》《广西药用植物名录》等。大

苞水竹叶多分布于长江以南各省（区），尤以西南地区为盛。

其根入药，具有较高的药用价值，售价约１００元／ｋｇ，具有逐水
通便、消肿散结的功效，主治水肿，此外还有通经之效，用于治

疗慢性肾炎、晚期血吸虫病腹水或其他肝硬变腹水等症［２］。

近年来，随着市场需求量的不断增加，野生大苞水竹叶资源濒

临枯竭，生产上难以实现大面积栽培。采用生物技术组织培

养技术，可以有效快速地提高大苞水竹叶种苗的繁殖速度和

质量，满足大苞水竹叶的市场需求，也可为壮药痰火草资源可

持续开发利用提供数据支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料和基本培养条件
本试验所需材料采集自广西壮族自治区药用植物园引种

繁育圃内引种栽培的生长健壮、无病虫害的优良大苞水竹叶

植株，选取其侧芽作为外植体进行诱导，先将大苞水竹叶侧芽

表面洗净去污，用浓度为７５％的乙醇灭菌３０～４５ｓ，然后用无
菌水冲洗１～３次，放入灭菌剂灭菌，再用无菌水冲洗 ２～５
次，然后用无菌滤纸将侧芽表层的水分吸干，最后将测芽置于

基本培养基上进行诱导培养，在平均光照度２０００ｌｘ下培养，
光照时间１２ｈ／ｄ，温度（２４±２）℃。
１．２　适宜灭菌条件的筛选

设计２组消毒试验。第１组设计不同消毒剂种类：０．１％
ＨｇＣｌ２１０ｍｉｎ，２％ ＮａＣｌＯ２０ｍｉｎ，５０％的 ８４消毒液 ２０ｍｉｎ，
２％ Ｈ２Ｏ２２０ｍｉｎ，从中筛选最适合的消毒剂；第２组设计不同
的消毒时间：５、６、７、８、９、１０ｍｉｎ。所有的试验都是在接种后
１５ｄ对试验对象的污染率、成活率进行统计。
１．３　不定芽诱导分化条件的筛选

本试验基于 ＭＳ、Ｂ５、Ｎ６培养基，添加 ＮＡＡ、ＩＡＡ、６－ＢＡ
这３种不同类型激素，并开展 ＮＡＡ浓度 （０．５、１．０、
１．５ｍｇ／Ｌ）、ＫＴ浓度（０．１、０．２、０．４ｍｇ／Ｌ）、６－ＢＡ浓度（１．０、
１．５、２．０ｍｇ／Ｌ）的正交设计（表１），研究不同激素组合对大苞
水竹叶不定芽诱导的影响，每个处理１０瓶，每瓶４个外植体，
２０ｄ后记录外植体的诱导情况，比较不同组合诱导不定芽能
力的差异。

表１　不定芽诱导分化条件的因素水平设计

水平

因素

Ａ：ＫＴ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｂ：６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ） Ｄ：误差项

１ ０．１ １．０ ０．５ １
２ ０．２ １．５ １．０ ２
３ ０．４ ２．０ １．５ ３

１．４　不定芽繁殖条件的筛选
在ＭＳ为基本培养基的基础上，以６－ＢＡ、ＩＡＡ为生长调
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节激素，考察大苞水竹叶不定芽繁殖情况。通过 ６－ＢＡ
（０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ）、ＩＡＡ（０．２、０．４、０．６ｍｇ／Ｌ）２种激素浓
度组合试验，对大苞水竹叶的繁殖培养基进行优化，每个处理

１０瓶，每瓶４个单芽，２０ｄ后测定试管苗生长情况和芽增殖
倍数［芽增殖倍数 ＝（２０ｄ后芽数 －接种时芽数）／接种时芽
数］，以芽增值倍数为主要考察指标来优化繁殖培养基。

１．５　生根条件的筛选
为了研究大苞水竹叶无菌苗生根壮苗的最适合培养基，

以ＭＳ为基本培养基，对 ＩＢＡ浓度（１．０、２．０ｍｇ／Ｌ）、活性炭
（ＡＣ）浓度（０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ）进行组合试验，对大苞水竹
叶的繁殖培养基进行优化，将生长健壮、高２～３ｃｍ的无根苗
接种于４种不同处理的生根培养基上，每个处理１０瓶，每瓶
８个单芽，培养４０ｄ后统计结果，计算生根率与生根数平均
值，相关公式如下：

生根率＝（生根数／接种总数）×１００％；
生根数平均值＝（总生根数／接种总数）×１００％。

１．６　炼苗及移栽
当生根培养的大苞水竹叶瓶苗长至３～５ｃｍ高、有３张

以上叶片和３～５条根时，即可出瓶移栽。挑选生长旺盛、根
系发达的试管苗，为使无菌苗移栽后适应自然环境，出瓶前在

实验室散射光下炼苗２ｄ，转移至走廊处炼苗３ｄ，其间需向瓶
内植株洒水以保持瓶内水分充足，将生根试管苗小心地从培

养瓶中取出，用水洗净根部残留的培养基，单株栽入基质

（Ｖ木屑∶Ｖ草炭土 ＝３∶１），置于室内１周，２ｄ浇水１次，保持土质
８０％左右的湿润度，温度１８～２５℃，木屑保水性、透气性都很
好。３０ｄ后统计不同基质中组培苗的成活率。

２　结果与分析

２．１　灭菌条件的选择
　　如表２所示，０．１％ ＨｇＣｌ２具有较好的消毒效果，外植体
消毒成功率达到６０％；ＮａＣｌＯ、８４消毒液、Ｈ２Ｏ２消毒效果均不
够理想，消毒不彻底，污染率高。由表３知：使用０．１％ ＨｇＣｌ２
消毒８ｍｉｎ成功率最高，达到９０％，低于８ｍｉｎ时污染率高，

表２　不同消毒剂对外植体的消毒效果比较

消毒处理
接种

数（个）

污染数

（个）

死亡

数（个）

成活数

（个）

污染

率（％）
死亡率

（％）
成功

率（％）
０．１％ ＨｇＣｌ２７ｍｉｎ ２０ ３ ５ １２ １５ ２５ ６０
２％ ＮａＣｌＯ２０ｍｉｎ ２０ １２ ２ ６ ６０ １０ ３０
８４消毒液２０ｍｉｎ ２０ １１ ５ ４ ５５ ２５ ２０
２％ Ｈ２Ｏ２２０ｍｉｎ ２０ １４ ２ ４ ７０ １０ ２０

表３　用０．１％ ＨｇＣｌ２消毒不同时间对诱导分化的影响

消毒时间

（ｍｉｎ）
接种数

（个）

污染数

（个）

死亡数

（个）

成活数

（个）

污染率

（％）
死亡率

（％）
成功率

（％）
５ ２０ ２０ ０ ０ １００ ０ ０
６ ２０ １６ ０ ５ ８０ ０ ２０
７ ２０ ６ ２ １２ ３０ １０ ６０
８ ２０ １ ２ １８ ５ １０ ９０
９ ２０ １ ６ １３ ５ ３０ ６５
１０ ２０ ０ １２ ８ ０ ６０ ４０

高于８ｍｉｎ时，污染率虽然降低，但是死亡率不断升高。因
此，综合比较可知，较好的消毒剂为０．１％ ＨｇＣｌ２，较好的消毒
时间为８～１０ｍｉｎ。
２．２　不定芽的诱导条件选择

将顶芽分化获得的不定芽进行快速繁殖培养，外植体接

种到ＭＳ、Ｂ５、Ｎ６培养基中，在培养温度为２３～２６℃、光照度
为１４００～２０００ｌｘ、光照时间为 １０～１２ｈ／ｄ的条件下培养
１５ｄ，侧芽分化后获得不定芽。Ｂ５培养基中侧芽分化成愈伤
褐化，Ｎ６培养基中侧芽分化慢，系数低；ＭＳ培养基中含０．１～
０．４ｍｇ／ＬＫＴ、１．０～２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、１．０～２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ、
２０～３０ｇ／Ｌ蔗糖和３．８～４．８ｇ／Ｌ琼脂，培养基的 ｐＨ值为
５８。观察发现，随着培养基中６－ＢＡ、ＮＡＡ浓度的增加，大
苞水竹叶不定芽数均增加。由表 ４可以看出，最优组合是
Ａ３Ｂ２Ｃ１，即在培养基中添加０．４ｍｇ／ＬＫＴ、１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和
０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ的不定芽繁殖效果最好，平均分化出１１个不
定芽。组培苗诱导的各个阶段效果见图１。
２．３　不定芽壮苗条件选择
　　将“２．２”节中得到的试管苗不定芽置于ＭＳ壮苗培养基
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表４　不同激素对大苞水竹叶组织培养快速繁殖效果的影响

试验编号
Ａ：ＫＴ
含量

Ｂ：６－ＢＡ
含量

Ｃ：ＮＡＡ
含量

Ｄ：误差项 芽繁殖倍数

（倍）

１ １ １ １ １ ３．３１
２ １ ２ ２ ２ ３．８９
３ １ ３ ３ ３ ４．２４
４ ２ １ ２ ３ ４．６８
５ ２ ２ ３ １ ５．１４
６ ２ ３ １ ２ ４．７５
７ ３ １ ３ ２ ４．９２
８ ３ ２ １ ３ ４．８１
９ ３ ３ ２ １ ４．５６
ｋ１ ３．３１ ４．６８ ４．９２ １３．０１
ｋ２ ３．８９ ５．１４ ４．８１ １３．５６
ｋ３ ４．２４ ４．７５ ４．５６ １３．７３
Ｒ ０．３１ ０．１５ ０．１２ ０．２４

中，在培养温度２３～２６℃、光照度１４００～２０００ｌｘ、光照时间
１０～１２ｈ／ｄ的条件下培养４０ｄ，得到健壮植株，其中ＭＳ壮苗
培养基中含０．５～１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、０．２～０．６ｍｇ／ＬＩＡＡ、２０～
３０ｇ／Ｌ蔗糖和３．８～４．８ｇ／Ｌ琼脂，培养基的ｐＨ值为５．８，观
察发现，培养基中添加１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和０．６ｍｇ／ＬＩＡＡ时
壮苗效果最好，株高达到５．３７ｃｍ（表５）。

表５　不同激素水平对大苞水竹叶不定芽壮苗效果的影响

试验编号
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＩＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

株高

（ｃｍ） 长势

１ ０．５ ０．２ ３．４７ 生长慢，弱黄绿色

２ ０．５ ０．４ ４．５１ 生长较慢，黄绿色

３ ０．５ ０．６ ４．８８ 生长较快，绿色

４ １．０ ０．２ ４．２７ 生长较快，绿色

５ １．０ ０．４ ４．９２ 生长快，翠绿色

６ １．０ ０．６ ５．３７ 生长快，翠绿色

７ １．５ ０．２ ４．６８ 生长较快，绿色

８ １．５ ０．４ ４．９０ 生长较快，绿色

９ １．５ ０．６ ５．１３ 生长较快，绿色

２．４　健壮植株生根培养条件选择
　　将得到的健壮植株置于生根培养基中，在培养温度２３～
２６℃、光照度１４００～２０００ｌｘ、光照时间１０～１２ｈ／ｄ的条件
下培养４０ｄ，得到带根的完整植株，其中ＭＳ生根培养基中含
０．５～１．５ｍｇ／ＬＩＡＡ、１．０～２．０ｍｇ／ＬＩＢＡ、２５～３０ｇ／Ｌ蔗糖和
３．８～４．８ｇ／Ｌ琼脂，培养基的 ｐＨ值为５．８。观察发现，随着
培养基中ＩＡＡ浓度增加，组培苗的生根率也提高；培养基中
添加２．０ｍｇ／ＬＩＢＡ和１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ的生根效果最好，生根
率达９３．１％，平均根长达到４．４９ｃｍ（表６）。

表６　不同激素水平对大苞水竹叶组培苗生根效果的影响

试验编号
ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＩＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

生根率

（％）
平均根长

（ｃｍ）

１ １．０ ０．５ ８８．９ ３．６６
２ １．０ １．０ ８９．５ ４．０７
３ １．０ １．５ ９２．１ ４．４１
４ ２．０ ０．５ ９１．３ ３．９６
５ ２．０ １．０ ９３．１ ４．４９
６ ２．０ １．５ ９２．７ ４．３７

２．５　试管苗移栽条件
经生根培养后的大苞水竹叶，挑选生长旺盛、根系发达的

试管苗移入常温室内放置，拧松盖子，２ｄ后掀开盖子让大苞
水竹叶幼苗与空气完全接触，其间需向瓶内的植株洒水以保

持瓶内的水分充足。３ｄ后从瓶内取出幼苗，洗净根部的培
养基，移栽于消过毒的泥炭、泥炭 ＋蛭石（体积比３∶１）、泥
炭＋黄沙（体积比３∶１）３种不同基质上，适度遮阴，并保持
一定的湿度。３０ｄ后统计生根率和生长率。由表７可以看出，
不同基质成活率的高低顺序为泥炭 ＋黄沙（体积比３∶１）＞
泥炭＋蛭石（体积比３∶１）＞泥炭。因此，试管苗移栽最好的
基质为泥炭＋黄沙（体积比３∶１），移栽３０ｄ成活率为８４％。

表７　不同基质对移栽成活率的影响

移栽基质
移栽苗数

（株）

成活苗数

（株）

成活率

（％）
生长率

（％）

泥炭 ５０ ２９ ５８ １３
泥炭＋蛭石（体积比３∶１） ５０ ４２ ８４ １９
泥炭＋黄沙（体积比３∶１） ５０ ４９ ９８ ２２

３　讨论

鸭跖草科植物均为草本，主要分布于热带，少数种产于亚

热带、温带地区，中国产１３属４９种，多分布于长江以南各省
（区），尤以西南地区为盛。目前对鸭跖草科植物的研究开展

的较少，仅有关于其生物学特性［１－２］、分布与分类［３］、种植栽

培、病虫害［４］、化学成分［５－７］、药理作用的报道［８］，未见有关组

培的报道。本研究采用大苞水竹叶侧芽为外植体，以芽繁芽，

未经过愈伤组织阶段，对侧芽分化及植株再生方法进行探讨，

建立了大苞水竹叶的离体再生体系，有利于保持大苞水竹叶的

遗传稳定性，不但满足了工厂化生产的需求，还具有实际意义。

植物生长调节剂是培养基中的关键物质，能以极微小的

量影响植物的细胞分化、分裂和发育，在植物离体培养中起重

要调节作用［９］。当细胞分裂素／生长素的比值合适时，能诱
导芽的形成和促进芽的生长。６－ＢＡ是重要的细胞分裂素，
能促进细胞分裂、非分化组织分化、侧芽生长等；ＮＡＡ是植物
生长调节剂，具有促进细胞分裂与扩大、诱导形成不定根等作

用；ＩＡＡ是植物生长素，能促进细胞分裂与细胞生长，诱导形
成不定根［１０－１１］。多种激素组合能更有效地促进植物的生长，

因此在ＭＳ培养基中加入６－ＢＡ、ＩＡＡ配合使用，对大苞水竹
叶生长均具有较大的影响。本研究得出，大苞水竹叶增殖的

最适培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．６ｍｇ／ＬＩＡＡ，在此培
养基上增值率为６．５且芽苗翠绿粗壮。试验中不定芽生根率
达９３．１％，移栽成活率为９８％，生产出的种苗，既可满足人们
对大苞水竹叶的用途需求，又可保护珍稀濒危种质资源，同时

还为丰富我国园林植物种类提供保障。本研究为著名壮药植

物大苞水竹叶的保护和可持续开发利用开辟了一条新的途

径，同时可为同属其他物种的组织培养研究提供借鉴。
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化学 －渗透压法温和破碎处理下大肠杆菌细胞
胞内蛋白质的释放率

赵烨清，石　莉，欧阳臻，闻崇炜
（江苏大学药学院，江苏镇江２１２０１３）

　　摘要：恰当的细胞破碎工艺是获取胞内蛋白质的必需环节，然而现有细胞破碎技术仍有较多不足。为了研究合适
的细胞破碎方法，拟通过化学法与渗透压法的联用，建立化学－渗透压法温和高效破碎大肠杆菌细胞的新工艺。结果
表明：（１）单用化学法处理大肠杆菌细胞，最高仅能释放 ３７．３％的胞内蛋白质，而化学 －渗透压法最高可以释放
８４２％的胞内蛋白质；对渗透压处理环节进行优化后，胞内蛋白质释放率提高至９３．１％及以上；（２）以优化的化学 －
渗透压法释放重组原动蛋白２β（ＰＫ２β）工程菌细胞的胞内蛋白质，其中７０．５％～８０．２％重组ＰＫ２β呈可溶性，而超声
法处理的样品中不含有可溶性重组ＰＫ２β，表明化学－渗透压法不仅简便高效、成本低廉，而且有利于保留可溶性重组
蛋白质，而超声破碎法会导致可溶性蛋白发生变性沉淀而增加蛋白质分离的难度。综合分析可知，化学－渗透压法在
基因工程及生物工程中具有良好的应用前景。
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　　大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，简称Ｅ．ｃｏｌｉ）是基因工程与生
物工程中表达重组蛋白质最常用的宿主菌。重组蛋白质通常

被表达在 Ｅ．ｃｏｌｉ胞内，必须进行细胞破碎后才能进行相应的
分离纯化［１］。现有的细胞破碎方法分为机械法、化学法、物

理法及生物酶法四大类，在实际应用中这些方法仍有较多不

足。例如，机械法破碎效率高，但是需要高速珠磨机、高压匀

浆机等贵重设备，同时由于发热大，可能重组蛋白质的生物活

性［２－３］；化学法简便，但所用有机溶剂及变性剂也可能影响重

组蛋白质的生物活性［４－５］；物理法条件温和，但破碎效率较

低［６］；生物酶法条件温和、破碎效率较高，但碎菌成本较

高［７］。因此可见，开发温和且具有高破碎效率的简便工艺在

基因工程及生物工程中有较高的应用价值。

形态结构学研究表明，Ｅ．ｃｏｌｉ细胞壁是由脂多糖层、磷
脂层与肽聚糖层组成的复合结构，具备较强的抗拉伸与抗剪

切能力。渗透压法利用渗透压差破碎细胞，条件温和，可以很

好地保留蛋白质的生物活性，但是作用力较弱，不足以完全破

碎Ｅ．ｃｏｌｉ细胞壁，目前仅用于释放出周质空间的蛋白质［８］。

本试验拟研究将化学法与渗透压法联用（本研究均简称为化

学－渗透压法），从而实现既高效彻底破坏Ｅ．ｃｏｌｉ细胞壁，又
完全释放胞内蛋白质，同时能保留蛋白质生物活性的可能性。

本研究为该法处理 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）、重组原动蛋白 ２β
（ＰＫ２β）工程菌的试验结果。

１　材料与方法

１．１　材料
Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）为笔者所在研究室保存，重组质粒

ｐＥＴ－２８－ＰＫ２β为笔者所在研究室构建，按常规方法转化获
得相应重组工程菌［９］。
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