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萍藻重组研究且
、

应用抱子果技术

获得萍藻重组成功
郑德英 林 沧 刘中柱 唐龙飞

� 福建省 农业科学院红 萍研究中心 �

提 要

应用去除藻体细胞的老熟或萌动的大胞子果直接加入同种或异种红萍大艳子果

的鱼腥藻
,

取得 了重新组合
,

其成功率达�� �
。

重新组合的萍藻
,

第一步经 显微镜

观察
、

固氮酶活性测定
,

结 果表明
,

重新组合的 大抱于果萌发 出来的红萍体内具有

鱼腥藻 , 第二步采用单克隆抗体检测验证
,

确认 为萍藻重组成功
,

其组合 为细绿无

萍藻 � 小叶萍鱼腥藻
、

细 绿无藻萍 又 墨 西哥萍鱼腥 藻
、

小叶无 藻萍 � 细绿 萍 鱼 腥

藻
、

细绿无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻
。

小叶 无藻萍
� 小叶萍鱼腥藻

。

本试验经历了两个阶段
,

一为无藻萍的获得
,

已作过报道〔�〕� 二为萍藻重 组
。

本 文 报

道第二部分
。

萍藻重组试验是生物技术在红萍理论研究和红萍育种实践的具体应用和系统工程
。

本试

验从� � � �年至 �� � �年在我院土肥所和红萍中心实验室里进行
。

一
、

材料与方法

� 一 � 材料

细绿萍 � � � � ��� ����� � �� � � � � �
、

小叶萍 � �
� � ��� ��  � � � � � � ��� �

、

墨 西 哥 萍

� � � � ��� � � � �� �  � � 及其他成熟的红萍大小抱子果
。

�二 � 方法

以本种的大小抱子果混养
,

取得受精的大抱子果
。

按细绿无藻萍 � 小 叶 萍 鱼 腥 藻
、

� “ � ”
表示重组

,

以下同 � 细绿无藻萍
� 墨西哥萍鱼腥藻

、

小叶无藻萍
� 细绿萍鱼腥藻

、

细绿无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻
、

小叶无藻萍 � 小叶萍鱼腥藻的组合方式
,

把细绿萍
、

小叶萍抱

子果置于解剖镜下
,

用小刀切去漏斗状膜和囊群盖
,

分别以小叶萍
、

墨西哥萍
、

细绿萍抱子

果的囊群盖小心接上
,

并留有不移接的作为对照
。

之后置于�� � �� ℃下培养
。

待幼 苗 长 出

� � �片叶时
,

移入含有� � � � � 硝酸钱的 � � � �培养液〔� 〕
,

当抱子苗长达 � � � 片叶后就可转至

土培
,

土壤应以高压消毒为宜
。

�
�

陆培基同志为本试验提供部分抱子果
,

程由栓
、

郑琦等同志协助单克隆抗体测定
,

特此一并致谢
。

�
�

本文于 � � � �年�月�� 日收到
。
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� 三 �检验技术

�
�

显微镜观察
,
�

,

固氮酶活性测定
,

采用乙炔乙烯还原法
。
�

�

红萍鱼腥藻的单克隆抗体

鉴定〔‘
、

�〕,

以红萍体内鱼腥藻与单克隆抗体�� �直接荧举标 记 物 ��� �
一

�� � � � 的 反 应 检

测
。

二
、

试验结果

� 一 � 萍旅 , 组试验

采用受精的细绿萍大抱子果
,

去掉其囊群盖里的鱼腥藻细胞
,

然后移接上小叶萍
、

墨西

哥萍或细绿萍大抱子果鱼腥藻
,

促使小叶萍鱼腥藻
、

墨西哥萍鱼腥藻或细绿萍鱼腥藻与细绿

无藻萍重新共生
,

结果获得成功
。

同样
,

以去掉藻细胞的小叶萍大抱子果移接上细绿萍大抱

子果或小叶萍大抱子果的鱼腥藻
,

也取得重组的成功 � 表�
、

� �
。

同
、

异种藻重新组合的移

接
,

都培育出重新共生的萍体
。

重组机率为 ��  
。

但必须强调
,

萍藻重组机率与泡子果不同成熟度有密切的关系
。

不同成熟度的抱子果
,

其重组机率也不同 � 表 � �
。

采用果顶和基部棕褐色深
,

黄带明显的黄熟大抱子果作重组试

验
,

虽然能萌动出苗
,

但是有藻的重组萍几乎没有 � 表 � �
。

取浮膘已露出的成熟大泡子果

进行重组试验
,

尽管重组的机率很低
,

但还能得到重组的有藻萍 � 表 � �
。

如果取浮膘已张

开的萌动大抱子果重组
,

结果表明
,

其出苗整齐
,

重组后有藻萍的比率有所提高 � 表 � �
。

综上
,

以浮膘张开的萌动大抱子果作材料
,

取得的效果最好
,

而以老熟的大袍子果作试验材

料效果也好
。

后两种是本试验技术的关键所在
。

表� 异种萍燕孟组试验结果

有�一数�一苗朵一价泡子果数
�粒 �

劲 惶�

犷果
藻苗
朵 � �

镜 “

⋯
单“隆抗体检““

藻

腥藻藻藻藻藻腥腥腥腥鱼腥鱼鱼鱼鱼萍鱼萍萍萍哥萍萍绿绿叶叶西绿
�

阳沙防队盯偏墨四小叶无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻

小叶无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻

对 照

细绿无藻萍 � 小叶萍鱼腥藻

细绿无藻萍 又 墨西哥萍鱼腥藻

对 照

� �

� �

� �

� �

� �

� �

� �

� �

� �

� �

�

有藻

有藻

有藻

有藻

有藻

有藻

表� 袍子果不同成熟度对薄燕, 组的影晌

抱子果成熟度
试 验 次 数 抱子苗数

�总试验数有藻试验数�总出苗数�有藻苗

浮膘未露
、

黄带明显 � 黄熟饱子果 �

浮膘己露
、

囊群盖与饱子果拉开距离 �老熟抱子果 �

浮膘张开 �萌动抱子果 �

� �

� �

� �

� � �

� � �

� � �
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表 � 黄熟大抱子果皿组试验萌发情况

大抱子果
� 粒 �

总苗数 有藻苗

� � 朵 � � � 朵 �

��� ����� �
八���勺八�几����乙勺白。�少勺,八工�,���内����

细绿无藻萍 � 墨西哥萍鱼腥藻

细绿无藻萍 � 小叶萍鱼腥藻

细绿无藻萍 � 莆田萍鱼腥藻

细绿萍

小叶无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻

小叶萍

墨西哥无藻萍 � 小叶萍鱼腥藻

墨西哥萍

� �

� �

�

�

�

� �

� �

�

表� 老熟的大抱子果皿组试验情况

大抱子果数 总苗数 有藻苗
「

� 粒 � � � 朵 � � � 朵 �

小叶无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻

小叶无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻

小叶无藻萍 � 小叶萍鱼腥藻

细绿无藻萍 � 小叶萍鱼腥藻

细绿无藻萍 � 小叶萍鱼腥藻

细绿无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻

�

�

� �

�

�

�

��
了�一匕丹匕�口户��任��‘一‘����。�八��匕�甘丹��洲一内�内���一七,口

表� 萌动的大抱子果, 组试验结果

瞒印峪冻
大抱子果
� 粒 �

总苗数 ⋯有藻苗
� 朵 � � � 朵 �

������九�

,上八‘

�勺八卜心���内�亡口通�七冉�,目小叶无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻

小叶无藻萍 火细绿萍鱼腥藻

小叶无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻

小无叶藻萍 义 细绿萍鱼腥藻

小叶无藻萍 � 小叶萍鱼腥藻

� �

� �

� �

� �

� �

培养日期
�月

、

日�

� � 。

� �

� � � � �

��
。� �

� �
。� �

� � 。 � �

� �
。

� �� � � 。 � �

� �
。� � �� ��

。 ��

� � 。� � � �
。 � �

� �
。 �� � �

。 � �

� � 。 �� � � 。

��

�

表� 不同处理的红萍固纽醉活性比较
�

� � � � � 曰曰� � � � 曰� � � 口

固氮酶活性
毫微克分子 乙烯� 克

、

鲜重
、

小时 �

� � �

� � �

� � �

� � �

� � �

� � �

萍藻重组

萍藻重组

无 藻 萍

无 藻 萍

正常红萍

正常红萍

’

小叶无藻萍 � 绿细萍鱼腥藻

细绿无藻萍 � 小叶萍鱼腥藻

小叶无藻萍

细绿无藻萍

小叶萍

细绿萍

�� �
。� �

� � � � 。 � �

�

�

� �  。� �

� � �
。 � �

��
�

汉
�

一

�
��

⋯⋯



福建省 农科院学报 �卷

� 二 � 重组苗的鉴定

重组试验后萌发的幼苗
,

有为数甚少的有藻共生苗
,

还有无藻共生的幼苗
,

所以重组后

萌发的幼苗需要进行严密的检测
。

�
�

立体解剖镜下初析
。

当重组苗生长到� � �片叶后
,

可把小苗放在立体解 镜 下 观

察
,

假如重组后有藻
,

那么在小苗叶片的共生腔位置呈现出浓绿一 团
,

可以与叶腔以外的部

位明显 区别开来
。

如果重组失败
,

藻没有进入萍体内
,

亦即重组后出现无藻萍
,

那么
,

在小

苗叶片的共生腔处没有明显的色译或较透亮
,

整个叶片颜色一致
。

表� 萍燕趁组试验各处理红萍鱼胆旅单克隆抗体 � � 。一 � �� �反应情况

序 数 实 验 处 理
各处理藻与� � � 一� � �反应

� 日

�
�。月� 。日

�
� �月� 日
�
� �月 �。日

�
� �月

� � 日

�一�曰�工一�土

小叶无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻

小叶无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻

细绿无藻萍 � 小叶萍鱼腥藻

小叶无藻萍 火小叶萍鱼腥藻

细绿无藻萍 � 细绿萍鱼腥藻

正常小叶萍鱼腥藻

正常细绿萍鱼腥藻

����� 十十 ���

����� 十十 十十

������� ���

十十十十十

����������水水

�
�

压片镜检 取小苗叶片压碎后以显微镜观察
,

可以看出重组后有无藻的共生
,

不过
,

这样容易导致小苗枯死
,

白费一株幼苗
。

�
�

固 氮阵活性测 定 将提供测定的红萍制样
,

以气相色谱仪日本岛津 � �
一� � 测定 其 固

氮酶活性
。

结果表明
,

重组后有藻共生的萍体
,

都有固氮酶活性
,

而无藻共生的萍体则没有

固氮酶活性 � 表� �
。

�
�

红萍鱼腥藻的单克隆抗体检测 以上镜检
,

仅能观察重组后有无藻的共生
,

真正鉴别

是否为重组藻
,

尚需用单克隆抗体检测
。

经过多次反复检测
,

证实了重组试验是成功的
,

所

接入的藻已安然无恙地共生在新的萍体叶腔 中 � 表� �
。

三
、

讨 论

� 一 � 应用有性繁殖器官
�

一抱子果进行萍藻重组的方法是可行的

关于萍藻共生关系
,

前人有过许多论述
。

� � � �〔�〕对红萍同化叶切片观 察
,

认 为 鱼 腥

藻是从红萍幼叶共生腔下方的缺口进入共生腔内
。
� �� �〔�〕观察

,

认为萍与藻的发育 是 一 致

的
,

随着萍体叶片的生长分化
,

出现了共生腔
,

藻细胞跟着进入共生腔内
。

由于红萍茎尖培

养获得无藻萍成功〔�
、

�
、

�
、

�� 〕
,

自然导致人们设想应用离体鱼腥藻与无藻萍进行重组
,

而获得
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较高固氮能力的萍种
。

白克智等〔� 〕曾报道
,

分离培养的纯离体鱼腥藻注入无藻萍 叶腔
,

几

天后从萍体叶腔切片中可见有鱼腥藻
,

但是藻 与萍均死亡
。

我们也曾将无藻萍培养在有离体

鱼腥藻的环境里
,

采用减压渗入接藻法强迫离体红萍鱼腥藻重新到达无藻萍茎尖部位
,

经过

试验
,

取得了同种萍藻重组的成功
。〔�〕但其他种间萍藻交换未获得满意的结果

。

另一方面
,

据报道〔�
、

的和我们的观察
,

红萍大抱子果的囊群盖内聚集着鱼腥 藻 的 厚 垣

泡子
,

厚垣抱子与红萍同时萌发
,

生长
,

随着大抱子的萌发
,

叶子的发育腔孔边缘的细胞团合
,

红萍鱼腥藻也随着封闭在腔内
。

我们掌握在红萍大抱子果萌发之前
,

也就是即将萌发的萍体与

藻细胞两者生理状态最活跃时期
,

而藻细胞尚未进入幼叶拱形包裹的空间内
�

一生长点顶端

或红萍叶腔下方缺口时
,

彻底去除藻体细胞
,

有目的地接入另一种红萍藻体细胞
,

促进无藻的

抱子果刚萌发出来的萍体接受了另加的藻体细胞
,

重新建立共生关系
。

试验表明
,

要取得成

功
,

要累积经验
,

选择合适的受体 � 萍 ) 与供体 (鱼腥藻), 有足够数量并具有侵染活性的外

源鱼腥藻
,

并掌握好短暂的时期
。

( 二 )
、

关于萍藻重组后的鉴定问题

从镜析
、

固氮酶活性测定等验证手段
,

一般只能识别萍体里是否有鱼腥藻的共生
,

而不

同种红萍其鱼腥藻形态虽有不同
,

但作为分类鉴定尚不可靠
,

单克隆抗体检测才是一种最新

的可靠方法
。

红萍鱼腥藻单克隆抗体是一种利用淋巴细胞杂交瘤单克隆抗体技术
,

探 索红萍体内鱼腥

藻细胞表面抗原结构
,

它具有灵敏度高
,

特异性强和重复性好的特点
。

从萍藻重组研究多次

检测结果表明
,

鱼腥藻的抗原性均保持稳定
,

它是一种准确
、

迅速的监测技术
,

也是当前最

有效的检测特异抗原的手段
,

它为红萍鱼腥藻的分类提供可靠的科学依据
。

( 三 ) 萍燕重组方法的科学价值和实践意义

前人对萍藻共生关系曾做过大量工作
,

均系描述性和机理方面; 而种内
、

种间萍藻重组

成功
,

这除了我们已发表一部分外 〔3, 11〕
,

在 国内外还未见其他报道
。

萍藻重组为研究萍藻共

生关系提供了有效途径
,

它干预了红萍的最重要性状—
固氮能力

,

步入遗传育种学范畴
。

从二次水稻新品种的飞跃
,

都是以育种方法上创新来开始的
。

相信
,

应用有性繁殖器官
-

一抱子果进行萍藻重组方法的建立
,

今后将使 固氮性能高
、

抗逆性能强的萍种层 出不穷
,

前景广阔
.

四
、

结 论

h 在雌雄混养的红萍大抱子果上切除其漏斗状膜和囊群盖 ,

可以彻底清除大袍子果内所

含的鱼腥藻
,

在无外源鱼腥藻感染的情 况下
,

能获得纯净的无藻萍
。

2
.

应用去除漏斗状膜和囊群盖的红萍大抱子果
,

直接加入同种或异种红萍大抱子果鱼腥

藻
,

可以取得重新组合的成功
,

其方法是可靠的
。

重组成功率为10 %
。
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3.老熟与萌动的大饱子果是应用抱子果技术取得萍藻重组的关键所在
。

4
。

重新组合的萍藻
—

细绿无藻萍
x
小叶萍鱼腥藻

、

细绿无藻萍 x 墨西哥萍鱼腥藻
、

小

叶无藻萍 x 细绿萍鱼腥藻
,

细绿无藻萍 X细绿萍鱼腥藻
、

小叶无藻萍 x 小叶萍鱼腥藻
,

经单

克隆抗体等验证
,

确认多是萍藻的重新组合
。

5

。

应用抱子果技术取得萍藻重组的方法
,

将为红萍育种提供新的途径
,

也将以萍藻共生

机理更好地造福于人类
。
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