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ＮａＮ３ 和紫外线复合诱变对苜蓿愈伤组织

在干旱和盐胁迫下生长的影响
李　 波ꎬ林　 浩ꎬ邬婷婷ꎬ陈雪梅

(齐齐哈尔大学生命科学与农林学院ꎬ抗性基因工程与寒地生物多样性保护黑龙江省重点实验室ꎬ黑龙江 齐齐哈尔 １６１００６)

摘　 要:以图牧 ２ 号苜蓿愈伤组织为材料ꎬ对其进行不同浓度 ＮａＮ３及紫外线诱变剂量和不同浓度 ＮａＣｌ 及 ＰＥＧ
胁迫处理ꎬ观察愈伤组织生长状况ꎬ以愈伤组织的存活率确定各处理的半致死浓度(ＬＣ５０)或剂量(ＬＤ５０)和致死浓度

(ＬＣ１０ ０)或剂量(ＬＤ１０ ０)ꎬ并对愈伤组织进行脯氨酸、可溶性糖、丙二醛含量和 ＣＡＴ 酶活性的测定ꎮ 结果表明:诱变和

胁迫影响了苜蓿愈伤组织生长ꎬ随 ＮａＮ３浓度和紫外线诱变剂量的增加ꎬ愈伤组织的存活率下降ꎬＮａＮ３的 ＬＣ５０和 ＬＣ１０ ０

分别为 ４.０×１０－３ ｍｏｌＬ－１和 ５.５×１０－３ ｍｏｌＬ－１ꎬ在距离为 ２０ ｃｍ 时ꎬ紫外线诱变 ＬＤ５０和 ＬＤ１０ ０分别为 ６、８ ｍｉｎꎻ随 ＮａＣｌ
和 ＰＥＧ 选择压力的加大ꎬ愈伤组织的存活率下降ꎬＮａＣｌ 的 ＬＣ５０和 ＬＣ１０ ０分别为 １.５％ 和 ２.０％ꎬＰＥＧ 的 ＬＣ５０和 ＬＣ１０ ０分

别为 ２５％和 ３０％ꎮ 各诱变和胁迫处理比较ꎬ经 ＮａＮ３和紫外线复合诱变及 ＰＥＧ 和 ＮａＣｌ 双重选择压力处理愈伤组织

存活率最低为 １６％ꎮ ＮａＮ３和紫外线复合诱变的愈伤组织脯氨酸、可溶性糖含量、ＣＡＴ 酶活性增加ꎬ丙二醛含量下降ꎮ
诱变和逆境胁迫筛选的苜蓿愈伤组织ꎬ可以提高苜蓿愈伤组织对盐旱的抵抗能力ꎬ可为利用体细胞扩大苜蓿抗逆性

变异来源提供基础ꎮ
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　 　 苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)是多年生的豆科类草

本植物ꎬ具有产量高、营养价值高的特性ꎬ被世界公

认为优质牧草之一[１]ꎮ 由于近几年环境干旱和土地

盐渍化的加剧ꎬ导致紫花苜蓿的种植面积逐年减少ꎬ
严重威胁其产量ꎬ因此ꎬ亟待加强培育抗逆性强的苜

蓿新品种ꎬ以丰富我国匮乏的苜蓿种质资源ꎮ
植物耐盐和抗旱机制是错综复杂的ꎬ 耐盐和抗

旱性状是受多基因控制的ꎬ 涉及多种生理代谢途

径ꎮ 为了获得抗逆性强的苜蓿新品种ꎬ评价耐盐和

抗旱突变材料生理生化功能上的差别ꎬ采用理化诱

变因素复合处理的方法开展耐逆紫花苜蓿研究ꎬ以
期获得优良农艺性状的新种质材料ꎬ对紫花苜蓿耐盐

和抗旱育种及生理机制研究有一定参考价值ꎬ有利于

丰富我国苜蓿的品种资源ꎬ推动苜蓿产业化发展ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

以图牧 ２ 号苜蓿无菌苗的下胚轴诱导出的愈伤组

织为材料ꎬ由齐齐哈尔大学植物组织培养研究室提供ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 愈伤组织的继代培养　 将淡黄色、松嫩的愈

伤组织切割成 ０.５ ｃｍ３左右的小块ꎬ转接到继代培养

基中ꎬ继代 ２~３ 次的愈伤组织即可作为诱变和胁迫

的材料ꎮ 继代培养基为 ＭＳ＋２ꎬ４ Ｄ １ ｍｇＬ－１＋ ６
ＢＡ ０.５ ｍｇＬ－１＋ ３０ ｇ 蔗糖＋８.５ ｇ 琼脂(ｐＨ＝５.８)ꎮ
１.２.２　 ＮａＮ３和紫外线诱变半致死浓度(剂量)选择

　 用磷酸缓冲液(ｐＨ ＝ ７.０ꎬ０.２ Ｍ)配置浓度为 １.５、
２.０、２.５、３.０、３.５、４.０、４.５、５.０×１０－３ ｍｏｌＬ－１和 ５.５×
１０－３ ｍｏｌＬ－１的 ＮａＮ３溶液ꎬ将愈伤组织置于 ＮａＮ３溶

液中ꎬ低速摇床震荡 ４ ｈ 后无菌水冲洗 ３ 次ꎬ愈伤组

织转接在继代培养基ꎬ每个梯度约 １２０ 块愈伤组织

(每块约０.５ ｃｍ３)ꎬ２５℃恒温培养箱中培养 ２５ ｄꎮ
选取 ３０ Ｗ 的紫外灯管ꎬ以 ２０ ｃｍ 的距离和不同

的照射时间(２、３、４、５、６、７ ｍｉｎ 和 ８ ｍｉｎ)为紫外线

的诱变剂量ꎬ每个梯度处理约 ９０ 块愈伤组织ꎬ避光

黑暗 ２５℃恒温培养箱中培养 ２５ ｄꎮ
１.２.３　 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 胁迫致死浓度的筛选　 将愈伤

组织切割成 ０.５ ｃｍ３左右小块ꎬ接种在含有不同浓度

的 ＰＥＧ ６０００ 液体培养基中ꎬＰＥＧ 胁迫的浓度梯度

为 ０％、１５％、２０％、２５％和 ３０％ꎬ每个梯度处理约 ９０
块愈伤组织ꎬ２５℃恒温培养箱中培养ꎬ分别在 ２、４、
６、８ ｄ 和 １０ ｄ 将其转接到 ＭＳ 固体培养基中培养ꎮ

将愈伤组织切割成 ０.５ ｃｍ３ 左右小块ꎬ转接至

ＮａＣｌ 梯度培养基中(ＮａＣｌ 浓度为 ０.５％、１.０％、１.５％
和 ２.０％)ꎬ每种盐浓度处理约 ９０ 块愈伤组织ꎬ２５℃

的恒温培养箱中培养 １２ ｄꎮ
１.２.４　 复合诱变后愈伤组织的干旱、盐胁迫　 将复

合诱变处理后生长良好的愈伤组织转接在含 ＮａＣｌ
和 ＰＥＧ 的致死浓度培养基中ꎬ分别胁迫处理 ８ ｄ 和

１０ ｄꎬ存活的愈伤组织继代培养ꎮ 继代两次后ꎬ将
ＮａＣｌ 处理的部分愈伤组织转入含 ＰＥＧ 的致死培养基

中ꎬ进行胁迫处理 １０ ｄꎬ存活的愈伤组织继代培养ꎮ
１.２.５　 生理生化指标的测定 　 游离脯氨酸含量测

定采用茚三酮法ꎬ丙二醛(ＭＤＡ)含量测定采用硫代

巴比妥酸法ꎬ可溶性糖含量的测定采用蒽酮法ꎬ过
氧化氢酶活性(ＣＡＴ)测定采用紫外吸收法ꎮ
１.３　 愈伤组织存活率和愈伤组织致死率的测定

愈伤组织存活率(％)＝ 愈伤组织存活(块)数 /
接种愈伤组织总(块)数×１００％

愈伤组织的致死率(％) ＝ 愈伤组织死亡(块)
数 /接种愈伤组织总(块)数×１００％
１.４　 数据处理与分析

利用统计分析软件 Ｅｘｅｃｌ ２００３、ＳＰＳＳ １７.０ 对所

测定的各项生理指标的数据进行方差分析ꎬ比较各

项生理指标变化的差异及显著性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＮａＮ３和紫外线诱变对愈伤组织生长的影响

２.１.１　 ＮａＮ３诱变　 苜蓿愈伤组织对 ＮａＮ３诱变剂比

较敏感ꎬ经过不同浓度的 ＮａＮ３诱变后ꎬ其生长受到

显著的影响(见图 １)ꎬ表现出随 ＮａＮ３浓度的增加ꎬ
愈伤组织受损伤程度加重ꎬ其生活力明显降低ꎬ愈
伤组织色泽由淡黄色转变为黄褐色ꎬ甚至为褐色ꎮ
ＮａＮ３浓度与愈伤组织存活率间呈负相关性(见表

１)ꎬ在诱变后培养初期(前 ５ ｄ)愈伤组织无明显变

化ꎬ第 １０ 天左右随着 ＮａＮ３浓度的增加愈伤组织逐

渐褐化死亡ꎮ 培养至 ２５ ｄ 时ꎬ随着 ＮａＮ３ 诱变浓度

的增加ꎬ愈伤组织的致死率增加ꎬ４.０×１０－３ ｍｏｌＬ－１

ＮａＮ３ 处理组的致死率为 ５０.８３％ꎬ此浓度为 ＮａＮ３ 的

ＬＧ５０ꎬＮａＮ３ 浓度为 ５.５×１０－３ ｍｏｌＬ－１处理组致死率

为 ９５.８３％ꎬ此浓度为 ＮａＮ３ 的 ＬＣ１００ꎬＬＣ５０为愈伤组

织死亡近一半的 ＮａＮ３ 浓度ꎬＬＣ１００为愈伤组织近全

部死亡的 ＮａＮ３ 浓度ꎮ
２.１.２　 紫外线诱变 　 苜蓿愈伤组织经过不同剂量

紫外线诱变后ꎬ其生长状态受到一定的影响(见图

２)ꎬ表现出随紫外线剂量的增加ꎬ愈伤组织存活率

逐渐下降ꎮ 在诱变初期(前 ５ ｄ)愈伤组织无明显变

化ꎬ第 １０ 天左右随着紫外线辐射剂量的增加愈伤组

织逐渐褐化死亡(见表 ２)ꎬ随着培养时间的推移ꎬ各
诱变处理组死亡率提高ꎮ 处理时间大于 ６ ｍｉｎꎬ愈伤
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组织表现为生活力明显降低ꎬ色泽由淡黄色转变为

黄褐色ꎬ甚至成为褐色ꎬ存活率大大下降ꎮ 紫外线

辐射与愈伤组织存活率呈负相关ꎬ愈伤组织培养至

２５ ｄ 时ꎬ随着紫外线诱变剂量的增加ꎬ愈伤组织的

致死率逐渐增加ꎬ６ ｍｉｎ 处理组的致死率为 ５１.１１％ꎬ
此剂量为紫外线的 ＬＣ５０ꎬ８ ｍｉｎ 处理组致死率达到

９６.６７％ꎬ此剂量为紫外线的 ＬＤ１００ꎮ

２.１.３　 复合诱变下苜蓿愈伤组织生长状况 　 苜蓿

愈伤组织经过复合诱变处理后ꎬ其生长状况受到明

显的抑制ꎬ愈伤组织存活率降低(见图 ３)ꎮ 复合诱

变处理前 ６ ｄ 愈伤组织颜色变淡ꎬ没有生长活力ꎬ培
养至 １５ ｄ 左右ꎬ部分愈伤组织开始缓慢恢复生长

(见图 ４)ꎬ２０ ｄ 时部分存活下来逐渐生长ꎬ当培养至

２５ ｄ 时ꎬ愈伤组织颜色逐渐转为淡绿色ꎬ旺盛生长ꎮ

　 　 注:１~１０ 为 ＮａＮ３浓度为 ０、１.５、２.０、２.５、３.０、３.５、４.０、４.５、５.０、５.５×１０－３ ｍｏｌＬ－１的愈伤组织ꎮ
Ｎｏｔｅｓ:１~１０ ｗａｓ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＮ３ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ０ꎬ １.５ꎬ ２.０ꎬ ２.５ꎬ ３.０ꎬ ３.５ꎬ ４.０ꎬ ４.５ꎬ ５.０ꎬ ５.５×１０－３ ｍｏｌＬ－１ .

图 １　 不同浓度 ＮａＮ３诱变苜蓿愈伤组织
Ｆｉｇ１　 Ａｌｆａｌｆａ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＮａＮ３

表 １　 ＮａＮ３诱变苜蓿愈伤组织生长状况

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＮａＮ３ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ
ＮａＮ３浓度 / (ｍｏｌＬ－１)

ＮａＮ３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
致死率 / ％
Ｌｅｔｈａｌ ｒａｔｅ

愈伤组织色泽
Ｃａｌｌｕｓ ｃｏｌｏｕｒ

ＮａＮ３浓度 / (ｍｏｌＬ－１)
ＮａＮ３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

致死率 / ％
Ｌｅｔｈａｌ ｒａｔｅ

愈伤组织色泽
Ｃａｌｌｕｓ ｃｏｌｏｒ

０×１０－３ ００.００ 淡黄绿色 Ｌｉｇｈｔ ｇｒｅｅｎ ｙｅｌｌｏｗ ３.５×１０－３ ３７.５ 淡黄色 Ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ
１.５×１０－３ １.６７ 淡黄绿色 Ｌｉｇｈｔ ｇｒｅｅｎ ｙｅｌｌｏｗ ４.０×１０－３ ５０.８３ 黄褐色 Ｙｅｌｌｏｗｉｓｈ￣ｂｒｏｗｎ
２.０×１０－３ １０.８３ 淡黄色 Ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ ４.５×１０－３ ６６.６７ 黄褐色 Ｙｅｌｌｏｗｉｓｈ￣ｂｒｏｗｎ
２.５×１０－３ ２０.８３ 淡黄色 Ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ ５.０×１０－３ ８１.６７ 褐色 Ｂｒｏｗｎ
３.０×１０－３ ２６.６７ 淡黄色 Ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ ５.５×１０－３ ９５.８３ 褐色 Ｂｒｏｗｎ

　 　 注:１~８ 为紫外线照射不同时间(０ꎬ２ꎬ３ꎬ４ꎬ５ꎬ６ꎬ７ ｍｉｎ 和 ８ ｍｉｎ)苜蓿愈伤组织ꎮ
Ｎｏｔｅｓ:１~８ ｗａｓ ｃａｌｌｕｓ ｏｆ ＵＶ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ( ０ꎬ２ꎬ３ꎬ４ꎬ５ꎬ６ꎬ７ ｍｉｎ ａｎｄ ８ ｍｉｎ) .

图 ２　 紫外线辐射苜蓿愈伤组织
Ｆｉｇ ２　 Ａｌｆａｌｆａ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｒａｄｉａｔｉｏｎ

表 ２　 紫外线辐射苜蓿愈伤组织生长状况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｃａｌｌｕｓ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｒａｄｉａｔｉｏｎ

照射时间 / ｍｉｎ
Ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

致死率 / ％
Ｌｅｔｈａｌ ｒａｔｅ

愈伤组织色泽
Ｃａｌｌｕｓ ｃｏｌｏｒ

照射时间 / ｍｉｎ
Ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

致死率 / ％
Ｌｅｔｈａｌ ｒａｔｅ

愈伤组织色泽
Ｃａｌｌｕｓ ｃｏｌｏｒ

０ ０.００ 淡黄绿色 Ｌｉｇｈｔ ｇｒｅｅｎ ｙｅｌｌｏｗ ５ ４３.３３ 黄褐色 Ｙｅｌｌｏｗｉｓｈ￣ｂｒｏｗｎ
２ ０.００ 淡黄绿色 Ｌｉｇｈｔ ｇｒｅｅｎ ｙｅｌｌｏｗ ６ ５１.１１ 黄褐色 Ｙｅｌｌｏｗｉｓｈ￣ｂｒｏｗｎ
３ ２０.００ 淡黄色 Ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ ７ ７６.６７ 褐色 Ｂｒｏｗｎ
４ ２７.７８ 淡黄色 Ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ ８ ９６.６７ 褐色 Ｂｒｏｗｎ

图 ３　 复合诱变愈伤组织的存活率

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｂｙ ｈｙｂｒｉｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ
图 ４　 复合诱变苜蓿愈伤组织

Ｆｉｇ.４　 Ａｌｆａｌｆａ ｃａｌｌｕｓ ｂｙ ｈｙｂｒｉｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ
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图 ５　 ＮａＣｌ 胁迫下愈伤组织的存活率

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

２.２　 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 胁迫对愈伤组织存活率和生长状

况的影响

　 　 ＮａＣｌ 胁迫下苜蓿愈伤组织存活率的变化见图

５ꎬ生长状况见图 ６ꎮ 随着盐浓度的增加和处理时间

的增加苜蓿愈伤组织的存活率逐渐降低ꎬ在 ＮａＣｌ 胁
迫处理 １０ ｄ 和浓度为 １.０％时、８ ｄ 和浓度 １.５％时ꎬ
愈伤组织存活率分别为 ５３. ９６％、５４. ３１％ꎬ均达到

ＮａＣｌ 的 ＬＣ５０ꎬ在 ＮａＣｌ 胁迫处理 １２ ｄ 和浓度为２.０％

时ꎬ愈伤组织存活率达到最低ꎬ为 １７.４５％ꎬ褐化率最

高ꎬ此浓度为 ＮａＣｌ 的 ＬＣ１００ꎮ
ＰＥＧ 胁迫苜蓿愈伤组织生长状况见图 ７ꎬ愈伤

组织存活率的变化见图 ８ꎮ 随着 ＰＥＧ 浓度的增加

及处理天数的增加苜蓿愈伤组织的存活率逐渐降

低ꎬ在 ＰＥＧ 胁迫 ６ ｄ 和浓度为 ２５％时ꎬ存活率为

４８.１０％ꎬ此浓度为 ＰＥＧ 的 ＬＣ５０ꎬ在 ＰＥＧ 胁迫 １０ ｄ
和浓度为 ３０％时ꎬ其存活率最低ꎬ为 ３.８０％ꎬ此浓度

为 ＰＥＧ 的 ＬＣ１００ꎮ
２.３　 复合诱变对干旱和盐胁迫下苜蓿愈伤组织存

活率的影响

　 　 复合诱变和混合高盐及干旱胁迫下苜蓿愈伤

组织生长状况见图 ９ꎬ愈伤组织的存活率变化见图

１０ꎮ 经复合诱变的 ＰＥＧ 胁迫、复合诱变的 ＮａＣｌ 胁
迫、复合诱变的 ＰＥＧ 和 ＮａＣｌ 胁迫处理后的苜蓿愈

伤组织ꎬ随着培养时间的增加其存活率下降ꎬ直到

１５~１８ ｄ 时生长状态趋于稳定ꎬ经复合诱变的 ＰＥＧ
和 ＮａＣｌ 处理下的愈伤组织存活率最低ꎬ为 １６％ꎮ

　 　 注:１~５ 为 ０ꎬ０.５％ꎬ１.０％ꎬ１.５％和 ２％浓度 ＮａＣｌ 处理的愈伤组织ꎮ
Ｎｏｔｅ:１~５ ｗａｓ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ０ꎬ０.５％ꎬ１.０％ꎬ１.５％ ａｎｄ ２％.

图 ６　 ＮａＣｌ 胁迫下苜蓿的愈伤组织

Ｆｉｇ. ６　 Ａｌｆａｌｆａ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 注:１~５ 为 ０ꎬ１５％ꎬ２０％ꎬ２５％和 ３０％浓度 ＰＥＧ 处理的愈伤组织ꎮ
Ｎｏｔｅｓ:１~５ ｗａｓ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ＰＥＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ０ꎬ１５％ꎬ２０％ꎬ２５％ ａｎｄ ３０％.

图 ７　 ＰＥＧ 胁迫下苜蓿的愈伤组织

Ｆｉｇ.７　 Ａｌｆａｌｆａ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ＰＥＧ ｓｔｒｅｓｓ

图 ８　 ＰＥＧ 胁迫下愈伤组织的存活率
Ｆｉｇ.８　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ＰＥＧ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 注:１.复合诱变(ＬＣ５０)＋ＰＥＧ(ＬＣ１００)ꎻ２.复合诱变(ＬＣ５０) ＋
ＮａＣｌ(ＬＣ１００)ꎻ３.复合诱变(ＬＣ５０)＋ＰＥＧ(ＬＣ１００)＋ＮａＣｌ(ＬＣ１００)ꎮ

Ｎｏｔｅｓ:１. ｈｙｂｒｉｄ ｉｎｄｕｃｅｄ(ＬＣ５０)＋ＰＥＧ(ＬＣ１００)ꎻ２. ｈｙｂｒｉｄ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ( ＬＣ５０ ) ＋ＮａＣｌ( ＬＣ１００ )ꎻ３. ｈｙｂｒｉｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ( ＬＣ５０ ) ＋ＰＥＧ
(ＬＣ１００)＋ＮａＣｌ(ＬＣ１００) .

图 ９　 复合诱变及盐和干旱胁迫下苜蓿愈伤组织
Ｆｉｇ.９　 Ａｌｆａｌｆａ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ｈｙｂｒｉｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ

ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ
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图 １０　 复合诱变及盐和干旱胁迫下愈伤组织的存活率
Ｆｉｇ.１０　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ｈｙｂｒｉｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ

ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ

２.４　 诱变和胁迫处理苜蓿愈伤组织的生理变化

经胁迫和诱变苜蓿愈伤组织的脯氨酸、可溶性

糖、丙二醛的含量及 ＣＡＴ 酶活性的变化见表 ３ꎬ胁迫

和诱变处理与对照比较提高了脯氨酸、可溶性糖和

ＣＡＴ 酶活性ꎬ降低了丙二醛的含量ꎮ ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ
胁迫脯氨酸比对照增加了 ５５.３６％和 ４１.８８％ꎬ可溶

性糖比对照增加了 ５２.１５％和 ３７.１２％ꎬＣＡＴ 酶活性比

对照增加了 ７.５８％和 ５.７７％ꎬ丙二醛含量比对照降

低了 ３０.６６％和 ２５.２３％ꎮ 在三种诱变处理中ꎬＮａＮ３

诱变后的脯氨酸、可溶性糖含量和 ＣＡＴ 酶活性分别

比对照增加了 ５９.７７％、７７.９１％和 ９.６１％ꎬ丙二醛含

量比对照降低了 ４０.４８％ꎻ紫外线诱变后的脯氨酸、
可溶性糖含量和 ＣＡＴ 酶活性分别比对照增加

６６.７５％、１０５.８３％和 ９.７２％ꎬ丙二醛含量比对照降低

了 ４４.５６％ꎻＮａＮ３ ＋紫外线混合诱变后的脯氨酸、可
溶性 糖 含 量 和 ＣＡＴ 酶 活 性 分 别 比 对 照 增 加

１５５.３１％、２５８.９０％和 ２１.１４％ꎬ丙二醛含量比对照降

低了 ６４.２０％ꎮ 三种诱变方式中ꎬ混合诱变愈伤组织

脯氨酸、可溶性糖及 ＣＡＴ 酶活性均最高ꎬ丙二醛含

量最低ꎮ 在混合诱变中ꎬＮａＣｌ、ＰＥＧ 和 ＮａＣｌ＋ＰＥＧ 混

合胁迫比较ꎬＮａＣｌ＋ＰＥＧ 混合胁迫愈伤组织脯氨酸、
可溶性糖及 ＣＡＴ 酶活性均最高ꎬ丙二醛含量最低ꎬ
ＮａＮ３＋紫外线混合诱变处理提高了苜蓿愈伤组织对

盐和干旱的抵抗能力ꎮ

表 ３　 诱变及干旱和盐胁迫下苜蓿愈伤组织的生理和生化指标的变化

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｕｎｄｅｒ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

丙二醛
Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ
/ (μｍｏｌｇ－１)

脯氨酸
Ｐｒｏｌｉｎｅ

/ (μｇｇ－１)

可溶性糖
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ
/ (ｍｇｇ－１)

过氧化氢酶
Ｃａｔａｌａｓｅ

/ (Ｕｇ－１Ｆｗｍｉｎ－１)

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ０.６６２ａ±０.０３０ １３４.９９ｅ±１.８７８ ０.３２６ｇ±０.０１ ５８.５６ｄ±０.５９４
ＰＥＧ(ＬＣ５０)胁迫
ＰＥＧ(ＬＣ５０)ｓｔｒｅｓｓ

０.４９ｂ±０.００４ １９１.５３ｄ±１.１５１ ０.４４７ｆｇ±０.０１ ６１.９４ｃ±０.２０１

ＮａＣｌ(ＬＣ５０)胁迫
ＮａＣｌ(ＬＣ５０)ｓｔｒｅｓｓ

０.４５９ｃ±０.０１７ ２０９.７２ｃ±１.７１８ ０.４９６ｆ±０.０１ ６３.００ｃ±０.２５２

ＮａＮ３(ＬＣ５０)诱变
ＮａＮ３(ＬＣ５０)ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

０.３９４ｄ±０.０１７ ２１５.６８ｃ±１.３１２ ０.５８０ｅ±０.０１０ ６４.１９ｃ±０.０９５

紫外线(ＬＤ５０)诱变
Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｒａｄｉａｔｉｏｎ(ＬＤ５０)ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

０.３６７ｅ±０.００３ ２２５.１０ｃ±１.７１８ ０.６７１ｅ±０.０８０ ６４.２５ｃ±１.２６３

ＮａＮ３(ＬＣ５０)＋紫外线(ＬＤ５０)复合诱变
ＮａＮ３(ＬＣ５０)＋ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｒａｄｉａｔｉｏｎ(ＬＤ５０)ｈｙｂｒｉｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ０.２３７ｆ±０.０１０ ３４４.６４ｂｃ±２.５７７ １.１７０ｄ±０.０１０ ７０.９４ｂｃ±０.１４４

复合诱变＋ＰＥＧ(ＬＣ１００)胁迫
Ｈｙｂｒｉｄｉｎｄｕｃｅｄ＋ＰＥＧ(ＬＣ１００)ｓｔｒｅｓｓ

０.１０９ｈ±０.００２ ３７４.０７ｂｃ±５.７２８ １.８７６ｃ±０.０２０ ７１.５ｂｃ０±０.１４４

复合诱变＋ＮａＣｌ(ＬＣ１００)胁迫
Ｈｙｂｒｉｄｉｎｄｕｃｅｄ＋ＮａＣｌ(ＬＣ１００)ｓｔｒｅｓｓ

０.１９１ｇ±０.００３ ３５４.５６ｂ±２.９７７ １.５３２ｂ±０.０１０ ７２.５６ｂ±０.５０５

复合诱变＋混合胁迫
Ｈｙｂｒｉｄｉｎｄｕｃｅｄ＋ｍｉｘｅｄ ｓｔｒｅｓｓ ０.０３６ｉ±０.００１ ３９０.２８ａ±２.９７６ ２.３３７ａ±０.０２０ ７９.００ａ±０.１７２

　 　 注:不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ相同字母表示差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ>０.０５) .

３　 讨　 论

３.１　 复合诱变效应

单一因素虽能引起某些植物性状的突变ꎬ但诱

变效果还不够理想ꎬ诱变谱也比较单纯ꎬ为了提高

诱变育种效果ꎬ理化因素复合诱变处理受到广泛关

注ꎮ 由于射线改变了生物膜的完整性和渗透性ꎬ从

而有助于化学诱变剂的吸收[４ ６]ꎮ 物理和化学因素

的复合处理ꎬ可以产生累加效应ꎬ提高突变频率和

诱变效果ꎮ 多数试验证实了复合处理增加诱变效

应的可能性ꎮ 付凤玲等[８] 用射线辐射和 ＮａＮ３处理

玉米愈伤组织ꎬ在含 １.０％ ＮａＣｌ 的高渗培养基上筛

选ꎬ对再生植株株系进行耐盐性鉴定ꎮ 结果表明ꎬ２０
Ｇｙ 的辐射和 １ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＮ３是较为适合玉米愈
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伤组织诱变的处理组配ꎬ２２ 个再生植株株系中有 ５
个诱变株系的耐盐性高于未诱变对照ꎮ 鹿巍[９] 采

用紫外线及化学诱变 ＥＭＳ 的方法对小麦叶锈菌菌

株 ０５ ５ ４６ 的单胞菌系进行诱变ꎬ得到的 ４ 株小

麦叶锈菌突变菌株为新的致病类型ꎮ 本研究发现

不同的诱变处理方法ꎬ可以影响苜蓿愈伤组织的存

活率ꎬ且在一定的 ＮａＮ３和紫外线诱变下ꎬ存活的愈

伤组织增加其对 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 的抵抗能力ꎬ说明紫

外线和 ＮａＮ３复合诱变可提高苜蓿愈伤组织的诱变

效应ꎮ
３.２　 复合诱变对苜蓿愈伤组织生理和生化水平的

影响

　 　 从脯氨酸、可溶性糖含量和 ＣＡＴ 活性的变化来

看ꎬ这三项指标变化情况一致ꎬ经复合诱变处理后ꎬ
三项指标均有大幅度增加ꎬ说明理化复合诱变可以

增强某些生理生化指标的含量ꎬ来提高机体的抵抗

能力[１０ １１]ꎮ 单一化学诱变处理或物理诱变使三项

指标的含量均小幅上升ꎬ而丙二醛的含量经复合诱

变处理含量的下降趋势也要高于单因素诱变ꎬ这说

明理化复合诱变对苜蓿愈伤组织的影响较大ꎬ这可

能与理化复合诱变的特性有关ꎮ
为了适应诱变后盐和干旱胁迫ꎬ植物体内存在

的抗氧化酶系统包括过氧化物酶(ＰＯＤ)、过氧化氢

酶(ＣＡＴ)等可以缓解因逆境带来的伤害[１２]ꎮ ＣＡＴ
酶是生物体内的主要抗氧化酶ꎬ它能促进细胞中过

氧化氢的分解ꎬ减轻过氧化氢对细胞的损害ꎬ试验

发现苜蓿愈伤组织经诱变胁迫处理后ꎬ特别是复合

诱变＋ＮａＣｌ＋ＰＥＧ 处理苜蓿愈伤组织 ＣＡＴ 活性大大

提高ꎮ
复合诱变＋ＰＥＧ＋ＮａＣｌ 处理均高于紫外线＋ＮａＣｌ

＋ＰＥＧ 和 ＮａＮ３＋ＮａＣｌ＋ＰＥＧ 处理ꎬ表明复合诱变苜蓿

愈伤组织的抗性比单一因素诱变愈伤组织的抗性

强ꎮ 理化复合诱变处理对苜蓿愈伤组织的影响较

为复杂ꎬ但总体表现出理化复合诱变＋ＰＥＧ＋ＮａＣｌ 处
理对诱变起着主导性的作用ꎬ这说明理化复合诱变

处理的诱变效果强于单因素诱变ꎬ能提高苜蓿愈伤

组织的抗逆性ꎬ这可能与复合诱变处理的多方向性

和不定向性有关ꎮ
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