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卫星搭载苜蓿叶片愈伤组织对 ＰＥＧ胁迫的响应
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（齐齐哈尔大学生命科学与农林学院，黑龙江 齐齐哈尔 １６１０００）

摘 要：对卫星搭载的苜蓿叶片诱导产生愈伤组织进行干旱胁迫，探讨苜蓿愈伤组织对 ＰＥＧ胁迫的响应和抗
氧化酶活性等生理指标的变化。结果表明：随着ＰＥＧ浓度的升高，苜蓿愈伤组织的致死率逐渐增加，２５％、３０％ＰＥＧ
浓度分别为愈伤组织半致死浓度和致死浓度。卫星搭载处理提高了苜蓿愈伤组织可溶性糖、可溶性蛋白和脯氨酸

含量，增加了ＰＯＤ和ＳＯＤ活性，降低了丙二醛含量，且与对照差异均显著。综合各项生理生化指标卫星搭载可以
提高苜蓿抗旱性，可获得高抗旱性苜蓿突变体。
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紫花苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）作为世界上最重
要的豆科牧草，具有较高的营养价值和持久的利用

价值。我国北方地区属于大陆性气候，春季干旱少

雨，筛选或培育抗旱性强的牧草可解决干旱地区草

资源的匮乏。利用太空的特殊环境对农作物种子的

诱变作用产生的变异，再返回地面选育新种质、培育

新品种，已广泛应用在粮食和经济作物上，但关于牧

草空间诱变及应用的研究较少［１－２］。利用卫星搭载

技术，通过植物组织培养技术，筛选苜蓿耐干旱突变

体，对进一步的品种资源改良和生产应用、提供抗旱

种质资源具有重要的现实意义。

１ 材料与方法

１．１ 实验材料

卫星搭载和未搭载的龙牧８０１苜蓿种子均由黑

龙江省畜牧研究所提供。其种子２００８年１０月１５日
—１１月２日期间，经过返回式科学与技术实验卫星搭
载，经１７ｄ的空间诱变处理后返回地面，于２００９年５
月将搭载和未搭载的种子种植于齐齐哈尔大学的植

物园。以苜蓿的叶片诱导出的愈伤组织为实验材料，

分别简称为搭载和未搭载的苜蓿愈伤组织。

１．２ 方 法

１．２．１ 愈伤组织的诱导和继代培养 取卫星搭载

和未搭载的苜蓿叶，流水冲洗２ｈ，经０．１％Ｌ汞消毒
１０ｍｉｎ后，用无菌水冲洗４～５次。将处理后的叶切
成大小为 １ｃｍ２左右小块，接种到ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１

６－ＢＡ＋１ｍｇ·Ｌ－１２，４－Ｄ＋３０％蔗糖的琼脂培养
基中，于２５℃条件下培养，每日漫射光照１２ｈ［３］。

选取培养 ２０ｄ左右的愈伤组织，切取其中白
色、新鲜、松嫩的部分切成 ０．５ｃｍ３大小的块，然后



转入继代培养基中（培养基同上），愈伤组织需要继

代２次。
１．２．２ ＰＥＧ致死浓度的确定 配置含不同浓度

ＰＥＧ－６０００ＭＳ液体培养基（激素成分同固体培养
基），将未搭载的苜蓿愈伤组织接种在 ＰＥＧ浓度分
别为０％、１５％、２０％、２５％和３０％的培养基中［４］，胁
迫处理２、４、６、８、１０ｄ后将其分别转接到 ＭＳ固体培
养基中，观察愈伤组织的存活与致死情况，１５ｄ后统
计各处理浓度胁迫下愈伤组织的致死率，确定愈伤

组织的半致死浓度及致死浓度。

１．２．３ 搭载的愈伤组织 ＰＥＧ胁迫 将卫星搭载愈

伤组织接种到ＰＥＧ致死浓度液体培养基中，胁迫处
理１０ｄ后将其转接到 ＭＳ固体培养基中，对存活的
愈伤组织继代３～４次用于生理生化测定。
１．２．４ 生理生化指标的测定 可溶性蛋白质含量

的测定采用考马斯亮蓝法，丙二醛（ＭＤＡ）和可溶性
糖的含量测定采取硫代巴比妥酸法，游离脯氨酸含

量测定采用茚三酮法，过氧化物酶活性测定采用愈

创木酚法，超氧化物歧化酶活性的测定采用氮蓝四

唑（ＮＢＴ）光化还原法［５－８］。各指标均重复３次。
１．２．５ 统计分析 利用统计分析软件 ＳＰＳＳ１７．０对
测定的生理生化指标进行数据统计分析。

２ 结果与分析

２．１ ＰＥＧ胁迫致死浓度的确定
图１显示在ＰＥＧ胁迫条件下愈伤组织的长势，

随着胁迫天数及浓度的增加，愈伤组织致死数量逐

渐增多，愈伤组织生长情况的统计结果见表 １。由
表１可知，在相同的胁迫天数，随着 ＰＥＧ浓度的升
高，苜蓿愈伤组织的致死率呈逐渐增加趋势，在 ＰＥＧ
胁迫６ｄ时，含 ２５％ＰＥＧ浓度的愈伤组织致死率达
５１．９％，含 ３０％ ＰＥＧ浓度的愈伤组织死亡率达
５９．３％，此ＰＥＧ浓度为苜蓿愈伤组织胁迫的半致死
浓度。在ＰＥＧ胁迫 １０ｄ时，含 ３０％ ＰＥＧ浓度的愈
伤组织致死率为９７．２％，接近１００％，此ＰＥＧ的浓度
为苜蓿愈伤组织胁迫的致死浓度。

图１ ＰＥＧ胁迫未搭载苜蓿愈伤组织
Ｆｉｇ．１ ＣａｌｌｕｓｏｆａｌｆａｌｆａｕｎｄｅｒＰＥＧｓｔｒｅｓｓ

表１ 苜蓿愈伤组织ＰＥＧ胁迫下的致死率／％
Ｔａｂｌｅ１ ＴｈｅｌｅｔｈａｌｒａｔｅｏｆａｌｆａｌｆａｃａｌｌｕｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＰＥＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

天数

Ｄａｙ／ｄ
浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／％

０ １５ ２０ ２５ ３０

２ ０．００ ０．５０ ０．５７ １０．７０ １８．５０

４ ０．２０ ５．５６ １９．２０ ３５．００ ３９．５０

６ ３．５０ １１．３２ ３０．００ ５１．９０ ５９．３０

８ ５．５０ ２２．７０ ３３．３０ ５６．００ ７８．６０

１０ １０．２０ ２７．３０ ３７．００ ７６．００ ９７．２０

２．２ ３０％ＰＥＧ胁迫对搭载苜蓿愈伤组织生长影响
将卫星搭载的愈伤组织接种到含 ３０％的 ＰＥＧ

的液体培养基中培养，１０ｄ后转接到 ＭＳ固体培养
基内，观察愈伤组织的存活状况（见图 ２），在培养
２０ｄ后，愈伤组织的死亡率为 ４８．７％。挑选长势较
好的愈伤组织进行继代培养。

２．３ 卫星搭载对苜蓿愈伤组织生理特性的影响

２．３．１ 丙二醛和可溶性糖含量的变化 在 ４份材
料中，ＰＥＧ胁迫和卫星搭载处理都可降低苜蓿愈伤
组织ＭＤＡ含量，增加可溶性糖含量，ＰＥＧ胁迫后卫

星搭载的苜蓿愈伤组织ＭＤＡ含量最低，可溶性糖含
量最高（见表２）。

图２ ＰＥＧ胁迫搭载的苜蓿愈伤组织
Ｆｉｇ．２ ＣａｌｌｕｓｏｆａｌｆａｌｆａｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｐａｃｅｆｌｉｇｈｔｗｉｔｈＰＥＧｓｔｒｅｓｓ
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ＰＥＧ胁迫搭载组愈伤组织 ＭＤＡ含量相对于未
搭载降低了 ３６．４４％，差异达到极显著水平（Ｐ＜
０．０１）。ＭＤＡ含量的变化反映植物的抗逆性强弱，
空间环境使愈伤组织丙二醛含量降低，提高苜蓿愈

伤组织对干旱的抵抗能力。ＰＥＧ胁迫搭载组愈伤组
织的可溶性糖含量相对于未搭载增加了 ４２．５８％，
差异达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）。愈伤组织的细胞
中的可溶性糖的大量积累可以降低细胞的渗透作

用，增强植物抗旱性，而空间环境又使愈伤组织积累

了更多的可溶性糖。

２．３．２ 可溶性蛋白和脯氨酸含量的变化 在 ４份
材料中，ＰＥＧ胁迫和卫星搭载处理都可以使苜蓿愈
伤组织可溶性蛋白和脯氨酸含量大量增加，ＰＥＧ胁
迫搭载的苜蓿愈伤组织的可溶性蛋白和脯氨酸的含

量最高（见表２）。ＰＥＧ胁迫搭载的愈伤组织比对照
的愈伤组织增加了 １７２％，差异达到极显著水（Ｐ＜
０．０１）。高含量的可溶性蛋白质可以使植物组织细
胞维持在较低的渗透环境，抵抗干旱胁迫对其产生

的伤害，而空间环境又使愈伤组织积累了更多的可

溶性蛋白。ＰＥＧ胁迫搭载的愈伤组织比未搭载的愈
伤组织脯氨酸含量提高 ５１．５６％，差异达到极显著
水平（Ｐ＜０．０１）。脯氨酸含量的增加，使组织细胞
维持在较高的水势环境中，减少水分流失，避免细胞

因失水过多而导致死亡，而空间环境又使愈伤组织

积累了更多的脯氨酸。

２．３．３ ＰＯＤ和ＳＯＤ活性变化 ＰＥＧ胁迫和卫星搭
载都可以使苜蓿愈伤组织 ＰＯＤ和 ＳＯＤ活性增加，
ＰＥＧ胁迫搭载的苜蓿愈伤组织的 ＰＯＤ和 ＳＯＤ活性
最高（见表２）。ＰＥＧ胁迫搭载的愈伤组织的 ＰＯＤ活
性相对于未搭载的提高了 ８０．７７％，差异达到极显
著水平（Ｐ＜０．０１）。ＰＯＤ在愈伤组织内活性的升高
证明愈伤组织在逆境中的活力增强。ＰＥＧ胁迫搭载
的苜蓿愈伤组织的 ＳＯＤ活性最高（见表 ２），ＰＥＧ胁
迫搭载愈伤组织中 ＳＯＤ的活性相对于未搭载的高
了２９．６１％，差异达到显著水平（Ｐ＜０．０５）。ＳＯＤ活
性越高，增加植物对干旱环境的保护能力，而空间环

境又促进了ＳＯＤ的活性提高。

表２ 愈伤组织生理指标的变化

Ｔａｂｌｅ２ Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｉｃｅｓｏｆｃａｌｌｕｓ

项目

Ｉｔｅｍ
未搭载愈伤组织

Ｃａｌｌｕｓ
搭载愈伤组织

Ｃａｌｌｕｓｏｆｓｐａｃｅｆｌｉｇｈｔ
ＰＥＧ胁迫未搭载愈伤组织
ＣａｌｌｕｓｕｎｄｅｒＰＥＧｓｔｒｅｓｓ

ＰＥＧ胁迫搭载愈伤组织
Ｃａｌｌｕｓｏｆｓｐａｃｅｆｌｉｇｈｔ
ｗｉｔｈＰＥＧｓｔｒｅｓｓ

丙二醛含量／（μｍｏｌ·ｇ
－１）

ＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔ
１３．０９±０．５２ａＡ １０．９２±０．４３ｂＢ ９．９７±０．５１ｂｃＢＣ ８．３２±０．７４ｃＣ

脯氨酸含量／（μｇ·ｇ
－１）

Ｐｒｏｌｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔ
１５９．１５±３．６４ｄＤ １９７．５８±２．５６ｃＣ ２２３．７０±３．１０ｂＢ ２４１．２１±４．２８ａＡ

可溶性糖含量／（ｍｇ·ｇ－１）
Ｓｏｌｕｂｌｅｓｕｇａｒｃｏｎｔｅｎｔ

５４．９３±０．５３ｄＤ ５６．３２±０．４２ｃＣ ６７．５６±０．２８ｂＢ ７８．３２±０．３０ａＡ

可溶性蛋白含量／（ｍｇ·ｇ－１）
Ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ

０．２５±０．０２ｃＣ ０．３７±０．０４ｂｃＢ ０．４６±０．０８ｂＢ ０．６８±０．０５ａＡ

ＰＯＤ活性／（Δ４７０·ｍｉｎ－１·ｇ－１）
ＰＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

８０．７６±１．２３ｃＣ ８４．３５±２．２１ｃＣ １２４．４５±１．４３ｂＢ １４５．４３±２．３４ａＡ

ＳＯＤ活性／（Ｕ·ｇ－１）
ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

７７．３４±０．１２ｄＤ ８６．６３±０．１６ｃＣ ９７．１２±０．０６ｂＢ １００．２４±０．２１ａＡ

注：小写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０５），大写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０１）。

Ｎｏｔｅ：ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ１％ｌｅｖｅｌ，ｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔ５％ ｌｅｖｅｌ．

３ 讨 论

３．１ 愈伤组织的ＰＥＧ胁迫
对ＰＥＧ浓度的梯度进行确定时设置了五个浓

度梯度，分别为 ０％、１５％、２０％、２５％和 ３０％。对于
培养方式的选择分别为ＭＳ培养基固体和静止液体
培养，实验首先选用了固体培养基，发现高浓度的

ＰＥＧ与琼脂不相容，进而改用的液体培养基，选用了
静止液体培养方法来培养［５］，在培养瓶内平铺１２～
１５张的滤纸，注入液体培养基，液体不能没过愈伤

组织的１／２以上，最好使愈伤组织漂浮其上，达到对
愈伤组织的胁迫处理，又使愈伤组织能得到氧气。

３．２ 空间环境诱变效应

植物在受到干旱胁迫的情况下，其植物体内会

发生一系列的生理生化反应，同样苜蓿在干旱逆境

和空间环境下发生同样的变化［９－１１］。抗旱性是由

多项因素共同的作用而形成的一个相对比较复杂的

综合性状，因而选择对多种生理生化指标的测定进

行综合评价是一项非常行之有效的方法，这样可以

比较客观的鉴定在不同的处理下苜蓿愈伤组织的抗

（下转第１１５页）
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表２ 冬小麦各发育期间隔日数与各气候要素的相关关系

Ｔａｂｌｅ２ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｒｖａｌｄａｙｓｉｎｅａｃｈｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｓｔａｇｅｗｉｔｈｅａｃｈｃｌｉｍａｔｅｆａｃｔｏｒｏｆｗｉｎｔｅｒｗｈｅａｔ

发育阶段

Ｇｒｏｗｔｈｓｔａｇｅ
冬前生长期

Ｂｅｆｏｒｅｗｉｎｔｅｒ
越冬期

Ｗｉｎｔｅｒｉｎｇｐｅｒｉｏｄ

返青～拔节期
Ｔｕｒｎｉｎｇｇｒｅｅｎ～
ｊｏｉｎｔｉｎｇｓｔａｇｅ

拔节～抽穗期
Ｊｏｉｎｔｉｎｇ～
ｈｅａｄｉｎｇｓｔａｇｅ

抽穗～成熟期
Ｈｅａｄｉｎｇ～

ｍａｔｕｒａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ

降水量 Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ０．０６２ ０．４１１ －０．０７５ ０．５８８ ０．６４３

平均气温 Ａｖｅｒａｇｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ０．００２ －０．３８８ －０．８ －０．６６２ －０．６３３

≥０℃积温
Ａｃｕｉｔｙ０℃ ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ０．７７１ －０．３８２ ０．１３５ ０．８７ ０．８８９

５ｃｍ地积温
５ｃｍｔｏａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ０．７２１ －０．４３２ ０．３９６ ０．８５ ０．７２３

１０ｃｍ地积温
１０ｃｍｔｏａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ０．７１ ０．５８２ ０．３２１ ０．８８９ ０．８４３

注 Ｎｏｔｅ：Ｐ＜０．００１；Ｐ＜０．１。

高复种指数；另一方面，由于旱塬区春季气温变率较

大，发育期提前将导致作物受冻害的气候风险增大，

尤其果树开花期遭受冻害［１０］，将对产量构成严重威

胁。冬季气温持续上升，将导致冬小麦条锈病孢子和

林果病虫害等安全越冬，对病虫害防治工作带来很大

难度。因此，气候变暖对旱塬农业生产将产生深刻的

影响，相关部门必须做好相应的管理对策，趋利避害，

合理调整种植结构，使当地农业经济快速发展。
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旱性［１１－１３］。空间环境处理使苜蓿愈伤组织的丙二

醛的含量下降，可溶性糖、游离脯氨酸和可溶性蛋白

的含量及ＰＯＤ和ＳＯＤ活性增加，说明太空特殊的环
境如高辐射、强离子等的诱变作用，提高了苜蓿愈伤

组织对干旱的抵抗能力。６项指标可用于评价苜蓿
愈伤组织的抗旱性的强弱。
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