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ＮａＮ３ 诱变和盐碱胁迫对苜蓿愈伤组织

生长和生理特性的影响
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摘　 要:为了解 ＮａＮ３ 诱变和盐碱胁迫对苜蓿愈伤组织生长和生理特性的影响ꎬ利用叠氮化钠(ＮａＮ３)诱变和盐

碱(ＮａＣｌ、ＮａＨＣＯ３、Ｎａ２ＣＯ３)胁迫处理“中苜 １ 号”苜蓿愈伤组织ꎬ测定相关生长和生理指标ꎮ 结果表明:随着 ＮａＮ３ 和

盐碱浓度的增加ꎬ愈伤组织的存活率降低ꎬ在 ＮａＮ３ 浓度为 ３.０ ｍｍｏｌＬ－１(处理 ８ ｄ)ꎬ愈伤组织存活率为 ５４.５５％ꎬ此
ＮａＮ３ 浓度和处理时间为 ＮａＮ３ 诱变半致死浓度ꎻ在 ２００ ｍｍｏｌＬ－１盐碱浓度胁迫下(胁迫 １２ ｄ)ꎬ愈伤组织存活率低

于 ５％ꎬ此盐碱浓度和胁迫时间为各盐碱致死浓度ꎻ除低浓度 ＮａＣｌ 胁迫组外ꎬ随着 ＮａＮ３ 和盐碱胁迫浓度的增加ꎬ愈
伤组织生物量降低ꎬＮａＮ３ 降低范围为 ６０.８５％~８１.８８％ꎬＮａＣｌ 胁迫组降低了 １３.９０％~６５.６３％ꎬＮａＨＣＯ３ 胁迫组降低了

２１.７１％~６７.３７％ꎬＮａ２ＣＯ３ 胁迫组降低了 ６１.５４％~７３.２０％ꎬ盐碱对愈伤组织生物量的影响为 ＮａＣｌ>ＮａＨＣＯ３>Ｎａ２ＣＯ３ꎮ
经 ＮａＮ３ 诱变和盐碱胁迫ꎬ愈伤组织可溶性蛋白、可溶性糖和脯氨酸含量显著增加ꎬＭＤＡ 含量和电导率降低ꎬＮａＮ３、
ＮａＮ３＋ＮａＣｌ、ＮａＮ３＋Ｎａ２ＣＯ３、ＮａＮ３＋ ＮａＨＣＯ３ 各处理可溶性蛋白含量分别增加了 ４７.０７％、５３.５７％、２２.３１％、４７.６９％ꎬ可
溶性糖含量分别增加了 ２４.７９％、１６２.８６％、５８.３６％、１０９.５４％ꎬ脯氨酸含量分别增加了 ４７.７８％、１６２.８６％、８０.００％、
１０７.２５％ꎬＭＤＡ 含量分别降低了 ２.３５％、１１.１７％、３.６４％、５.５４％ꎬ相对电导率分别降低了 １５.１３％、１７.９６％、１６.７９％、
１７.２８％ꎮ ＮａＮ３ 诱变促进愈伤组织渗透调节物质积累和降低膜的透性ꎮ
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　 　 苜蓿为重要的豆科牧草ꎬ营养价值高ꎬ除作为

饲草外ꎬ还具有多重生态功能ꎬ是生态价值潜力巨

大的生态牧草[１－２]ꎮ 但苜蓿优良种苗较少ꎬ其开发

和利用均受到了不同程度的制约ꎮ 诱变育种技术

可以通过人为诱导加快变异的发生ꎬ不仅可以获得

新的突变材料ꎬ还有可能产生生物学上有用的变异

体ꎮ 利用人工诱变技术ꎬ可丰富苜蓿种质资源ꎬ现
已成为选育苜蓿新品种的重要来源ꎮ 目前ꎬ对植物

的抗盐研究多以氯化钠为主ꎬ如张学云等[３] 对新疆

大叶苜蓿愈伤组织进行不同６０Ｃｏ－γ 射线和不同浓

度 ＮａＣｌ 筛选得到了高达 １％耐盐性突变株ꎻ杨静慧

等[４]发现耐 ＮａＣｌ 的松散型苜蓿愈伤组织具有更高

的可溶性糖和游离脯氨酸含量ꎮ 我国北方有相当

大面积盐碱土ꎬ其主要盐分是碱性盐ꎬ在增加了土壤

盐度的同时还造成土壤 ｐＨ 值的明显提高ꎬ表现出比

中性盐更大的生态破坏力ꎬ但目前针对生理碱性盐的

研究相对较少[５－７]ꎮ 针对北方地区的盐碱土壤ꎬ探讨

苜蓿在盐碱胁迫下的适应性ꎬ筛选抗盐碱的苜蓿突变

体ꎬ培育综合性状优良的苜蓿显得尤为重要ꎮ
叠氮化钠(ＮａＮ３)可透过膜进入细胞内ꎬ使 ＤＮＡ

碱基替换方式发生改变ꎬ引起点突变的产生[８]ꎮ
ＮａＮ３ 的诱变率比较高ꎬ如付凤玲等[９] 用 ＮａＮ３ 诱变

玉米愈伤组织ꎬ获得 ２２ 个再生植株株系ꎬ对再生植

株株系进行耐旱性鉴定ꎬ筛选出 ５ 个耐旱性高于未

诱变对照的诱变株系ꎻ韩晓玲[１０] 将 ＮａＮ３ 应用于小

冠花子叶的愈伤组织诱变ꎬ分别以 ＮａＣｌ 和脯氨酸类

似物 Ｌ－羟基脯氨酸( Ｈｙｐ) 为筛选剂ꎬ获得了耐盐

性较对照明显增强的细胞系ꎬ后代与对照系相比ꎬ
生理生化特性方面耐盐系抗氧化系统 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ
酶活性显著提高ꎮ 同时 ＮａＮ３ 具有无残毒、便宜、高
效、使用安全等优点[１１]ꎬ因此本试验以 ＮａＮ３ 为诱变

剂ꎬ对愈伤组织进行诱变处理ꎬ探讨 ＮａＮ３ 对苜蓿愈

伤组织耐盐碱的诱变效果ꎬ通过对耐盐碱苜蓿突变

体愈伤组织的生长和生理指标的变化分析ꎬ了解突

变体在生长生理代谢上的变化规律ꎬ为进一步开展

苜蓿诱变育种工作提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

以“中苜 １ 号”苜蓿品种的无菌苗的叶片诱导

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　 将愈伤组织切割成 ０.５
ｃｍ３左右小块ꎬ转接到继代培养基中ꎬ ２０ ｄ 继代 １ 次ꎮ
愈伤组织的继代培养基为ＭＳ ＋２ꎬ４－Ｄ １.０ ｍｇＬ－１＋６－
ＢＡ ０.５ ｍｇＬ－１＋３０ ｇ 蔗糖＋８.５ ｇ 琼脂(ｐＨ＝５.８)ꎮ 培

养条件为(２５±１)℃恒温培养箱ꎬ光照强度为 ８１~１６２
μｍｏｌｍ－２ｓ－１ꎬ光照时间为 １４ ｈｄ－１ꎮ
１.２.２　 ＮａＮ３ 诱变和盐碱胁迫愈伤组织　 配置 ＮａＮ３

诱变培养基ꎬ用 ｐＨ ＝ ７. ０ꎬ０. ２Ｍ 磷酸缓冲液配置

ＮａＮ３ 溶液ꎬ加于愈伤组织继代培养基内ꎬ使 ＮａＮ３ 溶

液浓度分别为 １. ０、２. ０、３. ０、４. ０ ｍｍｏｌＬ－１ 和 ５. ０
ｍｍｏｌＬ－１ꎮ 将愈伤组织小块置于含不同浓度 ＮａＮ３

的液体培养基中ꎬ在 ８０ ｒｐｍｍｉｎ－１摇床上震荡 １ ｈ
后将愈伤组织转到愈伤组织继代培养基上培养ꎬ分
别在 ４、８ ｄ 和 １２ ｄ 统计愈伤组织存活率ꎬ确定 ＮａＮ３

诱变愈伤组织的致死浓度 ( ＬＣ１００ ) 和半致死浓度

(ＬＣ５０)ꎮ 将存活的愈伤组织继代培养ꎬ每瓶接种 １ ｇ
左右愈伤组织ꎬ分别在 １０、１５、２０ ｄ 和 ２５ ｄ 测定每瓶

愈伤组织的鲜重ꎬ即为其生物量ꎮ
配置含有一定浓度的中性盐 ＮａＣｌ、碱性盐

Ｎａ２ＣＯ３和 ＮａＨＣＯ３ 的愈伤组织盐碱胁迫的 ＭＳ 培养

基ꎬ３ 种盐碱浓度分别为 ５０、１００、１５０ ｍｍｏｌＬ－１和

２００ ｍｍｏｌＬ－１ꎮ 将 ０.５ ｃｍ３ 愈伤组织小块置入盐碱

梯度培养基中ꎬ每种浓度 ５~６ 瓶ꎬ每瓶接种 ５~６ 块愈

伤组织ꎬ２５℃恒温培养ꎬ分别在 ４、８ ｄ 和 １２ ｄ 统计愈

伤组织的存活率ꎬ确定盐碱胁迫愈伤组织致死浓度

(ＬＣ１００)和半致死浓度(ＬＣ５０)ꎮ 将处理后存活的愈伤

组织转入到未加盐碱的 ＭＳ 培养基中继续培养ꎬ每瓶
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接种 ２ ｇ 左右愈伤组织ꎬ采用称量法分别在 １０、１５、２０
ｄ 和 ２５ ｄ 称量愈伤组织的鲜重即为其生物量ꎮ

将 ＮａＮ３ 诱变(ＬＣ５０)的愈伤组织植入不同盐碱

(ＬＣ１００)培养基中进行胁迫处理ꎬ后转入愈伤组织继

代培养基ꎬ培养过程同前ꎮ ２０ ｄ 左右继代 １ 次ꎬ继代

培养 ３~４ 次获得一定数量的诱变＋盐碱胁迫愈伤组

织即可用于生理指标测定ꎮ
１.２.３　 生理指标测定 　 采用考马斯亮蓝法测定可

溶性蛋白含量[１２]ꎬ采用硫代巴比妥酸法测定可溶性

糖和丙二醛(ＭＤＡ)含量[１３]ꎬ采用茚三酮法测定脯

氨酸含量[１２]ꎬ采用电导仪法测定相对电导率[１２]ꎬ各
指标测定重复 ３ 次ꎮ
１.３　 统计学分析

利用统计分析软件 ＳＰＳＳ １７.０ 对所测定各项指

标的数据进行方差分析ꎬ比较各项指标变化的差异

显著性ꎮ
对其抗盐碱性的综合评价采用隶属函数法ꎬ计

算抗盐碱性相关指标的隶属函数值ꎮ
隶属函数值计算公式:Ｒ (Ｘ ｉ ) ＝ ( Ｘ ｉ － Ｘｍｉｎ ) /

(Ｘｍａｘ－Ｘｍｉｎ)ꎻ反隶属函数值计算公式:Ｒ(Ｘ ｉ) ＝ １－
(Ｘ ｉ－Ｘｍｉｎ ) / (Ｘｍａｘ －Ｘｍｉｎ ) (式中ꎬＸ ｉ 为指标测定值ꎬ
Ｘｍｉｎ、Ｘｍａｘ为所有试验材料某项指标的最小值和最大

值)ꎮ 将抗性隶属值进行累加求出平均值:

Ｘ＝ ∑Ｕ( Ｘ ｉ) / ｎ

式中ꎬＸ 是所求平均抗性的隶属值ꎬ隶属值越大其抗

盐碱性越强ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＮａＮ３ 诱变对苜蓿愈伤组织生长的影响

随着 ＮａＮ３ 浓度和培养时间的增加ꎬ愈伤组织

的存活率下降(见表 １)ꎮ 诱变处理后培养 ４~１２ ｄꎬ
ＮａＮ３ 浓度为 １.０ ~ ３.０ ｍｍｏｌＬ－１时ꎬ愈伤组织的存

活率均在 ５０％以上ꎬＮａＮ３ 浓度为 ４.０ ~ ５.０ ｍｍｏｌ
Ｌ－１时ꎬ愈伤组织的存活率均在 ５０％以下ꎬ特别是

ＮａＮ３ 浓度为 ５.０ ｍｍｏｌＬ－１ꎬ表现为生活力急剧降

低ꎬ颜色由淡黄色转变为褐色ꎮ 愈伤组织在 ＮａＮ３

浓度为 ３.０ ｍｍｏｌＬ－１ꎬ培养 ８ ｄ 和 １２ ｄ 时ꎬ其存活

率分别为 ５４.５５％和 ５０.００％ꎬＮａＮ３ 浓度为 ５.０ ｍｍｏｌ
Ｌ－１ꎬ培养 ８ ｄ 时ꎬ愈伤组织的存活率为１２.００％ꎬ３.０
ｍｍｏｌＬ－１ＮａＮ３(８ ｄ)为 ＮａＮ３ 诱变愈伤组织的半致

死浓度ꎬ５.０ ｍｍｏｌＬ－１ＮａＮ３(８ ｄ)为其致死浓度ꎮ
ＮａＮ３ 诱变抑制了愈伤组织的生长ꎬ导致愈伤组

织的生物量低于对照组(见表 １)ꎬ诱变处理后培养

１０ ｄ 的愈伤组织ꎬＮａＮ３ 浓度为 １.０ ~ ３.０ ｍｍｏｌＬ－１

时ꎬ愈伤组织生物量与对照相比下降幅度在 ５０％以

内ꎬ其余处理浓度和处理时间愈伤组织生物量与对

照相比下降幅度均在 ５０％以上ꎬ尤其在 ＮａＮ３ 浓度

为 ４.０ ｍｍｏｌＬ－１ꎬ诱变 ２０ ｄ 和 ２５ ｄ 时ꎬ生物量下降

幅度均在 ８０％以上ꎮ 随着 ＮａＮ３ 浓度的增加和培养

时间的延长ꎬ愈伤组织生物量增加的幅度不同ꎬ在
４.０ ｍｍｏｌＬ－１ＮａＮ３ 浓度下ꎬ愈伤组织几乎不生长ꎮ
不同浓度 ＮａＮ３ 诱变后的 ２０ ｄ 愈伤组织的生物量分

别比 对 照 降 低 了 ６０. ８５％、 ６７. ３５％、 ７０. ７７％ 和

８１.８８％ꎮ 在培养相同天数下ꎬＮａＮ３ 浓度越高ꎬ愈伤

组织的生物量积累的越少ꎮ
２.２　 盐碱胁迫对苜蓿愈伤组织生长的影响

不同浓度 ＮａＣｌ、ＮａＨＣＯ３ 和 Ｎａ２ＣＯ３ 胁迫下苜蓿

愈伤组织存活率见表 ２ꎮ 随着 ＮａＣｌ、 ＮａＨＣＯ３ 和

Ｎａ２ＣＯ３浓度的增加和培养时间延长ꎬ愈伤组织存活

率呈下降趋势ꎬ在胁迫 １２ ｄ 时ꎬ２００ ｍｍｏｌＬ－１各盐、碱
胁迫下愈伤组织的存活率均低于 ５％ꎬＮａＣｌ 和 ＮａＨＣＯ３

浓度为 １５０ ｍｍｏｌＬ－１时ꎬ其存活率分别为 ５２.１４％和

５１.２２％ꎬ１００ ｍｍｏｌＬ－１ Ｎａ２ＣＯ３ 胁迫存活率为 ５０.３３％ꎬ
２００ ｍｍｏｌＬ－１ＮａＣｌ、ＮａＨＣＯ３ 和 Ｎａ２ＣＯ３(１２ ｄ)为其

表 １　 ＮａＮ３ 诱变对苜蓿愈伤组织的存活率和生物量的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＮ３ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ

ＮａＮ３ 浓度 / (ｍｍｏｌＬ－１)
ＮａＮ３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

存活率 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ / ％

４ ｄ ８ ｄ １２ ｄ

生物量 Ｂｉｏｍａｓｓ / ｇ

０ ｄ １０ ｄ １５ ｄ ２０ ｄ ２５ ｄ

０.０ １００.００ ９５.００ ９５.００ １.０１±０.０１ａ ２.３６±０.０４ａ ４.３８±０.２０ａ ５.８５±０.１０ａ ６.９４±０.２０ａ
１.０ ９１.３０ ８７.５０ ７９.１７ １.０１±０.０１ａ １.３６±０.０４ｂ １.９８±０.０８ｂ ２.２９±０.０４ｂ ２.７０±０.０３ｂ
２.０ ８１.８２ ７２.７３ ６３.６４ １.０２±０.０２ａ １.２４±０.０２ｂ １.６８±０.０５ｃ １.９１±０.０５ｃ ２.４８±０.０４ｂ
３.０ ８１.８２ ５４.５５ ５０.００ １.０１±００.１ａ １.１８±０.０２ｂ １.３５±０.０４ｄ １.７１±０.０２ｃ ２.２９±０.０４ｃ
４.０ ６６.６７ ４１.６７ ３３.３３ １.０１±０.０３ａ １.０４±０.０２ｃ １.０６±０.０５ｅ １.０６±０.０４ｄ １.０７±０.０２ｄ
５.０ ４０.００ １２.００ １２.００ １.０２±０.０２ａ — — — —

　 　 注:同列不同小写字母表示各处理间的差异达到显著水平(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.
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致死浓度ꎬ１５０ ｍｍｏｌＬ－１ＮａＣｌ 和 ＮａＨＣＯ３、１００ ｍｍｏｌ
Ｌ－１ Ｎａ２ＣＯ３(１２ ｄ)为其半致死浓度ꎮ 盐碱胁迫愈

伤组织的存活率变化为 ＮａＣｌ>ＮａＨＣＯ３>Ｎａ２ＣＯ３ꎮ
不同浓度 ＮａＣｌ、ＮａＨＣＯ３ 和 Ｎａ２ＣＯ３ 胁迫下愈伤

组织生物量变化见表 ２ꎬ除 ５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ 外ꎬ
随着 ＮａＣｌ、ＮａＨＣＯ３ 和 Ｎａ２ＣＯ３ 浓度的增加ꎬ愈伤组

织的生物量呈下降趋势ꎮ ２０ ｄ 盐碱胁迫下愈伤组

织ꎬ１００、１５０ ｍｍｏｌＬ－１和 ２００ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ 胁迫

愈伤组织的生物量比对照分别降低 １３.９０％、３６.１０％
和 ６５.６３％ꎬ５０、１００、１５０ ｍｍｏｌＬ－１和 ２００ ｍｍｏｌＬ－１

ＮａＨＣＯ３ 胁迫愈伤组织的生物量比对照分别降低

２１.７１％、４６. ０３％、６４. ３９％ 和 ６７. ３７％ꎬ５０、１００、 １５０
ｍｍｏｌＬ－１和 ２００ ｍｍｏｌＬ－１ Ｎａ２ＣＯ３ 胁迫愈伤组织

的生物量比对照分别降低 ６１.５４％、６５.８８％、７３.２０％
和 ７１.３４％ꎬ诱变处理后培养 ２０ ｄ 和 ２５ ｄ 的愈伤组

织ꎬ２００ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ、１５０ ｍｍｏｌＬ－１和 ２００ ｍｍｏｌ
Ｌ－１ ＮａＨＣＯ３ 及 Ｎａ２ＣＯ３ 胁迫下生物量下降幅度均

在 ６０％以上ꎮ ３ 种盐碱胁迫愈伤组织的生物量的变

化为 ＮａＣｌ>ＮａＨＣＯ３>Ｎａ２ＣＯ３ꎬ说明碱性盐对愈伤组

织生物量的影响更大ꎮ 差异显著性分析显示ꎬ除
ＮａＣｌ ５０ ｍｍｏｌＬ－１胁迫组外ꎬ其它盐碱浓度胁迫组

与对照组愈伤组织生物量比较差异均显著 (Ｐ <
０.０５)ꎮ
２.３　 盐碱胁迫对苜蓿愈伤组织渗透相关生理指标

的影响

　 　 ３ 种盐碱胁迫对苜蓿愈伤组织的 ５ 项生理指标

的变化见表 ３ꎬ在 ３ 种盐碱的半致死浓度胁迫

(ＮａＣｌ:１５０ ｍｍｏｌＬ－１ꎬ１２ ｄꎻＮａ２ ＣＯ３:１００ ｍｍｏｌ
Ｌ－１ꎬ１２ ｄꎻＮａＨＣＯ３:１５０ ｍｍｏｌＬ－１ꎬ１２ ｄ)下ꎬ愈伤组

织可溶性蛋白、可溶性糖和脯氨酸含量均高于对照

组ꎬＭＤＡ 含量和相对电导率均低于对照组ꎬ其中

ＮａＣｌ 胁迫处理的可溶性蛋白、可溶性糖和脯氨酸含

量最高ꎬＭＤＡ 含量和相对电导率最低ꎮ ＮａＣｌ、Ｎａ２

ＣＯ３ 和 ＮａＨＣＯ３ 胁迫后的愈伤组织的可溶性蛋白含

量分别比对照组增加了 ４２.６５％ꎬ２８.２０％和 ３２.９４％ꎬ
可溶性糖含量分别比对照组增加了 １５４. ２０％ꎬ
４９.６９％和 １０１.８１％ꎬ脯氨酸含量分别比对照组增加了

１５０.５５％ꎬ６９.０１％和 ９３.８５％ꎬＭＤＡ 含量分别比对照

组降低了 ９.９７％ꎬ２.９５％和 ５.０１％ꎬ相对电导率分别

比对照组降低了 １６.６５％、１２.６３％和 １４.９８％ꎮ 盐碱

胁迫通过提高可溶性蛋白、可溶性糖和脯氨酸 ３ 种

渗透调节物质的积累ꎬ降低了愈伤组织的 ＭＤＡ 和电

表 ２　 盐碱胁迫对苜蓿愈伤组织的存活率和生物量的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｓｔｒｅｓｓ

盐碱浓度 / (ｍｍｏｌＬ－１)
Ｓａｌｉｎｅ ａｌｋａｌｉ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

存活率 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ / ％
４ ｄ ８ ｄ １２ ｄ

　
生物量 Ｂｉｏｍａｓｓ / ｇ

０ ｄ １０ ｄ １５ ｄ ２０ ｄ ２５ ｄ

氯化钠
Ｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ

０ １００.００ ９５.００ ８５.００ ２.００±０.００ ａ ４.１３±０.１０ｂ ６.２９±０.２１ａｂ ８.０６±０.０５ａ ６.２６±０.０７ａｂ
５０ ９６.２３ ８２.３３ ７６.２１ ２.０１±０.０２ａ ４.５５±０.０２ａ ６.６１±０.４７ａ ８.０７±０.０９ａ ６.８６±０.０５ａ
１００ ９２.５６ ７７.３５ ６３.４８ ２.０２±０.０２ａ ４.２４±０.０３ｂ ５.８４±０.１２ｂ ６.９４±０.０８ｂ ５.８６±０.０５ｂ
１５０ ８３.４８ ７１.３８ ５２.１４ ２.００±０.０７ａ ３.０８±０.０２ｃ ４.４４±０.１２ｃ ５.１５±０.１２ｃ ４.６５±０.７７ｃ
２００ ７２.４６ ３６.７５ ３.７３ ２.００±０.００ａ ２.３６±０.０５ｄ ３.８３±０.０７ｃ ２.７７±０.３３ｄ ２.４４±０.０１ｄ

碳酸氢钠
Ｓｏｄｉｕｍ ｂｉｃａｒｂｏｎａｔｅ

０ １００.００ ９５.００ ８５.００ ２.００±０.００ａ ４.１３±０.１０ａ ６.２９±０.２１ａ ８.０６±０.０５ａ ６.２６±０.０７ａ
５０ ９２.３４ ７８.２２ ６５.４１ ２.００±０.０８ａ ３.０６±０.２３ｂ ４.７８±０.０５ｂ ６.３１±０.１０ｂ ５.７２±０.０９ｂ
１００ ８９.６７ ７５.７６ ６０.５３ ２.０２±０.０４ａ ２.９６±０.０６ｂｃ ４.８３±０.０６ｂ ４.３５±０.１１ｃ ３.７８±０.０８ｃ
１５０ ８３.４４ ６５.５４ ５１.２２ ２.０４±０.０５ａ ２.１９±０.０５ｃ ４.３１±０.０３ｃ ２.８７±０.０４ｄ ２.７０±０.１０ｄ
２００ ７６.３６ ３５.４８ ３.５５ ２.０４±０.０４ａ ２.５８±０.５０ｃ ３.７３±０.０９ｄ ２.６３±０.０９ｅ ２.１３±０.０２ｅ

碳酸钠
Ｓｏｄｉｕｍ ｃａｒｂｏｎａｔｅ

０ １００.００ ９５.００ ８５.００ ２.００±０.００ａ ４.１３±０.１０ａ ６.２９±０.２１ａ ８.０６±０.０５ａ ６.２６±０.０７ａ
５０ ８５.６７ ６６.５３ ５４.８４ ２.００±０.０１ａ ３.２１±０.０１ｂ ３.７３±０.０５ｂ ３.１０±０.０２ｂ ２.８５±０.０５ｂ
１００ ８０.７４ ６３.２２ ５０.３３ ２.０１±０.０６ａ ２.９２±０.０１ｃ ３.５７±０.４０ｂｃ ２.７５±０.０８ｂｃ ２.７０±０.０９ｃ
１５０ ７６.５６ ５９.６３ ３８.９１ ２.０５±０.０５ａ ２.６７±０.０１ｄ ２.６８±０.０２ｃ ２.１６±０.５７ｃ ２.４２±０.０２ｄ
２００ ７０.２３ ３４.５５ ２.６３ ２.００±０.００ａ ２.３６±０.０３ｅ ２.４０±０.０１ｃ ２.３１±０.０１ｃ ２.３０±０.０１ｅ

表 ３　 盐碱胁迫对苜蓿愈伤组织渗透相关生理指标的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｃａｌｌｕｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

可溶性蛋白含量 / (ｍｇｇ－１)
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

可溶性糖含量 / (μｍｏｌｇ－１)
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

脯氨酸含量 / (μｇｇ－１)
Ｐｒｏｌｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

ＭＤＡ 含量 / (μｍｏｌｇ－１)
ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ

相对电导率 / ％
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ４.３６６±０.０６８ｄ ２９.２８３±１.０９５ｄ ３２.２３０±１.４１５ｄ ８.２９７±０.０２７ａ ７３.７８７±３.８０６ａ
ＮａＣｌ(ＬＣ５０) ６.２２８±０.０３４ａ ７４.４３７±０.１１０ａ ８０.７５３±０.９７４ａ ７.４７０±０.１０４ｄ ６１.５００±０.９５４ｃ

Ｎａ２ＣＯ３(ＬＣ５０) ５.５９７±０.１６２ｃ ４３.８３４±０.２９５ｃ ５４.４７２±１.７６９ｃ ８.０５２±０.０８４ｂ ６４.４６７±０.９８７ｂ
ＮａＨＣＯ３(ＬＣ５０) ５.８０４±０.１２２ｂ ５９.０９６±０.２４４ｂ ６２.４７７±１.６８６ｂ ７.８８１±０.０１１ｃ ６２.７３３±０.８９６ｂｃ

　 　 注: ＬＣ５０代表相关胁迫的半致死浓度ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ:ＬＣ５０ ｉｓ ｔｈｅ ｓｅｍｉ￣ｌｅｔｈａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.
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导率ꎮ 对于盐碱胁迫下愈伤组织可溶性蛋白、可溶

性糖、脯氨酸、ＭＤＡ 和相对电导率的方差分析显示ꎬ
不同胁迫处理间差异均显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.４　 ＮａＮ３ 与盐碱胁迫对苜蓿愈伤组织渗透相关生

理指标的影响
　 　 ＮａＮ３ 诱变苜蓿愈伤组织对 ３ 种盐碱胁迫 ５ 项

渗透相关生理指标的变化见表 ４ꎬ３ 种盐碱对 ＮａＮ３

诱变苜蓿愈伤组织生理变化反应不一ꎬＮａＮ３ 诱变组

和叠加 ３ 种盐碱诱变组的可溶性蛋白、可溶性糖、脯
氨酸含量均高于对照组ꎬＭＤＡ 含量和相对电导率均

低于对照组ꎬ可溶性蛋白含量分别增加了４７.０７％、
５３.５７％、２２.３１％和 ４７.６９％ꎬ可溶性糖含量分别增加

了 ２４.７９％、１６２.８６％、５８.３６％和 １０９.５４％ꎬ脯氨酸含

量分别增加了 ４７.７８％、１６２.８６％、８０.００％和１０７.２５％ꎬ
ＭＤＡ 含量分别降低了 ２. ３５％、１１. １７％、３. ６４％ 和

５.５４％ꎬ相对电导率分别降低了 １５. １３％、１７. ９６％、
１６.７９％和 １７.２８％ꎮ

除 ＮａＮ３(ＬＣ５０) ＋ Ｎａ２ＣＯ３(ＬＣ１００)组外ꎬ其它各

诱变组的愈伤组织可溶性蛋白、可溶性糖和脯氨酸

含量均高于 ＮａＮ３ 诱变组和对照组ꎬＭＤＡ 含量和相

对电导率均低于 ＮａＮ３ 诱变组和对照组ꎮ 在诱变的

愈伤组织中ꎬＮａＣｌ 和 ＮａＨＣＯ３ 胁迫组与 ＮａＮ３ 诱变

组比较ꎬ愈伤组织可溶性蛋白含量分别增加了

４.４２％和 ０.４２％ꎬＮａ２ＣＯ３ 胁迫组愈伤组织可溶性蛋

白含量降低了 １６.８４％ꎻＮａＣｌ、Ｎａ２ＣＯ３ 和 ＮａＨＣＯ３ ３
种单盐胁迫后的愈伤组织可溶性糖含量分别增加

了 １１０.６４％、２６.９０％和 ６７.９１％ꎬ脯氨酸含量分别增

加了 ７７.８７％、２１.８０％和 ４０.２４％ꎬＭＤＡ 含量分别降

低了 ９.０３％、１.３２％和 ３.２７％ꎬ相对电导率分别下降

了 ３.３４％、１.９５％和 ２.５４％ꎮ ＮａＮ３ 诱变和盐碱胁迫

可以促进愈伤组织可溶性蛋白、可溶性糖和脯氨酸

３ 种渗透物质的积累ꎬ降低细胞膜电导率和细胞

ＭＤＡ 含量ꎬ诱变后 ３ 种盐碱比较ꎬＮａＣｌ 胁迫下积累

的渗透物质最多ꎬ诱变与盐碱胁迫组方差分析显

示ꎬ３ 种渗透调节物质差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬＭＤＡ 和

相对电导率差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.５　 苜蓿愈伤组织盐碱抗性的综合评价

游离脯氨酸、可溶性蛋白和可溶性糖含量等渗

透调节物质和相对电导率、ＭＤＡ 含量均能反映植物

渗透调节或细胞膜受到的伤害ꎬ同时各指标中存在

着一定的相关性和差异性ꎬ在具体进行植物耐盐性

评价时需要综合考虑ꎮ 将苜蓿愈伤组织在各个处

理下测定的可溶性蛋白、可溶性糖、脯氨酸、ＭＤＡ 和

相对电导率等 ５ 项生理指标的数据代入隶属函数公

式中计算出隶属度ꎬ５ 项生理指标隶属值见表 ５ꎮ 单

一盐碱胁迫下的隶属值均高于对照组ꎬＮａＮ３ ＋盐碱

胁迫的苜蓿愈伤组织的隶属值均高于对照和 ＮａＮ３

诱变组ꎬ说明苜蓿对盐碱胁迫有一定的抗性ꎬ且 ＮａＮ３

表 ４　 ＮａＮ３ 诱变和盐碱胁迫对苜蓿愈伤组织渗透相关生理指标的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＮ３ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｓｔｒｅｓｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

可溶性蛋白含量
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

/ (ｍｇｇ－１)

可溶性糖含量
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

/ (μｍｏｌｇ－１)

脯氨酸含量
Ｐｒｏｌｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
/ (μｇｇ－１)

ＭＤＡ 含量
ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ
/ (μｍｏｌｇ－１)

相对电导率 / ％
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ４.３６６±０.０６８ｄ ２９.２８３±１.０９５ｅ ３２.２３０±１.４１５ｅ ８.２９７±０.０２７ａ ７３.７８７±３.８０６ａ
ＮａＮ３(ＬＣ５０) ６.４２１±０.１０８ｂｃ ３６.５４３±０.９７９ｄ ４７.６３０±０.７７６ｄ ８.１０２±０.０５４ｂ ６２.６２３±０.２２０ｂｃ

ＮａＮ３(ＬＣ５０)＋ＮａＣｌ(ＬＣ１００) ６.７０５±０.１５６ａ ７６.９７４±０.１７９ａ ８４.７２０±０.９５８ａ ７.３７０±０.０４０ｄ ６０.５３３±０.４６２ｃ
ＮａＮ３(ＬＣ５０)＋Ｎａ２ＣＯ３(ＬＣ１００) ５.３４０±０.１０８ｃ ４６.３７２±０.１１７ｃ ５８.０１５±０.８５０ｃ ７.９９５±０.１０４ｂ ６１.４００±０.４５８ｃ
ＮａＮ３(ＬＣ５０)＋ＮａＨＣＯ３(ＬＣ１００) ６.４４８±０.１３０ｂ ６１.３６０±０.１１８ｂ ６６.７９８±０.９５８ｂ ７.８３７±０.００６ｃｄ ６１.０３３±０.５７７ｃ

　 　 注:ＬＣ１００代表相关胁迫的致死浓度ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: ＬＣ１００ ｉｓ ｔｈｅ ｌｅｔｈａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ５　 渗透相关生理指标隶属函数值
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｍｅｍｂｅｒｓｈｉｐ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

可溶性蛋白
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

可溶性糖
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ

脯氨酸
Ｐｒｏｌｉｎｅ

丙二醛
ＭＤＡ

相对电导率
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ

隶属值
Ｍｅｍｂｅｒｓｈｉｐ ｖａｌｕｅ

排序
Ｏｒｄｅｒ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ ０.０００ ０.０００ ０.０００ ０.０００ ０.０００ ０.０００ ８
ＮａＣｌ(ＬＣ５０) ０.７９６ ０.９４７ ０.９２４ ０.８９２ ０.９２７ ０.８９７ ２

Ｎａ２ＣＯ３(ＬＣ５０) ０.５２６ ０.３０５ ０.４２４ ０.２６４ ０.７０３ ０.４４４ ７
ＮａＨＣＯ３(ＬＣ５０) ０.６１５ ０.６２５ ０.５７６ ０.４４９ ０.８３４ ０.６２０ ４
ＮａＮ３(ＬＣ５０) ０.８７９ ０.１５２ ０.２９３ ０.２１０ ０.８４２ ０.４７５ ６

ＮａＮ３(ＬＣ５０)＋ＮａＣｌ(ＬＣ１００) １.０００ １.０００ １.０００ １.０００ １.０００ １.０００ １
ＮａＮ３(ＬＣ５０)＋Ｎａ２ＣＯ３(ＬＣ１００) ０.４１６ ０.３５８ ０.４９１ ０.３２６ ０.９３５ ０.５０５ ５
ＮａＮ３(ＬＣ５０)＋ＮａＨＣＯ３(ＬＣ１００) ０.８９０ ０.６７３ ０.６５９ ０.４９６ ０.９６２ ０.７３６ ３
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诱变可以提高苜蓿愈伤组织对盐碱的抵抗能力ꎮ
综合分析可知ꎬ隶属函数综合评价值越大ꎬ表明抗

盐碱性对苜蓿的渗透调节物质积累越多和膜脂透

性的影响越小ꎬ则植物抗盐碱性越强ꎮ 苜蓿愈伤组

织在 ＮａＮ３ 诱变和单一盐碱胁迫下ꎬ抗盐碱的强弱

顺序为:ＮａＣｌ>ＮａＨＣＯ３>Ｎａ２ＣＯ３ꎮ

３　 讨论与结论

３.１　 ＮａＮ３ 诱变和盐碱胁迫对苜蓿愈伤组织生长的

影响
　 　 组织培养技术与化学诱变育种结合ꎬ可提高突

变频率和育种效率ꎬ不同的外植体对化学诱变剂的

敏感性不同[１４－１５]ꎬ浓度高毒害大ꎬ诱变材料存活率

低ꎬ浓度低ꎬ诱变效果差ꎮ 因此ꎬ在诱导前应确定合

适的处理浓度ꎮ 本试验采用 ＮａＮ３ 作为诱变剂ꎬ依
据愈伤组织在含 ＮａＮ３ 诱变培养基的存活率ꎬ确定

其半致死浓度为 ３.０ ｍｍｏｌＬ－１ꎬ在相同 ＮａＮ３ 浓度

处理下ꎬ愈伤组织随着处理时间的增加存活率和生

物量降低ꎬ在同一处理时间下ꎬ愈伤组织随着 ＮａＮ３

浓度增加存活率和生物量降低ꎬ这与罗雷等[１６] 利用

化学诱变剂诱导番茄耐低温突变体研究结果一致ꎬ
说明 ＮａＮ３ 对愈伤组织的增殖有一定阻碍作用ꎮ

诱变突变发生的方向是不定向的ꎬ可根据实际

育种的需求选育突变类型做定向筛选ꎬ以获得所希

望的具有某些性状改良的突变体ꎮ 本试验在耐盐

碱苜蓿突变体的筛选上ꎬ通过 ＮａＮ３ 诱变作用改变

愈伤组织的生理特性ꎬ再经盐碱选择压力筛选抗盐

碱突变体ꎬ以提高苜蓿愈伤组织对盐碱的耐逆性ꎮ
因此ꎬ在诱导前对胁迫愈伤组织的盐碱浓度进行筛

选ꎬ确定合适的盐碱胁迫浓度ꎮ 常采用盐碱胁迫致

死浓度作为处理浓度ꎬ 对愈伤组织在含 ＮａＣｌ、
ＮａＨＣＯ３ 和 Ｎａ２ＣＯ３ 胁迫培养基上依据愈伤组织的

存活率ꎬ 确定苜蓿愈伤组织的致死浓度ꎬ ＮａＣｌ、
ＮａＨＣＯ３ 和 Ｎａ２ＣＯ３ 胁迫的致死浓度均为 ２００ ｍｍｏｌ
Ｌ－１ꎮ 这与赵邯郸等[１７] 对玉米愈伤组织的耐盐性

筛选研究ꎬ确定愈伤组织适宜 ＮａＣｌ 选择压为 ２００
ｍｍｏｌＬ－１的研究结果相同ꎮ 低 ＮａＣｌ、ＮａＨＣＯ３ 盐碱

浓度对愈伤组织的存活率和生物量影响相对较小ꎬ
高浓度对愈伤组织的存活率和生物量影响较大ꎬＮａ２

ＣＯ３ 胁迫对愈伤组织的存活率和生物量影响更大ꎬ
与范小峰等[１８]研究 ＮａＣｌ 胁迫下唐古特白刺愈伤组

织生物量变化存在一定的差异:前者研究高浓度(>
２００ ｍｍｏｌＬ－１)ＮａＣｌ 胁迫愈伤组织生物量低于对

照ꎬ而本研究中 ＮａＣｌ 胁迫愈伤组织生物量均高于对

照ꎬ可能是不同植物的耐受性不同ꎮ 苜蓿具有一定

适应盐渍生境的能力ꎬ但对 ３ 种盐碱的抗性存在一

定的差异性ꎮ
３.２　 ＮａＮ３ 诱变和盐碱胁迫对苜蓿愈伤组织渗透相

关生理代谢的影响
　 　 盐碱等逆境对植物产生直接或间接的水分胁

迫ꎬ使植物体内主动积累各种有机物来提高细胞液

浓度ꎬ降低细胞渗透势ꎬ提高细胞保水力ꎬ以适应逆

境胁迫作用ꎬ即为渗透调节ꎮ 细胞内合成的可溶性

糖、脯氨酸等多种有机物质是多种植物体内最有效

的渗透调节物质[１９－２１]ꎮ 同时ꎬ植物在受到逆境胁迫

时ꎬ膜透性发生改变ꎬ膜脂过氧化产物 ＭＤＡ 含量和

相对电导率增加ꎬ因此ꎬＭＤＡ 含量和相对电导率的

高低与细胞膜的受伤害程度呈正相关ꎮ 试验结果

显示ꎬ在 ３ 种盐碱胁迫的半致死浓度下ꎬＭＤＡ 含量

和相对电导率均低于对照ꎬ可能是由于中苜 １ 号对

盐碱具有一定的抗性ꎬ使 ３ 种渗透调节物质大量积

累ꎬ降低了膜质的过氧化程度和质膜的透性ꎬ增强

了质膜应对逆境伤害程度的反应能力ꎮ 与张玉霞

等[２２]研究盐碱对芦笋胁迫效应时所发现的ꎬ低浓度

的中性盐、碱性盐和混合盐处理均有利于芦笋的生

长ꎬ降低了 ＭＤＡ 和电导率的含量等结果一致ꎮ
化学诱变对植物的生理代谢途径和植物的抗

逆性能产生一定的影响ꎬ温日宇等[２３] 研究表明ꎬ
ＮａＮ３ 能够引起绿豆的生理损伤ꎬ在低浓度诱变下损

伤效应随浓度增加而提高ꎮ 综合分析本试验的结

果可以看出ꎬＮａＮ３ 诱变可以增强对细胞膜的保护能

力ꎬ在应对盐碱胁迫压力下ꎬ苜蓿愈伤组织启动防

御机制ꎬ通过可溶性蛋白、可溶性糖、脯氨酸的积累

调节细胞渗透势ꎬ降低伤害程度ꎬ保护原生质ꎬ减轻

质膜受盐碱胁迫的伤害ꎬ防止细胞失水ꎬ保护生物大

分子结构与功能的稳定ꎬ缓解苜蓿愈伤组织抵御盐碱

胁迫带来的伤害ꎮ 从苜蓿愈伤组织的 ＭＤＡ 和相对电

导率的变化分析ꎬ盐碱胁迫降低了愈伤组织 ＭＤＡ 和

相对电导率ꎬ在 ＮａＮ３ 诱变下ꎬ苜蓿愈伤组织的 ＭＤＡ
和相对电导率含量下降的幅度不同ꎬ说明在同一胁迫

反应条件下ꎬ愈伤组织对不同盐碱的反应不同ꎮ
试验通过 ＮａＮ３ 化学诱变和 ３ 种盐碱选择压力

的筛选ꎬ确定 ＮａＮ３ 诱变半致死浓度为 ３.０ ｍｍｏｌ
Ｌ－１ꎬ致死浓度为 ５.０ ｍｏｌＬ－１ꎻＮａＣｌ 和 ＮａＨＣＯ３ 胁迫

半致死浓度为 １５０ ｍｍｏｌＬ－１ꎬＮａ２ＣＯ３ 胁迫半致死

浓度为 １００ ｍｍｏｌＬ－１ꎬ３ 种盐碱胁迫致死浓度为

２００ ｍｍｏｌＬ－１ꎮ 一定浓度 ＮａＮ３ 诱变可以提高苜蓿

愈伤组织的脯氨酸、可溶性糖和可溶性蛋白的积累

和降低 ＭＤＡ 和相对电导率ꎬ以提高愈伤组织对

ＮａＣｌ、ＮａＨＣＯ３ 和 Ｎａ２ＣＯ３ 的抵抗能力ꎮ
(下转第 １４３ 页)
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