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半海水筛选耐盐紫花苜蓿细胞系的生理特性分析

姜 健1，杨宝灵1，封德全2，邹福海2，李春斌1，李海山。
(1．大连民族学院生命科学学院，辽宁大连116600；2．大连市林业局，辽宁大连 116600

3．本溪县种子管理站，辽宁本溪 117100)

摘 要：以紫花苜蓿无菌苗下胚轴为外植体，诱导获得愈伤组织(M。)。经甲基磺酸乙酯(EMS)处理，通过一

步筛选获得了耐半海水w(NaCI≈1．5％，]／2海水)的耐盐细胞系(Ms-)．一部分耐盐细胞系转移到无盐培养

基上，继代培养10代后得到新细胞系(Msz)。无论是在无盐还是不同程度盐胁迫条件下，Ms。的成活率、生

长率、脯氨酸含量、cr、K+、K+／Na+、可溶性蛋白质含量都高于M。，差异显著。Msz介于两者之间，但是与

Ms，基本接近，差异不显著。在w(NaCI≈0．6％，1／5海水)条件，M。细胞系的SOD活性高于Ms。和Msz；

在w(NaCl≈1％，1／s海水)条件下，Ms，、Ms。细胞系的SOD活性达到最高，与M。可溶性蛋白质SDS-PAGE

图谱相比较，Ms，、Ms：中出现两条新多肽带(P1=58kD，P2=26kD)，这两条多肽带可能与耐盐性有关。
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Physiological Characteristics Analysis of Salt—tolerant Cell Line from Alfalfa

Callus Cultures Selected on Half Natural Seawater Medium
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Abstract；Mo cell line of alfalfa(Medicago sativa L．)was induced from alfalfa aseptic hyopocotyl seg—

ments．Salt—tolerant eellline(Msl)of alfalfa to W(NaCl≈1．5％，half seawater)was obtained directly

after dealing with EMS．After some Msl was subcuhured through 25 passages in a medium containing

half natural seawater，then transferred to NaCl free medium for 10 passages and the Ms2 cell line was

gained．The results of physiological characteristics analysis showed，whether normal condition or salt

stress，the survival rate of calli(SRC)，growth rate of ealli(GRC)，the contents of proline，K+，and

C1一，the rate of Msl and Ms2 were significantly higher than those of Mo．In despite of above indexes

Of MS2 were between Mo and Msl，but all were near to MSl，and there was no remarkable difference

with Msl．In normal condition，the SOD activity and Na+of Mo were lower than Msl and Ms2．In

condition of lower seawater concentration，the SOD activity and Na+of Mo were higher than Msl and

Ms2．SDS—PAGE electrophoresis of soluble proteins indicated that there were two new protein bands in

Msl and Ms2 compared to the contr01．These proteins were 58kD and 26kD and they might be related

to salt tolerant．
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海水灌溉农业是以海水资源、沿海滩涂资源

和耐盐植物(作物)为对象的特殊农业[1]。对于承

受着巨大人口压力而拥有18 000 km漫长海岸线

和2 077 900 hm2沿海滩涂的中国来说，开发“海

水农业”具有十分重大的现实意义和深远的战略

意义。发展海水灌溉农业，关键是选育出耐盐性

强、富有经济利用价值的植物(作物)品种。耐盐

品种选育方法主要包括引种筛选、杂交、细胞工程

和基因工程等。引种筛选因需调查植物耐盐程

度、耐盐稳定性等而耗时长；杂交育种存在杂交不

亲和性，基因工程虽是比较看好的方法，但植物抗

性是受多基因控制的，耐盐机制非常复杂，转入一

个或较少数量的基因有可能达不到预期的抗盐效

果，且存在基因沉默等问题；而植物细胞工程，特

别是植物离体培养过程中存在广泛的体细胞变

异，充分利用该变异有可能很快培育出耐盐突变

体材料。

在植物组织和细胞培养筛选耐盐突变体的变

异来源中，NaCl是耐盐突变体离体筛选中较常用

的选择材料，目前，从烟草[21、枸杞Ⅲ、大蒜n3、小

麦m¨、水稻‘”，玉米‘81、大豆‘引、红豆草‘10|、沙打

旺[11]，小黑麦[12]、獐毛I-133等植物中已经获得了耐

盐植株．用海水替代NaCl进行耐盐突变体选择

的研究也有报道，杜立群[1们在1／3海水培养基上

筛选豆瓣菜耐盐变异体，RAPD标记表明10个株

系均有变异。紫花苜蓿(Medicago sativa L．)作

为豆科作物，不但具有产量高、品质好、营养丰富、

适应范围广等特性，同时还可以固氮改良土壤、保

持水土，并具有开发保健食品的潜力。培育紫花

苜蓿耐盐变异体将有望充分利用沿海滩涂进行大

面积的豆科牧草种植。本研究以海水培养基作为

筛选平台，获得了耐半海水的紫花苜蓿耐盐细胞

系。并分析了其生理生化特性，为其进一步分化利

用奠定基础。

1 材料和方法

1．1试验材料

试验海水取自中国大连经济技术开发区泊石

湾海域·含盐量测定表明，海水含盐量为29．8％，

渗透势与总无机盐含量与3．0％的NaCI相当。

试验材料为紫花苜蓿公农二号(Medicago

^ativa，Gongnong No．2)，种子来源于吉林省农

业科学隗笋地研究所．饱满种子用75％乙醇浸
泡1 rain，无菌水冲洗2～3次，1 000 mg／L

(HgCl。)灭菌15 min，无菌水冲洗4～5次后接种

在不含激素的MS基本培养基中。取10 d无菌

苗下胚轴，无菌条件下切成5 mm长的小段，接种

于附加w(2，4一D)=1．2 mg／L和w(6一BA)一

0．4 mg／L的无盐MS培养基中，2周后形成的愈

伤组织在相同培养基中进行继代培养，继代培养

4代后用于筛选。每3周继代1次。培养温度26

士1℃，光照强度2 000 Ix，光照时间为14 h／d。

将愈伤组织的一部分继续培养在上述培养基

中，获得非耐盐筛选细胞系(M。)；另一部分用甲

基磺酸乙酯(EMS)于25℃处理24 h，无菌水冲洗

4～5次后转入半海水w(NaCl≈1．5％，1／2海

水)配制的上述培养基中，通过一步筛选获得了耐

半海水的耐盐细胞系(Ms，)；耐盐细胞系(Ms，)在

半海水w配制的培养基上继代培养25代后，将

其中的一部分转移到无盐培养基上，继代培养10

次后得到新细胞系(Ms：)。培养条件同上。

1．2方法

1．2．1愈伤组织盐敏性测定将M。、Ms，、Ms2

愈伤组织分割成1 cm的均匀小块，分别接种到不

同比例海水配制的上述培养基中，海水配制体积

比例分别为1／lO、1／5、1／3、2／5、1／2、3／5、2／3、4／

5、全海水，NaCl含量分别约为0．3、0．6、1．0、

1．2、1．5，1．8、2．0、2．4、3。0，15d测定愈伤组织成

活率(Survival Rate of Calli，SRC)和愈伤组织生

长率(Growth Rate of Calli，GRC)。

愈伤组织成活率SRC一(成活愈伤组织块／

总接种愈伤组织块)x loo％；愈伤组织生长率

GRC=(15 d成活愈伤组织的鲜重一原鲜重)／原

鲜重×lOO％。

1．2．2 游离脯氨酸含量测定n
51

0．5 g愈伤组

织加10 mL 3％磺基水杨酸，研磨，4 000 r／min下

离心15 rain，上清液用茚三酮染色，在721可见

光分光光度计上测定其D。：‰，相同条件下测定

脯氨酸标准样D。撕。，作标准曲线，进行游离脯氨

酸含量测定。

1．2．3 超氧化物歧化酶(SOD)活性测定[53 取

愈伤组织1．0 g，按照Giannoplitis方法，以氮蓝

四唑(NBT)光化还原50％的酶量作为一个酶活

性单位(U)。

1．2．4离子含量测定用Z一8000 Et立原子吸收

计测定Na+、K+含量，AgNO。滴定法测定C1一含

量。

1．2．5 可溶性蛋白SDS-PAGE图谱分析取愈
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伤组织3．0 g，加入1 mL 75 mmol／L磷酸缓冲液

(pH7．8)，冰上研磨，12 000 r／rain下离心10

min，得到的上清夜用预冷的的4倍丙酮在4℃沉

淀过夜，12 000 r／rain下离心10 rain，沉淀用蛋白

质溶解液(62．5 mmol／L Tris—HCI，2％SDS，5％

甘油，5％巯基乙醇，2 mmol／LEDTA，1 mmol／L

苯甲基磺酰氟，pH6．8)匀浆，调pH7．0。聚丙烯

酰胺凝胶电泳的浓缩胶浓度3％，分离胶12％，每

孔蛋白质上样量25 ttg，220v，15 mA，4 h。电

泳后凝胶用考马斯亮蓝R-250染色，使用Image-

star型扫描仪对电泳后的蛋白质谱带进行扫描。

2 结果与分析

2．1愈伤组织盐敏性测定

性有很大差异。表1表明，随着培养基中海水比

例增大，NaCI浓度增加，M。、Ms。、Msz愈伤组织

成活率(SRC)均不同程度降低，但Mst、Msz均高

于M。，差异达极显著。Ms。愈伤组织成活率介于

M。，Ms。之间，Ms。接近于Ms，，两者差异不显

著。在W(NaCl-≈1．5％，1／2海水)时，正常Mo

只有18．63％，虽然有少数细胞能够继续生长，但

是经过一次转代后便全部死亡，确定耐盐筛选所

用的海水比例为半海水，NaCI含量约为1．5％左

右。3种细胞系的愈伤组织生长率(GRC)随着盐

分浓度的增加而下降。图l表明。Ms，愈伤组织

生长率不论在正常条件下，还是在盐胁迫条件下

均高于M。，差异达到极显著水平。

不同来源紫花苜蓿愈伤组织对盐胁迫的敏感

表I 不同海水对紫花苜蓿愈伤组织成活率的影响

Table l Effect Oil the survival rate of Medicago s口tim L．calli under the different Bewatel'

序号 海水比例 NaCI含量／％ Mo愈伤组织成活率／％Ms·愈伤组织成活率／％ Ms2愈伤组织成活率／％
No．Proportion of seawater NaCl content SRC of M。 SRC of Msl SRC of Ms2

2．2愈伤组织游离脯氨酸

盐胁迫下，各细胞系脯氨酸含量增加(图2)。

3种细胞系中，Ms，脯氨酸含量为最高，M。脯氨

酸含量最低，但从脯氨酸含量增加幅度对比来看，

M。脯氨酸含量增幅为最大。在W(NaCI≈1％，

1／3海水条件下，Ms。、Ms。细胞系脯氨酸含量有所

下降，而M。脯氨酸含量则略有增加。

摹=
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含盐量／％NaCl content

图1不同海水对紫花苜蓿愈伤组织生长率的影响

Fig．1 Effect of different seawater OR the growth

rate of Medicago sativa．Calli
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海水)条件下，M。细胞系SOD活性高于Mst和

Ms：，并且达到最高值，而Ms，、Msz细胞系SOD

活性在W(NaCl≈1％，1／3海水)条件下达到最

高，随后下降，M。下降幅度最大，Ms。和Ms。下降

幅度小且平缓。

O O．3 0．6 1．O 1．2 1．5

含盐量／％NaCI content

图3盐胁迫下超氧化物歧化酶(SOD)活性

Fig．3 SoD activity of Mo、MsI、

Ms2 under salt stress
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图4盐胁迫下Na+含量

Fig．4 Na+content ofMo、MsI、

Msz under salt stress

O O．3 0．6 1．0 1．2 1．5

含盐量／％NaCl content

图5盐胁迫下K+含量

Fig．5 K+content of Mo、Ms,，

Ms2 under salt stress

2．4离子含量

随着盐分浓度的增加，3种细胞系中Na+、

Cl一、K+含量均呈不同程度增加(图4～6)，Mo细

胞系的Na+含量增加幅度大于Ms，、Msz细胞系。

无论在无盐条件还是在不同浓度盐分胁迫条件

下，Msl一的K+、Cr含量均高于Mo、Ms2，Ms，r、

Ms。与‘M。差异达到极显著水平，’一Ms-和Ms：之

间差异不显著。分析表明：在无盐条件下，K+／

Na十比Ms2>．，Msl>M畔在W(N aCl≈1．5％，

1／z海水)条件下‘，K+／Na十比Msl，>Ms2>M。，

Ms{、cMs2与M0差异达到极显著，Ms，和Msz之

间差异不显著。， ：i

主
0
趸重
量8I=1

黎毛
毛

含盐量／％NaCl content

图6盐胁迫下Cr含量

Fig．6 CI—content of Mo、MsI、

Msz under salt stress

2。5可溶性蛋白质含量

无盐条件下，Ms，、Ms：可溶性蛋白质含量(图

7)分别为M。的1．59倍和1．44倍，差异较显著；

Ms。与Ms。之间差异不显著。随着盐分浓度的增

加，3种细胞系可溶性蛋白质含量均下降，M。下

降幅度大于其他两者下降幅度，在w(NaCl≈

1．5％，l／2海水)条件下，Ms，、Ms：可溶性蛋白质

含量分别为M。的2．62倍和2．21倍，差异极显

著。Ms。与Ms：之间差异不显著。
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图7盐胁迫下可溶性蛋白质含量

Fig．7 Soluble protein content of Mo、Msl、

Msz under salt stress

2．6可溶性蛋白质SDS—PAGE图谱分析

图8显示：Ms，、Ms：细胞系比M。细胞系多

了两条新多肽，分子量分别为58kD、26kD。26kD

蛋白带表达强度高于58kD蛋白带，Ms。和Ms。
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的58kD蛋白带表达强度与26kD蛋白带表达强

度无显著差异。

图8可溶性蛋白质SDs-PAGE图谱

Fig．8 SDS-PAGWE electrophoresis pattern

3 讨论

3．1愈伤组织耐盐变异系的筛选

愈伤组织无性系建立后，一般用两种方法进

行愈伤组织耐盐变异系的筛选[1 6|。一是直接选择

法，即将愈伤组织直接置于含有高于选择浓度

NaCl的诱导培养基上。这种方法的优点是可减

少形成生理适应细胞，迅速把突变细胞选择出来，

缺点是把一些本来存在的可筛选出的变异淘汰

了；第二种方法是间接选择法，即逐级增加NaCl

浓度，每级浓度培养至数代不等，这样就可获得不

同NaCl水平下产生的耐盐愈伤组织变异系，所选

的耐盐变异系都需要培养在无盐胁迫的培养基上

进行恢复选择。此法的优点是可选出不同级别的

耐盐变异系，而且不易漏掉本来就存在的一些变

异，但缺点是容易产生生理适应的细胞或组织。

本实验采用了第一种方法进行愈伤组织耐盐变异

系的筛选，避免了盐适应细胞的存活，确定了w

(Natl----1．5％，1／2海水)是紫花苜蓿耐盐突变体

的筛选盐份浓度。3种细胞系盐敏性对比结果表

明，突变系耐盐性强于正常细胞系，尽管Ms。与

Ms。有所差异，但差异不显著，说明两者差异是可

能由于生理生化原因所导致。

3．2耐盐细胞系的生理生化基础

在盐胁迫条件下，植物细胞可以通过积累在

渗透上有活性而对细胞无毒的有机物来进行渗透

调节，脯氨酸通常被认为是细胞质中一种渗透调

节物质。在本实验中，Ms，、Ms。细胞系脯氨酸含

量尢论在无盐条件下，还是在盐胁迫条件下均高

于M。，但是随着盐胁迫程度的增加，M。细胞系脯

氨酸含量增加的幅度高于前两者，这与Petrusa

等[1 71关于紫花菖蓿、刘娥娥等⋯关于小麦的研究

结果相一致。盐胁迫下。脯氨酸含量的变化是由

于其合成过程增强而氧化速率下降所造成的。一

般认为，脯氨酸的作用是平衡液泡中的高浓度盐

分，避免细胞质脱水，但关于脯氨酸与盐胁迫之问

的关系迄今仍有争议。Haro【183报道，脯氨酸积累

量与耐盐程度呈负相关，因而认为脯氨酸积累可

能是植物受到盐害的结果。然而，Sanada[1⋯、San—

ta认为n0|，脯氨酸积累是植物为了对抗盐胁迫而

采取的一种保护性措施，本试验结果也支持这种

观点，M。、Ms。、Ms。细胞系脯氨酸含量均随着盐

胁迫程度的增加而增加，说明细胞只是对盐胁迫

的一种适应性反应。

活性氧代谢失调是逆境下需氧生物受害的普

遍表现，也是逆境损伤的重要原因之一。盐胁迫

诱导产生的活性氧若不能被及时清除，就会导致

氧化损伤及其损伤的转移，活性氧在植物体内存

在的时间取决于其抗氧保护体系的活力。植物清

除活性氧的酶主要是超氧化物歧化酶(SOD)，

SOD活性升高能够维持活性氧代谢平衡，保护膜

的结构，因此植物细胞内SOD活性升高无疑会提

高植物的耐盐性。

高等植物的耐盐机制是靠维持细胞质内微环

境的稳定来调节无机离子的种类和数量的。许多

重要的生理参数，如细胞体积、嘭压、细胞内的pH

值、离子强度和阳离子浓度等，都依赖对K+和

Na+的吸收和外排进行调节。目前通过组织或者

细胞培养方法获得的耐盐细胞系的研究较多，但

不同植物耐盐细胞系的离子调节机制却不尽相

同，如长春花耐盐细胞系积累的Na+、C1一比敏感

细胞积累的多[21|，K+／Na+则较小，而耐盐桔细

胞积累的Na+、C1一比敏感细胞积累的多[2 2|，而

K+／Na+则较大。本研究也证明，无论在无盐条

件下，还是在盐胁迫条件下，耐盐细胞积累的

Na+、C1一比敏感细胞积累的多且K+／Na+较大，

说明耐盐细胞已经具有一定的离子累积，其耐盐

性的提高可能与此有一定的关系。

盐胁迫下，植物体内蛋白质含量下降，主要由

于盐抑制了蛋白质的合成和蛋白质水解的缘故。

调渗蛋白是植物在胁迫、脱水或者低水势条件下，

植物在对逆境胁迫适应过程中所产生的一类蛋白

质，这类蛋白可能在降低逆境对植物细胞的伤害

上具有特殊的作用。自Singh N K[221发现25 g／
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kg浓度NaCI溶液诱导烟草培养细胞产生新多肽

后，现已发现马铃薯、豌豆、玉米、大麦、小麦和甜

菜等植物中均存在盐调渗蛋白。笔者得到的耐盐

细胞系比对照细胞系可溶性蛋白质SDS—PAGE

图谱中多出现两条蛋白带，不仅带数发生变化，同

时蛋白质含量也存在着差异。这两条带分别为

58kD、26kD的多肽。在盐胁迫下，研究发现[11|，

烟草、苜蓿、水稻、玉米、大麦、小麦等植物的培养

组织或者再生植株中都发现了分子量为26kD蛋

白质，这个蛋白被认为可能为盐适应细胞所特有

的，本研究结果也证明了在耐盐细胞系中这个蛋

白的存在。因此笔者同样认为植物中的耐盐基因

是普遍存在的，通过诱变可以筛选那些耐盐基因

表达活性提高的细胞系，有机会获得具有较高耐

盐特性的突变体。本实验还发现了耐盐细胞系出

现的分子量为58kD的蛋白质，它与耐盐细胞系的

耐盐性有何种关系，仍需要深入进行研究。仅仅

通过测定耐盐变异系无机盐离子的积累、脯氨酸

含量的增加、蛋白质的变化等生理生化因子不足

以证明它们的基因组发生遗传变异，仍缺少分子

水平的有力证据，笔者正在对耐盐细胞系进行分

化，培养植株后进行DNA分子水平鉴定。
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