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耐盐药蒲公英(Taraxacum officinale Weber)愈伤组织筛 

选及生理生化特性分析 

张新果，陈显扬，姜丹，李银心 

中国科学院植物研究所光合作用与环境分子生理学重点实验室，北京 100093 

摘 要：为获得耐 1．5％ NaC1的药蒲公英(Taraxacum officinale Weber)愈伤组织，以药蒲公英叶片外植体为材料诱导愈 

伤组织 以 NaC1为选择因子，从愈伤组织直接 筛选 。在选择培养基上，大部分愈伤组织褐化死亡，个别褐化死亡的愈 

伤组织周围有少量新的细胞团长出，将其转接到新鲜的选择培养基上，每 3周继代一次，经 3个月继代筛选获得了耐 

1．5％ NaC1的药蒲公英细胞团。以普通愈伤组织为对照，发现随着 NaC1浓度升高，耐盐愈伤组织的相对生长率下降但 

显著高于对照；且随着盐胁迫处理时间延长持续升高，而普通愈伤组织对照几乎停止生长，说明耐盐愈伤组织具有相 

对稳定的耐盐性 在蛋白水平上，耐盐愈伤组织与对 照愈伤组织差异明显，SDS．PAGE分析显示：耐盐愈伤组织比对照 

多出一条 34 kD大小的蛋白带，且 30 kD、18 kD左右的蛋白带明显上调。相同处理条件下耐盐愈伤组织脯氨酸的增加 

幅度高于对照 盐胁迫条件下，耐盐愈伤组织的超氧化物歧化酶(Super oxidase dimutase，SOD)、过氧化物酶(Peroxidase， 

POD)和过氧化氢酶(Catalase，cAT)活性明显高于对照，且随着处理时间的延长和盐浓度的增加呈现升高的趋势，而对照 

则呈现先升高后下降的趋势。结果说明耐盐愈伤组织一方面通过小分子有机溶质如脯氨酸的方式调节其渗透平衡，另一 

方面还可通过提高抗氧化能力降低盐分造成的次级伤害。积累蛋白也可能是耐盐愈伤组织调节渗透平衡的一种方式 

通过生理生化分析确定我们获得的耐盐愈伤组织为耐盐变异体。 

关键词：药蒲公英，组织培养，变异愈伤筛选，耐盐性，活性氧清除剂，渗透平衡 

Selection and Ch ‘ ‘ ‘‘ of Salt tolerant Calli ofelection and aractertzation OI alt-tolerant alli or n 

Taraxacum officinale 
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Abstract：In order to obtain salt—tolerant calli of Dandelion(Taraxacum officinale wleber)，calli were induced from leaf explants of 

Dandelion on Murashige and Skoog’S medium supplemented with 2，0 mg／L 6-benzyladenine and O，5 mg／L 2,4一dichlorophen 

oxyacetic acid With 1．5％ NaCl as selection pressure，most calli became brown and dead，whereas some new cell clusters appeared 

at the edge of the brown calli after 2 tO 3 weeks．The survived cells were picked out and sub—cultured every 3 weeks onto the flesh 

selection medium and salt—tolerant calli were finally obtained through 4 continuous selections on the selection medium supplemented 

with 1．5％ NaC1．Salt—tolerant calli increased steadily under a fixed NaCl stress though their relative growth rate decreased with 
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increased NaCl concentration whereas the control calli which were sub—cultured by 4 continus selctions on salt free medium ceased to 

grow under the same condition This result indicated that the salt—tolerance of the selected calli iS improved and this character iS 

stable．Compared with the contro1．the SDS—PAGE pattern of the salt-tolerant calli had a unique 34 kD protein band．Its 30 kD and 1 8 

kD protein bands were up—regulated．Further more．within the NaCl stress ran ge up tO 1．5％，the activities of antioxidant enzymes 

such as super oxidase dimutase，peroxidase and catalase，and the proline contents of the salt—tolerant calli were higher than those of 

the contro1．The results indicated  that the selected calli with improved and stable salt toleran ce were cell variants．The accumulation 

ofthe organic compatible solutesincluding proteinsandthe enhancedantioxidantcapabilitiesin the salttolerantcalliarethetWOwaysfor 

them to regulate their osmotic homeostasis an d alleviate the secondary reactive oxygen spexies damage respectively． 

Keywords：Taraxacum officinale，tissue culture，variant callus selection，salt—tolerant，ROS scavenger,osmotic homeostasis 

土壤盐渍化是降低农作物产量的主要环境因素 

之一⋯。在耕地面积有限的情况下，开发利用盐荒地 

是 国内外研究的热点，而适宜的耐盐作物品种的选 

择是开发利用盐碱荒地的关键。Shepard 证明植物 

细胞与组织培养中存在大量的体细胞变异，这种变 

异的频率在百分之几到几十之间 J。以大量培养的 

细胞为选择对象，在选择压力下直接进行定 向筛选， 

有可能筛选出耐盐的细胞并再生植株_4]。目前，分离 

突变体的细胞材料包括愈伤组织、悬浮细胞和原生 

质体。其中，愈伤组织虽然有一些缺点，如培养物生 

长慢 、选择压力不均一 、胁迫变异小，个别抗性细 

胞可能 由于周围组织的障碍，失去分裂新细胞的能 

力等；但它是分离突变体最简单的细胞材料，方法 

简便，较易再生获得突变植株_5]。现已筛选出烟草 、 

水稻 、苜蓿 、蕃茄 、芦苇等植物的耐盐细胞变异体 

并再生了植株_6]。 

对植物的抗盐机理的了解是耐盐育种研究工作 

的重要基础 。植物 的抗盐机制非常复杂，是 多种生 

理生化和代谢过程在分子、细胞、组织、器官乃至 

整体植物等多个层面协同作用的结果。植物愈伤组 

织是未分化的细胞团，愈伤组织由于其脱分化特点 

和再分化潜力，是植物细胞生物学 、植物胚胎学 、 

发育和分子生物学等研究的良好基础平台，又由于 

愈伤组织通常具有生长迅速 、繁殖量大 、占用空间 

小 、能够在控制条件下进行工厂化生产的优越性和 

特点，可作为医药生物反应器加以应用，同时胚性 

的愈伤细胞还可用于人工种子生产，因此还是一种 

很好的繁殖体。近年来通过筛选耐盐愈伤组织后比 

较耐盐愈伤组织和对照两者生理生化差异的方法， 

已成为在细胞水平研究抗盐机理的重要手段[7-9]。 

药蒲公英( officinale Weber)，属于菊科蒲公 

英属，是一种重要 的中药材，与该属其他种类相 比 

具有生物量大的特点，还是欧美日等国普遍食用的 

营养保健蔬菜，但抗盐性低，不利于在滩涂盐碱地 

开发利用，利用生物技术提高其抗盐性有望使之成 

为抗盐耐海水蔬菜家族的新成员 刚。 

以往研究大多采用不同浓度的盐处理普通愈伤组 

织的方法分析盐胁迫对愈伤组织的一些生理指标的影 

响。本研究以药蒲公英叶片外植体为材料诱导愈伤组 

织，以 NaC1为选择因子，在适宜的选择压下，对愈伤 

组织进行定向直接筛选，获得耐盐细胞团。通过筛选 

耐盐的愈伤组织，并在此平台基础上，以其为研究对 

象，通过比较耐盐愈伤组织和普通愈伤组织在蛋白表 

达谱上的差异，分析脯氨酸含量和超氧化物歧化酶， 

过氧化物酶，过氧化氢酶等生理指标的变化，探讨其 

耐盐性提高的分子生理基础。 

1 材料与方法 

1．1 植物材料 

实验材料为温室栽培的药蒲公英 ( officinale 

Weber)，种子购自意大利 SAIS公司。温室种植条件： 

白天温度为 25～30。c，夜间温度为 18～20。c，相对湿 

度为 60％～80％。 

1．2 实验方法 

2 1 药蒲公英愈伤组织的诱导和继代培养 

剪取温室 中生长 20～30 d的药蒲公英的叶片， 

常规消毒(70％酒精消毒 30 S，无菌水冲洗 1次，5％ 

NaC10消毒 8 min，无菌水冲洗 3次)，之后剪成 1 cm 

左右的小片，以此为外植体接种到愈伤诱导培养基 

上，15 d后开始出现愈伤组织，30 d后叶片边缘有大 

量的愈伤组织产生。将愈伤组织移至继代培养基上 

进行继代培养。 

以 MS⋯】为基本培养基。 

愈伤诱导培养基 和继 代培养基相 同 ]：MS+ 
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2 ． 0 m g ／L 6 - B A + 0 ． 5 m g ／L 2 ，4 一 D ， p H 5 ． o

、2 怎 药 藻 公 英 耐 盐 变 异 体 的 筛选

( 1 ) 耐 盐 愈 伤 组 织 筛 选 的 临 界 盐 浓 度 的确 定 ：

将 继 代 4 次 的 愈 伤 组 织 切 成 0 ． 5 c m 左 右 的 小 块 分 别

接 种 到 含 0 ％ 、 0 ． 5 ％ 、 1 ． 0 ％ 、 1 ． 2 ％ 、 1 ． 5 ％ 、 2 ． O％ N a C l

的 继 代 培 养 基 中 ， 每 个 浓 度 8 瓶 ， 每 瓶 8 ～ 1 0 块 愈 伤

组 织 。 培 养 1 0 d 、 1 8 d 、 2 6 d 后 ， 统 计 愈 伤 组 织 的 相

对 生 长 率 。 确 定 筛 选 耐 盐 愈 伤 组 织 的盐 浓 度 。 根 据

公 式 R G R = (F W f - F W i )／F W i 计 算 出 愈 伤 块 在 各 种 处

理 培 养 基 上 的 相 对 生 长 率 (R e l a t i v e g r o w t h r a t e ，

R G R ) ，
F W f 表 示 测 定 时 的 愈 伤 组 织 鲜 重 ，

F W i 表 示 愈

伤 组 织 的 原 始 重 量 。

(2 ) 耐 盐 愈 伤 组 织 的 筛 选 ： 将 继 代 4 次 (每 3 周

继 代 1 次 ) 的 愈 伤 组 织 转 到 含 1 ． 5 ％ N a C l 的 培 养 基 上 ，

3 周 继 代 1 次 ， 继 代 4 次 后 ， 获 得 耐 1 ． 5 ％ N a C l 的 愈

伤组 织 ， 将 其 转 到 无 盐 和 含 1 ． 5 ％ N a C l 的 培 养 基 交

替 培 养 (继 代 4 次 ， 每 3 周 继 代 1 次 ) ， 然 后 将 其转 到

无 盐 的 愈 伤 继 代 培 养 基 上 扩 增 培 养 2 个 月 。

将 普 通 愈 伤 组 织 和 在 无 盐 的 愈 伤 继 代 培 养 基 上

扩 增 培 养 两 个 月 后 的 耐 盐 愈 伤 组 织 分 别 接 种 到 含

0 ％ 、 0 ． 5 ％ 、 1 ％ 和 1 ． 5 ％ N a C l 的继 代 培 养 基 上 ， 培 养

2 周 ， 测 定 愈 伤 组 织 的 鲜 重 ； 另 一 部 分 耐 盐 愈 伤 组 织

和 对 照 愈 伤 组 织 接 种 到 1 ％ N a C l 培 养 基 上 培 养 4 周 ，

每 周 测 1 次 鲜 重 。 将 所 得 的 数 据 作 愈 伤 相 对 生 长

率 曲线 ， 比 较 愈 伤 组 织 的 相 对 生 长 率 以 确 定 耐 盐 愈

伤 组 织 细 胞 的 耐 盐 性 及 耐 盐 稳 定 性 。 作 生 长 量 测 定

时 ， 每 种 愈 伤 组 织 每 个 处 理 接 种 6 瓶 ， 每 瓶 接 种

8 ～ 1 0 块 。

、2 3 药 藻 公 英 耐 1 s ％ N a C l 愈 伤组 织 的 生 理 生 化

指 标 溺 定

耐 盐 愈 伤 组 织 分 别 放 到 含 0 ％ 、 0 ． 5 ％ 、 0 ． 8 ％ 、

1 ％ 、 1 ． 5 ％ N a C l 的 培 养 基 上 ， 分 别 处 理 4 d 、 8 d 、 1 2

d 、 1 6 d 后 进 行 抗 氧 化 酶 活 性 测 定 ， 分 别 处 理 2 d 、 4

d 、 6 d 、 8 d 后 进 行 脯 氨 酸 含 量 测 定 。 提 取 在 无 盐 培

养 基 上 生 长 2 个 月 的 耐 盐 愈 伤 组 织 和 对 照 愈 伤 组 织

总 蛋 白进 行 S D S ， P A G E 检 测 。

、。2 。4 嗣 盐 愈 伤 组 织 总 蛋 白 的 提 取

提 取 方 法 参 照 沈 世 华 等 的 T C A 法 【1。1
， S D S ．

P A G E 采 用 1 2 ． 5 ％ 的 分 离 胶 和 4 ％ 的 浓 缩 胶 (S E 6 0 0

R U B Y 电泳 仪 ， G E H e a l t h c a r e ) ， 染 色 采 用 改 进 的 胶

体 考 染 法 【1钔
， 图像 扫 描 采 用 I m a g e S c a n n e r l a b s c a n 扫

描 仪 (G E H e a l t h c a r e ) 。 蛋 白分 子 标 准 (M )为 低 分 子 量

标 准 蛋 白质 ， 购 自北 京 T i a n g e n 公 司 。

～2 。5 S O D 、 P O D 和 C A T 活 性 溅 定

分 别 参 考 N B T 法 ‘’引

， 愈 创 木 酚 法
‘’刚

， B e e r s a n d

S i z e r 的 方 法
l l ”

。

、。2 。6 摘 氨 酸 溅 定

参 照 酸 性 茚 三 酮 法
‘’引

。

1 ． 2 ．7 统 计 分 析 方 法

采 用 S P S S l 3 ． 0 (f o r w i n d o w s )软 件 包 进 行 多 重 数

据 比较 统 计 分 析 。

2 结果

2 ． 1 药 蒲 公 英 愈 伤 组 织 的 诱 导 和 耐 盐 愈 伤 组 织 的

筛 选

2 ． 1 ． 1 稳 盐 愈 伤 组 织 的 诱 导

将 温 室 中生 长 2 0 ～ 3 0 d 的 药 蒲 公 英 的 叶 片 放 到

愈 伤 诱 导 培 养 基 上 ， 1 5 d 后 在 叶 片 的周 围开 始 出现

愈 伤 组 织 ， 3 0 d 后 在 叶 片 周 围有 大 量 的 愈 伤组 织 产

生 ， 将 愈 伤 组 织 切 下 放 到 愈 伤 继 代 培 养 基 上 扩 增 ，

以 备 筛 选 耐 盐 愈 伤 组 织 使 用 。 图 1 为药 蒲 公 英 叶片在

愈 伤诱 导 培 养基 上 培 养 2 0 d 的愈伤组 织 诱 导情 况 及 继

代 扩 繁培 养情 况 。 愈伤组 织 诱 导 频 率 为 1 0 0 ％ 。

图 1 愈 伤 组 织 的 诱 导

F i g ． 1 C a l l i w e r e i n d u c e d f r o m l e a f d i s c s o f 2 0 - 3 0 d a y s o l d

p l a n t o f d a n d e l i o n

A ：l e a f d i s c s o n c a l l u s i n d u c t i o n m e d i u m f o r 2 0 d a y s ；B ：c a l l i o n

c a l l u s i n d u c t i o n m e d i u m

2 ． 1 。2 筛选 药蒲公 英 嗣 盐 愈 伤组 织 临 界 盐 浓 囊 的确 定

N a C l 筛 选 浓 度 的 确 定 是 进 行 耐 盐 细 胞 筛 选 的

关 键 。 若 N a C l 选 择 压 力 (浓 度 )过 高 则 可 能 杀 死 变 异

的 细 胞 ， 若 选 择 压 力 过 低 则 会 增 加 获 得 假 阳 性 变 异

细 胞 的几 率 ， 因 此 需 要 确 定 一 个 适 宜 的 临 界 N a C l 浓

度 来 筛 选 耐 盐 愈 伤 组 织 。 临 界 浓 度 通 常 为 半 致 死 以

上 浓 度 。 从 图 2 看 出 ， 0 ． 5 ％ N a C I 对 愈 伤 组 织 生 长 的

抑 制 作 用 并 不 显 著 ，
1 ． 0 ％ 及 更 高 浓 度 的 N a C I 则 明显

抑 制 愈 伤 组 织 的 生 长 ， 其 中 1 ． 5 ％ 和 2 ． 0 ％ 处 理 2 6 d

后 ， 愈 伤 块 因 严 重 失 水 而 皱 缩 ， 并 且 大 部 分 发 生 褐
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D i ff e r e n t t i m e (w e e k s )

图 4 耐 盐 愈 伤 组 织 和 对 照 愈 伤 组 织 在 1 ％ N a C ! 培 养 基

上 的 相 对 生 长 率

F i g ． 4 E f f e c t s O f 1 ％ N a C l a t d i f f e r e n t t i m e s o n s a l t

t o l e r a n t c a l l i a n d n o r m a l c a l l i g r o w t h

R G R ：r e l a t i v e g r o w r a t e ；c k s t ： c o n t r o l c a l l i o n m e d i u m w i t h 1 ％

N a C l ： s t c s t ： S a l t t o l e r a n t c a l l i o n m e d i u m w i t h l ％ N a C l ；c k n s t ：

c o n t r 0 1 c a l l i o n n o r m a l m e d i u m

图 5 耐 盐 愈 伤 组 织 ( 1 ．5 T )$ n 对 照 愈 伤 组 织 (C K )分 别 在 不

同 盐 浓 度 培 养 基 上 培 养 2 周 的 相 对 生 长 率

F i g ． 5 E f f e c t s o f d i f f e r e n t N a C ! c O n c e n t r a t i O n s o n t h e

g r o w t h o f s a l t - t o l e r a n t c a l l i a n d n o r m a l c a l l i

图 6 耐 盐 愈 伤 组 织 和 对 照 愈 伤 组 织 的 总 蛋 白 电泳 图

F i g ． 6 1 - D E g e l p a t t e r s o f p r o t e i n s e x t r a c t e d f r o m s a l t

t o l e r a n t c a l l i a n d n o r m a l c a l l i

1 ：p r o t e i n s e x r t r a c t e d f r o m s a l t — t o l e r a n t c a l l i ；2 ：p r o t e i n s e x t r a t e d

f r o m n o r m a l c a l l i ；M ： m o l e c u l a r w e i g h t m a r k e r s

J o u r n a ls ． im ． a c ． o n

2 ． 4 在 盐 胁 迫 下 耐 盐 愈 伤 组 织 积 累脯 氨酸

在 盐 胁 迫 下 耐 盐 愈 伤 组 织 积 累 脯 氨 酸 是 其保持

渗 透 平 衡 的 一 种 方 式 ， 因 此 盐 胁 迫 条 件 下 脯 氨 酸 含

量 是 否 增 高 通 常 作 为 抗 盐 调 节 能 力 大 小 的标 识 。 从

图 7 可 以 看 出处 理 时 间 或 盐 浓 度 一 定 时 ， 耐 盐 愈 伤

组 织 的 脯 氨 酸 含 量 随 着 N a C I 浓 度 的 升 高 或 处 理 时

间 的 增 加 都 呈 现 升 高 的 趋 势 。 相 同处 理 条 件 下 ， 耐

盐 愈 伤 组 织 的脯 氨 酸 含 量 高 于 对 照 愈 伤 组 织 。

，
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图 7 不 同 时 间 不 同 N a C I 浓 度 处 理 下 ，单位 耐 盐 愈 伤 组 织

中 的 脯 氨 酸 含 量

F i g ． 7 E f f e c t s o f s a l i n i t y o n p r o l i n e c o n t e n t s o f s a l t

t o l e r a n t c a l l i

E a c h v a l u e r e p r e s e n t s t h e m e a n o f t h r e e i n d e p e n d e n t

r e p l i c a t e s ± S ． E ．

对 照 愈 伤 组 织 在 处 理 时 间 低 于 或 等 于 6 d 时 ，

随 着 处 理 时 间 或 处 理 盐 浓 度 的 增 加 ， 脯 氨 酸 含 量 呈

现 上 升 的趋 势 ； 当处 理 时 间 为 8 d 时 ， 随 着 盐 浓 度 的

增 加 ， 脯 氨 酸 含 量 先 升 高 后 降低 ， 说 明第 8 天 1 ． 5 ％

N a C I 处 理 时 ， 对 照 愈伤 组 织 已 受到 N a C l 胁 迫 的伤 害 。

2 ． 5 耐 盐 愈 伤 组 织 抗 氧 化 能 力增 强

抗 氧化 酶 (S O D ， P O D 和 C A T )活 性 随 着 N a C l 胁

迫 浓 度 的 升 高 和 胁 迫 时 间 的 增 加 而 增 强 。

盐 胁 迫 会 诱 导 植 物 体 内产 生 活 性 氧 (R e a c t i v e o x y g e n

s p e x i e s ， R O S )
¨引

， 损 害 细 胞 膜 并 破 坏 细 胞 的 正 常代

谢 【2 m

， 造 成 对 植 物 的 次 级 伤 害 。 为 了 避 免 伤 害 ， 植 物

体进 化 出 了 一 系 列 的 防御 系 统 来 清 除 或 减少 R O S 。

因 此 盐 胁 迫 条 件 下 植 物 体 内抗 氧 化 酶 活 性 的 高 低 是

反 映 植 物 抵 御 N a C I 胁 迫 引 起 的 次 级 伤 害 能 力 大 小

的 指 标 。 在 植 物 对 膜 脂 过 氧 化 的 酶 促 防 御 系 统 中 ，

S O D 、 P O D 和 C A T 等 都 是 非 常 重 要 的 保 护 酶 。 从 图

8 ～ 1 0 可 以 看 出 ： 处 理 时 间 或 盐 浓 度 一 定 时 ， 耐 盐 愈

伤 组 织 的 S O D 、 P O D 和 C A T 活 性 随 着 N a C l 浓 度 的
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升高或处理 时间的增加呈现升高的的趋势，表明耐 

盐愈伤组织可以增加足量的抗氧化酶活性以清除盐 

胁迫产生的活性氧(ROS)。而对照愈伤组织在处理 8 

天以内时，其酶活性随着盐浓度 的增加而升高，时 

间超过 8 d后，随着盐浓度的增加酶活呈现先升高 

后下降的趋势，亦即盐浓度低于 0．8％时，酶活性随 

着处理时间的增加而增加，当盐浓度高于或等于1％ 

时，酶活性随着处理时间的增加呈现先上升后下降 

的趋势，第 12天时达到最大值(唯一例外的是 1．5％ 

NaC1处理对照时，其 SOD酶活第 8天就达到最大 

值)，表明在 12 d以前，对照愈伤组织体内增加的抗 

氧化酶足以清除活性氧的增加量，12 d以后增加的 

抗氧化酶不足以将胁迫产生的 ROS清除，积累的 

ROS 量逐渐增加，对植物体细胞膜造成伤 害I2”， 

进而影响到抗氧化酶活性 。 

4d 8d I 2d I6d 

Different NaCI concentrations(％)and different time 

图 8 在不同时间不同 NaCI浓度处理下，耐盐愈伤组织 

和对照愈伤组织的 SoD酶活·性变化 

Fig．8 SOD activities of salt．tolerant calli and normal calli 

under different NaCl c0ncentrati0ns at diff rent time 

Each value represents the mean of three independent 

measurements±S．E． 

≥ 

g 

一  

； 
_： 

e  

0 
口_ 

Dif_rerent NaCI concentrations(％)and different time 

图 9 在不同时间不同 NaCI浓度处理下。耐盐愈伤组织 

和对照愈伤组织的 PoD酶活。性变化 

Fig．9 POD activities of salt-tolerant calli and normal calli 

under different NaCl c0ncentrati0ns at different tim e 

Each value represents the mean of three independent 

measurements±S．E． 

Different NaC1 concentrations(％)and different time 

图1O 在不同时间不同 NaCI浓度处理下，耐盐愈伤组织 

和对照愈伤组织的 CAT酶活。性变化 

Fig．10 CAT activities of salt-tolerant calli and normal 

calli under different NaCl c0ncentrati0ns at diff rent time 

Each value represents the mean of three independent 

measurements±S．E． 

在 1．5％NaC1处理时，对照愈伤组织的 SOD酶 

活在 8 d时酶活上升到最高，其达到最大值的时间 

早于 POD和 CAT，可能是 SOD对盐胁迫的响应早 

于 POD，这与 SOD催化 02一产生 H2O2，POD 清除 

H202这一反应顺序保持一致。在相同处理条件下， 

耐盐愈伤组织的抗氧化酶活明显高于对照。 

3 讨论 

获得耐盐愈伤组织的途径一般有两种，一是直 

接筛选 ；二是逐级筛选 。本实验用直接筛选 的 

方法筛选 出了耐 1．5％ NaC1的药蒲公英愈伤组织， 

它 们可 能是 愈伤 组织 细胞在 生长 过程 中产 生 了 

变异。 

为防止盐分的渗透胁迫对植物的伤害，植物体 

内会合成一些相应的渗透调节物质，如：脯氨酸、甜 

菜碱、糖醇等【2剞。作为渗透调节物质的脯氨酸具有 

降低渗透势，维持膨压，稳定膜结构和保护酶功能 

的作用。脯氨酸含量的提高是细胞在盐胁迫下的一 

种保护性反应 ．25】。NaC1胁迫除了对植物造成渗透 

胁迫伤害外，还会对植物造成氧化伤害。在正常情 

况下，植物细胞中存在着自由基的产生和消除的动 

态平衡过程。在盐胁迫下，植物的光合磷酸化和呼 

吸代谢被抑制，细胞内包括 HO·和 02一等的 ROS大 

量积累，自由基 的产生和消 除过程的平衡被破坏， 

从而诱发细胞的膜脂过氧化，对植物造成次生氧化 

伤害I 们。SOD、CAT和 POD等保护酶类在植物体 

内协同作用，在逆境胁迫 中清除过量的活性氧，维 
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持活性氧的代谢平衡、保护膜结构，从而使植物在 

一 定程度上忍耐、减缓或抵御逆境胁迫伤害 刚。 

本实验通过耐盐性分析鉴定证明耐盐愈伤组织 

耐盐性比对照强且具有相对稳定性。SDS—PAGE检 

测表明，耐盐愈伤组织在蛋 白水平上与对照差异明 

显；同时，从生理角度分析 了耐盐愈伤组织的抗氧 

化酶活性 ，渗透调节物质脯氨酸含量 的变化，以进 

一 步确认获得的耐盐愈伤组织为变异愈伤组织并探 

究其耐盐的生理基础。耐盐愈伤组织不同于对照的 

蛋白谱带，以及比对照高的脯氨酸含量、抗氧化酶 

活性(图 7-lO)，说 明了本实验获得 的耐盐愈伤组织 

为耐盐变异愈伤组织。 

从图 7中可以看出，随着 NaC1浓度的增加或处 

理时间的延长，单位耐盐愈伤组织的脯氨酸含量逐 

渐上升。这些实验结果显示，耐盐愈伤组织可能通 

过积累脯氨酸调节其抗盐能力 。同时，耐盐愈伤组 

织的蛋 白表达量增加，该结果意味着通过增加细胞 

中蛋 白积 累调节细胞渗透压，有可能也是耐盐愈伤 

组织抵抗盐胁迫的一种方式 。从 图 8～l0中可 以看 

出：随着 NaC1浓度的升高或处理时间的延长耐盐 

愈伤组织 的 SOD、POD、CAT活性呈现升高 的的趋 

势，表明耐盐愈伤组织体内可以提高抗氧化酶活性 

以清除盐胁迫产生的活性氧(ROS)。而对照愈伤组 

织，当盐浓度高于或等于 1％处理时间大于或等于 

12 d时，其抗氧化酶活性开始下降，表明对照愈伤 

组织抗氧化酶活性 提高的幅度不足 以将胁迫产生 

的 ROS清除，对照愈伤组织受到盐胁迫引起的次 

级氧化胁迫伤害 。 

另外，获得的耐盐愈伤组织在无盐和含 1．5％ 

NaC1的培养基上交替培养后(继代4次，每 3周继代 

1次)，在含盐培养基上耐盐愈伤组织能够稳定生长， 

经过再生获得了耐盐再生植株。 

综上所述，本实验筛选获得的耐盐愈伤组织是 

耐盐变异体，下一步 的工作，首先是在含盐培养基 

上获得再生的耐盐植株，在蛋白和分子及生理水平 

上鉴定其耐盐性，确定其为耐盐变异体；然后在含 

盐培养基上继续筛选耐盐变异体后代，确定其耐盐 

的遗传稳定性，便于大田推广应用；同时，需要鉴 

定药蒲公英耐盐植株后代的倍性，以便了解和确定 

其耐盐优良性状在后代中保持下去的方式，最终确 

定其为耐盐突变体。 
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我单位 《生物工程学报》等 4种期刊论文数据库制作完成并上网 

为提高期刊的显示度，加强对历史文档的整理、保护和利用，更好地为科研人员提供信息服务，中国科 

学院微生物研究所期刊联合编辑部历时近 1年，将包括 《生物工程学报》、《微生物学报》、《菌物学报》、《微 

生物学通报》等4种期刊自第 1卷第 1期开始，全部逐页扫描、分类检索，进行数字化制作，建成了回溯文 

档全文数据库，共计 130卷 620余期，约 1万多篇论文。由于年代久远，很多版本已成孤本，搜集整理及制 

作工作耗时半年多，目前已全部完成，并已上传至各编辑部网页供所有读者免费浏览下载。读者只要输入题 

目、关键词、年卷期、作者、单位等信息，就可以方便地检索出四刊发表过的全部相关文章。 

此外，2008年起，我所四刊将采用 Open Access(开放存取)模式出版，各刊当期新发表的文章将先于印 

刷版在网上全文发布，以利信息的更快传播，提高文章的阅读量和被引频次。 

欢迎浏览下载，欢迎投稿。请登录期刊联合编辑部网址：http：／／journals．im．fie．cn。 
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