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鞘氨醇和水分胁迫对紫花苜蓿 

愈伤组织培养的影响 

郑晓洁， 蒋继志， 廖祥儒， 杨 磊， 苑博华 
(河北大学 生命科学学院，河北 保定 071002) 

摘要：研究了低于 0．1 mg／L的不同浓度鞘氨醇处理对苜蓿子叶愈伤组织诱导及在干旱胁迫中的影响。结果表 

明，在15 d内该浓度范围的鞘氨醇明显抑制苜蓿愈伤组织形成，但 30 d时，经鞘氨醇处理的愈伤组织诱导率与 

对照的无明显差异。继代培养时，供试不同浓度的鞘氨醇均明显降低细胞抗坏血酸过氧化物酶(APX)和过氧化 

物酶(P()D)活性，但 0．06 mg／L的鞘氨醇处理显著提高了POD的活性 ，在处理后 15 d PO D活性比对照增加了约 

2倍；不同浓度的鞘氨醇均使过氧化氢酶(cAT)活性大幅度升高，0．02 mg／L处理后 15 d CAT活性增加了约 8 

倍。在不同浓度聚乙二醇(PEG)胁迫下，鞘氨醇处理后紫花苜蓿愈伤组织中的过氧化物酶活性有所升高。 
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Effect of sphingosine and the water stress on 

callus culture of M edicago sativa L． 

ZHENG Xiao-j ie，JIANG Ji—zhi，LIAO Xiang—ru，YANG Lei，YUAN Bo-hua 
(College of Life Sciences，Hebei University，Baoding 071002，China) 

Abstract：Effects of the different concentrations of sphingosine bebw 0．1 mg／L on the induction of 

the callus and the drought stress of Medicago sativa L．were investigated．The experiment results 

showed that this range of concentration of sphingosine have no effect on the induction of the callus， 

and in 15 d the induction rates of the treated callus are lower than that of the check．control but in 

30 d，there are not wide gaps between the induction rates of the treated callus with sphingosine and 

that of the check．Control group during the subculturing，sphingosine reduced the activity of POD 

and APx．but the treatment of 0．06 mg／L sphingosine promoted the activity of P0D after 15 days． 

the activity increased by about 200％ ：and different concentrations of sphingosine promoted the 

activity of CAT by a big margin．The treatment of 0．02 mg／L sphingosine．after 15 days．the 

activity of CAT increased by about 800％ ．We treated callus of alfalfa with spingosine．and water— 

stressed using polyethylene glycol(PEG)as the stress reagent，the result showed that the activity of 

pe roxides were higher than the untreated． 

Key words：sphingosine；water stress；Medicago sativa L．；callus；enzyme activity 

脂类物质长期以来一直被人们认为只是细胞膜 

上的一种惰性物质，但愈来愈多的研究报道指出脂 

类在细胞信号传导中具有重要作用。近年来，又有 
一

种新的脂类——鞘脂类被证明具有多种生理活性 
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作用，并引起了广泛关注。国外已有研究表明，作为 

鞘脂家族基石的鞘氨醇本身就充当着细胞中的信息 

物质。既可作为一种丝裂原，促进细胞的增殖u ，又 

可介导细胞生长停止L2 J，同时对细胞的迁移、凋亡具 

有调节作用L3]。一般认为，低浓度的鞘氨醇刺激动 

物细胞生长，但高浓度有毒。鞘脂类也参与调节植 

物对环境胁迫的适应，如在植物对干旱胁迫、冷胁迫 

的反应中具有一定作用L4 J。此外，鞘脂类还参与植 

物与病原体之间的相互作用，如真菌脑苷脂能够介 

导植物的过敏性反应、使植物抗毒素累积、并与大多 

数鞘脂类化合物一样，还可诱导植物的自身防御反 

应、增强抗病性等 J。但国内在这方面的研究未见 

报道，本研究就鞘氨醇对苜蓿子叶愈伤组织诱导及 

其在干旱胁迫中的作用进行初步探讨，为利用鞘脂 

类物质通过组织培养培育新的苜蓿抗性品种、以及 

深入了解鞘脂类物质在植物信号传导中的分子机制 

提供理论基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

以山东莱阳农学院提供的紫花苜蓿(Medicago 

sativa L．)品种金皇后种子为试验材料。 

1．2 方法 

1．2．1 愈伤组织的诱导 挑选籽粒饱满的紫花苜 

蓿种子，用 0．1％的升汞溶液消毒 10 min，无菌水冲 

洗 3～4次，无菌种子植入 MS基本培养基中(10 g 

琼月旨，pH=5．8)，于(26±2)℃的条件下培养，每 日 

用漫射光照射 12 h，培养 1周后即可得到无菌幼苗。 

将无菌幼苗的子叶切割成 0．5 cm见方的切块 ，接种 

于附加不同浓度鞘氨醇的改良MS固体培养基(MS 

+2 mg／L 2，4一D+30 g／L蔗糖 +10 g／L琼脂，pH 

=5．8)中(培养条件同前)，培养 20 d左右即可得到 

愈伤组织。 

1．2．2 愈伤组织的继代培养及酶活性测定 将诱 

导期不经鞘氨醇处理而形成的愈伤组织嫩绿、松脆 

部分切成 1 mm3左右的小块分别转移到附加不同 

浓度的鞘氨醇(0．02、0．04、0．06、0．08、0．1 rag／L) 

MS培养基中进行继代培养，以不加鞘氨醇的处理 

为对照。一般以15 d为一个继代周期，每 3 d进行 
一 次测定。 

过氧化物 酶(POD)活性测定采用愈创木 酚 

法L6 ；过氧化氢酶(CAT)活性测定按李柏林和梅慧 

生的方法L7 ；抗坏血酸过氧化物酶(APX)活性测定 

按照ASADAL8 和徐朗莱等-9 的方法。 

实验先后重复 3次，每次各有 3次重复，取平均 

值统计分析。 

1．2．3 鞘氨醇和 PEG预处理愈伤组织 选取继代 

两次的愈伤组织，切成 4 CITI见方的小块，用含聚乙 

二醇(PEG一6000)和鞘氨醇的MS培养基进行渗透 

胁迫处理，PEG浓度分别为 30 mg／L和 18 mg／L，鞘 

氨醇浓度分别为 0．06 mg／L和 0．1 mg／L，对照 MS 

培养基，重复 3次。处理 72 h后进行 POD活性的 

测定。 

2 结果与分析 

2．1 鞘氨醇对紫花苜蓿愈伤组织诱导的影响 

苜蓿子叶外植体培养 4 d后，在附加不同浓度 

鞘氨醇的 MS1、MS2、Ms3、MS4、MS5、MS6 6种诱 

导培养基上均可观察到少数愈伤组织开始形成。随 

着进一步培养，愈伤组织不断增大，且成半透明团 

块，比较松软。分别在培养 15 d和30 d时统计愈伤 

组织诱导率。由表 1可看出，诱导 15 d，鞘氨醇对苜 

蓿子叶愈伤组织的诱导具有一定的抑制作用，但并 

不呈浓度依赖关系，以 0．06 mg／L鞘氨醇处理的效 

果稍明显；诱导 30 d后，经鞘氨醇处理的愈伤组织 

诱导率基本处于相同水平，且与对照无较大差异。 

表 1 鞘氨醇对紫花苜蓿愈伤组织诱导的影响 

Table 1 Effect of sphingosine on callusinduction ofMed／cago sativa L． 
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2．2 愈伤组织继代培养过程中酶活性的测定 

从图 l可以看出，P0D活性，l～2 d对照组的 

活性和其它 4种浓度的酶活性基本相同，且基本稳 

定；2 d后只有0．06 mg／L浓度处理的活性明显高于 

对照组(P<0．05)，而且呈明显上升趋势，其他处理 

的都开始下降而且要 比对照组 的酶活性低。但 

0．02 mg／L浓度处理的活性和对照组的变化趋势相 

同，有缓慢下降的趋势；0．04 mg／L浓度和0．1 mg／L 

浓度的活性 3 d后基本趋于稳定。 

CAT活性，l～3 d时对照组和其它 4种浓度的 

酶活性基本相同，之后对照组的活性开始呈现缓慢 

下降的趋势，且 比其他浓度的活性要低，0．02 rag／ 

L、0．06 mg／L和0．1 mg／L浓度的活性开始呈现明 

显上升趋势，而 0．04 mg／L浓度的活性先上升后趋 

于稳定。 

APX活性，l～3 d时对照组的酶活性明显要高 

于其他浓度的活性(P<0．05)，之后对照组呈现明 

显下降趋势，4 d时仍略高于其他组，5 d达到最低， 

且比其他组的活性要低；0．02 mg／L、0．04 mg／L和 

0．1 mg／L浓度的活性在 1～3 d时呈缓慢下降趋势， 

3 d时达到最低，后又开始上升；0．06 mg／L浓度的 

活性在 l～3 d呈现缓慢上升趋势，3 d时达到最高， 

后又开始下降。 

2．3 鞘氨醇和 PEG对紫花苜蓿愈伤组织 POD活 

性的影响 

由表 2可见，以 PEG作为渗透胁迫剂时，POD 

活性随 PEG浓度增加逐渐升高。在外源鞘氨醇 

(O．06 mg／L和0．1 mg／L)和 PEG共同处理的72 h， 

苜蓿愈伤组织 POD活性均较相应的对照组有所增 

强。认为胁迫 72 h，PEG和鞘氨醇对苜蓿愈伤组织 

中的过氧化物酶有一定的激活效应。 

表 2 鞘氨醇和 PEG处理对苜蓿 

愈伤组织 POD活性的影响 

Table 2 Effect of sphingosine and PEG on the activity 

of POD in Medicago sativa L．callus 

处理 

Treatments 

POD活性／ 

(U·m4g 蛋白) 

Activity ofPOD 

CK 

PEG 18 m L 

PEG 30 m L 

SPH 0．06 mg／L+PEG 18 mg／L 

SPH 0．1 mg／L+PEG 18 mg／L 

SPH 0．06 mg／L+PEG 30 mg／L 

SPH 0．1 mg／L+PEG 30 mg／L 

0．43±0．08 

0．46±0．10 

0．5l±0．13 

0．52±0．11 

0．73±0．15 

0．62±0．15 

0．85±0．07 

注：1u=0．001 0lD／min的酶量 

3 讨论 

本研究结果表明，低于0．1 mg／L浓度的鞘氨醇 

在一定程度上不会影响苜蓿愈伤组织的生长。鞘氨 

醇是蛋白激酶 C(PKC)的有效抑制物。现已有研究 

证实植物中确实含有 PKC，但有关植物 PKC在植 

物生长发育中的作用还有待于进一步探讨-1。。。鞘 

氨醇可以刺激人胰腺癌细胞株 JF305的增殖，且呈 

浓度依赖性(O．5～ 2 t~mol／L) 。本试验在没有大 

于0．1 mg／L的浓度处理下研究 ，所以鞘氨醇在植物 

体中的作用范围是否与在动物体中的作用相同，这 

还有待进一步的研究探讨。 

水分胁迫下抗氧化酶活性高低在一定程度上反 

映了植物抵抗干旱的能力强弱。POD也是干旱胁 

迫下植物体内的一种抗氧化酶，干旱胁迫下常依靠 

其活性的增强来清除或分解植物体 内 自由基 和 

H，O2，防止和减少脂质过氧化的发生，对植物起到 

保护作用。由 POD活性的大小判断植物抗旱性强 

弱，认为POD活性愈强，植物愈抗旱。 

本研究材料是在加入 PEG渗透胁迫时同时添 

加了一定浓度的鞘氨醇处理，在干旱胁迫时可能会 

导致部分酶的活性发生变化。 

凸0 -，0 Î苗《 
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本研究在胁迫 72 h时，加入鞘氨醇的处理中 

P0D活性均较其他处理组及对照组的活性要高，可 

能随着干旱胁迫进程的发生，POD活性变化复杂， 

但结果显示，胁迫 72 h鞘氨醇在一定程度上进一步 

增强了P0D这种保护酶的活性。同时，经鞘氨醇处 

理的苜蓿愈伤组织在生活力、长势等方面也显示比 

对照的好。推测鞘氨醇作为一种信号分子在愈伤组 

织诱导阶段可能激发了某种防御机制，或是增强了 

苜蓿在渗透胁迫下对 Q一的消除能力，但在以 PEG 

作为渗透胁迫剂时，是鞘氨醇与其相互作用共同使 

酶活性发生变化，还是鞘氨醇单独来完成这种保护 

作用的机理尚待进一步深入研究。 
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