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!"#胁迫对不同培养方式下金发草愈伤组织再生能力的影响
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摘 要 在静置液体培养和振荡液体培养方式下，研究了聚乙二醇（EGW）胁迫对金发草［?(1($+/"%*)5 4+$#0%)5（\+7(）Y+->］愈
伤组织的再生能力和游离脯氨酸（NRE,&）积累的影响。发现金发草愈伤组织具有较高的耐 EGW胁迫能力，培养方式与 EGW胁
迫对其再生抑制上存在时间与程度两个方面的表现。振荡培养方式主要表现为延迟再生时间，而 EGW胁迫则主要表现为降
低再生频率。两种培养方式都能使愈伤组织在 EGW胁迫下发生 NRE,&积累，NRE,&含量随 EGW浓度的增加和培养时间的增长
而升高。去胁迫后，大部分愈伤组织都能够恢复再生能力，NRE,&可能在抑制和恢复过程中作用较复杂。因此，在利用愈伤组
织筛选抗旱植株时，EGW浓度应在 "## A·\] I以上，处理时间 "周以上，静置培养更有利于抗旱突变体的筛选。
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岩生植物金发草［!"#"$%&’()*+ ,%$-.(*+（!"#$）
%"&’$］属禾本科（()"#*+,",）多年生草本植物，广布
于我国华南、华中、西南及印度半岛、中南半岛至大

洋洲［-］。其外形优美、耐干旱、耐贫瘠及能够适应复

杂多样的环境的特性正被开发为园林绿化植物和许

多逆境生态恢复的先锋物种［.］。为了更好地开发利

用金发草，除了对其形态学、生态学、快速繁殖和遗

传多样性等方面［. / 0］的研究外，筛选更加耐旱耐贫

瘠的金发草品种（系）也是极为重要的方面。

利用体外组织培养技术筛选体细胞无性系突变

体是筛选耐旱植株的一种有效方法［1］。在耐旱突变

筛选中，多以聚乙二醇（2345,6754,+, 845&34，9:(）为
诱导剂和筛选剂。高分子量的 9:(（!1;;;）不能穿
过细胞壁，通过结合细胞外的自由水使细胞处于低

水势的环境中，从而导致细胞内水分流出，引起细胞

塌陷［<］。因此，9:(是一种非离子、非穿透性的渗透
和干旱调节剂。目前，利用高浓度 9:( 已在烟
草［=］、苜蓿［>］、向日葵［-;］等物种中筛选出耐旱的突

变体。但是，在高浓度的 9:( 条件下，琼脂不固化
形成固体培养基［>］，人们在 9:(胁迫愈伤组织时，
采用的培养方法主要是液体培养法，包括振荡液体

培养和静置液体培养［--］。本文在不同浓度 9:(条
件下对比了两种培养方式对金发草愈伤组织分化能

力的影响，为金发草和其它植物利用体细胞无性系

变异筛选抗旱突变体提供了一定的理论和方法依

据。

! 材料与方法

!"! 愈伤组织的诱导与增殖培养
金发草种子采自四川省仁寿县朱家乡。将成熟

的种子用 <;?的酒精浸泡 .;@，;A-?的 %8B4. 浸泡
约 0#*+，无菌水冲洗 0 次后接种到诱导培养基上。
培养基成分为：CD E .，FGH -A;#8·!/ - E IJJ .A;
#8·!/ - E KJ9 ;A.#8·!/ - E 蔗糖 L;8·!/ - E 琼脂粉
=8·!/ -，2%为 0A=。（.1 M -）N暗培养。
诱导 .个月后，将愈伤组织转移到继代培养（成

分与诱导培养基相同）上进行增殖继代，每月继代 -
次。本实验所用愈伤组织均为继代 -1次后的愈伤
组织。

!"# 两种分化培养方式
胁迫分化培养基为聚乙二醇（9:(）1;;; E基本

分化培养基。其中 9:( 浓度为 -;;、.;; 和 L;;
8·!/ -，以无 9:( 的基本分化培养基为对照。基本
分化培养基为：CD E KJ9 .A; #8·!/ - E IJJ ;A.

#8·!/ - E蔗糖 L;8·!/ -，2%为 0A=。
静置液体培养：在锥形瓶内平铺 .; 张滤纸，注

入 L;#!液体培养基，使液体没过愈伤组织的 -OL P
-O.，静置培养。分别在 L天、-周、.周、L周、1周观
察再生情况，并取出一部分测定脯氨酸含量，另一部

分置于固体 CD培养基上观察其去胁迫后再生能力
的恢复情况。

振荡液体培养：将愈伤组织放入 L;#!不同 9:(
浓度的液体胁迫分化培养基中，1;)O#*+ 悬浮培养。
分别隔 - 周、L 周、1 周取出，一部分测其脯氨酸含
量，另一部分置于固体 CD培养基上观察其分化情
况。

每个锥形瓶（-;;#!）随机放入 .; P L;块愈伤组
织（. P .A08，QR），每个浓度设 L个重复。培养条件
均为（.1 M -）N光照 -.7·S/ -。

!"$ 游离脯氨酸的测定
采用酸性茚三酮显色法测定愈伤组织游离脯氨

酸（Q),, 9)34*+,，QG9)3）含量。提取和纯化 QG9)3采用
L?磺基水杨酸浸提法［-.］。
!"% 数据处理
（预期）再生率（?）T产生绿点的愈伤组织数 U
愈伤组织接种数 V -;;?。
用 D9DD-.A;软件包进行 JIWXJ分析和相关性

分析，绘图。

# 结果与分析

#"! 不同培养方式下 &’(胁迫对再生能力的影响
#"!"! 静置液体培养方式：静置液体培养 .S 后对
照和 -;;8·!/ -9:(处理下的愈伤组织表面便开始出
现绿点，.;;8·!/ - 9:(处理下的愈伤组织则晚 - 天
出现绿点，而 L;;8·!/ - 9:(处理下的愈伤组织培养
LS后开始出现褐化，萎缩。- 周后，对照和 -;;
8·!/ -9:(处理下已分化的愈伤组织全部变绿并出
现小叶片；.;;8·!/ - 9:( 处理下的愈伤组织在 > P
-.S后也部分出现小叶片，而 L;;8·!/ - 9:(处理下
的愈伤组织则仅出现少量绿点。L周后，对照和 -;;
8·!/ -9:(处理下的愈伤组织长出约 -&#长的小芽，
.;;8·!/ - 9:( 处理下再生出的小芽仅 - P .##，而
L;;8·!/ -9:(处理下的愈伤组织则表现严重褐化、
萎缩，无再生现象（图 -）。1周后，对照和 -;; 8·!/ -

9:(处理下的愈伤组织均已产生 ;A0 P -&#左右的
小苗，而 .;;8·!/ - 9:(处理下的愈伤组织产生的小
苗则严重萎缩变黄。

金发草愈伤组织的再生率随 9:( 浓度的增加
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而呈下降趋势，! 周后 !""#·$% & ’()处理下的愈伤
组织已完全无再生现象（表 &）。在同一 ’() 浓度
下，随着胁迫时间的增加，再生率呈先增加再减少趋

势；&"" #·$% &’()处理下的愈伤组织在 *周达最高
值，而 *""和 !""#·$% &’()处理下的愈伤组织在第 &
周便达最高值（表 &）。

表 ! 静置液体培养下金发草愈伤组织在不同 "#$浓度胁迫下的再生率
%&’() ! *)+),)-&./0, -&.) 01 "#$23.-)33)4 5&((63 01 !"#"$%&’()*+ ,%$-.(*+ 6,4)- 70./0,()33 50,4/./0,

+,-./-01203,- ,4
’()5（#·$% &）

6/#/-/1203,- 120/
740/1 ! 829: 740/1 & ;//< 740/1 *;//<: 740/1 ! ;//<: 740/1 = ;//<:

" *=>?! @ ">=A 2 &"" @ " 2 &"" @ " 2 &"" @ " 2 &"" @ " 2
&"" *">B* @ *>=C D A&>=A @ &>&A D AB>E* @ ">?B D ??>"! @ B>!= D C">B* @ !>E! D
*"" A>?E @ &>C" . B!>CA @ ">=! . !A>"* @ !>?! . *">!A @ =>=B . &">&E @ ">?B .
!"" " @ " 8 B>"E @ ">B! 8 &>E? @ B>A* 8 " @ " 8 " @ " 8

F,0/:：G344/1/-0 H/00/1: I/2- :3#-343.2-0 8344/1/-./: 20 ! J ">"C>

静置胁迫培养 !8、&、*、!、= 周的愈伤组织转移
到无 ’()的KL固体培养基培养。各 ’()浓度胁迫
*周的愈伤组织的再生率为 &""M，并且在 ’()持续
胁迫下无再生表现的愈伤组织均恢复较强的再生能

力。*""#·$% &以上高 ’()浓度长时间（ N !周）胁迫
的愈伤组织再生能力有所下降。!""#·$% & ’()浓度
下处理 = 周的愈伤组织几乎失去了再生能力（表
*）。

表 8 静置液体培养方式下经过不同浓度的 "#$胁迫后的金发草愈伤组织在固体9:培养基上的再生率
%&’() 8 *)+),)-&./0, -&.) 01 70./0,()33 "#$23.-)33)4 5&((63 01 !"#"$%&’()*+ ,%$-.(*+ 0, 9: 30(/4 7)4/67

+,-./-01203,-
,4 ’()5（#·$% &）

6/#/-/1203,- 120/
740/1 ! 829: 740/1 & ;//< 740/1 * ;//<: 740/1 ! ;//<: 740/1 = ;//<:

" &"" @ " 2 &"" @ " 2 &"" @ " 2 &"" @ " 2 &"" @ " 2
&"" &"" @ " 2 &"" @ " 2 &"" @ " 2 &"" @ " 2 A*>EE @ C>!A D
*"" &"" @ " 2 &"" @ " 2 &"" @ " 2 E!>*? @ =>&" D !">EC @ !>BA .
!"" &"" @ " 2 &"" @ " 2 &"" @ " 2 =B>*B @ *>*? D B>*& @ ">*B 8

F,0/:：G344/1/-0 H/00/1: I/2- :3#-343.2-0 8344/1/-./: 20 ! J ">"C>

8;!;8 振荡液体培养方式：与静置培养比较，金发
草愈伤组织在振荡培养下发育进度要慢一些。对照

以及低浓度 ’() 处理 & 周后才出现绿点，而 !""
#·$% &’() 处理则出现褐化。! 周后，对照和 &""
#·$% & ’() 处理的愈伤组织表面开始出现小芽，而

*"" #·$% &处理则出现褐化，!""#·$% & ’()处理褐化
程度加重。转到基本分化培养基上后，胁迫 &周和
!周的愈伤组织均能分化，不同浓度 ’()胁迫下的
愈伤组织在再生率上无明显差异（表 !）。

表 < 振荡液体培养方式下经过不同浓度的 "#$胁迫后的金发草愈伤组织在固体9:培养基上的再生率
%&’() < *)+),)-&./0, -&.) 01 3=&>) "#$23.-)33)4 5&((63 01 !"#"$%&’()*+ ,%$-.(*+ 0, 9: 30(/4 7)4/67

+,-./-01203,- ,4 ’()5（#·$% &）
6/#/-/1203,- 120/

740/1 & ;//< 740/1 ! ;//<: 740/1 = ;//<:
" &"" @ " 2 &"" @ " 2 ?*>A? @ B>A= 2
&"" &"" @ " 2 &"" @ " 2 ?E>&* @ *>"! D
*"" &"" @ " 2 AE>?! @ !>&" 2 E*>?B @ *>A! .
!"" &"" @ " 2 AE>E! @ !>!& 2 EB>"A @ *>E! .

F,0/:：G344/1/-0 H/00/1: I/2- :3#-343.2-0 8344/1/-./: 20 ! J ">"C>

经过 =周的胁迫后，在液体培养基中的对照和
&""#·$% &’()处理的愈伤组织表面能够出现约 & O
*II的小芽，而且愈伤组织表面产生的绿点（小芽）
数目随着 ’()浓度的增加而减少。!""#·$% &’()处
理的愈伤组织已严重褐化，表面极少看到绿点（" O *
个 P块）。但是继续振荡培养（?"8）对照表面产生的
小芽已无继续生长趋势，并出现枯萎现象，不能完成

完整的植株再生。

将胁迫 =周的愈伤组织转移至固体 KL培养基

后，在高浓度 ’()（*"" 和 !""#·$% &）处理的愈伤组

织在第 B O C8表面出现大量绿点，在 *周内愈伤组

织表面全部变绿，生长速度超过对照，再生频率也明

显高于对照（表 !，图 &）。
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图 ! 两种培养方式下 "#$胁迫对金发草愈伤组织分化能力的影响
%&’(! #))*+, -) "#$ -. ,/* 0*’*.*01,&-. -) ,/* +12234 -) !"#"$%&’()*+ ,%$-.(*+ 3.5*0 ,6- +32,30* +-.5&,&-.4

7，8：0*’*.*01,*5 -. )&2,*0 919*0 4,0*44*5 &. :-,&-.2*44 2&;3&5 +32,30* +-.5&,&-.( 7：<=；8：>?? ’·@A ! "#$( < B %：0*’*.*01,*5 -. CD 4-2&5 :*5&3: 1),*0

4,0*44*5 &. 4/1E* 2&;3&5 +32,30* +-.5&,&-.( <：<=；F：!?? ’·@A ! "#$；#：G?? ’·@A ! "#$；%：>?? ’·@A ! "#$(

!"! #$%&’的积累
!"!"( 静置液体培养下 %H"0-的积累：静置液体培
养方式下，在培养时间 G 周以内，%H"0- 含量随 "#$
处理浓度升高而升高。在 I周内，随着培养时间延
长，!??’·@A ! "#$ 浓度处理下的愈伤组织 %H"0- 呈
持续增加趋势；如果升高 "#$浓度，则 %H"0-含量在
培养后期下降，并且随浓度增加下降幅度增大，开始

下降时间提前（图 G）。
!"!"! 振荡液体培养下 %H"0-的积累：金发草愈伤
组织振荡液体培养 ! 周后，其 %H"0- 含量在各 "#$
浓度间无明显变化（图 >）；随着培养的继续，在第 >
周和第 I 周，%H"0- 含量随着 "#$ 浓度的增高而增
加。I周后，>??’·@A ! "#$胁迫下愈伤组织 %H"0-含
量可高达 JK>LM!:-2·’

A !。

另一方面，不同 "#$浓度胁迫下 %H"0- 含量随
时间增长的幅度也不同，高浓度 "#$胁迫下的愈伤
组织 %H"0-含量的涨幅明显大于受低浓度胁迫的愈
伤组织（图 >）。
!") #$%&’含量与再生频率的相关性分析
在静置培养方式下，"#$持续胁迫的愈伤组织

再生率与 %H"0- 含量均呈负相关性，由于随着时间
的增加，持续的胁迫使愈伤组织 "#$高浓下极度褐
变乃至死亡，%H"0-的含量出现下降趋势，其与再生
率的相关程度随着时间增加而降低。胁迫 G周后去
胁迫，所有愈伤组织均可恢复再生能力，再生率均为

!??N，与 %H"0-含量无相关性。胁迫 > 周和 I 周后
去胁迫，部分高浓度 "#$胁迫下的愈伤组织无法恢
复再生能力，再生率和 %H"0- 含量表现出一定的负
相关性，I周后去胁迫的 %H"0-含量与再生率相关程

度明显小于 >周后（表 O）。

图 G 静置液体培养条件下金发草愈伤组织在
不同浓度 "#$胁迫下游离脯氨酸的变化

%&’(G #))*+, -) "#$ +-.+*.,01,&-. -. )0** 90-2&.*
1++3:321,&-. &. +12234 3.5*0 :-,&-.2*44 2&;3&5 +32,30*

图 > 振荡液体培养条件下金发草愈伤组织在
不同浓度 "#$胁迫下游离脯氨酸的变化

%&’(> #))*+, -) "#$ +-.+*.,01,&-. -. )0** 90-2&.*
1++3:321,&-. &. +12234 3.5*0 2&;3&5 +32,30*
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在振荡培养方式下，胁迫 !周和 "周后去胁迫，
其再生频率在各 #$%浓度间无显著差异，所以金发
草愈伤组织 &’#() 的积累与再生频率之间无相关

性。在胁迫 *周后去胁迫，高浓度 #$%胁迫下的愈
伤组织表现出高的再生率，&’#()含量和再生率之间
表现出极显著的正相关性（表 +）。

表 ! 不同培养方式下金发草愈伤组织内游离脯氨酸与再生率的相关性分析
"#$%& ! ’())&%#*+(, $&*-&&, .)&& /)(%+,& #00121%#*+(, #,3 )&4&,&)#*+(, )#*& (. 0#%%15 (. !"#"$%&’()*+ ,%$-.(*+

,)-.)/0122 0.34.5 640-4(1

740-4(1 -.81
7)((109-.)/ 6)1::.6.1/-2

;-(122./< =:-1( 2-(122 (18)>90

;?9@1 0.34.5 640-4(1

740-4(1 -.81 7)((109-.)/ 6)1::.6.1/-2

" 59A2 B CDEFG! B
! H11@ B CDE++! B ! H11@ B
I H11@2 B CDE*E! B
" H11@2 B CD*++ B CD"+I " H11@2 B
* H11@2 B CD+G+ B CDCG+ * H11@2 CDEE+!!

J)-12：“ B”819/2 /) 6)((109-.)/；“!!”819/2 6)((109-.)/ .2 2.</.:.69/- 9- -?1 CDC! 01>10；“!”819/2 6)((109-.)/ .2 2.</.:.69/- 9- -?1 CDCF 01>10 K

6 讨论
大分子量 #$% 胁迫是实验室模拟干旱胁迫的

常用手段。本实验对用 #$%模拟的干旱胁迫对愈
伤组织再生行为的影响进行了研究，结果表明，金发

草愈伤组织有较强的耐旱能力，即使在较高胁迫环

境下（"CC <·LB !#$%），持续胁迫 !个半月，仍有相当
一部分愈伤组织保持再生能力；而 !CC<·LB ! #$%的
低胁迫环境较短时间（I周）对其愈伤组织再生几乎
没有影响。

与静置培养比较，振荡培养增强了 #$%胁迫对
金发草再生速度的抑制效应，表现为金发草愈伤组

织绿点和小叶的出现时间都较晚；然而，对再生能力

的抑制上，振荡培养则弱于静置培养。因此 #$%胁
迫和培养方式对愈伤组织再生的抑制作用可以分为

两个方向：一个是再生时间的延迟效应，另一个是再

生程度的抑制效应。振荡培养的抑制效应主要是延

迟效应，这可能与金发草愈伤组织再生主要通过体

细胞胚发生途径（另文发表）有关，处于振荡运动中

的愈伤组织，不利于建立体细胞胚的极性。而 #$%
虽然也能够引起植物生长的延迟［!"］，但在本实验

中，#$%更主要是使金发草愈伤组织在胁迫中的再
生能力降低，主要为程度效应。

当植物缺水时，植株体内 &’#() 的含量在一定
程度上反映了植株体内的水分情况，而且在品种选

育过程中，抗旱性强的品种往往积累较多的 &’
#()［!I B !+］。本实验检测了两种培养方式下金发草愈

伤组织受 #$%胁迫而产生的 &’#()含量变化。两种
培养方式下 &’#() 都产生了积累，#$%浓度对 &’#()
含量作图显示出二者存在一定程度的正相关关系，

&’#()在一定范围内具有随 #$% 浓度增高的趋势。
这说明两种培养方式下 #$%都能对金发草愈伤组

织构成干旱胁迫，可以应用于抗旱突变体的筛选。

静置培养积累的 &’#()在量与速率上都要大于
振荡培养。其可能的原因是振荡培养加速了小分子

&’#()扩散到细胞外，从而降低了愈伤组织内部 &’
#()的积累。
大量研究表明，脯氨酸能够促进芒（!"#$%&’()#

2MK）、大麦、高粱等禾本科植物愈伤组织的分
化［!F B !G］。但是在本实验中 &’#()与金发草愈伤组织
再生能力的关系在不同的培养条件下却表现不同。

静置培养持续胁迫中愈伤组织积累的 &’#()与再生
率呈负相关关系。由于本实验中所用的 #$%*CCC
不能进入细胞内［G］，而由其诱导细胞内产生的 &’#()
则可能参与了这一抑制过程。另一方面，去胁迫后，

两种培养方式下的大部分愈伤组织又可恢复再生能

力，说明这种抑制是可逆的，可能是暂时抑制了某些

过程，胁迫一旦解除，该过程又可恢复。静置培养下

胁迫少于 I周时 &’#()随浓度呈递增趋势，未达到本
实验的最高值（约 !!!8)0·<

B !，&N），在恢复过程中，
所有愈伤组织都可恢复再生能力；超过 " 周后，&’
#()分别在不同的浓度达到最高值后由于部分愈伤
组织受伤害严重而下降，虽然再生率与 &’#() 仍呈
一定的负相关性，但 * 周后的相关程度明显小于 "
周后。在振荡培养胁迫中，由于扩散，&’#()远未达
到最高值，胁迫 !周和 "周后的愈伤组织几乎全部
恢复再生能力，而且胁迫 *周后的愈伤组织的再生
率与 &’#() 含量表现出极显著的正相关性，这又表
明低浓度 &’#() 能够促进金发草愈伤组织的再生。
因此，&’#()与愈伤组织的再生的关系较为复杂，有
待于进一步的研究。

总之，鉴于金发草具有较高的抗旱能力，在利用

愈伤组织筛选抗旱突变体时，#$% 浓度应在 "CC
<·LB !以上，处理时间 " 周以上；静置培养更有利于

!+"王文国等：#$%胁迫对不同培养方式下金发草愈伤组织再生能力的影响



抗旱突变体的筛选。
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