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干旱胁迫对白刺花根尖细胞有丝分裂的影响

吴丽芳１，２，魏晓梅１，２，尹　辉１，颜岳辉１，李　通１
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２．云南省高校云贵高原动植物多样性及生态适应性进化重点实验室，云南曲靖６５５０１１）

　　摘要：为探讨白刺花（Ｓｏｐｈｏｒａｄａｖｉｄｉｉ）种子萌发期对干旱的适应性，采用ＰＥＧ－６０００模拟干旱胁迫环境对白刺花
根尖细胞有丝分裂、染色体畸变、微核变化等进行研究。结果表明，短时间（０～６ｈ）、低浓度（１０％）胁迫对白刺花根
尖细胞有丝分裂指数有促进作用，分裂指数由８．７８％上升至９．０９％；中度处理及长时间、高浓度胁迫致使细胞分裂指
数下降，抑制效应明显，尤其当浓度达到５０％时，细胞分裂指数由３．１４％下降至１．９６％。在染色体畸变类型中，出现
类型最多是染色体断片，当 ＰＥＧ－６０００浓度为０～２０％时，白刺花根尖细胞染色体畸变率在１０％以下；当浓度大于
３０％，染色体畸变率均在１０％以上。微核的观察随处理时间和胁迫浓度的变化而变化，当 ＰＥＧ－６０００浓度小于２０％
时，微核率的大小在１０‰以下；当ＰＥＧ－６０００浓度高于２０％后，微核率均大于１０‰；尤其当浓度达到５０％时，处理４８
ｈ的微核率最高，达１５．７６‰，且多以间期微核和单微核为主。
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　　种子是有性繁殖植物的重要繁殖器官，种子能否顺利萌
发及萌发初期长势直接影响到幼苗的建成、存活、竞争和个体

未来的适合度。而植物种子萌发、生长发育有赖于细胞数目

的增加和细胞体积的扩大，细胞数目的增加主要通过细胞分

裂来实现，如果细胞分裂周期过程中遇到不利的逆境，将直接

影响到植物整个生命周期活动，这一过程中，又以早期萌发生

长期最具典型和敏感性。

白刺花（Ｓｏｐｈｏｒａｄａｖｉｄｉｉ）属豆科槐属落叶灌木，在我国主
要分布在云南、四川、陕西、甘肃、山西、河北、河南、湖北、湖

南、江苏、浙江等地，具深根性、抗旱强等特点，是集药用、食

用、饲料、蜜源、水土保持、改良土壤、生态修复为一体的喀斯

特山地优良野生植物。云贵高原属于典型的喀斯特地区，该

区域石漠化现象日趋严重，且连年干旱的气候促使生态系统

岌岌可危。云南自２００９—２０１２年出现了史无前例的旱情，且
今后干旱环境将一直存在，给生态治理提出了严峻地考验，从

自然界中筛选抗旱植物，用于土壤、生态退化修复已收到了事

半功倍的成效。干旱胁迫将导致植物一系列的连锁反应，从

对逆境的感知、传导、转录因子控制到生理反应和形态结构的

改变，最终影响到植物的生长发育。目前已对白刺花抗旱性

进行了多方面的研究，王慧慧等研究了干旱胁迫下白刺花种

子大小与种子萌发的关系［１］；邵莉研究了白刺花干旱胁迫下

生理相应机制及克隆了Ｐ５ＣＳ、ＤＲＥＢ、ＤＨＮ３个与抗旱相关的
基因［２］；王海珍等研究了白刺花适应干旱的生理机理［３］；王

红梅等研究了干旱胁迫下白刺花幼苗的生理生化变化［４］；吴

福忠等通过施用外源氮研究了干旱河谷白刺花幼苗生长、生

物量及碳、氮、磷积累与分配的关系［５］；李芳兰等研究了干旱

胁迫下白刺花的形态和生理变化［６］。从现有资料来看，多数

研究主要围绕干旱环境下白刺花种子萌发、幼苗生长过程的

形态及生理生化变化以及在分子水平上相关抗旱基因的克

隆，而对于从细胞分裂基础研究干旱胁迫下的遗传损伤少见

报道。基于此，本试验在模拟干旱环境下，研究幼苗萌发过程

中短期的干旱胁迫对白刺花根尖细胞染色体的分裂、结构变

化，为进一步开展抗逆生境的基础研究提供更多的数据资料。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料于２０１４年１０月在曲靖师范学院校园里采集，

脱去外壳剔除有虫害的种子后，实验室自然风干保存于４℃
冰箱中备用。
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１．２　萌发试验
将健康饱满的种子用刀片划破种皮后，用１０％次氯酸钠

消毒２０ｍｉｎ，无菌水冲洗４～６次后放入培养皿中发芽，发芽
温度２７℃，黑暗培养。
１．３　干旱胁迫处理

待白刺花种子萌发至根尖长１～２ｃｍ时，于０８：００分别
用０％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％聚乙二醇（ＰＥＧ－６０００）
胁迫处理６、１２、２４、４８ｈ，每处理胁迫５０颗小苗，胁迫完成后，
迅速用蒸馏水涮洗根尖并将根尖取下，４℃冰箱低温预处理
２４ｈ，放到卡诺固定液中固定２４ｈ，之后转入７０％乙醇于４℃
冰箱中保存备用。

１．４　有丝分裂染色体制片
染色体制片参照李懋学的方法［７］。将准备好的材料置

于０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ中，６０℃水浴解离１０～１５ｍｉｎ直至根尖软
化，用蒸馏水漂洗３～５次后，吸水纸吸干，放在载玻片上，用
刀片剔除根尖最顶端根冠后，截取少许根尖分生区，用解剖针

将其捣碎并均匀地涂开，滴１～２滴卡宝品红染液，染色２～
３ｍｉｎ，盖上盖玻片，用铅笔轻敲并用吸水纸吸干水分，酒精灯
火焰上轻轻烘烤，以利于细胞分散。

１．５　镜检及观察统计
将制备好的装片置于显微镜的载物台上，先在低倍镜

（１０×１０）下找到分生组织区细胞分散均匀、分裂相较多的区
域，再到高倍镜（１０×４０）下观察。每处理的根尖至少观察１０
个装片，每个装片在高倍镜下观察和统计１０个视野，记录每
个视野中观察的总细胞数、分裂细胞数及各分裂相的比率。

１．６　干旱胁迫后观察根尖细胞有丝分裂、微核、染色体畸变
指标

测定计算的指标参照周锦雯的方法［８］。有丝分裂指

数＝处于分裂期的细胞数／总细胞数 ×１００％；有丝分裂指数
下降速度＝－（有丝分裂指数Ｔ－有丝分裂指数ｔ）／有丝分裂
指数ｔ×１００％；染色体畸变率＝染色体畸变细胞数／分裂细胞
数×１００％。其中，有丝分裂指数Ｔ表示处理时的有丝分裂指

数；有丝分裂指数ｔ表示同一时间处理下对照组的有丝分裂
指数。微核率（ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，简称 ＭＮＦ）是指１０００
个细胞中微核细胞数所占的比例。

１．７　数据分析
试验数据用Ｅｘｃｅｌ和ＤＹＥＳ软件进行处理，单因素随机区

组试验进行方差分析，ＬＳＲ法检验各处理间的差异显著性。

２　结果与分析

２．１　干旱胁迫对白刺花根尖细胞有丝分裂的影响
由表１可知，随着ＰＥＧ－６０００浓度的增加和处理时间的

延长，白刺花根尖细胞有丝分裂表现出不同的差异。低浓度

ＰＥＧ－６０００≤１０％时，在处理６～１２ｈ内，同一时间处理下与
对照差异不显著；０～６ｈ短期处理下，对白刺花根尖细胞有
丝分裂有一定的促进作用，有丝分裂指数从 ８．７８％上升至
９．０９％。随着胁迫浓度的增加，其浓度＞１０％后，有丝分裂细
胞减少，表现出了一定的抑制效应。尤其当浓度达到 ５０％
时，胁迫６ｈ时的细胞分裂指数为３．１４％，而当胁迫４８ｈ后，
有丝分裂指数仅１．９６％，可以非常明显地观察到几乎所有细
胞都已停止了分裂。结果表明，ＰＥＧ－６０００干旱胁迫对白刺
花根尖细胞有丝分裂的影响不仅与处理时间有关，而且与处

理浓度也有密切关系，是二者共同作用的结果。

表１　干旱胁迫对白刺花根尖细胞有丝分裂指数的影响

ＰＥＧ－６０００胁迫浓度
（％）

有丝分裂指数（％）
胁迫６ｈ 胁迫１２ｈ 胁迫２４ｈ 胁迫４８ｈ

０ ８．７８±０．８１ａＡ ８．７４±０．７９ａＡ ９．０２±０．９６ａＡ ９．０４±０．５８ａＡ
１０ ９．０９±０．８２ａＡ ８．６１±０．７９ａＡ ８．２６±０．９７ｂＡ ７．６５±０．５９ｂＢ
２０ ７．８２±０．８５ｂＢ ７．３４±０．８３ｂＢ ６．９２±１．０１ｃＢ ６．８９±０．６１ｃＣ
３０ ５．４８±０．８７ｃＣ ５．５０±０．８５ｃＣ ４．９３±１．０３ｄＣ ４．５３±０．６３ｄＤ
４０ ４．５９±０．８９ｄＤ ４．２１±０．８６ｄＤ ３．７６±１．０５ｅＤ ３．２１±０．６４ｅＥ
５０ ３．１４±０．９１ｅＥ ３．０２±０．８８ｅＥ ２．５３±１．０７ｆＥ １．９６±０．６５ｆＦ

　　注：同列数据后不同小写字母、大写字母分别表示在０．０５、０．０１水平上差异显著、极显著。表３、表４同。

　　植物根尖细胞分裂指数的大小反映了植物生长发育的状
况，同时也反映出细胞分裂活性的高低。从表２中可以看出，
随着处理时间的延长和处理浓度的增加，有丝分裂指数下降

速率明显在上升。当处理时间为６ｈ、处理浓度１０％时，有丝
分裂指数下降速率为 －３．５３％；当浓度增加至５０％，有丝分
裂指数下降速率为６４．２４％；当处理时间为４８ｈ、浓度为５０％
时，有丝分裂指数下降速率最大，为７８．３２％。从整个变化趋
势来看，细胞有丝分裂能力随处理时间的延长和浓度的升高

不断降低。

２．２　干旱胁迫对白刺花染色体畸变的影响
由表３可知，染色体畸变率高低与处理浓度和处理时间

呈正相关。当处理时间为１２ｈ、ＰＥＧ－６０００浓度≤１０％时，与
对照处理差异显著；当处理时间超过１２ｈ，各浓度处理与对照
差异极显著。当处理浓度 ＞３０％时，白刺花根尖细胞染色体

表２　干旱胁迫对白刺花根尖细胞有丝分裂指数下降速率的影响

ＰＥＧ－６０００胁迫浓度
（％）

有丝分裂指数下降速度（％）
胁迫６ｈ 胁迫１２ｈ 胁迫２４ｈ 胁迫４８ｈ

０ ０ ０ ０ ０
１０ －３．５３ １．４９ ８．４３ １５．３８
２０ １０．９３ １６．０２ ２３．２８ ２３．７８
３０ ３７．５９ ３７．０７ ４５．３４ ４９．８９
４０ ４４．７２ ５１．８３ ５８．３１ ６４．４９
５０ ６４．２４ ６５．６７ ７１．９５ ７８．３２

畸变率均超过１０％，尤其当浓度为５０％、处理４８ｈ时染色体
畸变率高达１６．０５％。结果表明，染色体畸变率与处理时间、
处理浓度均有关系。

　　染色体畸变率往往通过多种类型而表现，在本试验中，可
以观察到染色体断片、落后染色体、染色体桥、多极分裂、染色
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表３　干旱胁迫对白刺花根尖细胞染色体畸变率的影响

ＰＥＧ－６０００胁迫浓度
（％）

染色体畸变率（％）
胁迫６ｈ 胁迫１２ｈ 胁迫２４ｈ 胁迫４８ｈ

０ ５．５８±１．１２ａＡ ６．３３±１．１７ａＡ ５．７９±１．５９ａＡ ５．５５±１．６４ａＡ
１０ ６．９６±１．１３ｂＢ ７．３６±１．１８ｂＡ ８．３２±１．６０ｂＢ ９．０８±１．６６ｂＢ
２０ ８．３６±１．１８ｃＣ ９．０８±１．２３ｃＢ ９．９１±１．６７ｃＢ １０．９４±１．７３ｃＣ
３０ ９．３１±１．２１ｄＣＤ １０．４０±１．２６ｄＣ １２．０３±１．７１ｄＣ １２．７３±１．７７ｄＤ
４０ １０．３９±１．２３ｅＤＥ １１．６７±１．２８ｅＤ １２．２５±１．７４ｄＣ １４．１４±１．８０ｅＤ
５０ １１．３９±１．２６ｆＥ １３．５７±１．３１ｆＥ １４．３２±１．７８ｅＤ １６．０５±１．８４ｆＥ

体浓缩等（图１至图７）。通过研究观察，染色体断片是最常
见的畸变类型，染色体断片通常是由于在理化因素的作用下

１个染色体发生１处或多处断裂而不重接且无着丝粒的节
段，如果染色体丢失片段比较大，或丢失片段上载有控制性状

的主基因，将会不可逆地导致细胞或生物体死亡。染色体桥

是染色体发生断裂，带有着丝粒的２条染色体再经重接，当２
个染色单体后期向两极分开，二者两臂仍粘连在一起所形成

的。落后染色体的产生有２种，一种是细胞有丝分裂前中期，
染色体不规则排列在赤道板上时，有个别染色体或染色体片

断未能按时到达赤道板的位置；另一种是细胞有丝分裂后期，

正常细胞的染色体都移向两极，而个别染色体或染色体片断

滞留于两极之间，与染色体的主体部分移向两极的速度和进

程不同而形成的。落后染色体经细胞分裂，可能随机趋向于

细胞分裂的一极，也可能随细胞的分裂而丢失。

２．３　干旱胁迫对白刺花根尖细胞微核的影响
微核也是染色体畸变的一种形式，早期微核技术主要用

于水质的检测方面。微核位于细胞质中，直径是主核的１／２０
至１／３，是完全与主核分开的圆形或椭圆形的小核。从表４
可以看出，当ＰＥＧ－６０００浓度小于２０％时，微核率在１０‰以
下；当ＰＥＧ－６０００浓度高于２０％后，微核率均大于１０‰，尤

其当浓度达到５０％时，处理４８ｈ的微核率最高，达１５．７６‰。
早期研究认为，微核仅出现在细胞分裂的间期，后来经过多年

研究发现，细胞分裂的任何时期都能产生微核，且微核的大小

与处理时间、处理浓度有关。本试验中也观察到不同分裂时

期的微核（图８至图１１）。

表４　干旱胁迫对白刺花根尖细胞微核的影响

ＰＥＧ－６０００胁迫浓度
（％）

微核率（‰）
胁迫６ｈ 胁迫１２ｈ 胁迫２４ｈ 胁迫４８ｈ

０ ５．８４±１．１１ａＡ ５．６６±０．９６ａＡ ５．６２±０．７９ａＡ ５．６７±２．０３ａＡ
１０ ６．８８±１．１２ｂＡ ８．１８±０．９７ｂＢ ８．８１±０．８０ｂＢ ９．２７±２．０５ｂＢ
２０ ９．７５±１．１７ｃＢ １０．７２±１．０１ｃＣ ９．６６±０．８３ｃＣ ９．８９±２．１４ｂＢ
３０ １２．０９±１．２０ｄＣ １１．８７±１．０４ｄＤ １０．８５±０．８５ｄＤ １２．３８±２．１９ｃＣ
４０ １１．７３±１．２２ｄＣ １２．５７±１．０５ｄＤ １２．４８±０．８６ｅＥ １５．２９±２．２３ｄＤ
５０ １２．５９±１．２５ｄＣ １２．４５±１．０７ｄＤ １４．１２±０．８８ｆＦ １５．７６±２．２８ｄＤ
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３　讨论

ＰＥＧ－６０００作为一种渗透调节剂，它能模拟干旱逆境的
原因是其可阻塞植物的输导组织。Ｋａｕｆｍａｎｎ等研究得出，
ＰＥＧ－６０００诱导水分逆境所取得的效果与土壤干旱是一样
的，ＰＥＧ－６０００诱导下引起植物内源激素如 ＡＢＡ积累，而植
物根部对ＡＢＡ的反应最为敏感，从而导致植物生长受到抑
制［９］。再者干旱胁迫下植物由于脱水使膜的构成或结构发

生改变，导致质膜透性增加，细胞膜系统遭受破坏。在对小

麦［１０－１１］、柑橘［１２］、番茄［１３］等研究中发现干旱胁迫下植物细

胞破裂、内溶物溢出，多数叶绿体溶解散乱在基质中，细胞保

护酶系统发生显著变化。在抑制植物生长方面，干旱胁迫可

能降低与ＤＮＡ合成有关的酶活性，致使 ＤＮＡ的合成速率减
慢，细胞分裂的间期延长［１４］。本研究也观察到，白刺花根尖

细胞有丝分裂指数随着 ＰＥＧ－６０００处理浓度升高和处理时
间延长明显下降。短期（６ｈ）低浓度（ＰＥＧ－６０００浓度１０％）
有一个上升趋势，这可能是植物短期内适应环境变化的应激

反应，使相当一定时期内代谢增强，细胞周期加快导致，而当

植物自身应激反应超过防御保护屏障后，植物的生长发育就

会受到影响，甚至死亡，从而导致细胞分裂能力降低。

染色体畸变是植物细胞有丝分裂过程中受到理化因素的

影响，ＤＮＡ或蛋白质的合成受到干扰，诸如纺锤体蛋白等与
染色体运动有关的生物分子不能合成或合成量不足，或染色

体损伤后不能及时正常修复而导致［１５］，有染色体桥、染色体

断片、细胞多极化等畸变类型。本研究中，ＰＥＧ－６０００浓度
０～２０％、处理２４ｈ内时，白刺花根尖细胞染色体畸变率在
１０％以下，当浓度大于３０％时，染色体畸变率均在１０％以上。
本试验中，观察到了染色体断片、染色体桥、染色体多极化、染

色体浓缩等多种类型的畸变，其中染色体断片是主要的畸变

类型。染色体浓缩可能是长时干旱胁迫致使细胞合成代谢受

阻，抑制微管蛋白的组装，抑制调控细胞分裂的各种酶类的活

性，使染色体被原位抑制而缩短变粗导致的。如在某些热击

研究中，细胞在热激处理下合成热激蛋白，而热激也可能导致

染色体的快速浓缩。

微核是染色体畸变的一种形式之一，可能是染色体发生

断裂或部分落后染色体在细胞分裂的后期行动滞后，不能进

入子细胞的主核而成［１６－１７］。微核多出现于细胞分裂的间期，

但在细胞分裂的前期、中期、后期均能看到，而末期微核数微

乎其微。
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