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　　摘要：研究辐射技术在紫花苜蓿诱变育种上的应用，以６０Ｃｏ－γ射线辐照紫花苜蓿品种 ＷＬ３１９、斯贝德、巨能耐
盐、龙牧８０６的种子，测量不同剂量的６０Ｃｏ－γ对４个紫花苜蓿品种Ｍ１代的影响，结果表明，随着

６０Ｃｏ－γ辐射剂量的

增加，紫花苜蓿的发芽率、出苗率、株高、株干质量、株鲜质量都明显下降；叶绿素含量也呈现减少趋势；不同紫花苜蓿

品种叶片中丙二醛（ＭＤＡ）含量随着辐射剂量的增加呈现上升趋势；不同紫花苜蓿品种叶片中过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性
随着６０Ｃｏ－ｒ辐射剂量的增加呈现先上升后下降的趋势，这为开展紫花苜蓿诱变育种奠定了理论基础。
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　　紫花苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）作为一种优良的豆科牧
草，具有营养价值高、适口性好等特点，在全国各地被广泛种

植［１］。在紫花苜蓿长期的栽培种植历史进程中，人类不断地

通过自然选择、天然杂交和人工杂交等手段丰富其品种类型，

但变异性小，育种目标时间长、成本高。随着畜牧业的发展和

人们对苜蓿育种目标的不断创新研究，辐射诱变育种尤其

是６０Ｃｏ－γ在辐射诱变育种中迫使紫花苜蓿自身的基因和染
色体畸变，突变率高，可能创造出自然界没有的新类型概率也

高，并逐渐被研究者采纳和利用，这种外界因素的作用有可能

引起植物形态结构和生理生化等多方面的变异，可在较短的

时间内培育出新品种［２－５］。近年来，众多学者通过辐射农作

物、观赏花卉、果树类、牧草类等筛选出了大量的优良品种，

对６０Ｃｏ－γ辐射苜蓿的研究很多［６－９］，但是辐射后苜蓿生理生

化发生的变化还未见系统报道，对今后开展辐射育种研究具

有重要作用。本试验以 ＷＬ３１９、斯贝德、巨能耐盐、龙牧８０６
成熟苜蓿种子为材料，开展不同剂量的６０Ｃｏ－γ射线辐射处
理，对４个紫花苜蓿品种的种子发芽率、幼苗生长、生理指标
等开展研究，以期确定适宜紫花苜蓿辐射诱变的剂量范围，旨

在为进一步开展紫花苜蓿辐射育种奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
ＷＬ３１９、斯贝德、巨能耐盐、龙牧８０６苜蓿种子于２０１６年

１０月初采自于黑龙江省大庆市星火牧场黑龙江省科学院大
庆分院试验基地。

１．２　试验方法
１．２．１　种子辐射　由黑龙江省科学院技术物理研究所进
行６０Ｃｏ－γ辐射处理，辐射剂量分别为 ８００、１０００、１２００、
１４００、１６００Ｇｙ，剂量率为１５Ｇｙ／ｍｉｎ，每份处理５００ｇ种子；
以同批次相同数量未经处理的种子作为对照。

１．２．２　种子处理　将不同剂量６０Ｃｏ－γ辐射处理后的紫花苜
蓿种子用４０℃的蒸馏水浸泡２ｈ，置于直径为１８．５ｃｍ且有３
层定性滤纸的培养皿中，每个处理各１００粒紫花苜蓿种子，每
个处理重复３次，于２５℃恒温培养箱中培养，保持适当湿度。
７ｄ后统计紫花苜蓿种子的发芽率。
１．２．３　室内栽培种植　将辐射处理后的种子于２０１７年５月
１０日进行室内Ｌｅｎａｒｄ系统种植［１０］。每个塑料杯中种植预先

准备的籽粒饱满大小一致的１０粒苜蓿种子，每个处理种植
３０个塑料杯，全部生育过程都用 Ｆａｈｒａｅｕｓ无氮营养液［１１］进

行种植。

１．２．４　形态指标及生理指标测定　出苗率：播种后每周统计
不同处理的出苗情况，连续４周不再有出苗时终止。各处理
以不再增加时的出苗率为最终出苗率。出苗率 ＝出苗数／播
种数×１００％，出苗以子叶平展为标准。

株高：每个塑料杯随机选取具有代表性的１株植株，测定
株高（蛭石至植株顶端垂直距离），共计取样１０株。

干质量和鲜质量测定：在每个塑料杯中选取具有代表性

的２株苜蓿，共计取样２０株进行鲜草质量测定和干草质量
测定。

叶绿素含量测定采用紫外分光光度法［１２］；丙二醛

（ＭＤＡ）含量的测定采用硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）反应法［１３］；过

氧化氢酶（ＣＡＴ）活力测定采用紫外分光光度计法［１４］。

１．５　数据处理
采用Ｅｘｃｅｌ２０１０软件处理数据，ＳＰＳＳ１９．０软件进行方差
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分析及Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法进行显著性检验。

２　结果与分析

２．１　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种种子发芽率的影响
从表１可以看出，不同紫花苜蓿品种在６０Ｃｏ－γ辐射作用

下，随着辐射剂量的增加，不同紫花苜蓿品种种子的发芽率均

呈现下降的趋势。６０Ｃｏ－γ辐射处理后，无论是高剂量处理还
是低剂量处理不同苜蓿品种种子的发芽率均低于对照。

ＷＬ３１９在８００Ｇｙ辐射剂量下的发芽率与对照差异不显著，其
他剂量下的发芽率与这两者均差异显著，１０００、１２００Ｇｙ剂

量下差异不显著，１４００、１６００Ｇｙ剂量下的发芽率与１０００、
１２００Ｇｙ剂量下的发芽率与这两者均差异显著。斯贝德在
０、８００、１０００Ｇｙ下剂量差异不显著，１２００、１４００、１６００Ｇｙ剂
量０、８００Ｇｙ剂量下的发芽率与差异显著，１０００、１２００Ｇｙ剂
量间差异不显著。巨能耐盐０Ｇｙ与８００Ｇｙ剂量下的发芽率
与对照差异不显著，其他辐射剂量对０、８００Ｇｙ差异显著。龙
牧８０６发芽率０、８００、１０００Ｇｙ剂量差异不显著，１０００Ｇｙ与
１２００Ｇｙ剂量间的发芽率差异不显著，１２００、１４００、１６００Ｇｙ
剂量下的发芽率与０、８００Ｇｙ剂量下的发芽率差异显著。

表１　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种种子发芽率的影响

辐射剂量

（Ｇｙ）
发芽率（％）

ＷＬ３１９ 斯贝德 巨能耐盐 龙牧８０６
０ １００．００±０．００ａ ９７．１９±０．１４ａ １００．００±０．００ａ ９８．８７±０．１９ａ
８００ ９６．１７±１．２４ａ ９５．４３±１．３６ａ ９６．２５±１．１１ａ ９６．１６±２．０１ａ
１０００ ８７．１５±１．９５ｂ ８９．２６±１．６４ａｂ ８８．３３±２．４５ｂ ８８．４５±２．０７ａｂ
１２００ ８０．３４±１．３５ｂ ７６．５４±２．４６ｂ ７５．１２±１．９６ｃ ８０．２９±１．８８ｂ
１４００ ７０．３２±１．８５ｃ ６０．１１±２．０５ｃ ６３．１３±２．４８ｄ ６５．３４±２．３９ｃ
１６００ ５４．１９±１．３２ｄ ４８．２２±１．９４ｄ ５１．４６±１．５５ｅ ５２．１７±２．４３ｄ

　　注：表中数据为３次重复的“平均值±标准差”，采用Ｄｕｃａｎ氏新复极差法进行差异显著性分析，同列数据后不同小写字母表示差异显著
（Ｐ＜０．０５）。表２、表３同。

２．２　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种种子出苗率的影响
种子出苗率是种子活力的直接表现，同时也可反映种子

发芽以及正常破土生长的能力。由表２可知，不同６０Ｃｏ－γ辐
射剂量处理不同紫花苜蓿品种的种子对其出苗率具有不同程

度的影响。６０Ｃｏ－γ辐射处理后，供试的４个品种（ＷＬ３１９、斯
贝德、巨能耐盐、龙牧８０６）的出苗情况均随着辐射剂量的增
加而受到抑制，不同苜蓿品种随着辐射剂量的增加出苗率整

体上显著下降。

表２　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种种子出苗率的影响

辐射剂量

（Ｇｙ）
出苗率（％）

ＷＬ３１９ 斯贝德 巨能耐盐 龙牧８０６
０ １００．００±０．００ａ ９６．２２±０．０２ａ １００．００±０．００ａ ９８．１４±０．３１ａ
８００ ９４．２３±１．３５４ａ ９４．２７±１．０５ａ ９４．３３±１．２７ｂ ９７．００±１．２５ａ
１０００ ８６．４６±１．８３ｂ ８８．０５±０．９６ａｂ ８６．８９±１．０２ｂｃ ８９．８９±１．３７ｂ
１２００ ８０．３１±１．０２ｂ ７６．４４±１．２４ｂ ７７．４５±１．５０ｃ ８５．４３±１．０３ｂｃ
１４００ ５９．３８±１．７５ｃ ５１．３１±１．０７ｃ ５４．９７±１．４３ｄ ５４．２６±１．８６ｃ
１６００ ４０．２０±１．０９ｄ ４６．１６±１．５８ｄ ４７．８２±１．５１ｅ ４８．２９±１．０１ｄ

２．３　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种幼苗生长的影响
２．３．１　６０Ｃｏ－γ辐射处理后对不同品种苜蓿幼苗株高的影响
　６０Ｃｏ－γ辐射处理后不同苜蓿幼苗的株高见表３，６０Ｃｏ－γ
辐射处理对４个紫花苜蓿品种的株高生长均有不同程度的影
响。８００Ｇｙ辐射处理对 ＷＬ３１９、斯贝德、巨能耐盐、龙牧８０６
等４个紫花苜蓿品种的幼苗生长具有促进生长的作用，与对
照相比增高率分别为８．１９％、６．３６％、９．１１％、９．７９％，但均
与对照差异不显著。１０００、１２００、１４００、１６００Ｇｙ这４个辐射
剂量对 ４个紫花苜蓿品种的幼苗生长均具有抑制作用；
１０００Ｇｙ剂量下的抑制率分别为 ９．３５％、８．７５％、５．６６％、
５８５％；１２００Ｇｙ剂量下的抑制率分别为２５．２０％、２４．５７％、
２４．４６％、２２．５８％；１４００Ｇｙ剂量下的抑制率分别为４０．５６％、
３９．２１％、３５．２９％、３８．５８％；１６００Ｇｙ剂量下的抑制率分别为
５８．５０％、７３．５５％、５７．９８％、５９．２９％。
２．３．２　６０Ｃｏ－γ辐射处理后对不同品种苜蓿幼苗株鲜质量和
株干质量的影响　６０Ｃｏ－γ辐射处理对４个紫花苜蓿品种幼
苗期植株的鲜质量和干质量均有不同程度的影响，从表３可

以看出，８００Ｇｙ辐射处理对 ＷＬ３１９、斯贝德、巨能耐盐、龙牧
８０６等４个紫花苜蓿品种的幼苗株干质量和株鲜质量均具有
促进作用。其余剂量处理之后，随着６０Ｃｏ－γ辐射剂量的增
加，对４个紫花苜蓿品种的株鲜质量和株干质量抑制作用增
加。但０、８００、１０００Ｇｙ３个剂量对不同紫花苜蓿品种的株鲜
质量和株干质量的影响差异不显著。１２００、１４００、１６００Ｇｙ
辐射剂量处理与０、８００、１０００Ｇｙ辐射剂量处理对各紫花苜
蓿品种的影响均存在显著性差异。

２．４　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种叶绿素含量的影响
从图１可以看出，随着６０Ｃｏ－γ辐射剂量的增大，各个紫

花苜蓿品种的叶绿素含量逐渐降低。当６０Ｃｏ－γ辐射剂量超
过１６００Ｇｙ后，４个紫花苜蓿品种的叶绿素含量降低明显，降
幅均达４５％以上，其中巨能耐盐的降低幅度达到了５３．１６％。
２．５　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种生理特性的影响
２．５．１　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种叶片中 ＭＤＡ含量
的影响　６０Ｃｏ－γ辐射对紫花苜蓿膜脂过氧化水平的影响见
图２，４个紫花苜蓿品种的ＭＤＡ含量随着６０Ｃｏ－γ辐射剂量的
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表３　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种幼苗生长形态指标的影响

品种
辐射剂量

（Ｇｙ）
株高

（ｃｍ）
株鲜质量

（ｇ）
株干质量

（ｇ）

ＷＬ３１９ ０ ２２．３４±１．０６ａ ２．６４±０．３５ａ ０．６９±０．０９ａ
８００ ２４．１７±１．１１ａ ２．８６±０．０７ａ ０．７１±０．１３ａ
１０００ ２０．２５±１．２０ａ ２．４１±０．２４ａ ０．５８±０．０６ａ
１２００ １６．７１±１．１４ｂ １．９６±０．１０ｂ ０．５１±０．０５ｂ
１４００ １３．２８±１．０５ｃ １．５７±０．２３ｃ ０．４２±０．０６ｃ
１６００ ９．２７±１．２２ｄ １．０８±０．０９ｄ ０．２９±０．０２ｄ

斯贝德 ０ ２３．４４±１．４３ａ ２．７３±０．０６ａ ０．７１±０．０９ａ
８００ ２４．９３±１．０８ａ ２．９３±０．０５ａ ０．７５±０．２４ａ
１０００ ２１．３９±１．０６ａ ２．４６±０．４２ａ ０．６８±０．０７ａ
１２００ １７．６８±１．５４ｂ ２．０９±０．０９ｂ ０．５７±０．０８ｂ
１４００ １４．２５±１．３２ｃ １．６７±０．０１ｃ ０．４２±０．０２ｃ
１６００ ６．２０±１．０９ｄ １．０８±０．０６ｄ ０．３０±０．０４ｄ

巨能耐盐 ０ ２２．６１±０．５２ａ ２．７８±０．０９ａ ０．７５±０．１３ａ
８００ ２４．６７±１．２３ａ ２．８２±０．２５ａ ０．７９±０．１１ａ
１０００ ２１．３３±１．６２ａ ２．５２±０．５７ａ ０．６５±０．１０ａ
１２００ １７．０８±１．０８ｂ ２．１３±０．４４ｂ ０．５０±０．０９ｂ
１４００ １４．６３±１．２５ｃ １．７１±０．２３ｃ ０．４３±０．０２ｂ
１６００ ９．５０±１．０７ｄ １．０２±０．１７ｄ ０．２８±０．０７ｃ

龙牧８０６ ０ ２２．０６±１．１６ａ ２．６１±０．３９ａ ０．６４±０．０６ａ
８００ ２４．２２±１．２４ａ ２．８８±０．１８ａ ０．７２±０．０５ａ
１０００ ２０．７７±１．２０ａ ２．４７±０．２９ａ ０．６３±０．０９ａ
１２００ １７．０８±１．３７ｂ ２．０３±０．３５ｂ ０．４８±０．０３ｂ
１４００ １３．５５±０．２１ｃ １．６７±０．３７ｃ ０．４０±０．０６ｃ
１６００ ８．９８±１．２６ｄ １．０９±０．２４ｄ ０．２７±０．０１ｄ

增加而升高，但不同的紫花苜蓿品种 ＭＤＡ含量变化存在明
显差异。巨能耐盐苜蓿中ＭＤＡ含量增加幅度明显高于其他
３个紫花苜蓿品种，在１６００Ｇｙ６０Ｃｏ－γ辐射水平下，巨能耐
盐苜蓿品种的ＭＤＡ含量比对照增加了２９６．６９％，而ＷＬ３１９、

斯贝德、龙牧 ８０６的增幅分别为 ２７２．９５％、２８８．７６％、
２６７．８５％。表明巨能耐盐紫花苜蓿品种的膜脂过氧化水平最
高，受害程度最严重，抗性最弱；而龙牧 ８０６紫花苜蓿品种
ＭＤＡ含量的增幅最小，抗性最强。
２．５．２　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种叶片中 ＣＡＴ活性
的影响　从图３可以看出，４个紫花苜蓿品种的 ＣＡＴ活性随
着６０Ｃｏ－γ辐射剂量的增加均呈现先升后降的趋势，但不同
紫花苜蓿品种随浓度变化的趋势不同。６０Ｃｏ－γ辐射剂量为
１２００Ｇｙ时，ＷＬ３１９、斯贝德、巨能耐盐、龙牧 ８０６的 ＣＡＴ活
性均达到峰值，分别比对照增加了 １６０．８４％、７８．４３％、
５８．５６％、１６５．６３％。之后随着６０Ｃｏ－γ辐射剂量的增加，ＣＡＴ
活性出现下降趋势。６０Ｃｏ－γ辐射剂量为１６００Ｇｙ时，巨能耐
盐紫花苜蓿品种的ＣＡＴ活性降低了８９．９７％，斯贝德ＣＡＴ活
性降低８６．８９％，ＷＬ３１９的 ＣＡＴ活性降低６４．４２％，龙牧８０６
紫花苜蓿品种的ＣＡＴ活性降幅最小，为６３．２８％。由此可以
看出，６０Ｃｏ－γ辐射处理剂量较大时，紫花苜蓿ＣＡＴ活性受到
了抑制，清除活性氧能力下降，生长受到抑制。从 ＣＡＴ活性
的变化来看，高剂量的 ６０Ｃｏ－γ辐射处理下４个紫花苜蓿品
种中龙牧８０６紫花苜蓿品种的ＣＡＴ活性降幅最小，受伤害程
度最小，巨能耐盐品种受伤害程度最大。

３　结论与讨论

３．１　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种生长量的影响
植物在受到外来刺激后，一般会出现一系列的生物学效

应，紫花苜蓿的生长状况是紫花苜蓿经辐射后生物学效应的

重要参考指标。苜蓿生长发育可作为辐射等刺激处理后种子

活力的指标之一。众多学者研究表明，通过辐射能引起植物

的形态指标发生改变，通常低剂量的６０Ｃｏ－γ辐射处理发生
突变或者畸形的频率低，不能达到预期的效果，但能改变植物

的信号传导。次生代谢产物的合成，植物体内的应急反应系

统发生改变使其更好地抵御６０Ｃｏ－γ辐射带来的刺激［１５－１７］。

本试验中紫花苜蓿在受到６０Ｃｏ－γ辐射处理后，不同紫花苜
蓿品种的发芽率、出苗率、株高、干质量、鲜质量都显著下降，

这可能是６０Ｃｏ－γ辐射处理对紫花苜蓿均有不同程度的损
害，抑制苗株高、出苗率、干物质积累等。李瑜等研究发现，
６０Ｃｏ－γ辐射剂量在１００Ｇｙ时可抑制桂花的株高、干物质的
积累和出苗率［１８］，本研究的结论与之一致。Ｚａｋａ等的研究表
明，大于 ６Ｇｙ的６０Ｃｏ－γ辐射剂量就能严重影响豌豆的生
长［１９］。由此可以看出，不同植物种类对于６０Ｃｏ－γ辐射的敏
感性有很大差异，这可能是植物本身基因组差异有关。
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３．２　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种光合色素的影响
本试验中不同紫花苜蓿品种在受到６０Ｃｏ－γ辐射处理

时，随着６０Ｃｏ－γ辐射剂量的增大，不同紫花苜蓿品种叶绿素
含量逐渐降低，在此过程中，紫花苜蓿在６０Ｃｏ－γ辐射作用下
均抑制叶绿素的产生，这一结果与李瑜等的研究结论［１８］一

致。相关学者认为，６０Ｃｏ－γ辐射抑制紫花苜蓿中叶绿素的
产生，可能是６０Ｃｏ－γ辐射引起了紫花苜蓿自身类囊体的扩
张，阻碍了紫花苜蓿叶内同化产物的运转及叶绿素的合成，改

变光合作用过程，进而对紫花苜蓿品种起到保护作用。

３．３　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种酶活性的影响
在受到不良外界因素刺激时，植物本身的抗氧化剂和抗

氧化酶能有效清除活性氧的毒害，调节植物正常生理生化过

程，维持植物自身细胞内氧化还原平衡。本试验中紫花苜蓿

叶片中 ＭＤＡ的含量随着６０Ｃｏ－γ辐射剂量的增加而提高。
高剂量的６０Ｃｏ－γ辐射使紫花苜蓿的膜脂过氧化程度发生变
化，ＭＤＡ的含量增加。低剂量的６０Ｃｏ－γ辐射 ＣＡＴ的活性先
上升出现自我保护现象，高剂量辐射时，ＣＡＴ活性下降，ＣＡＴ
活性受到了抑制，清除活性氧能力下降，生长受到抑制。本试

验结果与李瑜等研究桂花、Ｖａｎｄｅｎｈｏｖｅ等研究拟南芥等得出
的结论［１８，２０］一致。

３．４　６０Ｃｏ－γ辐射对不同紫花苜蓿品种敏感性的影响
不同植物种子的品种特性、生理状态不同，在受到外界刺

激后作出的应急反应也不尽相同。不同紫花苜蓿品种在受

到６０Ｃｏ－γ辐射处理后，种子自身在生长发育过程中生理状
态也会发生变化［２１－２２］。一般情况下，６０Ｃｏ－γ辐射剂量越大，
植物出现变异的概率会加大，出苗率会下降；相反６０Ｃｏ－γ辐
射剂量过小，植物材料受到外界的影响和刺激就小，出现变异

的概率就会降低，从而不能达到６０Ｃｏ－γ辐射处理预期的目
标。因此，在辐射育种中剂量的选择尤为重要。本试验参照

前人的研究结果［２３－２４］，并根据实际情况选择了６０Ｃｏ－γ辐射
范围为８００～１６００Ｇｙ的辐射剂量，本试验结果表明，大于
１４００Ｇｙ的辐射剂量不同紫花苜蓿品种的出苗率约为５０％。
在实际应用中，可根据紫花苜蓿种子的成熟度、清洁度、含水

量等指标的不同及试验目标对辐射剂量进行相应的调整。
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