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　　摘要：为获得强耐盐旱柳愈伤组织突变体，采用甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）诱变处理旱柳愈伤组织，对得到的旱柳愈伤
组织变异体进行耐盐性检验。结果表明，０．４％ ＥＭＳ处理３ｈ为旱柳愈伤组织的半致死处理方式；愈伤组织存活率和
生长率会随盐浓度的升高而降低，ＮａＣｌ为０．４％时，愈伤组织的死亡率为９３．６％；对筛选出的愈伤组织突变体进行盐
胁迫形态与生理指标检验，诱变组ＳＯＤ活性、ＰＯＤ活性、积累可溶性蛋白的能力比对照组高，而ＭＤＡ含量始终低于对
照组。旱柳愈伤组织突变体在０．４％ ＮａＣｌ胁迫下可正常生长，而原亲本只能耐受０．２％盐浓度，诱变体比原亲本耐盐
性提高了１００％。
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　　旱柳（ＳａｌｉｘｍａｔｓｕｄａｎａＫｏｉｄｚ）为杨柳科（Ｓａｌｉｃａｃｅａｅ）柳属
（Ｓａｌｉｘ）落叶乔木、灌木或亚灌木，在世界上分布广泛［１］，具有

速生、成材早等优点，且具有一定的抗旱、耐盐、耐瘠薄、抗风

沙能力，是平原地区重要的造林绿化植物，也是固堤护岸、防

风固沙、净化大气和改良盐碱地的重要树种［２］。随着沿海开

发被提升为国家战略之际，更多的科研工作者将沿海滩涂的

综合开发与柳树耐盐性的遗传改良工程相结合进行研究。张

继明等利用传统的杂交育种方式，进行多年试验，选育出３个
速生且抗盐的优良柳树新品种［３］；余春梅等利用分子生物学

手段，在拟南芥中过量表达柳树耐盐性相关ＳＶＰ１．１ｓ基因，为
选育优良耐盐林木提供重要材料［４］。但到目前为止，由于传

统方法的育种限制，其耐盐等级大都仅局限于轻度或中度耐

盐水平［５］，强耐盐柳或特耐盐柳成功选育或已产业化生产的

报道鲜有报道，故柳树资源的开发利用受到了极大的制约。

　　诱变育种是一个非常规、有效的育种方式，其借用生物、
化学或物理手段，在洋亚麻（ＬｉｎｕｍｕｓｉｔａｔｉｓｓｉｍｕｍＬ．）［６］、番茄
（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｍｉｌｌ．）［７］、紫 花 苜 蓿 （Ｍｅｄｉｃａｇｏ
ｓａｔｉｖａ）［８］等植物耐盐新品系的培育中显示出极其重要的作用
和诱人的前景。其中甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）是一个高效、稳定
的化学诱变剂，目前在植物诱变育种中应用最广泛、效果最

好，诱变后产生的突变频率高，且多为显性突变体，易于进行

耐盐突变体的筛选和育种［９］。近年来，育种工作者们通过

ＥＭＳ诱导耐盐突变体途径，已成功获得了耐盐番茄［７］、耐盐

纤维亚麻［１０］、耐盐菊花［Ｄｅｎｄｒａｎｔｈｅｍａｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ（Ｒａｍａｔ．）
Ｔｚｖｅｌ．］［１１］等多种不同耐盐等级的突变体植物新品种，大大丰
富了耐盐植物的种质资源，对功能基因组学研究亦具有非常

重要的作用。因此本研究在前期选育的强耐盐柳树新品系的

基础上，通过ＥＭＳ人工化学诱导形成柳树强耐盐突变体方
式，进一步在细胞水平上进行 ＮａＣｌ定向筛选，以期为旱柳强
耐盐品种的选育提供基础材料，为耐盐碱植物的选育提供一

种高效的育种方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
　　试验于２０１７年３月在江苏沿江地区农业科学研究所组
培实验室进行。在本项目组前期建立的旱柳愈伤组织繁育体

系基础上，选取长势一致的健壮旱柳愈伤组织作为供试材料，

进行ＥＭＳ诱变处理及盐胁迫试验。
１．２　方法
１．２．１　ＥＭＳ诱变处理及半致死量的确定　将旱柳愈伤组织
放入无菌三角瓶中，加入不同浓度的 ＥＭＳ（０、０．２％、０．４％、
０．６％）分别浸泡１、２、３、４ｈ，无菌水冲洗干净后接种于培养
基中，２周后统计成活率，最终确定旱柳的 ＥＭＳ最佳半致死
剂量。

１．２．２　强耐盐愈伤组织突变体的筛选　采用多步正筛选法，
分别配制含愈伤组织诱导分化培养基，选取生长健壮的旱柳

愈伤块，分别接种于不同 ＮａＣｌ（０、０．４％、０．６％、０．８％）培养
基中，每７、１４、２１ｄ进行取样，统计愈伤组织成活率和生长
率，确定ＮａＣｌ的９５％致死剂量。
１．２．３　强耐盐愈伤组织突变体耐盐性及稳定性分析
１．２．３．１　临界浓度ＮａＣｌ胁迫下继代次数对愈伤组织存活率
的影响　将筛选获得的旱柳强耐盐愈伤组织回接到无压力的
基本培养基中，然后选择生长旺盛的愈伤组织再返回接到含
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ＮａＣｌ（临界浓度）的筛选培养基中，每２周继代１次，共继代６
次，通过测定愈伤组织存活率，确定其耐盐稳定性。

１．２．３．２　临界浓度ＮａＣｌ胁迫对突变体愈伤组织各种耐盐性
指标的影响　将获得的强耐盐旱柳愈伤组织突变体转入不含
盐的诱导培养基上培养３代后，再转入含不同浓度 ＮａＣｌ（０、
０．２％、０．４％、０．６％、０．８％）的筛选培养基上培养，对照也培
养相同时间，每３０ｄ取样，测定过氧化物酶（ＰＯＤ）活性、超氧
化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、可溶性蛋白含量、丙二醛（ＭＤＡ）含
量等相关耐盐生理生化指标，并与原亲本相关指标进行对比。

１．３　数据处理
　　采用Ｅｘｃｅｌ２０１０进行试验数据整理、计算及作图。

２　结果与分析

２．１　ＥＭＳ诱变处理及半致死量的确定
从表１可以看出，旱柳愈伤组织成活率随处理时间的延

长或ＥＭＳ浓度升高而降低。在不加 ＥＭＳ条件下，愈伤组织
的存活率均为１００．００％；低浓度ＥＭＳ处理对愈伤组织的杀伤
力较弱，其平均存活率仍在 ６０％以上；而当 ＥＭＳ浓度达到
０６％及以上时，愈伤组织存活率较低。用０．４％ ＥＭＳ处理
３ｈ条件下，其愈伤组织存活率达４９．６７％。最终根据５０％致
死剂量和存活率确定旱柳愈伤组织最佳处理方式为 ０．４％
ＥＭＳ浸泡３ｈ。

表１　不同浓度和时间ＥＭＳ处理对愈伤组织的影响

ＥＭＳ浓度
（％）

处理时间

（ｈ）
接种数

（个）

存活率

（％） 颜色和状态

０ １ ３０ １００．００ 深绿色，致密颗粒状

２ ３０ １００．００ 深绿色，致密颗粒状

３ ３０ １００．００ 深绿色，致密颗粒状

４ ３０ １００．００ 深绿色，致密颗粒状

０．２ １ ３０ ８３．３３ 绿色，死亡的呈褐色，致密颗粒状

２ ３０ ７０．００ 绿色，死亡的呈褐色，致密颗粒状

３ ３０ ６６．６７ 淡绿色，死亡的呈褐色，致密颗粒状

４ ３０ ６３．３３ 黄绿色，死亡的呈褐色，致密颗粒状

０．４ １ ３０ ６３．３３ 淡绿色，死亡的呈褐色，致密颗粒状

２ ３０ ５６．６７ 淡绿色，死亡的呈褐色，致密颗粒状

３ ３０ ４９．６７ 淡绿色，死亡的呈褐色，致密颗粒状

４ ３０ ４０．００ 黄绿色，死亡的呈褐色，致密颗粒状

０．６ １ ３０ ３６．６７ 黄色，死亡的呈褐色，致密颗粒状

２ ３０ ２６．６７ 黄色，死亡的呈褐色，致密颗粒状

３ ３０ ０ 死亡的呈褐色，致密颗粒状

４ ３０ ０ 死亡的呈褐色，致密颗粒状

２．２　强耐盐愈伤组织突变体的筛选
采用多步正筛法对旱柳强耐盐愈伤组织突变体进行筛

选，如图１、图２显示，旱柳的愈伤组织存活率和生长率均随
盐浓度的升高而降低。在ＮａＣｌ的浓度低于０．２％时，盐浓度
对愈伤组织的成活率和分化率影响不大；当 ＮａＣｌ浓度达到
０．４％时，旱柳的愈伤组织存活率为６．３％，生长率也表现出
相似的趋势；０．６％ ＮａＣｌ处理时，愈伤组织几乎不生长或生长
受到严重抑制；而０．８％ ＮａＣｌ胁迫条件下，愈伤组织全部褐
化死亡。根据ＮａＣｌ对旱柳愈伤组织的９５％致死剂量率和继
续培养过程中愈伤组织的分化率表现，最终确定满足试验要

求的ＮａＣｌ临界浓度为０．４％。
２．３　临界浓度 ＮａＣｌ胁迫下继代次数对愈伤组织存活率的
影响

在临界浓度 ＮａＣｌ（０．４％）胁迫下继代６次，结果如图３
显示，通过诱变处理得到的旱柳愈伤组织在盐胁迫下能表现

出相对稳定的耐受性，且随着继代次数的增加，存活率均能保

持在５０％以上，尤其在第３代时存活率最高，达到７６．７％。
２．４　ＮａＣｌ胁迫对突变体愈伤组织各种耐盐性指标的影响
２．４．１　不同 ＮａＣｌ胁迫对旱柳愈伤组织突变体 ＳＯＤ活性的
影响　ＳＯＤ活性的强弱，是植物抗逆性的重要指标之一。由
图４看出，与对照组相比，诱变组的旱柳愈伤组织 ＳＯＤ活性
明显高于对照愈伤组织；０．２％浓度盐胁迫下，对照组ＳＯＤ活
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性最大；诱变组在 ０．４％浓度 ＮａＣｌ条件下活性最大，培养
３０ｄ时诱变的愈伤组织ＳＯＤ活性最高，是对照组的２．４６倍；
６０ｄ时对照组 ＳＯＤ活性最低，仅为９．５４Ｕ／ｍｇ。这说明，在
盐胁迫条件下，诱变组愈伤组织具有较高的 ＳＯＤ活性，来保
护膜系统。

２．４．２　不同ＮａＣｌ胁迫对旱柳愈伤组织突变体 ＰＯＤ活性的
影响　ＰＯＤ是存在于植物细胞中最重要的清除自由基的酶
类之一。由图５可以看出，当旱柳愈伤组织处于逆境胁迫条
件下时，ＰＯＤ活性先升高再下降，且诱变组 ＰＯＤ活性均高于
对照组；在培养３０ｄ时，０．４％ ＮａＣｌ胁迫时ＰＯＤ活性达到最

高值，为１００．８Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）。变异体愈伤组织在受到盐胁迫
时，比对照ＰＯＤ活性高，说明诱变组愈伤组织比对照组具有
更强的耐盐适应性。

２．４．３　不同ＮａＣｌ胁迫对旱柳愈伤组织突变体 ＭＤＡ含量的
影响　ＭＤＡ是膜脂过氧化最重要的产物之一。ＭＤＡ含量的
多少可代表膜损伤程度的大小。由图６可知，诱变组的ＭＤＡ

含量始终低于对照组。愈伤组织在盐胁迫条件下，随着处理

时间的延长，对照组 ＭＤＡ含量先增加后下降；０．２％浓度盐
胁迫下，对照组培养 ３０ｄ时 ＭＤＡ含量达到最大值
（０．６１５ｎｍｏｌ／ｍＬ），是相同处理条件下诱变组的１．４２倍。诱
变愈伤组织的膜损伤程度低于对照，诱变愈伤组织比对照愈

伤组织更适应盐胁迫环境。

２．４．４　不同ＮａＣｌ胁迫对旱柳愈伤组织突变体可溶性蛋白含
量的影响　由图７可见，随着 ＮａＣｌ浓度的升高，对照组可溶
性蛋白含量先增加后降低；在ＮａＣｌ浓度０～０．４％，诱变组可
溶性蛋白含量随 ＮａＣｌ浓度的升高而升高，当 ＮａＣｌ浓度为

０４％时，培养６０ｄ时诱变组可溶性蛋白含量最高，为对照的
６．１９倍，说明耐盐愈伤组织变异体在盐胁迫条件下积累可溶
性蛋白的能力大大强于对照。
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３　结论与讨论

　　ＥＭＳ诱变技术是应用最为广泛的农作物新品种育种技
术之一，育种家们利用ＥＭＳ诱变已成功创制出了大批具有高
产、优质、抗病、抗逆等优良农艺性状的新种质资源［１２－１４］，而

在林木诱变育种工作中尚不多见。本研究在明确适于旱柳的

最佳ＥＭＳ诱变条件基础上开展大规模 ＥＭＳ诱变处理，首次
构建了旱柳愈伤组织 ＥＭＳ突变体库。在０．４％ ＥＭＳ浸泡处
理３ｈ诱变条件下，获得了一批旱柳愈伤组织突变体；再经
ＮａＣｌ胁迫与逐级筛选，最终获得了一批耐盐性优良的愈伤组
织；通过生长状态观察与生理指标测定，旱柳愈伤组织突变体

在０．４％ ＮａＣｌ胁迫下可正常生长，而原亲本只能耐受０．２％
盐浓度，诱变体比原亲本耐盐性提高了１００％。本研究为耐
盐柳树种质创新以及功能基因组学研究提供了基础性材料。

　　ＥＭＳ诱导涉及复杂的物理、化学过程，虽然突变效果明
显，但不同的材料适宜的处理浓度及诱导时间均有很大的差

异，必须正确地掌握ＥＭＳ诱变剂的最佳剂量、浓度以及处理
时间。刘威等研究甲基磺酸乙酯的特性时发现，２０℃下ＥＭＳ
半衰期为９３．１ｈ，产物易溶于水且形成无诱变作用但对愈伤
组织有一定毒害作用的有机酸，处理时间越长毒害作用越强，

选择最适宜诱变剂浓度和处理时间尤为重要［１５］。Ｂｉｄａｂａｄｉ
等在用ＥＭＳ诱变香蕉茎尖时发现，不同的香蕉品种对 ＥＭＳ
耐受的半致死浓度不同［１６］。张大燕等采用多浓度 ＥＭＳ对川
芎（ＬｉｇｕｓｔｉｃｕｍｃｈｕａｎｘｉｏｎｇＨｏｒｔ．）进行不同时间段的处理，筛
选出了最佳的浓度与时间组合［１７］。一般随着 ＥＭＳ浓度的升
高，材料致死率也会逐渐升高，本次试验中也发现高浓度、长

时间处理旱柳愈伤组织，会导致组培材料的存活率和生长率

明显降低，这与前人的 ＥＭＳ处理结果相似。同时研究过程
中，在构建的旱柳愈伤组织诱变体库时，一部分材料在受到临

界浓度盐胁迫时，突变性状在后代中未能得到稳定遗传，尤其

是第１次继代，成活率仅为５４．２％，这可能与ＥＭＳ生理损伤、
试验群体大小、突变性状调控的复杂性等因素有一定的关系。

　　在田小霞等的研究中发现，在受到盐胁迫时，材料细胞会
通过积累大量的可溶性蛋白，增加 ＳＯＤ、ＰＯＤ活性等一系列
的生理生化反应来适应逆境［１８－１９］，本试验也得到了与之相似

的研究结果。ＥＭＳ是一种常见的烷化剂之一，其分子具有多
个能被转移的活性烷基，可转移到电子云密度较高的分子上，

置换碱基中的 Ｈ原子［２０］。ＥＭＳ诱变使旱柳 ＤＮＡ分子上产
生较多的点突变，盐胁迫后变异体与对照组生理生化指标呈

现出明显的差异，同处理条件下，ＳＯＤ、ＰＯＤ活性和可溶性蛋
白含量最多，分别比对照提高了５．１倍、９．２倍和５．２倍，对

照组培养３０ｄ时ＭＤＡ达到最大值，在相同处理条件下是诱
变组的１．４２倍。综合各生理指标，说明盐胁迫对旱柳愈伤组
织变异体的损伤较小。

本研究只针对ＥＭＳ诱变处理的浓度和时间组合对旱柳
愈伤组织的生长和耐盐性生理指标做了研究，初步选择出耐

盐性良好的旱柳愈伤组织变异体，为日后强耐盐柳树突变植

株的培育提供材料。但是诱变后如何对再生植株进行鉴定分

析，如何筛选具有目的性状并可以稳定遗传的变异植株，以及

深入开展旱柳强耐盐突变体库基因突变位点分布和诱变机

制，还需要进一步研究。
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　　摘要：以软枣猕猴桃带芽茎段为外植体，利用响应面法对其组培一步成苗试验进行优化。在单因素的试验基础
上，根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ的中心组合试验设计原理，以６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＩＢＡ的浓度为试验因子，植株再生频率为响应值，
进行３因素３水平的试验设计。结果表明：３因素对植株再生频率的影响力大小为６－ＢＡ的浓度＞ＩＢＡ的浓度＞ＮＡＡ
的浓度，最终得到的二元回归方程显示，一步成苗的培养基优化结果为ＭＳ＋６－ＢＡ２．４２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２７ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ
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　　软枣猕猴桃（Ａｃｔｉｎｉｄｉａａｒｇｕｔａ）是猕猴桃科猕猴桃属植
物，分布广阔，产量高，果实甜度高，富含维生素Ｃ、蛋白、氨基
酸、果胶等成分，其中维生素 Ｃ含量高达４３０．８ｍｇ／１００ｇ，是
苹果、梨的８０～１００倍，柑橘的５～１０倍［１］，有极高的营养价

值，还可加工成果脯、果汁、罐头果酱、酒类等产品［２］。其根、

茎、叶均可入药，可治疗消化不良、腹泻、呕吐和风湿性关节

痛，有抗衰防癌的功效［３］。猕猴桃适应能力强，种植范围较

广，根系发达，可有效保持水土，提高土壤肥力，有良好的生态

价值［４］。在园林景观应用上，它是一种很好的缠绕木，可作

庭院景观观赏，可应用在花架花棚的设计中［５］。软枣猕猴桃

应用广泛，具有良好的食用、药用、生态、景观价值，具有广阔

的经济市场。

软枣猕猴桃传统的繁殖方式为播种繁殖和扦插繁

殖［６－８］，但种子繁殖易性状分离，生长缓慢。扦插生根率不

高，过度采集枝条有损母株［９］。组织培养可以保留植株优良

性状，可快速大量地繁殖出苗。目前，已有相关软枣猕猴桃组

织培养的报道［９－１２］。传统的组织培养试验是在每个阶段筛

选出合适的培养基和培养环境，转接过程可能会造成污染，工

作量大，周期长。一步成苗指在一个培养基内完成诱导、增

殖、生根阶段，可节省成本，节省时间。目前，一步成苗技术还

不够成熟，软枣猕猴桃的一步成苗研究未见报道。响应面分

析法普遍应用于优化试验中，可精确地反映各因素间的关系，

预测出最佳优化条件。本试验以软枣猕猴桃带芽茎段为外植

体，研究单因素６－ＢＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ浓度对其一步成苗的影响，
用响应面法优化软枣猕猴桃一步成苗培养基，以期为今后相

关研究提供理论实践基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为长白山野生软枣猕猴桃带芽茎段，于２０１７年

５月采自吉林长白山地区，后用低温保温箱将外植体带回吉
林农业大学园艺学院实验室进行研究。

１．２　试验方法
１．２．１　外植体的灭菌处理　将外植体用洗洁精洗净灰尘，再
用流水冲洗１ｈ。放在超净工作台的滤纸上吸干水分，放入灭
菌后的烧杯中。加７５％乙醇消毒３０ｓ，用蒸馏水清洗４次，加
０．１％三氯甲烷消毒６ｍｉｎ，用蒸馏水冲洗５次。消毒期间不
断振荡，使试剂与材料充分接触。

１．２．２　单因素试验　为探究每种生长激素的不同浓度对外
植体产生的影响，以 ＭＳ为基本培养基，将６－ＢＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ
分别设置５种浓度：６－ＢＡ（１．０、２．０、３．０、４．０、５．０ｍｇ／Ｌ）；
ＮＡＡ（０．０５、０．１０、０．２０、０．４０、０．８０ｍｇ／Ｌ）；ＩＢＡ（０．０５、０．１０、
０．２０、０．４０、０．８０ｍｇ／Ｌ）。将外植体分别接种到培养基内，每
个处理接１５个茎段，培养周期为５０ｄ。
１．２．３　软枣猕猴桃一步成苗培养基的优化　在单因素试验
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