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　　摘要：以宁杞１号无菌实生苗的叶片、下胚轴以及茎尖生长点组织为材料，以ＭＳ为基础培养基，设置不同的激素
浓度比例，诱导不同外植体产生丛生芽并完成形态建成。采用水培处理方式，分别设置０、１００、２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ胁迫
梯度，于处理后１、２、３ｄ分别测定地上部超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）的活性，利用
实时荧光定量 ＰＣＲ技术检测 ＡＰＸ、Ｃｕ／Ｚｎ－ＳＯＤ、ＧＳＴ、Ｆｅ－ＳＯＤ基因的表达变化模式。结果表明，ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ）＋０．２ｍｇ／Ｌ萘乙酸（ＮＡＡ）的培养基能快速诱导顶端组织及叶片组织中丛生芽的生长，而茎
段呈现愈伤化和玻璃化情况，丛生芽在ＭＳ培养基上能完成生根，形态建成良好。盐胁迫下的叶片中保持着较高浓度
的ＰＯＤ酶活性，而ＣＡＴ活性却被抑制，与抗氧化胁迫相关的 ＳＯＤ、ＧＳＴ以及 ＡＰＸ基因在盐胁迫下表达倍数显著性增
加，而Ｆｅ－ＳＯＤ酶基因却显著性被抑制，本研究为宁夏枸杞组培快繁体系的建立，组培苗抗盐机制提供了理论支持。
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　　宁夏枸杞是宁夏回族自治区特色资源植物，宁
夏枸杞中富含枸杞多糖、黄酮、多酚等多种成分，因

此是药食同源性功能保健食品，具有极高的经济价

值和药用价值［１－４］。由于宁夏枸杞分布广泛，对盐

碱、干旱、冷冻等环境胁迫具有极强的耐受性，在河

北省沿海盐碱地、新疆自治区、甘肃省等土壤贫瘠

之地也得到了大面积引种种植，也是典型的植被恢

复树种和经济树种［５］。

在植物抗逆机制中，抗氧化酶系统及其关键基

因起到重要作用［６］，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）一般可
以分为Ｃｕ／Ｚｎ－ＳＯＤ、Ｆｅ－ＳＯＤ和 Ｍｎ－ＳＯＤ３种，
其关键基因Ｆｅ－ＳＯＤ，Ｍｎ－ＳＯＤ、Ｃｕ／Ｚｎ－ＳＯＤ的高
效表达，是保持 ＳＯＤ酶活性的主要因素，ＳＯＤ酶基
因能够受重金属、盐碱以及干旱等逆境环境的诱导

而高效表达［７］。过氧化物酶（ＰＯＤ）主要是在植物
受到迫害产生过氧化物时具有防御性的一种酶，细

胞壁为首先受到重金属胁迫的部位，ＰＯＤ酶作为可
以调节细胞壁代谢的一种酶，可以减轻植株受迫害

的程度，同时，ＰＯＤ酶还参与细胞壁木质素形成和
细胞凋亡等生理活动［８－１０］。过氧化氢酶（ＣＡＴ）是
一种金属合成酶，其主要作用是使过氧化氢分解成

氧和水，ＣＡＴ也参了植物对逆境胁迫的响应［１１］。

由于宁夏枸杞是异花授粉，遗传背景复杂，自

然环境中野生群体之间的抗逆差异较大，甚至现有

栽培品种之间的抗逆能力也有很大差别［１２］，而关于

宁夏枸杞单一遗传背景下组培苗的抗逆研究报道

较少，在短期内要获得大量遗传背景单一的群体，

须要建立宁夏枸杞的快繁体系，已有很多关于宁夏

枸杞组培体系的报道［１３－１４］，但是通过愈伤诱导的方

法会产生大量的玻璃化苗，并且试验周期太长。本

试验以无菌枸杞实生苗为材料，以不同的组织为外

植体，拟建立、优化无菌枸杞苗的组织培养快速繁

殖体系，降低枸杞苗外植体褐化死亡率，降低枸杞

外植体玻璃化率，缩短培养周期，通过对遗传背景

单一稳定的组培苗的耐盐能力的研究，能够更加准

确地揭示枸杞的抗盐机制，以期为宁夏枸杞组织培

养快繁体系的建立和组培苗的盐碱地生长提供理

论依据。
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１　材料与方法

１．１　材料种植
所有试验都于北方民族大学生物科学与工程

分子生物学实验室进行。宁杞１号成熟饱满的种子
经蒸馏水冲洗干净后，于超净台中经１０％次氯酸钠
溶液消毒８ｍｉｎ后，用无菌水冲洗２～３遍，然后接
种到１／２ＭＳ培养基上，在２５℃培养箱中培养，待培
养２０ｄ左右时，茎尖和叶片组织接种于不同激素比
例的诱导培养基上，用于愈伤及不定芽的诱导和遗

传转化。

１．２　宁夏枸杞组培快繁体系的建立
将枸杞叶片及顶端生长点剪下（叶片经手术刀

划伤）后接种于８种添加了不同激素的 ＭＳ固体培
养基中（ｐＨ值为６．０），激素配比见表１，每个处理
重复５次，每个培养瓶中接种外植体２０个，培养条
件：温度为 ２５℃，湿度为 ４０％，光照 １２ｈ／ｄ。每
１５ｄ继代１次，并记录愈伤及不定芽生长情况，统
计玻璃化率。

表１　不同激素浓度配比及外植体接种种类

处理 激素浓度配比 接种外植体种类

Ｍ１ ０．４ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ 茎尖生长点，叶片，下胚轴

Ｍ２ ０．４ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．７ｍｇ／ＬＮＡＡ 茎尖生长点，叶片，下胚轴

Ｍ３ ０．４ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ 茎尖生长点，叶片，下胚轴

Ｍ４ ０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．７ｍｇ／ＬＮＡＡ 茎尖生长点，叶片，下胚轴

Ｍ５ ０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ 茎尖生长点，叶片，下胚轴

Ｍ６ ０．７ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ 茎尖生长点，叶片，下胚轴

Ｍ７ １．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ 茎尖生长点，叶片，下胚轴

Ｍ８ １．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ 茎尖生长点，叶片，下胚轴

１．３　组培苗的生根
选取生长健康的不定芽为生根外植体，配制不

同激素比例的生根培养基进行生根培养，激素配比

主要为 １／２ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ（萘乙酸）＋
０．６ｍｇ／ＬＩＢＡ（３－吲哚丁酸）、１／２ＭＳ＋０．２ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ、１／２ＭＳ＋０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０６ｍｇ／ＬＩＢＡ以及 ＭＳ培养基，２０ｄ后观察生根
情况。

１．４　组培苗的水培及处理
选取在ＭＳ培养基中生根的组培苗，移栽在１／２

Ｈｏｇｌａｎｄ（霍格兰）营养液中培养 １周，换在全
Ｈｏｇｌａｎｄ营养液中培养至１０ｃｍ高时用于抗氧化酶
ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ活性的测定及实时荧光定量 ＰＣＲ
检测。

１．４．１　枸杞苗叶片中 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ酶活性的测
定　选取长势均匀一致的水培枸杞苗，在 Ｈｏｇｌａｎｄ
营养液中分别设置 ３种不同浓度梯度的 ＮａＣｌ（０、
１００、２００ｍｍｏｌ／Ｌ），每个处理重复３次，于处理２４、
４８、７２ｈ后取样，分别称取每个处理的新鲜成熟叶
片各０．５ｇ于研钵中，加５ｍＬ酶提取液在冰浴中研
磨均浆，于４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，吸取上清
液即为酶粗提液。超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化
物酶（ＰＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）的活性测定参考代
其林等的方法［１５－１６］，每个处理重复３次，相关数据
用软件计算方差和平均值。

１．４．２　枸杞苗的ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成　选取长
势均一的水培苗，经２００ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠处理，于处
理后０、２、１２、２４、４８ｈ分别取新鲜叶片于液氮速冻，
利用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｔｒｉｚｏｌ试剂按照试剂盒说明书操作步
骤提取总ＲＮＡ并检测完整性，取１μｇ总ＲＮＡ经脱
氧核糖核酸酶处理后用Ｍ－ＭＬＶ逆转录酶（美国英
杰生命技术有限公司）合成ｃＤＮＡ。
１．４．３　实时荧光定量ＰＣＲ检测目的基因的表达　
根据实验室已经建立的宁夏枸杞转录组数据库里

的表达序列标签（ＥＳＴ）序列，筛选了 Ｃｕ／Ｚｎ－ＳＯＤ、
Ｆｅ－ＳＯＤ、ＡＰＸ、ＧＳＴ等与抗氧化胁迫相关的基因，利
用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ３．０软件设计实时荧光定量 ＰＣＲ
引物，采用美国 ＭＸ３０００ｐＴＭ ｑＰＣＲ实时荧光定量
ＰＣＲ仪，以宁夏枸杞的 β－ａｃｔｉｎ基因作为内参基
因［１７］，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ［东洋纺
（上海）生物科技有限公司］为荧光染料，模板采用

稀释 ２０倍的 ｃＤＮＡ，重复 ３次，总反应体系为
２０μＬ，反应条件为９５℃ １０ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，６０℃
３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，４５个循环。ＰＣＲ结束后进行溶解
曲线分析，所需引物序列见表２。

表２　实时荧光定量ＰＣＲ所用引物

基因 引物（５′→３′） 注释

Ｃｕ／Ｚｎ－ＳＯＤ Ｆ：ＧＡＡＧＧＧＴＧＴＴＧＣＴＧＴＴＣＴＴＡＡＧＧ，Ｒ：ＡＴＧＡＡＧＴＣＣＡＧＧＡＧＴＡＡＧＴＣＣＡＧＴＴＡＡＡ Ｃｕ／Ｚｎ－ＳＯＤ超氧化物歧化酶

ＧＳＴ Ｆ：ＡＡＴＣＡＡＴＣＡＣＡＡＣＡＣＣＣＡＡＴＡＡＡＣＴＣ，Ｒ：ＴＣＡＴＡＴＧＧＣＡＧＧＴＧＣＴＴＴＴＣＣ 谷胱甘肽Ｓ－转移酶

Ｆｅ－ＳＯＤ Ｆ：ＣＣＡＴＧＧＡＣＧＡＡＣＴＴＡＴＣＡＡＡＧＴＡＡＣＡ，Ｒ：ＴＧＧＡＴＴＣＣＣＡＧＡＡＧＡＡＡＴＣＡＴＧＡ 超氧化物歧化酶

ＡＰＸ Ｆ：ＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＧＡＣＡＡＧＧＣＴＣＴＡＣＴ，Ｒ：ＴＴＣＡＴＣＣＧＣＡＧＣＡＴＡＴＴＴＣＴＣＡ 过氧化物酶
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２　结果与分析

２．１　不同激素浓度处理对宁夏枸杞茎尖、下胚轴、
叶片组织不定芽的诱导

由表３可知，宁杞１号的茎尖及叶片在不同激
素浓度上的生长变化情况，经过３０ｄ诱导，茎尖在
激素浓度为Ｍ７（１．０ｍｇ／Ｌ６ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ）培

养基中丛生芽芽点生长较多而几乎没有明显的玻

璃化情况，适合用于宁杞１号茎尖外植体不定芽的
诱导，而叶片在 Ｍ８（１．０ｍｇ／Ｌ６ＢＡ＋０．４ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ）培养基上经过诱导后产生的不定芽生长最
好，无明显玻璃化，因此Ｍ８培养基可用于诱导叶片
不定芽的形成。诱导的不定芽在ＭＳ培养基上就能
快速完成生根，水培苗长势健康正常（图１）。

表３　不同外植体生长变化统计

处理 叶片生长状态 茎尖生长状态 下胚轴生长状态

Ｍ１ 愈伤化，翠绿 呈愈伤化，玻璃化 愈伤化，发白，紧密

Ｍ２ 愈伤化，翠绿 轻度玻璃化 愈伤化，发白

Ｍ３ 愈伤化，翠绿 芽点密集，轻度玻璃化 愈伤化，发白

Ｍ４ 愈伤化，愈伤翠绿 芽点密集，玻璃化 愈伤化，翠绿

Ｍ５ 愈伤化，愈伤浅绿色 玻璃化严重 愈伤化，翠绿，玻璃化严重

Ｍ６ 愈伤化，愈伤浅绿色 玻璃化严重 愈伤化，翠绿，玻璃化严重

Ｍ７ 叶片膨大发白，不定芽生长缓慢，生长正常 芽点密集，丛生芽较多，无明显玻璃化 有不定芽产生，无明显玻璃化

Ｍ８ 轻微愈伤化，丛生芽多，生长正常 芽点密集，部分轻度玻璃化 有不定芽产生，部分轻微玻璃化

２．２　不定芽的快繁及生根
挑选５株丛生芽长势较好的外植体，将其丛生

芽独立分开，分别进行继代培养，２周继代１次，继
代３次后统计丛生芽数，统计结果见表 ４。经过 ２

次继代后快繁群体迅速增加，且快繁出的植株长势

良好，玻璃化率极低，因此，本试验所建立的快繁体系

达到预期效果。将不定芽移栽在ＭＳ培养基上，经过
２０ｄ的生根培养，不定芽完成了完整的形态建成，根
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系生长良好，移栽在Ｈｏｇｌａｎｄ营养液中生长正常。

表４　快繁体系的建立

繁殖代数

（代）

丛生芽数（株）

第１株 第２株 第３株 第４株 第５株
丛生芽

总数（株）

１ １ １ １ １ １ ５

２ ４ ３ ６ ４ ５ ２２

３ ２８ １９ ４８ ２３ ２６ １４４

　玻璃化率（％）２ ５ ２ ２ ４ ３

２．３　不同浓度的 ＮａＣｌ胁迫对叶片 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ
抗氧化酶活性的影响

组培苗在１００、２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理下的叶片
组织中的 ＣＡＴ、ＰＯＤ及 ＳＯＤ酶活性见图２。与 ＣＫ
相比，在不同浓度的 ＮａＣｌ胁迫下，ＣＡＴ酶活性在
１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理１ｄ后显著性增加，随着胁迫
时间延长而下降，而ＰＯＤ酶活性在胁迫 ３ｄ后达到
显著或极显著水平，ＳＯＤ酶活性在 ２００ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＮａＣｌ处理１ｄ和２ｄ后呈下降趋势，但是在胁迫３ｄ
后增加，但没达到显著水平。

２．４　不同浓度的ＮａＣｌ胁迫对相关基因表达的影响
对４个与抗氧化胁迫相关的基因进行实时荧光

定量ＰＣＲ分析，结果见图３。与对照相比，ＡＰＸ基因
在胁迫后 ４８ｈ表达量显著性增加，是对照的 ４．６
倍；Ｃｕ／Ｚｎ－ＳＯＤ基因在处理后２４ｈ显著增加，是
对照的１．９５倍，Ｆｅ－ＳＯＤ基因的表达在处理后１２ｈ
就已开始显著被抑制，随着时间延长，在４８ｈ时极
显著降低，是对照的０．１８倍，而 ＧＳＴ基因随着胁迫
时间延长，表达倍数在２４ｈ达到了最高，是对照的
６．２８倍，４个基因对盐碱胁迫进行了积极响应。

３　结论与讨论

宁夏枸杞优良的抗逆性机制目前仍然是研究

的重点之一［５］，目前枸杞主要以扦插的方式进行繁

殖育种，而扦插受到自然环境等外界因素的影响。

通过建立稳定优良的快繁体系，不仅可以保留枸杞

原有的优良性状，也可以在短期内获得大量遗传背

景单一的无性系，为后期的基础理论研究和育种提

供理论和技术支持。

本研究选择宁杞１号无菌实生苗的茎尖和叶片
为试验材料，以ＭＳ培养基为基本培养基，利用不同
浓度配比的激素进行不定芽的诱导，筛选出不同外

植体组织培养快速繁殖过程中适宜的培养基和激素

浓度配比，确定了ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ

ＮＡＡ为茎尖生长点不定芽诱导的最佳培养基浓度，
ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ为叶片不定
芽诱导的最佳培养基，叶片或茎尖可以不通过愈伤

再分化途径就可以培养产生不定芽，并进一步筛选

到了最适不定芽增殖的培养基，大大地降低了玻璃

化率，缩短了组培时间，不定芽最后经ＭＳ培养基培
养就可以快速生根。

经过对这些遗传背景单一的组培苗进行盐碱

胁迫，发现ＰＯＤ酶活性在叶片中存在极显著增加，
表明ＰＯＤ在植物响应盐碱胁迫、清除过氧化物质的
过程中起重要的作用，而ＣＡＴ酶活性在叶片中随着
时间延长都呈下降趋势，众多研究发现，随着盐碱

浓度的增加和胁迫时间的延长，ＣＡＴ酶活性呈现先
上升后下降趋势［１８］，高盐浓度显著抑制了ＣＡＴ酶

—０６— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第７期



活性［９］。沈金玲等研究结果表明，盐胁迫下部分

ＣＡＴ酶基因的表达倍数降低［１９］，因此推测，可能由

于盐胁迫降低了ＣＡＴ酶基因的表达倍数，从而影响
了ＣＡＴ酶的整体活性，这有待于后期继续研究；通
过对ＳＯＤ酶的２个基因的表达模式进行研究发现，
Ｃｕ／Ｚｎ－ＳＯＤ在胁迫后 ２４ｈ显著性增加，而
Ｆｅ－ＳＯＤ基因却呈现被极显著抑制的趋势，这可能
是导致ＳＯＤ酶活性不高的主要原因之一。有研究
表明，谷胱甘肽转移酶参与了植物对多种逆境胁迫

的响应［２０］，刘明坤通过将 ＧＳＴ基因转入烟草中，显
著提高了转基因烟草的耐盐性，ＧＳＴ和 ＡＰＸ基因表
达倍数极显著增加，暗示该基因能积极响应盐胁

迫，可能在枸杞耐受盐碱胁迫中起到重要作用［２１］。
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高山松 ｍｉＲ１７１ａ及其靶基因的鉴定与表达分析
张雪如１，２，王稳利１，２，邱宗波１，２，曾倩倩１，２

（１．河南师范大学生命科学学院，河南新乡４５３００７；２．河南省农业微生物生态与技术国际联合实验室／河南师范大学，河南新乡 ４５３００７）

　　摘要：以裸子植物高山松为试验材料，利用笔者所在实验室前期构建的高山松ｍｉＲＮＡ数据，通过生物信息学方法
筛选与高山松生长发育相关的ｍｉＲ１７１ａ，并通过基于 ＲＮＡ连接酶的 ｃＤＮＡ末端快速扩增法（ＲＬＭ－５′ＲＡＣＥ）验证得
出，ＧＲＡＳ家族转录因子（Ｕｎｉｇｅｎｅ１００１５）和肌动蛋白结合蛋白（Ｕｎｉｇｅｎｅ８３４０１）的基因为高山松ｍｉＲ１７１ａ的靶基因。通
过ＰＣＲ技术克隆得到的高山松ｍｉＲ１７１ａ前体序列可形成茎环发夹结构，但其成熟序列的碱基保守性较差。系统进化
分析显示，ｐｄｅ－ｍｉＲ１７１ａ与裸子植物火炬松的进化关系较近。经 ｑＲＴ－ＰＣＲ分析发现，ｐｄｅ－ｍｉＲ１７１ａ在高山松茎中
的相对表达量最高，其次是在针叶中，而靶基因Ｕｎｉｇｅｎｅ１００１５在茎、针叶中的相对表达量较低，暗示 ｐｄｅ－ｍｉＲ１７１ａ可
以通过调控靶基因Ｕｎｉｇｅｎｅ１００１５而参与高山松的生长发育。
　　关键词：高山松；ｍｉＲ１７１；靶基因；荧光定量ＰＣＲ
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　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类由２１～２４个核苷酸
组成的内源性单链小ＲＮＡ，主要是在转录后水平介
导靶ｍＲＮＡ的降解或翻译抑制来调控基因表达［１］。

自研究者从秀丽隐杆线虫（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ）
中发现第１个 ｍｉＲＮＡ以来，ｍｉＲＮＡ一直是研究的
热点［２］。近年来，越来越多的研究发现，ｍｉＲＮＡｓ在
高山松（Ｐｉｎｕｓｄｅｎｓａｔａ）的生长发育［３］、杉木种子的

萌发［４］及落叶松体胚的生长发育和形态建成等方

面起着重要的调控作用［５］。

　　ｍｉＲ１７１是在植物中最早发现的 ｍｉＲＮＡｓ家族
成员之一［６］，在拟南芥中有３个 ｍｉＲＮＡ成员，分别
是 ａｔｈ － ｍｉＲ１７１ａ、ａｔｈ － ｍｉＲ１７１ｂ 和 ａｔｈ －
ｍｉＲ１７１ｃ［７］。通过基于ＲＮＡ连接酶的ｃＤＮＡ末端快
速扩增（ＲＮＡｌｉｇａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄ５′ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ，简称ＲＬＭ－５′ＲＡＣＥ）试验，研究者发
现水稻中的 ｍｉＲ１７１能介导靶基因 ＯｓＨＡＭ（ＧＲＡＳ
家族转录因子）ｍＲＮＡ的剪切降解，从而促进水稻
营养生长向生殖生长的过渡及根尖分生组织稳态

的形成［８］。杨树ｍｉＲ１７１通过调控 ＧＲＡＳ转录因子
而参与杨树的生长发育和光形态建成的调控［９］。

张力等研究发现，烟草 ｍｉＲ１７１ｃ通过负调控 ＳＣＬ靶
基因ＴＣ１３４８１１、ＴＣ１２７３８５，使植物出现顶端优势丧
失和茎秆增多等表型［１０］。尽管目前关于ｍｉＲ１７１在
多个植物中功能的研究较多，但目前在裸子植物高

山松中，ｍｉＲ１７１的鉴定及其在高山松生长发育过程
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