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� � 摘要:检验小麦耐水分胁迫突变体对渗透胁迫环境的耐受能力并对其生理生化及分子特性进行研究。测定突变

体愈伤组织在甘露醇, NaCl和聚乙二醇( PEG-6000)模拟的渗透胁迫下的相对生长量及其在 20% 甘露醇胁迫下游离脯

氨酸含量、可溶性糖含量、可溶性蛋白含量等生理生化指标, 并进一步检测了突变体再生苗的 K+ / Na+ 含量及可溶性

蛋白质组成和基因组 DNA RAPD多态性等生化和分子特征。突变细胞系可以在对照不能生长的 20% 甘露醇、1. 5%

NaCl和 20% PEG-6000胁迫条件下, 分别表现出 14. 5% , 12. 8% , 41. 8%的相对生长量; 在 20%甘露醇胁迫条件下突变

细胞系游离脯氨酸积累量为对照的 80% , 可溶性糖积累量为对照的 1. 2 倍,可溶性蛋白含量为对照的 1. 3倍。在相同

浓度的甘露醇模拟的渗透胁迫环境中突变体再生植株比对照植株相能维持较高的 K+ / Na+ 比值。与对照相比, 耐水

分胁迫突变体再生植株可溶性蛋白 SDS-PAGE 发生显著变化: 6 条新可溶性蛋白谱带出现在突变体再生植株中, 同时

对照系中的 1条可溶性蛋白谱带在突变株中缺失。突变体植株与对照株 RAPD带型呈现一定的多态性。所研究的小

麦耐水分胁迫突变体是一个具有较强渗透胁迫耐受能力, 可用于进一步育种工作的良好中间材料。
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Physiology and RAPD Identification of a Water-stress

Resistance Mutant of Wheat
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Abstract:To test the tolerance-resistant ability of a water-stress resistance mutant of wheat and study it� s physiology
and molecular Identifications. The relat ive growth rate of the mutant calluses were tested under the stress of mannitol,

NaCl and PEG-6000. The accumulation of free praline, soluble sugars and soluble proteins in the mutant calluses also

were tested under the stress of 20% mannitol. Sds-PAGE andRAPD were carried out to study the physiology and molec-

ular ident ifications of the regenerated mutant plants. The result showed that the mutant calluses could retain the relative

growth rate at 14. 5%, 12. 8% and 41. 8% ,when they were planted on the media contain 20% mannitol, 1. 5% NaCl or

20% PEG-6000, while the control calluses could not grow under each of these stress circumstances. The accumulation of

free praline in the mutant calluses is about 80% of that of the control under the stress of 20% mannitol. On the con-

trary, the accumulation of soluble sugars and soluble proteins in the mutant calluses is about 1. 2 and 1. 3 times of that of

the control. Growing in a osmotic-stressed environment triggered by same mannitol concentration, the regenerated mutant

plants could maintain higher K
+
/ Na

+
than that of control. 6 new soluble proteins appeared and 1 protein of the control

disappeared in the SDS-PAGE map of the mutant.Mutant variat ions were found at DNA level through the RAPD analyz-

ing. The results demonstrated these mutants could be used as new water-stress resistance seeding resources.
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� � 土壤荒漠化严重威胁着植物生长, 而培育耐水

分胁迫作物品种是解决这一问题的有效生物学措

施。应用细胞工程手段通过离体筛选植物耐水分胁

迫突变体的研究已经在甘薯[ 1]、高粱[ 2]、烟草[ 3]、小

麦[ 4]、甘蓝[ 5]等农作物中成功获得耐水分胁迫能力

显著提高的植株,为耐水分胁迫作物育种提供了宝

贵的中间种质资源。本研究以耐盐小麦为起始材

料,采用一步正筛选法二次离体筛选获得的小麦耐

水分胁迫突变体为材料, 通过测定细胞系在胁迫条

件下游离脯氨酸、可溶性糖、可溶性蛋白等生理指标

并进行植株 Na+ , K+ 含量测定、可溶性蛋白 SDS-

PAGE电泳和基因组 DNA RAPD 分析, 初步鉴定了

一个可用于进一步育种工作的小麦耐水分胁迫突变

体。

1 � 材料和方法

1. 1 � 试验材料

试验材料是由陕西省生物技术实验室提供的以

耐盐小麦 850512r为起始材料, 采用一步正筛选法二

次离体筛选获得的小麦耐水分胁迫突变体[ 4] , 对照

为耐盐小麦850512r。

1. 2 � 耐水分胁迫突变细胞系对甘露醇、盐( NaCl)、

聚乙二醇( PEG-6000)和羟脯氨酸( HYP)的耐受性

试验

小麦耐水分胁迫突变体愈伤组织分别接种到含

不同浓度甘露醇( 0, 5%, 10% , 15% , 20% ) , 不同浓

度NaCl( 0, 0. 5%, 1. 0% , 1. 5% , 2. 0% ) ,不同浓度的

聚乙二醇 PEG-6000( 0, 5%, 10%, 15% , 20% )的 MS0

培养基。每组处理 25块愈伤组织, 并设 3组重复。

在每天16 h, 120 W/ m
2
光照, ( 25 � 2) � 条件下培养

21 d,统计相对生长量。

1. 3 � 游离脯氨酸含量测定

小麦耐水分胁迫突变体愈伤组织分别接种到甘

露醇浓度分别为 0, 5%, 10%, 15% , 20%的MS0培养

基。每组处理 25块愈伤组织,并设3组重复。在每

天16 h, 120W/ m2光照, ( 25 � 2) � 条件下培养 21 d。

取处理后小麦耐水分胁迫突变体愈伤组织 1 g,采用

磺基水杨酸法
[ 6]
测定游离脯氨酸含量。

1. 4 � 可溶性糖含量测定

同1. 3 处理小麦耐水分胁迫突变体愈伤组织

1 g, 蒽酮比色法[ 7]测定可溶性糖含量。

1. 5 � 可溶性蛋白含量测定

同1. 3 处理小麦耐水分胁迫突变体愈伤组织

1 g, 考马斯亮蓝G-250法测定
[ 8]
可溶性蛋白含量。

1. 6 � 耐水分胁迫突变体再生植株在甘露醇胁迫下

Na
+、K+ 含量测定

小麦耐水分胁迫突变体再生植株及对照种子苗

分别用含不同浓度的甘露醇 ( 0, 5%, 10%, 15%,

20%)的MS0液体培养基浇灌 24 h 后, 取 1. 0 g 新鲜

叶片,参照王宝山等[ 9]方法, 使用岛津 AA6300原子

吸收分光光度计测定Na
+
, K

+
含量。

1. 7 � 植株可溶性蛋白 SDS-PAGE分析

分别称取突变体和对照种子苗叶片 1. 0 g 提取

可溶性蛋白, 参照 Sambrook 等[ 10]的方法进行 SDS-

PAGE。电泳浓缩胶为 3% ,分离胶为 12%。考马斯

亮蓝 R-250 染色液染色。经脱色后的凝胶在岛津

Cs-930薄层扫描仪上扫描。中分子量标准蛋白购自

北京鼎国生物技术公司。

1. 8 � RAPD分析

采用十六烷基三乙基溴化铵( CTAB)微量法[ 11]

分离突变体植株及对照株基因组 DNA, 选用上海生

工公司 2组 20 对随机引物进行 RAPD 扩增。PCR

反应条件为: 94 � 4 min, 94 � 30 s, 36 � 30 s, 72 � 1

min 30 s, 39 个循环, 72 � 10 min。RAPD 产物经

1. 0%琼脂糖凝胶电泳,由 BiocaptMW凝胶成像系统

记录结果。

2 � 结果与分析

2. 1 � 耐水分胁迫突变细胞系对甘露醇、NaCl和聚

乙二醇的耐受试验

图 1� 甘露醇胁迫下突变体愈伤组织及其对照的生长试验

Fig�1� Growth test of the calluse of the mutant and

control under the stress of mannitol

突变体愈伤组织在含有不同浓度甘露醇的培养

基上明显高于对照细胞系的相对生长率, 当培养基

中甘露醇浓度为 10% 时, 对照愈伤组织只有 4. 4%

的相对生长率而突变体却有 52%的相对率,表现出

显著的渗透胁迫抗性。当甘露醇浓度达到 20%时

对照细胞系几乎不能生长, 而突变体愈伤组织仍有

14. 5%的相对生长率(图 1)。统计脱离选择压力生

96��� 华 � 北 � 农 � 学 � 报 22卷



长2代的突变体愈伤组织在 0~ 2. 0%NaCl 胁迫下

的相对生长率结果如图 2, 在 0. 5% , 1. 0% , 1. 5%的

NaCl胁迫下突变愈伤组织均表现出略高于对照的

相对生长,但这种提高并不显著。突变体愈伤组织

及其对照在不同浓度的 PEG-6000 胁迫下的相对生

长率统计结果见图 3。突变体和对照系愈伤组织随

PEG浓度升高均表现出生长减慢,但在各浓度 PEG-

6000胁迫下,突变体愈伤组织都表现出比对照系高

的PEG胁迫抗性,随着 PEG浓度的上升这种抗性差

异也更加显著, 如当 PEG浓度达到 20%时, 耐水分

胁迫突变体愈伤组织的相对生长率达到对照的 5. 9

倍。

图 2 � 突变体和对照愈伤组织在 NaCl胁迫下的生长试验

Fig� 2� Growth test of the calluse of the mutant and

control under the stress of NaCl

图 3� PEG-6000 胁迫下突变体及其对照愈伤组织生长试验

Fig�3� Growth test of the mutant and control� s

callus the stress of PEG-6000

2. 2 � 耐水分胁迫突变系在甘露醇胁迫下游离脯氨

酸、可溶性糖及可溶性蛋白含量

随着培养基中甘露醇浓度的上升, 突变体细胞

系的游离脯氨酸积累量持续增加,但当甘露醇浓度

达到 10%以上时,突变体积累的游离脯氨酸量显著

少于对照系在相同胁迫条件下积累的脯氨酸量(图

4)。与之相反, 随着甘露醇胁迫浓度的升高, 突变体

和对照系都可以积累更多的小分子可溶性糖, 但突

变体与对照系相比,在相同甘露醇浓度下可以积累

更多的可溶性糖(图 5)。在可溶性蛋白含量方面,

从表 1 可以看出环境中甘露醇胁迫浓度未达到

15%前, 突变体和对照愈伤组织中可溶性蛋白含量

均随甘露醇浓度上升而上升, 而且突变体愈伤组织

中可溶性蛋白积累量比对照系高。当甘露醇浓度继

续上升,无论突变体还是对照系愈伤组织中可溶性

蛋白含量都下降, 但突变体愈伤组织中的可溶性蛋

白含量仍高于对照。

图 4� 甘露醇胁迫下突变体与对照愈伤组织
游离脯氨酸含量

Fig�4� Concentration of free Proline in the calluses of the

mutant and control under the stress of mannitol

图 5� 甘露醇胁迫下突变体与对照愈伤组织
可溶性糖含量

Fig�5� Concentration of soluble sugar in the calluses of

the mutant and control under the stress of mannitol

表 1 � 甘露醇胁迫下突变体和对照愈伤组织中

可溶性蛋白含量

Tab. 1 � Concentration of soluble proteins in the culluse of

the mutant and the control under the stress of mannitol

甘露醇浓度

/%

Concentration

of mannitol

对照愈伤组织可溶性

蛋白含量/ ( mg / g)

Concentration of soluble

proteins of the control calluses

突变体愈伤组织可溶性

蛋白含量/ ( mg/ g)

Concentration of soluble

proteins of the mutant calluses

5 13. 2� 2. 1 15. 0 � 2. 2

10 13. 5� 2. 7 33. 7 � 3. 1

15 42. 9� 3. 7 49. 5 � 2. 6

20 27. 2� 0. 9 35. 8 � 1. 1
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2. 3 � 耐水分胁迫突变体在甘露醇胁迫下 Na
+、K+

含量

耐水分胁迫突变体 T0再生植株及对照植株在

甘露醇胁迫下Na+ , K+ 含量(以鲜质量计)测定结果

见表 2。结果显示: 随环境中甘露醇浓度的提高, 它

们各自体内Na
+
含量增加, K

+
含量减少, 但突变体

再生植株能够保持更高的K+ /Na+ 比。

表 2� 甘露醇胁迫下突变体和对照植株 Na+ , K+ 含量

Tab. 2 � Concentration of Na+ , K+ in the plants of the mutant and the control under the stress of mannitol

甘露醇浓度/ %
Concentration
of mannitol

突变体
Mutant 对照 CK

K+ / (�g/ g) Na+ / (�g/ g) K+ / Na+ K+ / (�g/ g) Na+ / (�g/ g) K+ / Na+

0 266. 3� 2. 3 47. 1 � 3. 6 5. 65 263. 7 � 6. 3 46. 6 � 2. 8 5. 66

5 257. 6� 2. 5 99. 3 � 4. 1 2. 59 221. 1 � 3. 5 89. 6 � 4. 1 2. 46

10 249. 8� 3. 3 187. 7 � 2. 7 1. 33 203. 4 � 3. 7 163. 3 � 3. 4 1. 24

15 239. 3� 4. 1 244. 6 � 3. 3 0. 98 175. 3 � 4. 5 211. 1 � 3. 7 0. 83

20 210. 4� 3. 7 385. 5 � 1. 8 0. 54 146. 8 � 2. 2 363. 7 � 2. 7 0. 40

2. 4 � 耐水分胁迫突变体再生植株可溶性蛋白 SDS-

PAGE

SDS-PAGE电泳图谱(图 6)显示,耐水分胁迫突

变体再生植株及对照种子苗可溶性蛋白有明显差

异,突变株产生了对照所没有的 6条新多肽 P1( MW

�91 kD) , P2( MW�73 kD) ,P3(MW �58 kD) , P4( MW

�39 kD) , P5( MW�32 kD) , P6(MW� 23 kD) ,同时比

对照缺少了 1条多肽 P7( MW � 107 kD)。从图 6中

可以看出, 突变体植株与对照种植苗除了蛋白带的

数目上有较明显的差异外, 一些蛋白带在峰的高低

(即某些特定蛋白的表达量)也存在变化。

M�突变体 T0植株, C:对照种子苗

M�The T0 plants of the mutant , C�CK seedling

图 6� 叶片可溶性蛋白 SDS-PAGE扫描图谱

Fig�6 � SDS-PAGE electrophoresis scanning curves of

soluble proteins of plants

2. 5 � 耐水分胁迫突变体植株 RAPD

用20对随机引物对突变体植株与对照株进行

RAPD扩增,结果所有选用引物均有扩增产物, 片段

大小分布在0. 2~ 2 kb之间。不同引物扩增出的片

段数量不同,少的 1条, 多则 8条, 平均 3. 9 条, 4个

引物扩增出多态性,占全部引物的 25%。参照刘春

宇等[ 12]方法,用公式 S= 2Nab/ ( Na+ Nb) ( Na, Nb 分

别为材料 RAPD电泳图谱中各自显性的条带数, Nab

为两材料 RAPD电泳图谱中相同的条带数)计算突

变体植株与对照株间 RAPD相似性指数: S= 0. 89,

表明二者基因组 DNA 存在一定序列差异 (表 3,

图 7)。
表 3� 突变体与对照植株 RAPD结果比较

Tab. 3� RAPD result of the mutant plant and

the control plant

随机引物
Random primer

碱基序列
Base sequence

条代数
Fragment number

突变体
Mutant*

对照
CK

S010 CTGCTGGGAC 3 3( 1)

S011 GTAGACCCGT 4 4

S012 CCTTGACGCA 3 3

S013 TTCCCCCGCT 6( 2) 6( 2)

S014 TCCGCTCTGG 2 2

S015 GGAGGGTGTT 4 4

S016 TTTGCCCGGA 8( 7) 1

S017 AGGGAACGAG 5 5

S018 CCACAGCAGT 4 4

S019 ACCCCCGAAG 3 3

S020 GGACCCTTAC 5 5

S021 CAGGCCCTTC 1 1

S022 TGCCGAGCTG 4 4

S023 AGTCAGCCAC 3 3

S024 AATCGGGCTG 6( 3) 4( 1)

S025 AGGGGTCTTG 3 3

S026 GGTCCCTGAC 4 4

S027 GAAACGGGTG 6 6

S028 GTGACGTAGG 1 1

S029 GGGTAACGCC 6 6

� 注:括号中数字为二者差异条带数

� Note: The numbers of the different fragments are in the parentheses
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M� 突变体; CK� 对照种子苗

M�The mutant plant ; CK�The control plant

图中左起依次为引物 S010, S013, S016, S024的扩增产物

图 7� 突变体和对照植株 RAPD引物 SO10, SO13,

SO16, S024 的多态性扩增

Fig� 7� RAPD polymorphism between the mutant plant and

the control plants with four primers SO10, SO16, SO24

3 � 讨论

通过细胞工程离体筛选获得的胁迫抗性突变

体,在离开选择压数代以后能否保持胁迫抗性是细

胞工程育种工作中至关重要的问题。本研究得到的

6个小麦耐水分胁迫细胞系中有 4个在离开选择压

数代以后,在 15%甘露醇模拟的渗透胁迫下进行复

筛时胁迫抗性不能保持; 但有 2个突变体细胞系仍

能表现出明显高于对照系的耐渗透胁迫能力, 突变

体在愈伤组织水平上还表现出相当高的 PEG-6000

胁迫抗性及略高于对照的 NaCl胁迫抗性, 这表明

该突变体的耐渗透胁迫特征是稳定的。突变体对

NaCl胁迫抗性提高不显著可能是由于对照系本身

是耐盐突变体, 其细胞水平耐受盐胁迫能力很强, 在

其基础上筛选得到的耐渗透胁迫突变体的 NaCl胁

迫抗性提高相对较为有限。

水分胁迫可以诱发高等植物多方面的的生理及

分子响应, 包括脱落酸( ABA)和可溶性有机物质(如

甜菜碱、脯氨酸、可溶性糖及其衍生化合物)的积累、

特定干旱诱导蛋白的合成(如大分子亲水蛋白, LEA

蛋白、活性氧清除酶系和分子伴侣家族蛋白等) ,同

时一些基因的表达调控发生改变从而使植物体表现

出适应于干旱环境的生理改变[ 13]。高等植物体内

可溶性有机物质主要是糖类及其衍生化合物
[ 14]
和

脯氨酸[ 15]等。其中可溶性糖在高等植物对抗逆境

胁迫中的贡献大于脯氨酸
[ 16]
。在逆境中,植物细胞

中可溶性糖含量迅速增加, 对细胞具有保护作

用[ 17]。这种保护作用一方面是使细胞内产生具有

固体机械特性的超饱和液体, 避免发生细胞溶液结

晶,限制大分子的混合[ 17]。另一方面, 蔗糖等双糖

能在水分胁迫状态下稳定酶活性, 保护膜结构
[ 18]
。

因此, 可溶性糖含量是植物在胁迫条件下变化较为

稳定的指标, 与植物的渗透胁迫抗性有密切的关系。

在所测试的甘露醇浓度范围内, 随着渗透胁迫的增

加,突变体愈伤组织中的可溶性糖含量可溶性糖含

量呈上升趋势且显著高于对照系。脯氨酸是渗透胁

迫下易于积累的一种氨基酸, 但其积累究竟是渗透

胁迫的必然结果, 还是偶然性的事件目前存在两种

不同观点
[ 15]

: 有报道认为脯氨酸的积累是植物在逆

境胁迫下的一种适应;逆境胁迫导致细胞代谢紊乱,

抑制脯氨酸参与蛋白质合成, 从而产生大量游离脯

氨酸[ 19] ; 也有报道认为在渗透胁迫下固氮酶活性降

低, 引起体内氮源缺乏, 而同时又要合成新的水胁迫

蛋白和盐胁迫蛋白[ 20] ,脯氨酸的积累不升反降。我

们在研究中发现小麦耐水分胁迫突变体与对照在同

样的渗透处理下, 游离脯氨酸含量与渗透胁迫抗性

呈负相关, 与前人报道的小麦组织中的脯氨酸变化

率与其耐渗透胁迫能力成负相关[ 21]相吻合,这说明

了脯氨酸的积累与小麦耐渗透胁迫性的关系复杂,

目前只能将其作为一种辅助性的生理指标。小麦耐

水分胁迫突变体及对照体内 Na+ 含量随着环境中渗

透胁迫程度的提高而升高, K+ 含量则与之相反。

这可能是由于渗透胁迫下植物光合作用及呼吸作用

等基础能量代谢活动减弱从而导致膜结构中 Na
+
/

K
+
ATPase活性受到抑制, 离子选择性吸收被破坏。

在较低浓度( 5% ~ 10% )的甘露醇造成的渗透胁迫

环境中K+ 优先吸收进细胞基质不受Na+ 的抑制,但

K+ 总是抑制 Na+ 进入。在较高浓度( 15% ~ 20%)

的甘露醇造成的渗透胁迫环境中, 离子吸收的选择

性进一步下降, K+ , Na+ 离子都抑制吸收。但由于

突变体已形成了某种保护膜的机制, 所以小麦耐盐

系幼苗维持着较高的K+ /Na+ 比值。这种膜保护机

制的分子机理仍在进一步研究当中。在一定盐浓度

范围内, 植株的K
+
/ Na

+
比率是小麦耐渗透胁迫能

力的重要指标
[ 22]
。

水分胁迫下的植物为了减少胁迫造成伤害, 可

以通过产生一些抗逆相关蛋白质, 如 LEA蛋白家

族、水分通道蛋白等来对抗胁迫环境, 这些新增加

的蛋白质的种类和含量与植物的抗旱能力密切相

关[ 23] ;同时细胞可溶性蛋白是植物代谢的主要调控

和促进物质,其含量的变化从一方面反映了植物合

成和代谢能力
[ 24- 26]

。在我们的试验中不仅突变体

可溶性蛋白含量始终比对照系更高,同时与对照植

株相比蛋白表达谱发生显著改变产生了6条新的可

溶性蛋白谱带,这是小麦耐水分胁迫突变体比对照

系更适应于干旱胁迫环境的一种表现。

通过反复筛选得到的耐水分胁迫突变体, 其真
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实性往往受到人们的怀疑。本研究用 20 对引物对

突变体植株及其对照亲本植株进行了 RAPD分析,

结果显示, 突变体与对照相比发生了 DNA水平的变

异,遗传距离的计算也证明了突变体与对照基因组

之间存在微小差异, 从而为突变体的真实性提供了

充分的分子生物学证据, 也表明研究中所得到的突

变体是一个研究小麦耐渗透胁迫特性的良好材料。
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