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蚕豆离体培养繁殖植株对高温及紫外线胁迫的反应 
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摘 要：将蚕豆种子无菌苗(对照)和离体繁殖3代无菌苗作为供试材料，观察它们在高温和紫外线胁迫 

下的生长和根尖细胞有丝分裂的情况。试验结果表明，供试植株在高温和紫外线胁迫下在外观上表现 

叶片枯黄、植株死亡，在染色体水平上发生了畸变，紫外线胁迫造成的畸变程度大于高温胁迫，3代克隆 

苗的畸变程度大于种子苗。 
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Abstract：Using propagated-plantlets from the 3 generation of faba as materials，the effects ofheat and ultraviolet stress 

on growth and the mitosis of root—tip ceils of plantlets were studied．The results showed that the frequency of the planflets with 

yellow leaf and dead planflets and chromosomal aberrations were increased by use of both stress compared with CK，the effects 

of ultraviolet stress were stronger than ffrat of heat stress．The frequency of chromosomal aberrations of planflets from the 3 

generation Wilt8 higher than that of plantlets germinated from seeds． 
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快繁技术已在植物上得到广泛应用，研究离体培 

养繁殖后代的遗传稳定性和对生长逆境的适应性，将 

有助于对植物克隆后代的抗逆性及遗传稳定性评估， 

无疑具有重要的学术意义和应用价值。蚕豆是一种敏 

感植物，外界环境条件的变化对其生长极易造成明显 

影响  ̈ 。由于蚕豆染色体大而数量少，细胞分生组 

织增殖周期短，大部分时间是对诱变剂的敏感时期，易 

产生微核及染色体畸变 J，因而是一种用于监测环 

境污染及重金属污染的指示植物 。本研究以蚕豆 

离体培养繁殖群体为供试材料，着重研究了克隆后代 

在个体和染色体水平上对逆境的反应。 

1 材料与方法 

1．1 无菌种子苗的获取 

选择饱满、均匀的蚕豆种子，置 70％的酒精 中 

1rain，再用饱和的漂白粉溶液浸泡 lOmin，然后用无菌 

水冲洗5～6次。放在铺有无菌纱布的瓷盘中，倒入添 

加 5mg／L GA 的无菌水浸泡 12h，待种子完全吸胀后， 

用饱和的漂白粉溶液浸泡 10min，再用无菌水冲洗 5～ 

6次，接种到无激素的MS培养基上。在23 oC 4-1 oC、光 

强 18001x、日光照 12h／黑暗 12h的光周期下培养。当 

芽长出2～3cm时，进行逆境处理。 
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1．2 离体繁殖3代群体的构建 

种子的消毒及发芽步骤同上。当芽长至 2～3cm 

时，将芽切下转移至增殖培养基上，连续快繁 3代。以 

MS培养基为基本培养基，发芽培养基中添加 3Og／L蔗 

糖、6．0g／L琼脂 ，pH 5．8；增殖培养基则在发芽培养基 

的基础上添加 0．5mg／L 6一BA(6一苄氨基嘌呤)、 

0．Olmg／L NAA(萘 乙酸)、0．5mg，L MET(矮壮 素 )、 

8oomg／L CH(水解干酪素)、0．5g／L AC(活性炭)；生根 

培养基中则添加 1．0mg／L NAA、0．5g／L AC。121℃高温 

高压灭菌。 

1．3 逆境设置 

高温逆境在光照培养箱 中进行，45℃ 1h和 2h。 

紫外线逆境在超净工作台上进行 ，培养瓶的盖子打开， 

将苗暴露在 20W 的紫外灯下，高度 60cm，照射时间设 

lh和2h。逆境处理结束后，将无菌苗接种至无激素的 

恢复培养基培养，21d后统计植株的枯黄率和死亡率， 

植株上有一片叶子发生枯黄即为枯黄植株。存活的植 

株转移到生根培养基生根。 

1．4 根尖细胞染色体观察和畸变率统计 

当根长至 1．5—2．0cm时，上午 11：30—12：3O剪 

根，置于0．1％的秋水仙碱溶液中 13℃处理2h，然后用 

卡诺氏固定液(无水酒精：冰醋酸 3：1)固定 24h。制片 

前用 1tool／L的盐酸于60~C解离 20rain，醋酸洋红染色， 

在 45％的冰醋酸中压片，显微镜下观察计数。只统计 

有丝分裂中期分裂相中出现染色体畸变(染色体断片) 

的细胞占中期分裂相的百分率。每个处理统计 1O株 

植株，每 1株至少统计 5O个染色体分裂相。 · 

2 结果 

2．1 蚕豆离体繁殖3代群体的长势 

蚕豆种子发芽后，在增殖培养基上培养，30d继代 

1次，繁殖系数为 2 3。快繁3代后，从表型看克隆苗 

茎秆粗壮，叶色浓绿，长势良好，与种子苗没有差异。 

(图 i)。 

2．2 逆境处理对种子苗及离体繁殖苗的生长影响 

无论是种子苗还是离体繁殖苗，高温(45℃)和紫 

外线处理对植株的生长均有很大的影响，表现在叶片 

枯黄、植株死亡。从表 1可以看出，45 c【=处理 lh时，种 

子苗的死亡率和枯黄率分别为 5．O％和 1．7％，而克隆 

苗分别为 15．O％和 6．7％；紫外线照射处理 1h时，种 

子苗的死亡率和枯黄率分别为 l4．5％和 11．3％，而克 

隆苗分别达 29．O％和 32．3％；逆境处理时间的越长， 

对植株生长的影响越大；但种子苗对逆境的忍耐力明 

圈 1 克隆3代苗(左)和种子苗(右) 

Fig．1 plantlets from 3rd generation of clone(1eft)and 

seeds germination(right) 

显好于克隆苗，在同等逆境条件下克隆苗的死亡率和 

枯黄率是种子苗的2—3倍，而处理前克隆苗与种子苗 

在表型上难于区别(图 1)。紫外线照射 1～2h对植株 

造成的伤害大于45 aI=处理，当紫外线照射达 2h时，克 

隆苗的死亡率达 43．1％，枯黄率达到51．7％(图2)。 

图 2 克隆苗对逆境的反应 

Fig．2 response of clonic plantlets to stress 

左；45℃2h；右：紫外线 2h 

left；heat streBs(45~C 2h)；fight：ultraviolet stress(2h) 

2．3 逆境处理对种子苗及离体繁殖苗染色体畸变率 

的影响 

逆境处理能使蚕豆染色体出现断裂现象，表现在 

有丝分裂中期分裂相中有很多断片产生。未经逆境处 

理的对照中，种子苗的染色体畸变率为 3．O％，而克隆 

苗为 7．6％，绝大部分分裂相正常(图3—1)；45 c【=处理 

lh，种子苗和克隆苗的染色体畸变率分别为 9．9％和 

19．9％，处理 2h，为 17．6％和 26．9％；紫外线照射 1h， 

种子苗和克隆苗的染色体畸变率分别为 l9．7％和 

29．4％，照射 2h为 27．0％和 49．3％。表明植株在遇到 

逆境时不仅在外观上表现出叶片枯黄、植株死亡，更是 

在染色体水平上发生了畸变，克隆苗的畸变程度远远 

大于种子苗。另外，在镜检时发现，逆境处理的克隆苗 

中，有四倍体现象发生(图 3—2)，且紫外线照射的多 
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表 1 高温和紫外线胁迫对种子苗及克隆苗生长的影响 
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s of heat and ultraviolet stress on growth of planflets from seed germination and clone 

裹 2 高温和紫外线胁迫对幼苗根尖细胞有丝分裂中期分裂相中染色体畸变的影响 

Table 2 ts of heat and ultraviolet Stl~S8 on chromosomal aberrations in the root—tip cell of planflets 

图3 逆境处理对根尖染色体的影响 

Fig．3 Chromosomes response of plantlets to stress 

1：染色体正常形态(2n=12)；2：逆境诱发的四倍体；3：逆境诱发的染色体断片；4：逆境诱发的大量染色体断片 

1：Normal chromosomes(2n=12)；2：Chromosomes doubling induced from the stress； 

3：Chromosomes breaks and their fragments induced from the 8tre~：4：Chromosomes pulverization induced from the sttres8 
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于高温处理的；无论是克隆苗还是种子苗，在紫外线照 

射的处理中，同一分裂相中断片的数量要多于45~C高 

温处理的；随着逆境处理时间的延长，中期分裂相中出 

现染色体断片的数量也随着增加(图3—3、4)。 

3 讨论 

在正常培养条件下，蚕豆种子苗在离体繁殖 3代 

后，克隆苗与种子苗在表型上长势相当，难于区别，有 

丝分裂过程中出现染色体断片的频率不高。种子苗对 

高温、紫外线胁迫的耐受力明显好于克隆苗。在同等 

条件下，克隆苗的死亡率是种子苗的2—3倍。植株在 

遇到高温、紫外线胁迫时不仅在外观上表现出叶片枯 

黄、植株死亡，染色体水平也发生了畸变，表现在有丝 

分裂中期分裂相中有很多断片产生。高温处理和紫外 

线照射的时间越长，有丝分裂过程中出现染色体断片 

的频率就越高。紫外线照射胁迫对植株造成的伤害大 

于高温胁迫，紫外线照射达到 2h时，克隆苗分裂相中 

出现断片的频率接近 50％，克隆苗的变异程度要远远 

大于种子苗。 

利用蚕豆(Vicia faba)根尖微核技术监测环境污染 

和检测危险化学品已得到广泛的运用，这种方法灵敏 

性高、可靠性强、简便易操作，因此在世界范围内被广 

泛应用 ’m 。将微核技术与快繁技术结合起来 ，用于 

检测克隆后代对逆境的适应度，尚未见报道。大量的 

研究表明，染色体畸变是产生微核的主要来源，微核的 

产生与染 色体 畸变有很大 的相关性⋯ ，呈直线 回 

归H J。由于微核数量多，有大有小，统计较为困难，而 

有丝分裂中期分裂相中染色体畸变较为直观，统计时 

Journd o，Nuclear Agrle~ura／&／ences 
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不易发生重复或遗漏。本研究表明以有丝分裂中期分 

裂相中染色体的畸变率来评估植株受到伤害的程度是 

可行的。染色体水平上的畸变又将引发基因水平上的 

变化，而这种变化将会导致相关性状发生变异。 

蚕豆克隆后代经有性繁殖后对逆境的反应以及其 

他植物克隆后代对逆境的反应值得进一步研究。 
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