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蒲公英耐盐突变体‘滨蒲 １ 号’的耐盐性研究
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摘　 要: 土壤盐渍化是当今农业生产上的重要危害之一ꎬ它严重影响当地农作物的生长、发育及产量的提

高ꎮ 为了提高盐碱地的利用效率ꎬ该文以蒲公英耐盐突变体 ‘滨蒲 １ 号’ 及其亲本叶片为材料进行丙二醛

(ＭＤＡ)含量等 ８ 种生理指标的测定ꎬ同时利用 ｃＤＮＡ￣ＲＡＰＤ 技术对蒲公英耐盐突变体及其亲本根胁迫 ０、
１２、２４ ｈ 的差异表达基因进行分析ꎮ 结果表明:(１)突变体 ‘滨蒲 １ 号’ 叶片中脯氨酸含量、叶绿素含量、可
溶性蛋白含量、ＣＡＴ 活性、ＰＯＤ 活性、ＳＯＤ 活性在不同胁迫时间点均大体高于亲本ꎻＭＤＡ 含量、相对电导率

低于亲本ꎮ (２)以筛选出的 １０ 条 ＲＡＰＤ 引物进行 ｃＤＮＡ￣ＲＡＰＤ 分析ꎬ共扩增出 ２２ 条清晰的条带ꎬ差异条带

１０ 条ꎬ多态性为 ４５.４％ꎮ (３)扩增产物片段大小在 １５０ ~ １ ０００ ｂｐ 之间ꎬ主要为盐抑制基因片段ꎬ推测蒲公

英耐盐突变体 ‘滨蒲 １ 号’ 的耐盐性既与渗透调节物质脯氨酸及多种抗氧化酶上升引起的保护作用有关ꎬ
也与根中一些与耐盐相关的基因表达变化有关ꎮ 该研究为进一步克隆蒲公英耐盐基因并利用基因工程手

段培育耐盐优质的蒲公英新品系奠定一定的理论基础ꎮ
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　 　 土壤盐渍化是植物的主要非生物胁迫形式ꎬ
严重阻碍着农业的发展(张荣梅和马彦军ꎬ２０１７)ꎮ
近年来随着生态环境的恶化和盲目过量的施用化

肥ꎬ土壤盐渍化程度在进一步加大ꎬ筛选培育耐盐

植物是开发利用盐碱地的一种有效方法ꎮ 近年来

植物体细胞耐盐突变体筛选研究已经成为抗盐植

物育种学术研究的热点问题ꎮ 前人已经在水稻、
玉米、狼尾蕨等多种植物上获得耐盐细胞系的再

生植株并对其耐盐机理进行了研究 (马进等ꎬ
２００９ꎻ梁丽建等ꎬ２０１５)ꎮ

蒲公英 (Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ) 别名蒲公草、
黄花地丁、婆婆丁、黄花三七ꎬ是菊科(Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ)蒲
公英(Ｔａｒａｘａｃｕｍ Ｆ. Ｈ. Ｗｉｇｇ)属多年生草本植物ꎮ
蒲公英性寒味苦ꎬ具有清热解毒等功效ꎬ蒲公英的

化学成分复杂ꎬ其主要活性成分是蒲公英甾醇ꎬ此
外还含有绿原酸、总黄酮、咖啡酸、生物碱、多糖等ꎬ
其药用价值很高ꎬ对许多致病菌均有一定的杀菌作

用(沈凤阁和袁昌齐ꎬ２０１１)ꎮ 近几年ꎬ人们充分认

识到蒲公英的营养价值、医疗价值和经济价值ꎬ开
始进行蒲公英的大规模栽培ꎮ 蒲公英属盐生植物ꎬ
适应性强ꎬ耐寒、耐热、耐酸碱、耐瘠薄性均较强ꎮ
目前有关蒲公英耐盐性研究报道不多ꎮ 例如ꎬ张晓

辉和林辰壹(２０１２)研究发现蒲公英对单盐及混合

盐碱胁迫均表现出一定的耐受性ꎬ适当浓度盐碱溶

液胁迫有助于促进蒲公英萌发出苗ꎬ碱性盐对蒲公

英出苗的胁迫作用大于中性盐ꎮ 冯昕等(２０１３)以

碳酸氢钠溶液为胁迫溶液ꎬ研究蒲公英叶片中蛋白

表达的动态变化规律ꎬ发现了 １２ 个耐盐性相关的蛋

白质ꎮ 刘雅辉等(２０１７)采用盆栽试验ꎬ分析不同盐

分质量分数的滨海原土对蒲公英幼苗的生长发育

及体内不同部位 Ｎａ＋和 Ｋ＋质量分数及 Ｋ＋ / Ｎａ＋的影

响ꎬ确定了蒲公英苗期耐盐鉴定指标为叶长ꎬ耐盐

阈值为 ０.４２％ꎮ 河北省农林科学院滨海农业研究所

通过无性系繁殖结合耐盐性筛选获得了耐盐突变

体‘滨蒲 １ 号’ꎬ初步观察到该突变体与对照相比发

生了表型的变化:叶片变宽变大、生物量增大、有效

成分增加、耐盐性和抗病性增强(刘艳芬等ꎬ２０１８ꎻ
王秀萍和鲁雪林ꎬ２０１９)ꎮ 植物生理指标的变化与

品种耐盐性之间有较高的相关性ꎬ因此研究盐胁迫

下蒲公英耐盐突变体‘滨蒲 １ 号’的生理指标变化ꎬ
对了解其耐盐机理非常重要ꎮ

ｃＤＮＡ￣ＲＡＰＤ (ｃＤＮＡ￣Ｒａｎｄｏｍ Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ＤＮＡ)技术是以 ｃＤＮＡ 为模板进行的 ＲＡＰＤ 扩增方

法ꎬ可用于进行基因差异表达的分析ꎮ 该方法简

便、费用低、省时省力(李鹏等ꎬ２００７)ꎮ 前人利用该

技术在不同物种中进行了差异基因的分析ꎬ并分离

和克隆了多个有价值的基因 ( Ｍｉｚｕｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９ꎻＰａｇｒｉｖａｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 本研究通过从生理生

化和分子水平探讨耐盐突变体‘滨蒲 １ 号’的耐盐

机理ꎬ为进一步克隆蒲公英耐盐基因并利用基因工

程手段培育耐盐优质的蒲公英新品系奠定一定的

理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

蒲公英突变体 ‘滨蒲 １ 号’及其亲本由河北省

农林科学院滨海农业研究所提供ꎮ
１.２ 试验方法

１.２.１ 蒲公英耐盐突变体及其亲本材料的培养及

盐胁迫处理

１.２.１.１ 亲本材料的培养 　 将蒲公英种子水培ꎬ每
天光照 １６ ｈꎬ待种子生根发芽后ꎬ将幼苗移至营养

土(营养土 ∶ 蛭石 ＝ ３ ∶ １)中ꎮ 挑选土培两个月且

生长状况良好的蒲公英耐盐突变体及其亲本进行

水培两天后进行盐胁迫处理ꎮ
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１.２.１.２ ＮａＣｌ 最佳胁迫浓度的筛选 　 结合 Ａｍｅｌ ＆
Ｚｏｈｅｉｒ( ２０１６)的方法初步选取 ＮａＣｌ 浓度为 １２０、
１７０、２２０ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬ对蒲公英植株进行 ７２ ｈ 的胁

迫ꎬ观察其生长状况ꎬ选取最佳盐浓度ꎮ
１.２.１.３ 盐胁迫处理　 用筛选出的最佳盐胁迫浓度

的盐溶液对蒲公英进行 ０、２、１２、２４、４８、７２ ｈ 处理ꎬ
按照不同胁迫时间取样(生理指标测定:０、２、１２、
２４、４８、７２ ｈꎻ根 ＲＮＡ 提取:０、１２、２４ ｈ)ꎮ 样品迅速

放入液氮中以便后续实验ꎮ
１.２.２ 生理指标测定方法 　 丙二醛(ＭＤＡ)含量采

用硫代巴比妥酸法测定ꎬ叶绿素含量采用无水乙

醇提取法结合分光光度计测定ꎬ相对电导率采用

ＤＤＳ￣１１Ａ 型电导仪测定ꎬ脯氨酸含量采用酸性茚

三酮－甲苯法测定ꎬ可溶性蛋白含量、超氧化物歧

化酶(ＳＯＤ)活性、过氧化氢酶(ＣＡＴ)活性、过氧化

物酶(ＰＯＤ)活性均采用试剂盒测定(购自南京建

成生物工程公司)ꎮ
１.２.３ ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 合成 　 蒲公英根总 ＲＮＡ
的 提 取 采 用 ＴＲＩＺＯＬ 试 剂 法ꎬ 用 ＤＮａｓｅ Ⅰ 酶

(ＲＮａｓｅｆｒｅｅ) 消化和氯仿抽提ꎬ所提取的 ＲＮＡ 经

琼脂糖凝胶检测可见条带完整ꎬ无降解现象ꎮ ＯＤ
２６０ / ２８０ 值均在 １.９ ~ ２.０ 之间ꎬ表明 ＲＮＡ 无污染ꎬ
可用做 ｃＤＮＡ 反转录模板ꎮ 反转录反应采用反转

录 试 剂 盒 [ ＦａｓｔＱｕａｎｔ ＲＴ Ｋｉｔ ( Ｗｉｔｈ ｇＤＮａｓｅ )
ＫＲ１０６ꎬ购自天根科技生化有限公司(北京)]ꎮ
１.２.４ ＲＡＰＤ 法扩增 ｃＤＮＡ
１.２.４.１ 引物筛选　 选取两个质量较好的 ＲＮＡꎬ反
转录成 ｃＤＮＡꎬ稀释 ５ 倍后作为模板ꎮ 对 ４２ 条引

物进行筛选ꎬ４２ 条引物选自文献(李红等ꎬ２０１８)
及北京鼎国生物公布的 ５２０ 条 ＲＡＰＤ 引物ꎬ扩增

产物在 ２％ 琼脂糖凝胶中电泳ꎬ溴化乙锭染色ꎬ 凝

胶成像系统成像拍照ꎮ 最终从 ４２ 条随机引物中

筛选出 １０ 条重复性高且清晰的引物作为 ＰＣＲ 扩

增的最适引物(表 １)ꎮ
１.２.４.２ ＰＣＲ 扩增及电泳检测　 ＲＡＰＤ 反应体系 ２０
μＬ: ｃＤＮＡ(反转录产物原液稀释 ５ 倍) ２ μＬꎬ２ ｘ
Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ １０ μＬꎬ ＲＡＰＤ 随机引物 ( １０
μｍｏｌＬ￣１)１.６ μＬꎬ ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ ６.４ μＬꎮ 扩

增反应程序: ９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ
复性 ３０ ｓ (温度参考表 １)ꎬ７２ ℃延伸 １ｍｉｎꎬ 共 ３５
个循环ꎻ 最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ 扩增产物在 ２.０％
的琼脂糖凝胶上电泳分离ꎬ电压 １２０ Ｖꎬ在凝胶成

像系统成像ꎬ拍照记录ꎮ

表 １　 １０ 条引物的条带扩增情况
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １０ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
(５′→３′)

退火温度
Ａｎｎｅａｌ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
(℃ )

条带数
Ｎｏ. ｏｆ
ｂａｎｄ

多态性
条带数
Ｐｏｌｙｍｏｒ￣

ｐｈｉｃ
ｂａｎｄｓ
Ｎｏ.

多态性
比例

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
(％)

Ｕ１ ＡＧＧＧＧＴＣＴＴＧ ３６.９ ２ ０ ０.０

Ｕ３ ＧＧＧＴＴＴＡＧＧＧ ３６.９ ３ １ ３３.３

Ｕ１１ ＣＧＡＡＧＣＴＡＣＣ ３６.９ １ １ １００.０

Ｕ１３ ＣＣＡＧＴＧＣＴＣＴ ３６.９ ４ ３ ７５.０

Ｕ１９ ＴＧＧＧＡＡＣＧＧＴ ３６.９ ４ １ ２５.０

Ａ０３ ＡＧＴＣＡＧＣＣＡＣ ３６.９ １ ０ ０.０

Ａ０５ ＡＧＧＧＧＴＣＴＴＧ ３６.９ １ １ １００.０

Ｃ０８ ＴＧＧＡＣＣＧＧＴＧ ４１ ３ １ ３３.３

Ｄ０８ ＧＴＧＴＧＣＣＣＣＡ ４１ １ １ １００.０

Ｉ０９ ＴＧＡＧＣＣＴＣＡＣ ３６.９ ２ １ ５０.０

总计 Ｔｏｔａｌ ２２ １０ ４５.４

２　 结果与分析

２.１ 最佳盐胁迫浓度筛选

将蒲公英幼苗在 １２０、１７０、２２０ ｍｍｏｌＬ￣１ ３ 个

浓度梯度 ＮａＣｌ 溶液中进行胁迫 ７２ ｈꎬ以在水中生长

的幼苗作为对照ꎬ观察蒲公英幼苗变化情况ꎮ 结果

如图 １:Ａ 所示ꎬ对照中 ３ 盒蒲公英幼苗长势相近ꎬ
生长均较旺盛ꎮ 胁迫 ７２ ｈ 之后ꎬ１２０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ
溶液对蒲公英幼苗影响不明显ꎬ１７０ ｍｍｏｌＬ￣１ＮａＣｌ
溶液对蒲公英幼苗有影响但不致死ꎬ２２０ ｍｍｏｌＬ￣１

ＮａＣｌ 溶液使蒲公英幼苗部分致死(图 １:Ｂ)ꎮ 选取

对蒲公英幼苗有影响且不致死浓度为最佳胁迫浓

度ꎬ将最终胁迫浓度定为 １７０ ｍｍｏｌＬ￣１ꎮ
２.２ 蒲公英耐盐突变体‘滨蒲 １ 号’及其亲本在盐

胁迫下生理指标的分析

２.２.１ 脯氨酸、叶绿素、ＭＤＡ 含量和相对电导率的

分析　 蒲公英耐盐突变体‘滨蒲 １ 号’和亲本经

１７０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 胁迫 ０ ~ ７２ ｈ 各时间点所测得

的脯氨酸含量结果如图 ２:Ａ 所示ꎬ两种样品的脯

氨酸含量整体均呈上升趋势ꎬ突变体‘滨蒲 １ 号’
脯氨酸含量在 ０ ｈ 显著高于亲本ꎬ盐胁迫 ２ ｈ 后极

显著高于亲本ꎬ随着胁迫时间延长至 １２ ｈ 时有所

下降ꎬ之后又开始上升ꎬ胁迫 ７２ ｈ 时‘滨蒲 １ 号’中
脯氨酸含量显著高于亲本ꎮ 两种样品的叶绿素含

量整体上均呈下降趋势ꎬ ‘滨蒲 １ 号’的叶绿素含
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Ａ. 从左至右为蒲公英幼苗在盐胁迫 ０ ｈ 时的生长状态ꎻ Ｂ. 从左至右为 Ａ 行对应的蒲公英幼苗在 １２０、１７０、２２０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ
胁迫下生长 ７２ ｈ 的状态ꎮ
Ａ. Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｉｓ ｔｈｅ ｓｔａｔｅ ｏｆ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ ｆｏｒ ０ ｈꎻ Ｂ. Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｉｓ ｔｈｅ ｓｔａｔｅ ｏｆ Ｔ. ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ
ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ １２０ꎬ １７０ ａｎｄ ２２０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ ｆｏｒ ７２ ｈ.

图 １　 最佳盐胁迫浓度筛选
Ｆｉｇ. １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

量在整体上高于亲本ꎬ胁迫 ２ ｈ 后‘滨蒲 １ 号’叶绿

素含量显著低于亲本ꎬ胁迫 ４８ ｈ 后‘滨蒲 １ 号’叶

绿素含量极显著高于亲本ꎬ胁迫 ７２ ｈ 后‘滨蒲 １
号’显著高于亲本(图 ２:Ｂ)ꎮ 两种样品的 ＭＤＡ 含

量均随胁迫时间延长而上升ꎬ上升的趋势为先快

后慢ꎬ并且在整个盐胁迫的过程中亲本的 ＭＤＡ 含

量都高于耐盐突变体‘滨蒲 １ 号’(图 ２:Ｃ)ꎮ 两种

样品相对电导率均呈波动上升趋势ꎬ并且在整个

盐胁迫的过程中亲本的相对电导率都高于耐盐突

变体‘滨蒲 １ 号’(图 ２:Ｄ)ꎮ
２.２.２ 盐胁迫下可溶性蛋白含量以及 ＣＡＴ、ＳＯＤ、
ＰＯＤ 活性分析　 蒲公英突变体‘滨蒲 １ 号’及其亲

本在 １７０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 胁迫下 ０ ~ ７２ ｈ 测得的可

溶性蛋白含量结果如图 ３:Ａ 所示ꎬ突变体‘滨蒲 １
号’呈波动下降趋势ꎬ亲本可溶性蛋白含量变化趋

势呈先下降后上升再下降趋势ꎬ‘滨蒲 １ 号’可溶

性蛋白含量在 ０、２、２４、４８ 和 ７２ ｈ 时极显著高于亲

本ꎮ 突变体‘滨蒲 １ 号’和亲本 ＣＡＴ 活性都是在胁

迫 ２ ｈ 后上升到最高点之后逐渐下降ꎬ‘滨蒲 １ 号’
ＣＡＴ 活性在盐胁迫之后(除胁迫 ２ ｈ 外)显著高于

亲本ꎬ其他时间点均极显著高于亲本(图 ３:Ｂ)ꎮ
突变体‘滨蒲 １ 号’和亲本 ＳＯＤ 活性几乎呈同步波

动上升趋势ꎬ但在 ４８ ｈ 时达到最高点之后又逐渐

下降ꎬ‘滨蒲 １ 号’ＳＯＤ 活性在盐胁迫 ０、２、２４、４８ ｈ
时极显著高于亲本ꎬ在胁迫 １２ 和 ７２ ｈ 时显著高于

亲本(图 ３:Ｃ)ꎮ 盐胁迫下‘滨蒲 １ 号’及亲本 ＰＯＤ
活性均呈波动上升趋势ꎬ在 ２、１２ ｈ 盐胁迫过程中ꎬ
‘滨蒲 １ 号’ＰＯＤ 活性显著高于亲本ꎬ在 ０、２４、４８、
７２ ｈ 盐胁迫过程中ꎬ‘滨蒲 １ 号’ ＰＯＤ 活性极显著

高于亲本(图 ３:Ｄ)ꎮ
２.３ 蒲公英耐盐突变体‘滨蒲 １ 号’及其亲本在盐

胁迫下根中 ｃＤＮＡ￣ＲＡＰＤ 分析

以筛选出的 １０ 条 ＲＡＰＤ 引物对突变体‘滨蒲

１ 号’及其亲本盐胁迫 ０、１２、２４ ｈ 的根中 ｃＤＮＡ 进
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差异性采用两个独立样本的 ｔ￣检验ꎻ ∗ 和∗∗分别表示 Ｐ<０.０５ 和 Ｐ<０.０１ꎮ 下同ꎮ
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｕｓｉｎｇ ａ Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ￣ｔｅｓｔꎻ ∗ ａｎｄ ∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ Ｐ<０.０５ ａｎｄ Ｐ<０.０１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 ‘滨蒲 １ 号’及其亲本在 １７０ ｍｍｏｌＬ￣１ＮａＣｌ 胁迫下脯氨酸、叶绿素、ＭＤＡ 含量和相对电导率变化
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐｒｏｌｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓꎬ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓꎬ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｉｎ ‘ＢＩＮＰＵ １.’ ａｎｄ ｉｔｓ ｐａｒｅｎｔｓ ｕｎｄｅｒ １７０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

行 ＲＡＰＤ 扩增分析ꎬ扩增产物片段的大小在 １５０ ~
１ ０００ ｂｐ 之间ꎬ共扩增出 ２２ 条清晰的条带ꎬ多态性

条带有 １０ 条ꎬ其中 ２ 条条带为盐诱导相关基因片

段ꎬ８ 条 为 盐 抑 制 相 关 基 因 片 段ꎮ 多 态 性 为

４５.４％ꎮ 如引物 Ｕ１１ 所扩增的 ４００ ｂｐ 左右的条带

在盐胁迫 ０ ｈ 时亲本及‘滨蒲 １ 号’表达较强ꎬ可见

较亮条带ꎬ在盐胁迫 １２ ｈ 时二者均不表达ꎬ而在盐

胁迫 ２４ ｈ 时二者均表达ꎬ但条带较暗、表达较弱ꎬ
推测为盐抑制基因片段(图 ４:Ａ)ꎮ

引物 Ｉ０９ 所扩增的 ９００ ~ １ ０００ ｂｐ 的条带随盐

胁迫时间延长表达逐渐减弱ꎬ可能为盐抑制基因

片段ꎬ而且在突变体在盐胁迫 １２ ｈ 时表达量受抑

制程度大于亲本ꎻ引物 Ｕ１３ 所扩增的在 ６００ ~ ７００
ｂｐ 之间的条带随盐胁迫时间增加表达逐渐减弱ꎬ
并且突变体‘滨蒲 １ 号’的表达总是强于亲本ꎬ而
且突变体在盐胁迫 １２ ｈ 时表达量受抑制程度大于

亲本ꎻ引物 Ｕ１９ 扩增的 ４ 条为 ２００ ~ ３００ ｂｐ、６００ ｂｐ

左右、６００ ~ ７００ ｂｐ 以及 １ ５００ ｂｐ 左右的条带在盐

胁迫各时间段中均有表达ꎬ其中 １ ５００ ｂｐ 左右的

条带随着盐胁迫时间的延长逐渐减弱ꎬ可能为盐

抑制基因片段ꎬ其他 ３ 个条带均稳定表达ꎬ不受胁

迫时间影响(图 ４:Ｂ)ꎮ

３　 讨论与结论

土壤盐渍化是限制植物生长的重要因素之一ꎮ
研究盐胁迫调控机制和选育耐盐植物有利于农业

生产和增产ꎮ 植物受到盐胁迫后多个生理指标会

发生改变ꎮ 脯氨酸会迅速增加来调节细胞的渗透

能力、维持膨压、保护酶和膜系统免受毒害ꎬ已有

资料表明脯氨酸可以作为植物对水分胁迫或盐胁

迫的一种耐性生理指标( Ｊａｌｅｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 本

研究中蒲公英耐盐突变体‘滨蒲 １ 号’脯氨酸含量

在胁迫中期比亲本含量有所下降ꎬ但随着胁迫时
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图 ３　 ‘滨蒲 １ 号’及其亲本在 １７０ ｍｍｏｌＬ ￣１ＮａＣｌ 胁迫下可溶性蛋白含量、ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＰＯＤ 活性变化
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓꎬ ＣＡＴ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓꎬ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ＰＯＤ

ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ‘ＢＩＮＰＵ １.’ ａｎｄ ｉｔｓ ｐａｒｅｎｔｓ ｕｎｄｅｒ １７０ ｍｍｏｌＬ￣１ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

Ｍ 表示 Ｍａｒｋｅｒꎻ １ꎬ３ꎬ５ 代表蒲公英亲本盐胁迫 ０、１２、２４ ｈꎻ ２ꎬ４ꎬ６ 代表耐盐突变体‘滨蒲 １ 号’ 盐胁迫 ０、１２、２４ ｈꎮ Ａ. 引物 Ｕ１１
的扩增结果ꎻ Ｂ. 引物 Ｉ０９、Ｕ１３、Ｕ１９ 的扩增结果ꎮ
Ｍ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ Ｍａｒｋｅｒꎻ １ꎬ ３ꎬ ５ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔｓ ｏｆ Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｆｏｒ ０ꎬ １２ ａｎｄ ２４ ｈꎻ ２ꎬ ４ꎬ ６ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ
ｓａｌｔ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｍｕｔａｎｔ ‘ＢＩＮＰＵ １.’ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｆｏｒ ０ꎬ １２ ａｎｄ ２４ ｈ. Ａ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ Ｕ１１ꎻ Ｂ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ
ｐｒｉｍｅｒ Ｉ０９ꎬ Ｕ１３ ａｎｄ Ｕ１９.

图 ４　 部分引物在‘滨蒲 １ 号’及其亲本盐胁迫不同时间的 ＲＡＰＤ 扩增结果
Ｆｉｇ. ４　 ＲＡＰＤ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ‘ＢＩＮＰＵ １.’ ａｎｄ ｉｔｓ ｐａｒｅｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｂｙ ｓｏｍｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

间的延长又逐渐升高ꎬ表明盐胁迫对突变体造成

的损伤更低ꎬ通过增加脯氨酸含量来调节渗透平

衡ꎬ对植株在渗透胁迫下的生长起到保护作用ꎮ
叶绿体是对盐胁迫最敏感的细胞器之一ꎬＲａｏ ｅｔ

２２４１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



ａｌ.(１９８１)发现盐胁迫会破坏植物叶片内的叶绿体

结构ꎬ抑制叶绿素的合成或者促进叶绿素的分解ꎬ
使叶绿素含量下降ꎬ引起植株光合能力降低ꎮ 梁丽

建等(２０１５)研究表明随盐浓度的增加和胁迫时间

的延长狼尾蕨耐盐突变体 ＮＹ￣７ 的叶绿素含量下降

幅度低于亲本ꎮ 本研究中蒲公英耐盐突变体‘滨蒲

１ 号’在盐胁迫不同时间点叶绿素下降幅度均低于

亲本ꎬ与梁丽建等(２０１５)的研究结果一致ꎬ表明其

对盐分的缓冲作用较强ꎬ能更好地适应 ＮａＣｌ 诱发的

毒害环境ꎬ耐盐性高于亲本ꎮ 植物受低温、盐碱等

逆境伤害往往发生膜脂过氧化作用ꎬＭＤＡ 是膜脂过

氧化的最终分解产物ꎬ其含量的变化常常作为脂质

过氧化的生物化学指标ꎬ能够反映膜结构的损伤程

度及胁迫条件下的耐性ꎮ 同时逆境的伤害引起质

膜的结构改变、透性增大、相对电导率增加ꎮ 因此ꎬ
用电导率法测定质膜的透性变化情况可作为鉴定

植物抗逆性的指标 (刘文竹等ꎬ２０１９ꎻ王旭明等ꎬ
２０１９)ꎮ 本研究中突变体‘滨蒲 １ 号’在盐胁迫不同

时间所测定的 ＭＤＡ 含量和相对电导率上升幅度均

小于亲本ꎬ说明突变体‘滨蒲 １ 号’能够通过缓解质

膜受损程度来提高其耐盐性ꎮ
周婵等(２００９)研究认为植物的可溶性蛋白作

为渗透调节物质ꎬ能提高细胞的保水能力ꎬ对细胞

的生物膜起到保护作用ꎬ含量一般也会增加ꎮ 植

物受到盐胁迫后会产生大量的活性氧自由基从而

对细胞膜产生伤害ꎬ而清除这些活性氧自由基的

抗氧化酶活力也会发生变化从而维持细胞膜的稳

定性ꎮ 虽然随着盐浓度的增加ꎬ植物体内保护酶

活性呈现升高的趋势ꎬ但当盐浓度超过一定的范

围时ꎬ植物体内积累的活性氧超出了保护酶清除

范围ꎬ保护酶活性会随之下降(高彩婷等ꎬ２０１７ꎻ白
丽丽等ꎬ２０１９)ꎮ 本研究中蒲公英耐盐突变体‘滨

蒲 １ 号’受盐胁迫后可溶性蛋白含量、ＣＡＴ 活性、
ＰＯＤ 活性、ＳＯＤ 活性整体均高于亲本ꎬ而且 ＣＡＴ
活性、ＳＯＤ 活性均随着胁迫时间的延长有下降的

趋势ꎬ这与刘燕等(２０１９)认为草地早熟禾幼苗‘解
放者’、‘午夜 ２ 号’和‘抢手股’通过启动抗氧化

酶系统来抵御盐胁迫的研究结论一致ꎬ说明蒲公

英耐盐突变体‘滨蒲 １ 号’具有比亲本更强的酶促

防御系统ꎬ能有效地清除活性氧ꎬ以确保植物体内

较低的膜脂过氧化程度ꎮ 总之ꎬ通过测定蒲公英

耐盐突变体‘滨蒲 １ 号’盐胁迫下 ８ 种生理指标的

变化ꎬ推测‘滨蒲 １ 号’耐盐性提高可能与提高渗

透调节物质脯氨酸含量、叶绿素含量及多种抗氧

化酶上升引起的保护作用和降低 ＭＤＡ 含量和相

对电导率等伤害作用有关ꎬ说明它能通过增加渗

透调节物质ꎬ降低活性氧自由基来缓解胁迫带来

的伤害ꎬ提高耐盐性ꎮ 突变体‘滨蒲 １ 号’不但耐

盐性强ꎬ而且株型高大ꎬ长势旺盛ꎬ绿原酸等有效

成分含量高ꎬ现已在唐山滨海地区中度以下盐碱

地推广种植ꎬ具增强免疫力的蒲公英功能性饮料

和功能性饲料正在开发之中ꎮ 后续可在全国其他

盐碱地区推广种植ꎬ为高效利用盐土资源ꎬ调整滨

海盐碱区农业种植结构和农民增收探索新途径ꎮ
ｃＤＮＡ￣ＲＡＰＤ 分析法作为一种操作简便、成本

低廉的基因表达差异分析技术ꎬ近年来国内已有

多人利用该技术进行了基因差异表达分析ꎮ 例

如ꎬ郭磊等(２０１１)用 １０ 条引物分析藤稔葡萄夏芽

不同发育时期相关基因的差异表达ꎻ黄守程等

(２０１３)用 ９ 条引物初步探究了耐铝大豆的基因表

达差异情况ꎻ李新梅(２００６)利用 ｃＤＮＡ￣ＲＡＰＤ 技

术建立了一套较为稳定的桑树基因差异表达的检

测体系ꎬ并对桑树盐胁迫及甜菜碱处理下 ３ 种不

同材料的基因差异表达进行了分析ꎮ 本项目采用

ｃＤＮＡ￣ＲＡＰＤ 技术对盐胁迫处理 ０、１２、２４ ｈ 的突变

体‘滨蒲 １ 号’及其亲本根中与盐胁迫相关的差异

表达基因进行分析ꎬ筛选出的 １０ 条引物 ｃＤＮＡ￣
ＲＡＰＤ 扩增结果良好ꎬ得到了 １０ 条差异表达基因

条带ꎬ其中 ２ 条为盐诱导基因片段ꎬ８ 条为盐抑制

基因片段ꎮ 由于该方法存在一定的假阳性ꎬ这些

差异基因片段还需通过 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ 杂交或逆转录定

量 ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ) 进行重复证实ꎮ 进一步克隆

这些差异基因的全长并验证其在耐盐性中的功

能ꎬ为挖掘蒲公英抗性基因并利用基因工程技术

培育耐盐植物提供一定的依据ꎮ
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