
百脉根(Lotus corniculatus L.)属于豆科蝶形

花亚科百脉根属，是一种优良牧草。自上世纪 90
年代初，由于百脉根花量大、自交结实、种子结实

率高，较易得到稳定遗传后代，并且基因组测序已

完成，国际上广泛将其作为豆科的模式植物进行

研究。同时百脉根组织培养体系较为完善，转基因

植株再生速度快，转化率高，目前被广泛用于新基

因的功能鉴定。
耐盐性，指植物能耐受高浓度盐类环境而生

长发育的性质。据报道，世界上有 1/3 的农田因含

高的盐分，而导致农作物的生长不良甚至减产 [1]，
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因此国内外学者广泛开展了植物耐盐机理的研

究，克隆了一些与植物耐盐性相关的基因，并通过

转基因技术，获得了一批耐盐性提高的转基因植

物[2- 7]。
但由于植物耐盐性是一个受多基因控制的复

杂性状[8]，受植物种类、品种基因型和内部生理生化

反应的影响，因此快速鉴定新基因是否具有耐盐功

能是一个很重要的问题。本实验是通过向培养基中

附加不同浓度 NaCl，胁迫百脉根试管苗，从苗和根

的生长状态初步确定百脉根对 NaCl 的耐受程度。
实验结果可作为转基因植株耐盐性筛选依据，并初

步验证所克隆基因的耐盐效果。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料为北方型百脉根种子 (由吉林省农
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摘 要：各种植物对 NaCl 都具有一定的敏感性。本实验利用野生型百脉根组织培养再生苗为研究材料，

在附加不同浓度 NaCl 的 MS 培养基上观察其生长及生根状态，确定百脉根试管苗对 NaCl 的临界耐受能力，目

的是为筛选转耐盐基因百脉根抗盐性植株提供实验依据，同时也可以初步检测所克隆基因的耐盐效果。实验

结果：NaCl 浓度为 0.7%以上的处理，试管苗叶片发白，长势弱，不生根或根停止伸长变褐；NaCl 浓度为 0.7%
(不包括 0.7%)以下的处理中，试管苗叶片绿色，长势旺盛，根系较多，与对照(NaCl 浓度为 0)试管苗状态接近。
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Abstract: Most plants are sensitive to NaCl. In order to identify the NaCl tolerance of Lotus corniculatus
L. regenerants in vitro, the growth and rooting of these regenerants cultured in the MS medium supplemented
with different concentration NaCl were determined in the experiment. The results showed that plants grew
slowly and could not rooting, their leaves turned white when NaCl concentration was above 0.7%. When NaCl
concentration was below 0.7% , the plants grew as same as the control. This method could be used in
identifying salt tolerance of transgenic plants.
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科院畜牧分院草地所提供)。
1.2 百脉根无菌苗的获得

百脉根成熟 饱满种子，用 75%乙醇浸泡 2
min，0.1%升汞溶液消毒 20 min,无菌水冲洗 4 次,
再用无菌水浸泡 24 h 后，置于放有湿润滤纸的培

养皿中，光照培养 2 d 后，将发芽种子接种于 MS0

(MS 基本培养基，不加激素，3%蔗糖，0.8%琼脂 ,
pH 值 6.0)培养基，培养条件为 25～26℃ ,每日光

照 12 h,光强 2 000 lx。
1.3 无菌苗子叶再生植株

7 d 左右取无菌苗子叶，顶端切去 1/3,近轴面

向上接种于 L2(MS + 6BA 0.1 mg／L+ 3% 蔗糖 +
0.8%琼脂，pH 值 6.0)培养基。2 周左右子叶基部

可诱导出丛生芽，将约 10 cm 高的不定芽切下，转

入无激素的 1/2MS 培养基诱导生根，1 周左右即

可长出 1～3 条白色的幼根。
1.4 再生苗切段对 NaCl 的敏感性

将再生苗切成段 (每段都必须有一个叶芽)接
种于 MS0 培养基，扩繁再生苗用于不同浓度 NaCl
的敏感性实验。当再生苗扩繁到足够量，从每个再

生苗顶部以下的第 3 个节间处切断，取上部苗(生
长状态相对一致) 接种于附加 NaCl 浓度为 0%、
0.2%、0.4%、0.5%、0.6%、0.7%、0.8%、0.9%、1.0%、
1.1%、1.2%、1.3%、1.4%、1.5%的 MS0 培养基上，4
周后观察试管苗生根情况。实验重复 3 次。

2 结果与分析

2.1 百脉根无菌苗子叶再生植株

子叶接种于诱导培养基，3 d 外植体变厚、膨

大，1 周即可见不定芽产生，最先出现不定芽的部

位是子叶基部，随后子叶的边缘也产生不定芽。从

产生不定芽的数量上看，子叶基部较边缘的分生

能力强。不定芽产生后，可将整块外植体转入 MS0

培养基，避免不定芽及外植体出现玻璃化现象。3
周左右将 10 cm 高不定芽转入新的 MS0 培养基生

长，当再生苗有 3 个以上节间时即可切段扩繁。
2.2 再生苗切段对不同 NaCl浓度的敏感性反应

NaCl 浓度为 1.5%和 1.4%的处理中，再生苗

切段在接种 2 d 即失水发黄，逐渐的叶片发白脱

落，不生长也不生根；NaCl 浓度为 1.3%和 1.2%
的处理中，再生苗切段并未立即出现反应，2 周时

可见生长受到抑制，4 周时基部叶片发黄脱落，顶

端叶片发白，再生苗切段略有生长，不生根；NaCl
浓度为 1.1%、1.0%和 0.9%的处理中，再生苗切段

的表现相对一致，叶片发白，有生长势，不生根，随

着 NaCl 浓度的下降，叶片颜色逐渐加深；NaCl 浓

度为 0.8%和 0.7%的处理，再生苗切段的生长势

及叶片颜色都与对照(NaCl 浓度为 0%)接近，并且

都有生根苗，不同的是 0.8%处理的苗，根的生长

受到抑制，根由最初的白色逐渐变褐，最后停止生

长，0.7%处理的苗根一直处于生长状态，只是生

根的苗仅为 30%左右；NaCl 浓度为 0.6%、0.5%、
0.4%和 0.2%的处理，再生苗切段的生长势及生根

状况与对照区别很小，只是 0.6%处理苗生长势较

弱一些，相反 0.5%和 0.4%处理苗的生长势较对

照要好，只是根的数量较对照少一些(所有处理再

生苗切段生长势及生根状况见图 1、图 2)。

3 讨 论

各类植物之间的耐盐性存在着一定的差异。
盐离子的积累也在某种程度上影响了植物的代谢

过程,细胞的生理功能受到了不同程度的破坏，影

响了植物的正常生长，因此通过培养基中附加不

同浓度的 NaCl，可以获得植株对 NaCl 的临界抗

性浓度。通过本实验，可以初步确定 0.9%的 NaCl
浓度，为实验中百脉根试管苗在培养基中生长的

临界抗性浓度。这一结果对转基因过程中再生植

株的进一步筛选有着一定的帮助。

图 1 试 管 苗 在 附 加 NaCl 浓 度 为 0%、0.2%、0.4%、
0.5%、0.6%、0.7%的 MS 培养基上生长及生根状态

图 2 试 管 苗 在 附 加 NaCl 浓 度 为 0.7%、0.8%、0.9%、
1.0%、1.1%、1.2%、1.3%、1.4%、1.5%的 MS 培养

基上生长及生根状态
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植物转基因过程中，外植体在附加筛选剂的

培养基中诱导、分化出大量的再生植株，这些植株

需要经过 PCR 检测确定转基因植株费时长、成本

高。利用本实验方法可以对获得的转基因再生植

株进行初步筛选，能够在 NaCl 浓度大于 0.9%培

养基上正常生长的植株，在某种程度上可初步认

为是转化成功植株，因为外源基因表达才能使植

株的耐受能力大于 0.9%，这样可以剔除非转化和

嵌合体植株，不仅减少了后期的分子检测工作量，

同时结合 PCR 的结果使转基因植株得到进一步

确认。
本 研 究 方 法 在 百 脉 根 转 化 与 耐 盐 相 关 的

BADH 和 CMO 基 因 实 验 中 应 用 ， 改 良 转 化 率

(PCR 阳性植株数 / 抗性植株总数) 从原来 43.7%
提高到 88.6%。
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