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12C6+离子辐照对苜蓿M1代低温胁迫存活率、

过氧化氢酶及过氧化物酶活性的影响
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摘要: 研究了不同剂量12C6+离子辐照对中兰 1号、BC-04-477、塔城 3种苜蓿M1代个体在低温胁迫下

存活率、过氧化氢酶 (CAT)及过氧化物酶 (POD)活性的影响。在辐照剂量为 400 Gy时，中兰 1号低

温胁迫组存活率、CAT活性比未辐照的对照分别提高了 33.3%，56.3%，POD活性与未辐照的对照无

差异；在辐照剂量为 400 Gy时，BC-04-477低温胁迫组存活率、CAT及POD活性比未辐照的对照组

分别提高了 33.3%，69.2%，5.1%；塔城在辐照剂量为 800 Gy时，低温胁迫组的存活率、CAT及POD

活性比未辐照的对照组分别提高了 25%，26%，22.8%。以上结果表明，12C6+离子辐照可以提高中

兰1号、BC-04-477、塔城的低温环境的存活能力，提高苜蓿抗寒性能。
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1 引言

重离子束作为植物新的诱变源也越来越受到重

视，由于它具有能量沉积效应和典型的Bragg峰，同

时还具有传能线密度大，相对生物效率高，损伤后修

复效应小及较小的氧增比等优势，重离子辐射诱变育

种已成为获得植物新遗传资源选育新品种的重要途径

之一。刘振声等[1]用重离子辐照水稻获得良好的诱变

效果；卫增泉等[2]用12C6+离子辐照春小麦种子，在

第 5代获得了几个增产 36％的优良新品系。

苜蓿是世界上栽培面积最广泛、最重要的豆科牧

草之一，素有“牧草之王”之称。当前我国苜蓿的育

种目标，主要是以提高产草量与抗逆性为主，兼顾饲

草品质与种子产量。苜蓿选育多年来，很多学者进行

了诱变苜蓿抗寒、抗旱等优良特性的新品种的选育

工作，包括 60Co-γ诱变 (刘杰淋等[3]，黑龙江省农业

科学院草业研究所)、离子束诱变 (王梦姣等[4]，西北

农林科技大学)、紫外线诱变 (李波等[5]，齐齐哈尔大

学生命科学与工程学院)以及硫酸二乙酯诱变苜蓿愈

伤组织 (李波等[6]，齐齐哈尔大学生命科学与工程学

院)。刘青芳等[7]采用12C6+离子对紫花苜蓿下胚轴及

子叶外植体进行辐照处理，研究重离子辐照对愈伤

组织诱导率、相对生长率、体细胞胚诱导率及植株再

生的影响。苜蓿种子辐照处理后低温下存活率、过氧

化氢酶 (CAT)及过氧化物酶 (POD)活性与辐照剂量

关系的研究未见报道。本实验研究中兰 1号、BC-04-

477、塔城 3种苜蓿种子经不同剂量12C6+离子辐照，

在低温胁迫下其存活率、抗寒性的变化。
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2 材料与方法

2.1 辐照实验[8]

从中兰 1号、BC-04-477、塔城 3个品种的种子中

挑选饱满的、没有受过损伤种子分为 4个辐照剂量组，

装入辐射皿。利用能量为75 keV的12C6+离子束进行

穿透辐照，每一剂量设 3个平行对照。根据 2011年辐

照剂量与抗寒性大田实验，2012年对 3种苜蓿种子采

用如下 4个辐照剂量，中兰 1号为 400，800，1 000，

1 200 Gy，BC-04-477为 400，600，800，1 000 Gy，

塔城为 200，400，800，1 000 Gy。

2.2 12C6+离子辐照对苜蓿低温胁迫下存活率实

验[9−10]

取不同辐照剂量苜蓿种子各 50 粒，3个品种

共 600粒种于 150个小盆中，其中 75盆在 25 ℃ 温

室培养，培养 5 d后统计其出苗率。另外 75盆在 25

℃温室培养 18 d后，进行 0 ℃低温胁迫培养 24 h，

25 ℃温室培养 24 h后统计其死亡率。研究辐照剂量

与苜蓿低温出苗率、存活率关系。

2.3 12C6+离子辐照对苜蓿CAT及POD活性

影响研究[11−12]

取 3个品种 (不同辐照剂量)的苜蓿种子种于小盆

中，分两部分，一部分在 25 ℃温室培养 19 d；另外

一部分在 25 ℃温室培养 18 d，0 ℃低温胁迫培养 24

h，将苜蓿苗剪取根颈部，装入自封袋，存放于 4 ℃

冰箱待检。

酶液的制备：称取苜蓿叶片 0.25 g，加入 1.25

mL的 pH7.0 PBS，水浴研磨，15 000 r/min离心 15

min，去部分上清液经适当稀释后用于酶活性测定。

CAT活性测定：在 3 mL 的反应体系中，包

括 0.3%H2O2 1 mL，H2O 1.95 mL，最后加入 0.05

mL酶液，启动反应，测定 240 nm波长处的OD降

低速度。将每分钟OD减少 0.01定义为一个酶活力单

位。

POD活性测定：在 3 mL 的反应体系中，加

入 0.3% H2O2 1 mL，0.2%愈创木酚 0.95 mL，pH7.0

PBS 1 mL，最后加入 0.05 mL酶液，启动反应，测

定 470 nm波长处的OD增加速度。将每分钟OD增

加 0.01定义为一个酶活力单位。

3 结果

3.1 12C6+离子辐照对苜蓿出苗率影响

将12C6+离子辐照苜蓿种子盆栽 25 ℃培养 5 d，

进行出苗率统计，不同辐照剂量下苜蓿的出苗率见

图 1。由图 1可知，3种苜蓿出苗率存在很大差异，中

兰 1号空白对照组出苗率最低 (92.5%)，12C6+离子辐

照有利于提高中兰 1号出苗率，在辐照剂量 400 Gy

时，出苗率最高达 100%；BC-04-477在 1 000 Gy辐

照剂量下其出苗率提高到 100%；塔城空白对照组出

苗率最高 (100%)，12C6+离子辐照减低了塔城出苗

率，各辐照组出苗率均低于对照组。

图 1 不同剂量辐照对苜蓿出苗率的影响

(a) 中兰 1号；(b) BC-04-477；(c) 塔城；与对照相比，* P < 0.05，** P < 0.01。

3.2 12C6+离子辐照对苜蓿低温胁迫存活率影响

将12C6+离子辐照苜蓿种子 25 ℃ 培养 5 d，0

℃低温胁迫培养 24 h，25 ℃复苏 24 h, 辐照剂量

与低温胁迫存活率统计结果见图 2。经过 0 ℃24 h的

低温胁迫，不同剂量辐照组、空白对照组的存活率存

在很大差异，辐照组存活率均高于对照组。在辐照剂

量 400 Gy时，中兰 1号、BC-04-477存活率比对照提
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高了 33.3%；在辐照剂量为 1 000 Gy时，塔城存活率 比对照提高了近 5倍。

图 2 不同剂量辐照对苜蓿低温处理存活率的影响

(a) 中兰 1号；(b ) BC-04-477；(c) 塔城；与对照相比，* P < 0.05，** P < 0.01。

3.3 12C6+离子辐照对苜蓿CAT活性的影响

取 3个品种不同辐照剂量苜蓿种子，在 25 ℃温

室培养 18 d，3种苜蓿幼苗分两部分，分别在 25 ℃

和0 ℃处理 24 h，剪去叶片进行CAT及POD活性

的测定。叶片中CAT活性的检测结果见图 3。由图 3

可知，4种不同12C6+离子辐照剂量均能提高中兰 1

号CAT活性，常温组和低温胁迫组中CAT活性随

辐照剂量增大而提高，在辐照剂量为 800 Gy时CAT

活性达最大值，常温组和低温胁迫组分别比未辐

照的空白对照组提高了 4.4倍、6.2倍，当辐照剂量

大于 800 Gy时，CAT活性随辐照剂量增大而降低；
12C6+离子辐照提高了BC-04-477常温组和低温胁迫

组中CAT活性，有显著性差异。在辐照剂量为 800

Gy时，常温组和低温胁迫组中CAT活性最高，低

温胁迫组中CAT活性比未辐照空白对照组的提高

了 1.8倍，常温组中CAT活性比未辐照空白对照组提

高了 87%，12C6+离子辐照显著提高了BC-04-477低

温胁迫组中CAT活性；12C6+离子辐照提高了塔城苜

蓿中CAT活性，常温组和低温胁迫组与未辐照空白

对照相比，CAT活性最大分别提高了 83%和 48%。

图 3 苜蓿在不同辐照剂量下的CAT活性测定结果

(a) 中兰1号；(b) BC-04-477；(c) 塔城；与对照相比，* P < 0.05，** P < 0.01。

3.4 12C6+离子辐照对苜蓿POD活性的影响

在不同辐照剂量下，3种苜蓿在 25 ℃和 0 ℃处

理 24 h的常温组和低温胁迫组叶片中过氧化物酶活性

检测结果见图4。中兰1号在辐照剂量为 1 000 Gy时，

常温组和低温胁迫组苜蓿叶片中的POD活性高于未

辐照对照组，分别提高了11.8%，5%。12C6+离子辐

照对中兰 1号常温组苜蓿叶片中的POD活性比低温

胁迫组提高显著 (5% vs 11.8%，P < 0.001)。在辐

照剂量小于 800 Gy时，12C6+离子辐照均提高了BC-

04-477、塔城 2个品种常温组和低温胁迫组苜蓿叶

片中的POD活性。12C6+离子辐照下，BC-04-477常

温组和低温胁迫组苜蓿叶片中的POD活性有显著差

异 (22.6% vs 13.4%，P < 0.001)；在辐照剂量为 800

Gy时，塔城常温组和低温胁迫组与未辐照对照组相

比分别提高 22.8%和 21.6%(P < 0.001)。



· 414 · 原 子 核 物 理 评 论 第 31卷

图 4 苜蓿在不同辐照剂量下的POD活性测定结果

(a) 中兰1号；(b) BC-04-477；(c) 塔城；与对照相比，* P < 0.05，** P < 0.01。

4 结论

本实验结果表明，在常温培养下，12C6+离子辐

照有利于提高中兰 1号、BC-04-477的出苗率，对塔

城出苗率有抑制影响；在辐照剂量为 400 Gy时，中

兰 1号、BL-04-477低温胁迫组存活率比未辐照的对

照提高了 33.3%；在辐照剂量为 1 000 Gy时，塔城低

温胁迫组存活率比未辐照的对照提高了接近 5倍。一

定剂量12C6+离子辐照有利于提高中兰1号、BC-04-

477、塔城苜蓿低温胁迫组的存活率，有利于提高苜

蓿植株的低温下生存性能。

研究表明，在逆境条件下，植物细胞中生物氧自

由基的产生和积累是造成细胞伤害及致死的主要原

因。细胞中保护酶系统的存在和活力增加能够清除

自由基，从而避免活性氧自由基对植物的伤害。因

此，低温处理后，植物中的CAT及POD活性强，则

可增强其在低温胁迫时抗逆性能，提高了低温存活

率[13−15]。

一定剂量的12C6+离子辐照均不同程度的提高

了中兰 1号 (400 ∼ 1000 Gy)、BC-04-477(600 ∼ 800

Gy) 、塔城 (200 ∼ 800 Gy)常温组和低温胁迫组

苜蓿叶片中CAT及POD活性，尤其对低温胁迫组

中CAT及POD的活性提高明显。12C6+离子辐照可

以提高中兰 1号、BC-04-477、塔城的低温环境的存

活能力，提高苜蓿抗寒性的机理需要进一步研究。
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Effects of Carbon Ion Irradiation on Survival Rate,

Catalase and Peroxidase Activity of Alfalfa M1

under Low Temperature Stress
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( 1. Institute of Modern Physics, Chinese Academy of Sciences, Lanzhou 730000, China;

2. Lanzhou University, Lanzhou 730000, China;

3. Lanzhou Institute of Animal & Veterinary Pharmaceutics Sciences, Chinese Academy of

Agricultural Sciences, Lanzhou 730050, China;

4. Northwest Normal University, Lanzhou 730070, China;

5. Institute of Geographic Science and Natural Resources Research, Beijing 100039, China )

Abstract: In this study, three kinds of alfalfa including Zhonglan 1, BC-04-477 and Ta Cheng were treated

with different doses of 12C6+ (75 keV) heavy ion radiation, and then the influence of survival rate, catalase(CAT)

and peroxidase(POD) activity of M1 with low temperature stress were tested. The results showed that under

the condition of 400 Gy radiation dose , the survival rate and CAT activity of Zhonglan 1 under low temperature

stress have increased by 33.3%, 56.3% respectively compared with those of the control group, while there was no

difference in POD activity between those two groups. The survival rate, CAT and POD activity of BC-04-477

treated with low temperature have been improved by 33.3%, 69.2%, 5.1% respectively compared with those of

the control group when the radiation dose was 400 Gy. Compared with those of the control group, the survival

rate, CAT and POD activity of Ta Cheng under low temperature stress have been improved by 25%, 26%,

22.8% respectively when the radiation dose was 800 Gy. These results indicate that the viability and the cold

resistance ability of Zhong Lan 1, BC-04-477 and Ta Cheng can be improved by 12C6+ radiation.

Key words: 12C6+ ion irradiation; low temperature stress; survival rate; catalase activity; peroxidase ac-

tivity

Received date: 5 Dec. 2013； Revised date: 14 Feb. 2014

Foundation item: Special Foundation of Forage Industry of Tibet, Science and Technology Office of Tibet(Y106460XZO);

Action Plan in the West Area of Chinese Academy Sciences(KZCXZ-XB3-05); Program of Engineering

Laboratory of Radiation and Mutation Breeding

1) E-mail: wangsy@impcas.ac.cn.


