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ARTP辐照对两色金鸡菊种子诱变的生物学效应
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(1河南师范大学a.生命科学学院;b.河南省道地药材保育及利用工程技术研究中心;c.绿色药材生物技术河南省工程实验室,

河南 新乡453007;2.清华大学 无锡应用技术研究院生物育种中心,江苏 无锡214072)

  摘 要:ARTP(常压室温等离子体)作为一种新型安全高效的生物诱变育种手段,已成功应用于微生物的育

种研究,在植物上的应用刚刚起步.本研究首次采用 ARTP处理两色金鸡菊(CoreopsistinctoriaNutt.)种子,研究

其对种子萌发、幼苗生长、花形和品质的影响,以期获得观赏价值大、品质好的诱变品系.结果表明:(1)与对照相比,

不同时间(7.50~37.50min)的ARTP辐照提高了两色金鸡菊种子的发芽势和发芽率,辐照22.50min时其发芽势

(80.00%)和发芽率(86.70%)达最大;不同时间的ARTP辐照也不同程度地增加了其幼苗的最大冠幅、叶片数量、

叶柄长度、叶面积,以22.50min的辐照效果最好.(2)ARTP辐照种子22.50min后,其大部分植株最大花径明显增

加、舌状花红褐色区域明显增大,13.33%的植株舌状花瓣数增多(Tm)、6.67%的植株雄蕊瓣化(Ts)、6.67%的植株

舌状花管状化(似喇叭状)(Tt);部分植株花朵总黄酮、绿原酸和木犀草苷成分增加,其中Tt 植株不仅花形发生变

化且活性成分也有所提高.ARTP诱变有望成为两色金鸡菊育种的新途径.
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两色金鸡菊(CoreopsistinctoriaNutt.)为菊科(Compositae)金鸡菊属(CoreopsisL.)[1]一年生草本植

物,具有清热解毒、活血化瘀、和胃健脾的功效,兼具观赏、药用和茶饮的功能,市场前景广阔.
天然生长在喀喇昆仑山北处、海拔3200m以上的高寒山区的两色金鸡菊,又名‘昆仑雪菊’,它作为具

有养生和保健功能的天然植物,具有很大的研究价值[2].
常压室温等离子体(AtmosphericandRoomTemperaturePlasma,ARTP)是在常压下产生的具有高活

性粒子的等离子体射流,离子体射流的温度可以控制在25~40℃之间[3];ARTP可以对生物胞内DNA物

质造成显著损伤,并诱发细胞发生突变[4];与传统的诱变技术相比较,ARTP诱变育种技术具有突变率高、
突变位点丰富和操作简便安全等优点,已经广泛用于细菌、放线菌、藻类、酵母、霉菌和大型真菌等领域[5];该
诱变技术也开始逐步在植物育种领域进行应用探索,初步结果显示ARTP可以有效促进玉米(Zeamays)
种子萌发[6].本研究首次以‘昆仑雪菊’种子为实验材料,采用ARTP诱变技术,探究其不同辐照时间对 ‘昆
仑雪菊’种子萌发、幼苗生长、花形花色及品质的影响,以期得到观赏价值大、品质好的新品系,为进一步开发

利用‘昆仑雪菊’提供新的育种方法.

1 材料与方法

1.1 材 料

供试材料为‘昆仑雪菊’种子.所用试剂有甲醇、氯化铝、醋酸-醋酸钠缓冲液、芦丁标准品、绿原酸标准品、
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木犀草苷标准品、乙腈、磷酸、丙酮和乙醇.使用仪器有ARTP育种仪(ARTP-ⅡS,洛阳华清天木生物科技有

限公司提供)、超声波清洗机、725型分光光度计、直尺、游标卡尺、培养皿、营养钵、刀镊、恒温箱、试管和高效

液相色谱仪.
1.2 方 法

ARTP诱变前,先将‘昆仑雪菊’种子在蒸馏水中进行吸胀处理6h.
1.2.1 ARTP诱变

使用ARTP-ⅡS型诱变育种仪,以工作气体为99.99%高纯氦气,工作气流量为12L·min-1,额定功率

为120W,等离子体辐照距离3mm ;辐照‘昆仑雪菊’种子,辐照时间分别为0.00、7.50、15.00、22.50、30.00
和37.50min.每个辐照3次重复,每个重复30粒种子.
1.2.2 发芽势和发芽率的测定

把经过辐照的‘昆仑雪菊’种子放在铺有双层滤纸(保持滤纸湿润)的培养皿上萌发,分别统计第2d和

第4d萌发种子数,算出发芽势和发芽率.
发芽势=(培养2d出芽良好的种子数/每组实验种子数)
发芽率=(培养4d出芽良好的种子数/每组实验种子数)

1.2.3 幼苗生长相关指标测定

‘昆仑雪菊’种子在湿润的滤纸上萌发7d后,将已发芽的苗移入蛭石体积:营养土体积=1∶1的营养钵

内,在温度为22℃,光照度为36.00μmol·m-2·s-1,照光时间14h的环境下进行培养40d[7].
随机选取15株植株,每个处理设置3个重复,用游标卡尺和直尺测量每株幼苗上最大叶片的叶片长度、

叶片宽度[8],测量每株幼苗的叶柄长度、最大冠辐,计算出平均值[9].叶面积=(2×叶宽×叶长)/3[10].
1.2.4 花朵特征的分析

每个处理选取15株,每个处理设置3个重复,以每个单株为样本[11],将花朵全部采收,进行生殖生长时

期性状特征的分析.每个株系选10朵花用游标卡尺对花的直径大小、基部红褐色部分直径大小进行测量,分
析其花形变化情况.
1.2.5 花朵活性成分的测定

每个处理选取15株,每个处理设置3个重复,采收每一株上的花,40℃烘干至恒重.对花朵中的总黄酮

含量、绿原酸含量和木犀草苷含量分别进行测量.
总黄酮的提取采用超声波提取法[12],其含量的测量采用AlCl3 法[13],使用分光光度法测定[14],以芦丁

为标准品计算总黄酮含量[15].绿原酸含量和木犀草苷含量的测定参考中华人民共和国药典2015年版的

方法[16].
1.2.6 数据处理

数据分析使用Excel和SPSS统计软件,采用LSD法进行检验,不同小写字母代表在P<0.05上达到显

著差异.

2 结果与分析

2.1 ARTP辐照对‘昆仑雪菊’种子萌发的影响

由表1可知,不同时间的ARTP辐照对‘昆仑雪菊’种子的萌发有不同的促进作用.与对照相比,在AR-
TP处理7.50、22.50和37.50min时,‘昆仑雪菊’种子的发芽势和发芽率均提高了,以处理7.50和22.50min
时其发芽势(80.00%)和发芽率(86.70%)达到最大.
2.2 ARTP辐照对‘昆仑雪菊’幼苗生长的影响

ARTP辐照对‘昆仑雪菊’幼苗生长的影响见图1、图2和表2.由图1和图2可以看出,随着辐照时间的

增加最大冠幅有所增加,22.50min达到最大,并且与对照相比达到显著性差异,22.50min之后随着辐照时

间的增加最大冠幅呈现下降趋势,但仍高于对照株系;ARTP辐照后其叶片数较对照呈现先增加后降低的

趋势,22.50min辐照幼苗叶片数最多,且与对照差异显著;叶柄长度呈现先增加再降低的趋势,在22.50和
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30.00min时的叶柄长度与对照相比差异性显著.由表2可知,随着辐照时间的增加,叶长、叶宽和叶面积呈

现先升高后降低的趋势;15.00min之后随着ARTP辐照时间的增加‘昆仑雪菊’的叶片长度、叶片宽度和叶

面积增加,在辐照22.50min时达到最大,且与对照相比差异显著.
表1 ARTP辐照对‘昆仑雪菊’种子的发芽势和发芽率的影响

Tab.1 EffectofARTPirradiationonseedgerminationpotentialandgerminationrateofCoreopsistinctoriaNutt.

辐照后天数/d 项目
ARTP辐照时间

0.00min 7.50min 15.00min 22.50min 30.00min 37.50min

2 萌发的种子数 18 24 22 24 18 21

发芽势/% 60.00 80.00 73.30 80.00 60.00 70.00

4 发芽的种子数 23 26 22 26 21 25

萌发率/% 76.60 86.70 73.30 86.70 70.00 83.30

   注:每个处理为30粒种子,数据来自3次独立的实验.

表2 ARTP辐照对‘昆仑雪菊’幼苗叶片长度、叶片宽度和叶面积的影响(40d)

Tab.2 EffectofARTPirradiationonthelength,widthandareaofleafat
seedlingstageofCoreopsistinctoriaNutt.(40d)

辐照时间/min 叶长/mm 叶宽/mm 叶面积/mm2

0.00 16.07±2.35bc 9.94±2.14b 106.47±37.36b

7.50 14.07±2.03c 9.48±1.93b 88.95±31.31b

15.00 18.91±4.99ab 11.42±2.50b 143.90±81.12ab

22.50 20.65±7.99a 14.21±6.26a 195.58±227.15a

30.00 17.75±3.33ab 10.96±1.94b 129.73±48.06b

37.50 16.54±2.47bc 10.37±1.79b 114.33±36.05b

         注:同一列数据后不同小写字母表示在P<0.05水平达到显著差异,下同.
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2.3 ARTP辐照对‘昆仑雪菊’花形的影响

ARTP辐照对‘昆仑雪菊’花形的影响见表3、
表4和图3.由表3和图4可以看出:ARTP处理

22.50min后,在处理的植株中出现了花径变大、舌
状花红褐色部分普遍增大(Tr)的情况,并发现了

3种花 形 变 异,分 别 是 多 瓣 化(Tm)、雄 蕊 瓣 化

(Ts)、管状化(Tt).其中 Tm 出现比率占13.33%,

Ts 出现比率为6.67%、Tt 出现比率6.67%(表3).
统计分析表明(表4):T0,Tm,Ts 与对照相比最大

花径和舌状花红褐色区域均明显增加,其中Ts 株

系花径大小显著增加,Tm 和Ts 舌状花红褐色部分

直径比对照增加,差异显著.在野生状态下‘昆仑雪

菊’也存在多瓣化、雄蕊瓣化等一系列观赏性状的

变异,但是没有出现过整株性状变异的情况.
表3 ARTP辐照对‘昆仑雪菊’花形的影响

Tab.3 EffectofARTPirradiationontheflower
shapeofCoreopsistinctoriaNutt.

辐照时间/min 总植株数 Tm 比例/% Ts比例/% Tt比例/%

0.00 45 0.00 0.00 0.00

22.50 45 13.33 6.67 6.67

  注:Tm:多瓣化的变异植株;Ts:雄蕊瓣化的变异植株;

Tt:管状化的变异植株.下同.

表4 ARTP辐照对‘昆仑雪菊’花径大小的影响

Tab.4 EffectofARTPirradiationonthemaximum
flowerdiameterofCoreopsistinctoriaNutt.

辐照时间/min 花径/mm 红褐色部分直径/mm

0.00 38.65±2.12b 21.19±2.031c

22.50

T0 40.99±2.28b 22.34±1.22bc

Tm 39.58±0.52b 25.30±1.81a

Ts 45.06±1.16a 23.70±0.48ab

Tt 35.15±0.43c 20.36±0.23c

  注:T0:处理后未发生变异的植株,下同.

2.4 ARTP辐照对‘昆仑雪菊’花中活性成分的影响

ARTP辐照对‘昆仑雪菊’花中活性成分的影响见表5.ARTP处理后,‘昆仑雪菊’花中活性成分均发生

了变化,Tt变异株系的变化最为显著.Tt变异株系的绿原酸、木犀草苷含量分别高于对照38.80%和10.68%,
达到显著水平,总黄酮高于对照11.86%.

3 讨 论

目前已有大量的诱变育种手段在植物育种上广泛应用,如化学诱变(秋水仙素诱变)、物理诱变(温度处

理、紫外线处理和辐射处理等).ARTP作为一种新的诱变育种方式,产生的等离子体中富含各种化学活性粒

子,可以对菌株/植物细胞产生多重作用,造成DNA结构的多样损伤,引起细胞膜通透性和蛋白结构的改变

等[3],因此ARTP具有突变率高、突变位点丰富、操作简便、安全性高(辐射水平低于手机辐射强度)等优点,
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并已被广泛运用于微生物的诱变育种中,比如酵母菌、番茄红素产生菌等,产生了大量的高产突变菌株[5].但
目前在植物方面ARTP诱变技术的应用刚刚开始,处于探索阶段.研究表明,大气压等离子体处理黄瓜和番

茄[18]等植物的种子,能促进其萌发、使其植株干重增加,同时增加抗病性、提高产量等[17];短时间的ARTP
辐照对玉米种子的发芽势和发芽率没有显著性的影响,但是随着处理时间的增加,苗干质量增加,根长与苗

高比降低,处理玉米花粉后影响了花粉的萌发[6].
本研究首次使用ARTP对‘昆仑雪菊’的种子进行不同时间的辐照,并对辐照过的种子的发芽势、发芽

率、幼苗的长势,以及花形花色、花中活性成分的含量进行了全面的研究,不同时间的ARTP辐照使‘昆仑雪

菊’的发芽势、发芽率有所提高,最大冠幅、叶片数量、叶柄长度和叶面积有不同程度的增加,其中22.50min
的辐照时间效果最佳.ARTP辐照22.50min后,出现最大花径普遍增加、花基部红褐色部分增大等提高观

赏性的花形的变异及活性成分增加的变异.这些变异株系的形成为进一步选育优质的、观赏价值高的‘昆仑

雪菊’新品种奠定了基础.ARTP诱变有望成为植物诱变育种的新途径.
由上可知,Tt株系是花形变异和活性成分含量提高兼具的突变株系.

表5 ARTP辐照对‘昆仑雪菊’花中活性成分含量的影响

Tab.5 EffectofARTPirradiationonactivecomponentcontentinflowerofCoreopsistinctoriaNutt.

辐照时间/min 总黄酮/(mg·mL-1) 绿原酸/(mg·g-1DW) 木犀草苷/(mg·g-1DW)

0.00 18.80±1.36a 2.09±0.19b 159.61±13.43b

22.50

T0 18.89±1.65a 1.78±0.02c 149.31±5.22b

Tm 19.43±3.03a 1.68±0.04c 145.05±7.77b

Ts 15.37±0.19b 1.06±0.13d 144.50±3.24b

Tt 21.03±0.91a 2.90±0.16a 176.68±6.34a

        注:DW:干质量.
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BiologicaleffectofARTPirradiationon
mutagenesisofCoreopsistinctoriaNutt.

ZhaoXiting1a,b,c,XuYan1a,LyuMeng1a,PuTengfei1a,WangLiyan2,LiMingjun1a,b,c

(1.a.CollegeofLifeSciences;b.EngineeringTechnologyResearchCenterofNursingand

UtilizationofGenuineChineseCrudeDrugsinHenanProvince;c.HenanProvinceEngineering

LaboratoryofGreenMedicinalPlantBiotechnology,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;

2.BiologicalbreedingcenterofWuxiInstituteofAppliedTechnologies,TsinghuaUniversity,Wuxi214072,China)

  Abstract:ARTP(Atmosphericandroomtemperatureplasma)irradiationhasbeenwidelyusedinthebreedingofmicro-
organismsasanew,safeandefficientbiologicalmutationbreedingmethod.Itsapplicationinplantshasjustbeenstarted.In
thisstudy,theseedsofCoreopsistinctoriaNutt.wereirradiatedbyARTPforthefirsttime.Afterirradiation,thechangeof
seedgermination,seedlinggrowth,flowershapeandqualitywerestudied.Thestudy’spurposetogeneratemutantstrainswith
improvedornamentalvalueandflowerquality.Theresultsshowedthat:(1)Comparedwiththecontrol,thedifferentARTP
irradiationtime(7.50-37.50min)improvedthegerminationpotentialandgerminationrateofCoreopsistinctoriaNutt.seeds,

themaximalvalueof80.00%and86.70%at22.50min,respectively;themaximumcrownlength,thenumberofleaves,the
lengthofpetioleandtheareaofleafincreasedwiththeextensionofARTPirradiationtime,andtheeffectwasthebestat22.50
min.(2)After22.50minofARTPirradiation,themaximumflowerdiameterandtheredbrownareaofligulateflowers(Tr)

ofmostplantsincreasedsignificantly;thenumberofligulateflowerspetalsof13.33%plantswasincreased(Tm),stamensof
6.67%plantswerepetaloid(Ts)andligulateflowerof6.67% plantsbecametrumpet-shaped(Tt);contentsofflavonoids,

chlorogenicacidandgaluteolininsomeplants’flowerswereincreased,especiallyintheTtplants,notonlytheflowershape
waschangedbutalsotheactivecomponentswereincreased.ARTPirradiationisexpectedtobecomeanewwayofbreedingfor
CoreopsistinctoriaNutt.

Keywords:CoreopsistinctoriaNutt.;Atmosphericandroomtemperatureplasma;irradiation;seed;biologicaleffect
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