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两份大麦品种单倍体细胞与植株水平耐盐性的关系
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摘 要:为了确定盐胁迫下大麦籽粒产量和萌发期生长指标与小孢子培养阶段盐胁迫下愈伤组织产量之

间是否存在一致性，以 2 份大麦品种为供试材料，进行了以下 3 项研究:(1)诱导培养基中 NaCl 含量对
小孢子培养愈伤组织产量的影响;(2)萌发液中 NaCl 含量对大麦种子萌发期生长指标的影响;(3)NaCl
胁迫处理对大麦单株产量的影响。结果表明，诱导培养基中 NaCl 含量提高可降低小孢子培养愈伤组织
产量，但 2 份品种的降幅存在明显的差异;萌发液中 NaCl 含量提高可降低种子发芽率、主根长度和胚芽
鞘长度，2 份品种间降幅上也存在明显的差异;盆栽条件下 NaCl 胁迫处理的大麦单株产量明显低于无
NaCl 的对照，2 份品种间有差异。NaCl 胁迫下，2 份供试材料小孢子培养愈伤组织产量的相对值与种子
萌发期的发芽率、主根长度和胚芽鞘长度的相对值以及单株产量的相对值存在着一定的相关，说明供试
品种的耐盐性在小孢子水平与植株水平上是一致的。
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Abstract:Three independent experiments were carried out using 2 barley cultivars in order to determine whether there is
a consistency in salt tolerance between plant level in terms of grain yield and seed germination and microspore level in
terms of callus production，i. e. (1) effects of NaCl concentration on callus production in microspore culture; (2 )
effects of NaCl concentration on the traits related to seed germination at germination stage; (3) effects of NaCl stress on
grain yield per plant. The results showed that the callus production was reduced with increased NaCl concentration in the
medium，and there was significant difference between the two barley cultivars in the reduced extent. Germination rate，
radicle and coleoptile length were also reduced with increased NaCl concentration at germination stage，and the two
barley cultivars showed the difference in these parameters. In a pot experiment，it was found that the grain yield per
plant was obviously reduced under salt stress relative to the control. Similarly difference could be found also between the
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two barley cultivars. In addition，the results showed that the relative callus production was closely associated with
relative germination rate，relative radicle length，coleoptile length and relative grain yield per plant. Therefore，it may
be concluded that there is a consistency in salt tolerance for barley between microspore and plant levels.
Key words:Hordeum vulgare L. ; NaCl stress; microspore culture; germination stage; grain yield per plant

世界上拥有大量的含盐土地，提高作物的耐盐性

可以有效利用这些盐土资源
［1，2］，同时提高可耕种土

地面积。大麦是开拓盐荒的先锋作物，但不同大麦品
种之间的耐盐性差异极大

［3］，要挖掘和利用现有的大

麦种质资源，就必须对材料的耐盐性进行鉴定评价，然

后通过传统杂交育种和离体培养等方法对作物的耐盐

性进行遗传改良
［4 ～ 6］，获得耐盐性强的大麦品种，从而

使其可在盐土中进行种植。进行作物耐盐性评价时，
一般认为盐胁迫下的籽粒产量是最为可靠的鉴定结

果，但这种鉴定方法不仅耗时、耗力，而且受环境条件
的限制。而在芽、苗期进行耐盐性鉴定可以克服这些
缺点，且作物芽、苗期对盐胁迫比较敏感，和成熟期耐
盐性状也存在相关性，因此通常在作物芽、苗期进行耐
盐性鉴定

［7，8］。另外，F1 代植株的花药中含有大量的

基因重组配子体，如果能够证实小孢子水平的耐盐性

与植株水平耐盐性具有一致性，特别是离体培养小孢

子在 NaCl 胁迫下的存活和脱分化能力与供体材料耐
盐性之间的相关性，就可为大麦小孢子水平耐盐性筛

选方法的研制提供理论上的支持。大麦小孢子水平耐
盐性鉴定与筛选方法一旦建成，可以将小孢子培养技

术与耐盐性筛选结合起来，必将提高耐盐基因重组体

和突变体的筛选效率，并且获得的再生植株经过染色

体加倍可以迅速获得耐盐的加倍单倍体植株，经过田

间鉴定后即可获得遗传性稳定的、纯合的耐盐株系。
本研究以耐盐性存在较大差异

［7，11］
的大麦品种

“花 11”［9］和“花 30”［10］作为供试材料，研究了盐胁迫
对这 2 份品种小孢子培养愈伤组织产量、种子萌发阶
段生长指标和单株籽粒产量的影响，从而揭示大麦芽

期与成熟期耐盐性间的关系以及大麦在单倍体水平与

二倍体水平耐盐性的关系。

1 材料与方法

1. 1 材料
以 2008 年春季选取的大麦品种“花 11”和“花

30”的麦穗为供试材料，进行小孢子培养。
1. 2 小孢子培养
1. 2. 1 提取液和培养基 以甘露醇(终浓度 60g /L)，
CaCl2 (终浓度 1. 1g /L)和 MES(终浓度 0. 976g /L)配

制提取液。以改良的 N6 培养基为基本培养基［12，13］，
诱导培养基中添加 KT 0. 5mg /L、2，4，5 － T 1. 0mg /L、
麦芽糖 90g /L 和不同浓度(0、0. 1、0. 2 和 0. 3g /L)的
NaCl。提取液和培养基均过滤灭菌。每试验 4 次重
复。
1. 2. 2 小孢子培养 小孢子分离参照陆瑞菊等［14，15］

的方法进行。选取中部小花小孢子发育处于单核早
期、中期的穗子，置于 5℃冰箱中处理 17d。穗子用饱
和漂白粉溶液消毒 15min，无菌水冲洗 3 ～ 4 次。每个
试管接 10 个小孢子处于相同发育时期的穗子，倒入
15ml 提取液，用高速分散器超速旋切后，150 目筛网过
滤，滤液以 100g 低速离心 5min，重复 3 次，收集小孢
子。培养前将小孢子用提取液和诱导培养基各洗涤 1
次，然后用诱导培养基将小孢子密度调节至 1. 1 ×
105 /ml，取 1ml 小孢子悬浮液接种于培养皿 ( 20 ×
15mm)，Parafilm 封口，重复 4 次，25℃暗培养 28d 时称
取每皿愈伤组织重量(为愈伤组织产量)。
1. 3 发芽期耐盐性鉴定
选取 2 个大麦品种的健康种子，用 3% 双氧水

(H2O2)消毒 8min，蒸馏水冲洗 3 次，然后将种子浸泡
于蒸馏水中，30℃、7h，结束后保湿过夜，等种子露白后
均匀排放于铺有 2 张滤纸的 9cm 培养皿中，每皿摆放
25 粒种子，加入不同浓度的 NaCl 溶液(0、5、10、15g /
L)，每个处理 3 次重复，将所有培养皿置于 25℃恒温
光照培养箱中发芽。6d 后统计发芽率、主根长度、胚
芽鞘长度。
1. 4 单株产量鉴定
单株籽粒产量试验于 2009 － 2010 年大麦正常生

长季节在中国科学院植物生理生态所玻璃大棚内进

行。挑选大小均匀、籽粒饱满的种子播种于直径为
30cm 的塑料盆钵中，每盆播种 5 粒，出苗后每盆定苗
3 株。每盆装土 5kg，土壤中含有机质 34. 5g / kg、全氮
2. 42g / kg、速效氮 37. 35mg /kg。设对照和 NaCl 胁迫 2
个处理，胁迫处理按 20g /盆加入 NaCl。每个处理 4 次
重复。拔节期施尿素(0. 375g /盆)，于成熟时测定植
株的单株产量。
1. 5 数据分析及性状相对值计算
使用 Excel 2003 软件进行数据统计和分析。
性状相对值 =低氮胁迫性状值 /正常供氮性状值。
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2 结果与分析

2. 1 NaCl 对大麦小孢子培养愈伤组织产量的影响
从表 1 可以看出，花 11 愈伤组织产量虽然随着诱

导培养基中 NaCl 浓度的升高而下降，但统计检验表明
差异不显著。花 30 的愈伤组织产量随着诱导培养基
中 NaCl 浓度的升高而急剧下降，培养基中 NaCl 含量
达到 0. 1g /L 时，愈伤组织产量从 133. 5mg 下降为
78. 0mg，下降幅度达 41. 6%。表明“花 30”小孢子培
养过程对 NaCl 相当敏感，诱导培养基中 NaCl 含量达
到 0. 1g /L 时就严重影响愈伤组织的形成，而花 11 的
小孢子则对诱导培养基中 0. 1 ～ 0. 3g /L NaCl 不敏感。

表 1 不同浓度的 NaCl 对大麦小孢子培养

愈伤组织产量的影响

Table 1 Effect of NaCl concentration callus production
of two barley varieties in microspore culture

材料

material

诱导培养基中 NaCl 浓度
NaCl concentration in induction medium( g /L)

0 0. 1 0. 2 0. 3

花 11
Hua 11

208. 8 ± 18. 3A 181. 3 ± 19. 1A 199. 8 ± 28. 0A 181. 3 ± 22. 8A

花 30
Hua 30

133. 5 ± 35. 0B 78. 0 ± 8. 9C 76. 5 ± 13. 7C 55. 3 ± 14. 6C

注:途中数据为均值 ± 标准差，同行不同字母代表在 0. 01 水平差

异显著。下表同。

Note: Data are means ± SE. Data with different letters in the same row

showed significant difference at P = 0. 01 level. The same as following

tables.

2. 2 NaCl 浓度对大麦种子萌发指标的影响
表 1 显示，5 ～ 15g /L NaCl 对花 11 的萌发几乎没

有影响，在 5 和 10g /L NaCl 中的发芽率与对照一样，
都为 93. 3%，而在 NaCl 为 15g /L 时，“花 11”的发芽率
才略有下降，但与对照相比差异不显著。花 30 的发芽
率随着 NaCl 浓度的增加而下降，NaCl 浓度为 10g /L
时，花 30 的发芽率较对照下降了 13. 3%，差异达极显
著水平。
主根长度受 NaCl 的影响很大。NaCl 浓度为 5g /L

时，不管是花 11 还是花 30，主根长度都明显下降，但
花 30 的主根长度明显短于花 11，花 11 的下降幅度为
11. 8%，花 30 的下降幅度则高达 40. 0%。在 10 和
15g /L NaCl 浓度下，不管是花 11 还是花 30，主根长度
下降得最多，但两者主根长度差异不显著。
胚芽鞘长度受 NaCl 浓度的影响与主根长度不同，

在 5 和 10g /L NaCl 浓度下，2 个供试材料胚芽鞘长度
为 3. 0 ～ 3. 1cm，明显大于对照。但在 15g /L NaCl 中，
花 30 胚芽鞘的生长明显受到抑制，长度明显短于对
照;花 11 的胚芽鞘长度则与对照无明显差异，但显著
大于花 30，二者差异极显著。
2. 3 NaCl 胁迫对大麦成熟期单株籽粒产量的影响
从表 3 可以看出，NaCl 胁迫严重影响供试材料的

单株籽粒产量。NaCl 胁迫下的单株籽粒产量与对照
相比明显下降，花 11 的下降幅度为 21. 6%，花 30 的
下降幅度高达 63. 7%，花 30 的下降幅度明显大于花
11。

表 2 NaCl 浓度对供试材料种子萌发及生长的影响

Table 2 Effects of NaCl concentration on seed germination and seedling growth

性状

trait
供试材料

material

萌发液中 NaCl 浓度
NaCl concentration in germination solution( g /L)

0 5 10 15

发芽率 花 11 Hua 11 93. 3 ± 6. 1 AB 93. 3 ± 4. 6 AB 93. 3 ± 4. 6 AB 88. 0 ± 6. 9 AB
germination rate(% ) 花 30 Hua 30 100. 0 ± 0. 0 A 92. 00 ± 4. 0 AB 86. 67 ± 2. 3 B 80. 0 ± 4. 0 B

主根长度 花 11 Hua 11 6. 8 ± 0. 2 A 6. 0 ± 0. 2 B 2. 9 ± 0. 4 D 1. 7 ± 0. 0 E
radicle length( cm) 花 30 Hua 30 7. 0 ± 0. 4 A 4. 2 ± 0. 5 C 2. 3 ± 0. 1 D 1. 5 ± 0. 1 E

胚芽鞘长度 花 11 Hua 11 2. 4 ± 0. 0 BC 3. 1 ± 0. 0 A 3. 1 ± 0. 1 A 2. 3 ± 0. 1 C
coleoptile length( cm) 花 30 Hua 30 2. 5 ± 0. 1 B 3. 0 ± 0. 1 A 3. 1 ± 0. 1 A 2. 1 ± 0. 1 D

2. 4 花 11 和花 30 不同倍性水平和不同生长发育时
期的耐盐性

比较 2 个品种大麦小孢子在 NaCl 胁迫培养下的
相对愈伤组织产量，不难看出，在 3 种不同浓度 NaCl
胁迫压下(0. 1、0. 2 和 0. 3g /L)，花 11 的相对愈伤组

织产量总是高于花 30 (图 1)。萌发期也是如此，在
NaCl 胁迫下(5、10 和 15g /L)，花 11 种子的相对发芽
率、相对主根长度和相对胚芽鞘长度总是高于花 30
(图 2)。比较花 11 和花 30 成熟期的单株籽粒产量，
花 11 的相对值也高于花 30(图 3)。因而无论是小孢
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子发育时期还是萌发期或成熟期，花 11 的耐盐性总是
大于花 30，说明小孢子培养愈伤组织产量与萌发期指
标和籽粒产量一样，可以作为耐盐性状的筛选指标，同

时也表明大麦小孢子水平的耐盐性与植株水平的耐盐

性存在一致性。

表 3 盆栽试验中 NaCl 胁迫下大麦成熟期单株籽粒产量

Table 3 Effects of NaCl stress on grain yield per
plant of two barley varieties in pot experiment

材料

material

盆钵中 NaCl 浓度
NaCl content in pot( g / pot)

0 20

花 11
Hua 11

3. 7 ± 0. 2 A 2. 9 ± 0. 2 B

花 30
Hua 30

4. 4 ± 0. 4 A 1. 6 ± 0. 3 B

图 1 盐胁迫下花 11 和花 30 小孢子

培养的相对愈伤组织产量

Fig. 2 Relative callus yield of mircospore
culture of hua11 and Hua30 under NaCl stress

3 讨论

种子萌发阶段的耐盐性对植株能否存活和进一步

的生长发育至关重要
［16 ～ 18］，很多研究者将种子萌发阶

段的耐盐性作为该作物耐盐性的重要指标
［19 ～ 21］，种

子萌发阶段的耐盐性就是植株水平的耐盐性
［22，23］。

利用大麦小孢子培养技术来证实单倍体细胞水平与植

株水平的耐盐性之间的一致性研究还未见报道。依据
本研究结果，不难看出 NaCl 胁迫对供试品种小孢子培
养的愈伤组织形成、萌发期的相关指标如发芽率、主根
长度和胚芽鞘长度等以及成熟期的单株籽粒产量皆有

明显的抑制作用;抑制程度在 2 个大麦品种间存在明
显的差异;同一供试品种在小孢子培养的愈伤组织形

成、萌发期的相关生长指标以及成熟期的单株籽粒产
量对 NaCl 胁迫的反应存在一致性，这一结果表明单倍
体细胞水平与植株水平的耐盐性是一致的。

图 2 盐胁迫下花 11 和花 30 萌发期的相对性状

Fig. 2 Relative traits of Hua11 and Hua 30 at
germination stage under NaCl stress

图 3 盐胁迫下花 11 和花 30 成熟

期相对单株籽粒产量

Fig. 3 Relative grain yield per plant of Hua
11 and Hua 30 under NaCl stress

曾有学者利用二倍体组织(细胞)培养系统，在多

种植物上得出了细胞水平耐盐性与植株水平耐盐性相

一致的观点
［24 ～ 28］，也已在多种植物上证实了离体培

养的细胞、组织对逆境胁迫反应与供试材料植株水平
存在一致性

［29 ～ 31］，这种一致性为利用细胞、组织培养
手段改良目标作物提供了理论上的支持。本研究则表
明，高度分化的大麦单倍体小孢子在离体培养过程中

的耐盐性与供试品种植株水平的耐盐性存在关联。
本研究揭示，NaCl 胁迫下 2 份供试品种在发芽
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率、主根长度和胚芽鞘长度等几个指标上存在较大的
差异，尤其是这种差异与供试材料小孢子培养过程中

对 NaCl 胁迫的敏感性以及 NaCl 胁迫下的单株籽粒产
量存在一致性。小孢子是一类高度分化型细胞，培养
的小孢子经历脱分化和再分化形成植株的过程是细胞

全能性学说的有力证据
［32，33］。本研究证实了 NaCl 胁

迫下游离小孢子培养的脱分化能力(愈伤组织产量)

与供试基因型植株水平的耐盐能力(苗期生长指标、
单株籽粒产量)存在密切联系，即供试基因型植株水

平的耐盐能力可以影响小孢子培养过程中愈伤组织形

成的能力。可以推测，不同基因型植株水平的耐盐能
力可以在单倍体细胞培养过程中(单套基因水平)得

以表达。小孢子离体培养的愈伤组织产量反映了供试
材料在离体培养条件下单倍体细胞的存活和脱分化 2
个细胞反应程序，小孢子脱分化过程中对 NaCl 敏感性
的差异主要源于供试材料固有耐盐能力，还是 NaCl 胁
迫后细胞脱分化的能力，有待进一步研究。
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