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盐预处理对大麦种子萌发和小孢子愈伤形成的影响
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１．上海市农业科学院生物技术研究所/上海市农业遗传育种重点实验室,上海２０１１０６;

２．扬州大学农学院,扬州２２５００９;３．上海市农业科技服务中心,上海２００３３５

摘要　为探究盐预处理对大麦种子萌发和小孢子培养的影响,以大麦耐盐品种花１１和盐敏感品种花３０为

材料,比较了它们在不同盐浓度预处理下,种子萌发过程中的发芽率、主根长以及小孢子培养过程中的愈伤组织

产量差异,同时对２个品种在小孢子时期响应盐胁迫的４个关键基因的表达进行了研究.结果显示:花３０的种

子和小孢子在无 NaCl和低浓度 NaCl预处理时,对盐胁迫的耐受性均低于花１１,但经高浓度 NaCl(萌发期为１５

g/L,小孢子时期为３００mg/L)预处理后,花３０的种子和小孢子对高浓度盐胁迫的耐受性均显著增强,且发芽

率、主根长和愈伤产量均显著高于花１１;通过对２个品种在盐预处理下的发芽率、主根长以及愈伤产量相对值的

相关性分析发现,２个品种在种子萌发期和小孢子时期响应盐预处理的相对值呈显著正相关.同时,在小孢子

培养阶段,经 过 ３００ mg/L NaCl预 处 理 后,花 ３０ 中 小 热 激 蛋 白 基 因 HvsHSP１ 和 翻 译 起 始 因 子 １ 基 因

HveIF１A 的表达量在高浓度盐胁迫下较花１１显著上调.因此,供试品种间在种子萌发过程和小孢子培养过程

对盐预处理的响应差异在某种程度上可能具有一致性,HvsHSP１和 HveIF１A 基因可能与盐敏感品种在小孢

子时期响应 NaCl盐诱导存在关系.
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　　盐胁迫已经成为制约我国农作物生长与产量的

重要因素之一[１].在作物发育的关键时期对种子、
幼苗或者细胞进行化学物质预处理,是改善作物耐

盐性的有效措施[２Ｇ３].大麦(HordeumvulgurL．)
在禾谷类作物中耐盐性较强,是开拓盐荒的先锋作

物[４],但是品种之间的耐盐性差异很大,深入研究耐

盐性差异的品种在关键生育期对盐预处理的响应机

制,对于品种的耐盐性评价有重要的指导意义[５].
种子萌发期为研究品种响应盐胁迫机制的关键

时期,该阶段对植株能否存活和进一步生长发育至

关重要[６].已有研究报道,一定浓度的 NaCl预处

理可提高盐敏感种子萌发阶段的耐盐性[７Ｇ９],发芽率

和主根长为该时期区分不同品种耐盐性的重要指

标[１０].相比种子,小孢子时期是植物胚胎发育过程

中重要的阶段[１１],可作为更加理想的胁迫对象.孙

月芳等[１２]利用 NaCl溶液处理大麦小孢子,发现小

孢子对外界胁迫刺激极为敏感,存活率明显受到影

响.通过小孢子离体盐胁迫培养技术,不仅提高了

耐盐材料的筛选效率,而且结合田间鉴定,可快速筛

选获得稳定遗传的耐盐纯合株系[１３].Liu等[１３]对

大麦小孢子时期响应盐胁迫的关键基因也进行了研

究,发现在连续的盐胁迫下,细胞防御系统为调控基

础蛋白质合成产生了翻译抑制,HveIF１A (翻译起

始因子１)和 HvRPLP０基因(核糖体蛋白)等下调

表达,同时一系列热休克蛋白基因HvsHSP１和E３
泛素连接酶基因 HvSIAH１E３等被选择性地激活,
这些基因对小孢子诱导胚性愈伤组织缓解盐胁迫起

着重要作用.前期研究者已证实大麦小孢子培养时

期与植株生长发育时期对盐胁迫的响应具有相关

性[１４],但是关于盐预处理对大麦种子萌发和小孢子
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愈伤形成的影响效应尚未明确.
本研究以耐盐性存在差异的２个大麦品种花

１１和花３０为研究对象,探究盐预处理对品种间种

子萌发过程的影响效应在小孢子培养过程中的表

现,同时在小孢子时期对２个品种响应盐胁迫关键

基因的表达进行研究,旨在为应用小孢子技术鉴定

大麦种质资源的耐盐性提供理论支持.

1　材料与方法

1.1　试验材料

大麦耐盐品种花１１和盐敏感品种花３０,均由

上海市农业科学院植物细胞工程研究室、上海市农

业遗传重点实验室提供.
1.2　种子萌发期耐盐性鉴定方法

首先将直径为９cm 的培养皿清水洗净后灭菌

并烘干,放入２张滤纸待用.其次,选择饱满整齐的

健康种子,利用３％ H２O２ 消毒８min后,蒸馏水连

续冲洗３次,于３０℃浸泡于０、５和１５g/L的 NaCl
溶液,保湿过夜,待种子露白后均匀排放于培养皿的

滤纸上,再次加入０、５、１０和１５g/L的NaCl溶液处

理,并将所有种子置于２５℃恒温光照培养箱中发

芽.６d后统计种子的发芽率和主根长度.每个处

理共设置３次重复.
1.3　小孢子培养方法

小孢子的游离及培养方法主要参考文献[１５].
选取发育处于单核早中期的大麦穗,先将其置于

５℃冰箱中预处理１７d,再用饱和漂白粉溶液消毒

大麦穗１５min.于每个试管中分别接种１０个穗,
加入１５mL无菌提取液(６０g/L的甘露醇中添加

０．９７６g/L 的 NＧ吗 啡 乙 烷 磺 酸 和 １．１ g/L 的

CaCl２).利用高速分散器超速旋切,１０６μm 筛网进

行过滤,滤液以７００r/min低速离心５min,共重复

３次,最后收集小孢子.小孢子培养时先将其置于

２５℃黑暗的无菌盐预处理液中,NaCl溶液质量浓

度分别为０、１００和３００mg/L,２d后,将小孢子用无

菌提取液和培养基分别洗涤１次,将小孢子密度调

节至１．１×１０５/mL,然后取１mL小孢子悬浮液于

培养皿(２０mm×１５mm)中,Parafilm 封口后,置于

２５℃培养箱暗培养.培养至２８d时,称取愈伤组织

的质量并取材、液氮速冻,－８０℃ 保存.其中,诱导

培养基以改良的 N６培养基为基本培养基,同时分

别添加１．０mg/L２,４ＧD、０．５mg/LKT、９０g/L麦

芽糖和０、１００、２００和３００mg/L的 NaCl溶液.每

个实验共设置４次重复.
1.4　荧光定量 PCR 检测

将样品愈伤组织的 RNA 通过 TrizolReagent
(Invitrogen)提取后,再利用 SuperScriptTM Ⅲ反转

录酶(Invitrogen)获得样品的cDNA[１６].引物序

列由北 京 六 合 华 大 基 因 科 技 有 限 公 司 合 成,其

中,盐 响 应 基 因 的 引 物 序 列 参 考 文 献 [１３],

HvActin 和 HvGAPDH 内参基因的引物序列参

考文 献 [１６],详 见 表 １. 采 用 ７５００ RealＧTime
PCRSystem (AppliedBiosystem)对 大 麦 小 孢 子

时期响应盐胁迫的４个关键基因的相对表达量

进行分析.定量 PCR的总反应体系为２０μL,包
括样品cDNA (约５０ng/μL)４μL,正反向引物

(１０μmol/L)各 ２μL,２×powerＧupSYBRqPCR
Mix(Toyobo)１０μL和 ddH２O２μL,反应程序

为:９５℃预变性２min,９５℃变性１５s,６０℃退火

延伸１min,４０个循环[１６].
表１　荧光定量PCR引物

Table１　PrimersforquantitativerealＧtimePCR

基因 Gene 正向引物 Forwardprimer(５′→３′) 反向引物 Reverseprimer(５′→３′)

HvsHSP１ CGAGCCTAAGAAGCCCAAGA GAAACATCAAACCATCACCACC
HvSIAH１ GGGTGGAGATGCAGATGAGG TAAACCAATGCGTCGGATGA
HvRPLP０ ACATCCCCACCAAGATCAACA CACAGCAACAGCAAGCACATT
HveIF１A TCAAGGTCCACGGCTTCTAAT CCAAACAGCAAACCCGATACTA
HvActin GCTGACCGTATGAGCAAGGA GGAAAGTGCTGAGTGAGGCT
HvGAPDH AGATGCCCCTATGTTTGTGG GGTCTTCTGTGTGGCAGTGA

1.5　统计分析

发芽率、主 根 长 和 愈 伤 产 量 测 定 结 果 利 用

SPSS２１．０软件的 Duncan’s新复极差法进行差异显

著性分析;定量PCR的数据根据Chen等[１７]的方法

计算其基因相对表达量,LinReg软件分析相关基因

引物的扩增效率.

２个品种间愈伤产量的相对比值＝同一处理下

花３０的愈伤产量/花１１的愈伤产量;

２个品种间发芽率的相对比值＝同一处理下花

３０的发芽率/花１１的发芽率;

４２１
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２个品种间主根长的相对比值＝同一处理下花

３０的主根长/花１１的主根长.

2　结果与分析

2.1　2 个大麦品种在种子萌发期对盐预处理的响应

　　为了明确２个大麦品种在种子萌发期对盐预处

理的响应差异,以发芽率和主根长作为鉴定指标.
在没有用 NaCl预处理种子的情况下,比较２个大

麦品种对不同质量浓度盐胁迫的直接反应(图１A、

D),结果显示:在正常萌发条件下,２个大麦品种都

能正常发芽,且发芽率无显著差异,随着培养基中

NaCl质量浓度的提高,花３０的发芽率显著低于花

１１(图１A).在正常萌发条件下,花３０的主根长度

显著大于花１１;但在盐胁迫条件下,花３０的主根长

度与花１１无显著差异,表明花３０主根长的抑制程

度显著高于花１１(图１D).说明,花３０在种子萌发

期对盐胁迫的直接耐受性低于花 １１.种子经过

５g/LNaCl预处理后,在０g/L盐胁迫下,花３０的

发芽率只有３０％,而花１１的发芽率为６６．６７％,花

３０的发芽率相对于花１１显著减少了５５％,在５g/L
和１０g/L盐胁迫下,花１１分别具有４０％和１６．６７％
的发芽率,花３０则完全不能萌发(图１B);在５g/L
NaCl预处理后,花３０的主根长度也显著小于花

１１,在０g/L盐胁迫下,花３０的主根长相对于花１１
显著减少了２６．９６％ (图１E);当种子经过１５g/L
NaCl预处理时,花３０在０和５g/L盐胁迫下的萌

发率分别为５０％和４３．３３％,发芽率与花１１无显著

差异(图１C),主根长度也是如此(图１F);在１０g/L
盐胁迫下,花３０的发芽率和主根长显著优于花１１,
分别提高了４１．７５％和３２％(图１C、F).说明,花３０
经过低质量浓度 NaCl预处理后,对盐胁迫的耐受

性也低于花１１,但是经过高质量浓度(１５g/L)NaCl
预处理后,对１０g/L盐胁迫的耐受性增强,显著优

于花１１.

　AＧC:不同质量浓度的 NaCl预处理条件下,２个品种在不同质量浓度 NaCl胁迫下的发芽率.其中,A:０g/LNaCl预处理;B:５g/LNaCl
预处理;C:１５g/LNaCl预处理;DＧF:不同质量浓度的 NaCl预处理条件下,２个品种在不同质量浓度 NaCl胁迫下的主根长.其中,

D:０g/LNaCl预处理;E:５g/LNaCl预处理;F:１５g/LNaCl预处理.每一柱状图上不同字母代表同一性状在２个品种不同处理间的差

异.AＧC:Thegerminationrateofthetwomaterialsculturedatdifferentsaltconcentrationswith０g/L(A),５g/L(B)and１５g/L(C)NaCl

pretreatment;DＧF:Thetaprootlengthofthetwomaterialsculturedatdifferentsaltconcentrationswith０g/L(D),５g/L(E)and１５g/L
(F)NaClpretreatment．Differentlettersonthehistogramindicatethesignificantdifferencesofatraitamongdifferenttreatmentsbetween

twocultivars．

图１　２个大麦品种在种子萌发期对盐胁迫的响应

Fig．１　Responseofthetwobarleycultivarstosaltstressduringtheseedgerminationstage

2.2　2 个大麦品种在小孢子培养时期对盐预处理的

响应

　　为了探索２个大麦品种在小孢子时期对盐预处

理的响应差异,我们对小孢子培养后的愈伤产量进

行比较,以愈伤组织产量的高低作为耐盐性高低的

评判指标.在无 NaCl预处理的条件下,花３０的小

孢子在不同质量浓度 NaCl培养基上获得的愈伤产

量均小于１３０mg/皿,而花１１的愈伤产量均大于

１８０mg/皿,花３０的愈伤产量显著低于花１１,表明

花３０在小孢子时期对盐的直接耐受性低于花１１

５２１
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(图２A).经过１００mg/LNaCl预处理后,花３０的

小孢子在０、１００、２００和３００mg/LNaCl培养下获

得的愈伤产量均显著低于花１１,表明低质量浓度的

NaCl预处理对花 ３０ 的小孢子造成的损伤很大

(图２ＧB);经过３００mg/LNaCl预处理后,花３０的

小孢子在不同质量浓度 NaCl处理下培养获得的愈

伤产量明显高于低质量浓度(１００mg/L)NaCl预处

理的小孢子,且２个品种的愈伤产量在０、１００和

２００mg/LNaCl的培养基上均无显著性差异,但在

３００mg/LNaCl的培养基上,花３０的愈伤产量显著

超过花１１的２１．６４％(图２C),表明,花３０小孢子受

高质量浓度的 NaCl(３００mg/L)预处理诱导后,对

高质量浓度的盐胁迫耐受性增强.

　A:０mg/LNaCl预处理下,２个品种在不同质量浓度盐胁迫培养下的愈伤产量;B:１００mg/LNaCl预处理下,２个品种在不同质量浓度

盐胁迫培养下的愈伤产量;C:３００mg/LNaCl预处理下,２个品种在不同质量浓度盐胁迫培养下的愈伤产量.A:CalliyieldofthetwomaＧ

terialsundersaltstresswith０mg/LNaClpretreatment;B:Calliyieldofthetwomaterialsundersaltstresswith１００mg/LNaClpretreatＧ

ment;C:Calliyieldofthetwomaterialsundersaltstresswith３００mg/LNaClpretreatment．

图２　预处理和培养基中NaCl质量浓度对花１１和花３０愈伤产量的影响

Fig．２　EffectofNaClconcentrationinpretreatmentandmediumoncalliyieldofH１１andH３０

2.3　2 个大麦品种在 2 个时期盐胁迫下生长指标的

相关性分析

　　通过比较２个供试材料在种子萌发阶段与小孢

子诱导愈伤阶段的发芽率、主根长和愈伤产量的相

对比值发现,愈伤产量和发芽率、主根长之间显著正

相关,相关系数分别是０．６００和０．６４８(表２).
表２　２个大麦品种种子萌发期和小孢子诱导愈伤

期相对生长比值的Pearson相关性分析

Table２　Correlationanalysisoftherelativedifferencesvaluesof

germinationrate,taprootlengthandcalliyieldbetweentwocultivars

指标

Indicators
愈伤产量

Calliyield

发芽率

Germination
rate

主根长

Taproot
length

愈伤产量

Calliyield

１ ０．６００∗ ０．６４８∗

０．０３９ ０．０２３

１２ １２ １２

发芽率

Germinationrate

０．６００∗ １ ０．６４２∗

０．０３９ ０．０２５

１２ １２ １２

主根长

Taprootlength

０．６４８∗ ０．６４２∗ １

０．０２３ ０．０２５

１２ １２ １２

　注:∗表示在 ０．０５ 水平(双侧)上显著相关.Note:∗ showsthe

correlationwassignificantatthe０．０５level(bilateral)．

2.4　2 个大麦品种在小孢子时期响应盐胁迫的关键

基因的表达模式

　　为进一步分析２个品种在小孢子时期响应盐预

处理的分子机制,研究了小热激蛋白基因 HvsHＧ
SP１、E３泛素连接酶基因 HvSIAH１,核糖体保护

蛋白 基 因 HvRPLPO 和 翻 译 起 始 因 子 １ 基 因

HveIF１A 在２个品种中于０和３００mg/LNaCl溶

液培养下的表达模式(图３).在无 NaCl预处理时,

２个品种在正常条件和盐胁迫处理下的 HvsHSP１
基因表达量均无显著性差异,但是经过３００mg/L
NaCl预处理后,相比０mg/L培养基,在３００mg/L
NaCl培养基下,花１１中该基因的表达量显著减少

了９７．０９％,花３０中基因表达量却显著增加９３．９５％
(图３A);在０mg/L和３００mg/LNaCl预处理条件

下,２个材料之间的 HvSIAH１基因表达量在不同

NaCl胁迫培养基上均无显著性差异(图３B);HvRＧ
PLPO 基因在无预处理条件下,于３００mg/LNaCl
培养时,花３０中基因表达量较花１１显著增加,经过

NaCl预处理后,在３００mg/LNaCl培养条件下,该
基因 在 花 ３０ 的 表 达 量 与 花 １１ 无 显 著 性 差 异

(图３C);HveIF１A 基因在无 NaCl预处理的条件

下,相比０mg/L培养条件,花３０中基因表达量在

３００mg/LNaCl胁迫时显著减少了４９．７１％,但是在
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３００mg/LNaCl预处理的条件下,花３０中基因表达

量较０mg/L培养条件显著增加了７７．１１％,较花１１
在同样处理下显著增加了５９．１５％(图３D).结果表

明,经过高质量浓度 NaCl预处理后,HvsHSP１和

HveIF１A 基因可能对于花３０缓解高浓度的盐胁

迫起着重要作用.

A:HvsHSP１;B:HvSIAH１;C:HvRPLPO;D:HveIF１A．

图３　２个品种在小孢子时期响应盐胁迫的关键基因的表达模式

Fig．３　Expressionofthekeygenesassociatedwithsalttoleranceatthemicrosporeculturestagebetweenthetwocultivars

3　讨　论

植物对逆境的适应与抵抗有多种形式,其中对

关键发育时期的种子、幼苗或者细胞通过预处理的

方式获得抗逆性是一种最普遍而有效的方式[８].有

研究表明,作物在生长发育的关键时期对盐胁迫预

处理的响应是作物应对盐胁迫的关键[６,１８].种子萌

发和幼苗建成是植株水平生长发育的关键时期,该
阶段的耐盐性可以反映植株水平的耐盐性[１４],而小

孢子是减数分裂后四分体释放出的单核细胞,小孢

子时期是高等植物生活史中雄配子体发育过程中重

要的阶段.有研究表明,在大麦、番茄、苜蓿和大豆

等植物中,细胞水平的耐盐性与植株水平耐盐性是

一致的[１９].本研究结果表明,大麦小孢子诱导愈伤

阶段与种子萌发阶段２个发育时期对 NaCl预处理

的响应具有显著的正相关性,花３０在直接盐胁迫或

低质量浓度 NaCl诱导处理后的耐盐性低于花１１,
但是经过高质量浓度(萌发期为１５g/LNaCl,小孢

子时期为３００mg/L)NaCl预处理后,花３０种子和

小孢子的耐盐性显著增加,尤其在高质量浓度的盐

胁迫培养时,发芽率、主根长和愈伤产量均显著优于

花１１.据此推测,作物品种内在的遗传基础决定了

不同品种在小孢子诱导愈伤阶段或种子萌发阶段等

关键发育时期对 NaCl引发或预处理后的响应差

异.因此,在小孢子离体培养早期或种子萌发阶段

实施 NaCl盐胁迫预处理,对于品种的耐盐性评价

具有重要意义.
近年来随着对植物耐盐分子机制研究的不断深

入,发现编码小热激蛋白的基因在植物逆境胁迫响

应等过程中发挥重要功能[２０].Zhao等[２１]的研究表

明LeHSP２１．５基因在番茄中过量表达,转基因植

株对盐的耐受性显著增强.Ruibal等[２２]报道了在

苔藓中过量表达PpHSP１６．４基因能增强植株的耐

盐性.本研究中,经过３００mg/LNaCl预处理后,
在盐胁迫的培养基上,盐敏感品种中 HvsHSP１基

因的表达量也显著增强.该结果与 Liu等[１３]的研

究结果相似,说明,热休克蛋白作为分子伴侣,参与

蛋白质折叠、装配、易位和退化,它的激活可能对于

盐敏感品种缓解由于盐胁迫引起的内质网应激以及

维持组织细胞的自稳和环境适应性方面起着重要作
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用.植物的耐盐性状为数量性状,受多基因控制,涉
及到多种耐盐生理生化机制和诸多基因的选择性差

异表达,仅通过对单一的功能基因进行遗传改良来

提高植物的耐盐性具有非常大的局限性.因此,对
基因表达的调控研究十分重要.真核翻译起始因子

１A(eIF１A)是植物中重要的蛋白合成调控因子之

一,超表达该基因可明显增强植物的抗逆性,被认为

是盐胁迫耐受的一个重要决定因素[２３].Liu等[１３]

也发现转录起始因子eIF１A 在小孢子细胞应答盐

胁迫中发挥作用.本研究中,HveIF１A 基因在无

NaCl预处理的条件下,花３０中基因表达量在盐胁

迫时显著减少,但是在３００mg/L预处理的条件下,
花３０中基因表达量在盐胁迫时显著增加,说明盐胁

迫下,花３０的翻译起始受到盐胁迫的抑制,但是经

过 NaCl预处理后,翻译起始能力增强.
本研究揭示不同大麦品种在小孢子盐胁迫培养

过程中对前期盐预处理的响应能力存在差异,与种

子萌发过程对盐预处理响应能力的差异在某种程度

上存在一致性,且发现小孢子经过高质量浓度 NaCl
预处理后,后期诱导愈伤中 HveIF１A 和 HvsHＧ
SP１在受到盐胁迫时会诱导上调表达,可能与其

耐盐性增强有关,可为进一步利用小孢子培养体

系鉴定品种的耐盐性以及耐盐性状遗传改良提供

参考.
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Effectsofsaltpretreatmentonseedgerminationand
microsporecallusformationinbarley

XU Hongwei１,２,GUOGuimei１,GAORunhong１,２,HETing１,DUZhizhao３,LIJing１,
CHENZhiwei１,LURuiju１,WANGYifei１,LIUChenghong１

１．InstituteofBiotechResearch,ShanghaiAcademyofAgriculturalSciences/ShanghaiMunicipalKey
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２．CollegeofAgronomy,YangzhouUniversity,Yangzhou２２５００９,China;
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Abstract　ThesalttolerantcultivarH１１andsaltsensitivecultivarH３０wereusedtostudythe
effectsofsaltpretreatmentonseedgerminationandmicrosporecallusformationinbarley．ThegerminaＧ
tionrate,taprootlengthduringtheseedgerminationandtheyieldofcallusinthemicrosporeculture
stagewascomparedunderthesaltpretreatments．Theexpressionoffourkeygenesatthemicrospore
stageofthetwocultivarswasinvestigatedundersaltstress．TheresultsshowedthattheseedsandmiＧ
crosporesofH３０werelesstoleranttosaltthanthatofH１１under０g/LNaClandlowNaClpretreatＧ
ment．UnderthehighconcentrationofNaClpretreatment(１５g/LNaClingerminationstageand３００
mg/Linmicrosporestage),thesalttoleranceofH３０wassignificantlyenhanced．Thegerminationrate,
taprootlengthandtheyieldofcallusweresignificantlysuperiortothatofH１１underhighconcentration
ofsaltstress．Theresultsofthecorrelationanalysisofgerminationrate,taprootlengthandcallusyield
betweenthetwocultivarsshowedthattherelativevaluesofthedifferencesbetweenthetwocultivarsat
thestageofgerminationandmicrosporeweresignificantlypositivelycorrelated．ThegeneHvsHSP１and
HveIF１AofH３０weresignificantlyupＧregulatedatthestageofmicrosporecultureincomparisonwith
thatofH１１after３００mg/LNaClpretreatment．ItisindicatedthatthedifferencesintheresponseoftestＧ
edbarleycultivarstosaltpretreatmentatthestageofseedgerminationandmicrosporemaybeconsistＧ
ent．HvsHSP１andHveIF１AofsaltsensitivecultivarmayberelatedwiththeresponseofNaClinducＧ
tionatthestageofmicrospore．

Keywords　barley;saltstress;saltpretreatment;pioneerplants;microsporeculture
(责任编辑:张志钰)

９２１


