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摘要: 取田间种植的大麦品种‘花30’幼穗游离小孢子, 采用荧光素二醋酸酯(FDA)染色法测定其在不同NaCl浓度胁迫下的

活力, 用Image-Pro Plus软件对显微系统拍摄的照片进行分析计数, 研究了大麦离体小孢子对盐胁迫的耐受性。结果表明: 
利用FDA染色结合软件显微拍照系统分析可以快速、准确地测定和分析游离小孢子的活力和大小。对本年度大田种植的

大麦‘花30’材料, 按照成熟方法游离小孢子, 获得40%具有活力的小孢子, 游离小孢子在含1% NaCl提取液中至少2 h内活力

保持稳定。
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Abstract: The young spikes of barley (Hordeum vulgare) cultivar ‘Hua-30’ grown in field were used to isolate 
microspores, and cell viability of isolated microspores was measured under salt stress at different NaCl concen-
trations by the fluorescein diacetate (FDA) staining method. The salt tolerance of isolated microspores was 
evaluated based on the viability analysis by the software of Image-Pro Plus to capture the microscope pictures 
and count the cells. The results showed that it was convenient to analyze the microspore viability and size by 
cell staining with FDA and cell identification with the software. About 40% viable microspores could be 
achieved from barley cv. ‘Hua-30’ grown in field by established isolation procedures, and the isolated micro-
spores were viable in the extraction buffer containing 1% NaCl for at least 2 h after isolation.   
Key words: barley (Hordeum vulgare); isolated microspores; cell viability; salt stress

小孢子是植物的花粉母细胞经减数分裂形成

的四分体释放出来的单倍体细胞(Bedinger 1992), 
它是花粉发育的早期细胞, 在离体胁迫条件下可

以转向雄配子体单性生殖, 经胚胎发育过程形成

完整植株(Touraev 1997)。小孢子离体培养技术是

近年来发展起来的一种非常重要的单倍体育种技

术手段(Germanà 2011; Ferrie和Caswell 2011), 同时

也为植物胚胎发育、胁迫响应和信号途径等研究

提供了一个理想的实验系统(Maraschin等2005; 黄
剑华2007; 赵建平和姚祥坦2009)。

小孢子是一类特殊的生殖细胞, 对外界胁迫

刺激敏感, 因此小孢子适宜用于诱变与胁迫筛选

(顾宏辉等2003; 黄剑华2007)。小孢子培养体系用

来进行大规模的胁迫筛选, 不仅可以方便应用统

一的胁迫条件, 而且能对隐性性状进行筛选, 筛选

后的性状通过染色体加倍得到快速纯合而稳定下

来(陆瑞菊等2014)。
盐胁迫是目前世界范围内作物生长所面临的

一类主要的非生物胁迫, 对农业生产往往造成严
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重威胁, 使作物减产, 带来巨大经济损失(Joseph和
Jini 2010; Ladeiro 2012)。培育耐盐性强的作物品

种将是提高作物耐盐性的一个可行措施(Yamaguchi
和Blumwald 2005), 目前, 耐盐材料的筛选主要集

中在植株水平, 一些研究报道体细胞和愈伤组织

筛选获得的耐盐性能够稳定地遗传到再生植株

(Locy等1996; Ochatt等1999; Rai等2011)。前期的

研究也表明, 小孢子水平的耐盐性和植株水平的

耐盐性存在相关性(陆瑞菊等2011), 但利用小孢子

培养体系进行耐盐性评价的报道还不多见。在棉

花中, 利用花粉粒液滴培养证实花粉耐盐性与植

株耐盐性显著相关(沈法富等1997), 在大麦中观察

到耐盐材料的小孢子存活率下降幅度比盐敏感材

料下降幅度小(孙月芳等2007)。花粉粒液滴培养

萌发实验需要优化培养基和培养条件, 技术上有

一定难度, 而直接对花粉粒细胞进行短时间游离, 
观察其稳定性和活力, 可以快速对花粉的活力进

行评价。荧光素二醋酸酯(fluorescein diacetate, FDA)
染色法已被广泛用于花粉、悬浮培养细胞和原生

质体活力的测定(胡适宜1993)。FDA染色法需要

对整个视野内的绿色荧光数目进行快速计数, 反
应时间不能太长, 否则会不稳定(左丹丹等2007), 
对花粉粒细胞数目进行准确计数耗时、耗力, 比
较困难(常胜合等2009)。本文介绍一种利用Image- 
Pro Plus软件结合显微拍照系统对大麦游离小孢子

进行快速识别和计数的方法, 利用该方法对大麦

游离小孢子的活力和耐盐性进行了初步评价。

材料与方法

1  植物材料 
2013~2014年, 将大麦(Hordeum vulgare L.)品

种‘花30’种植于上海市农科院南门试验田, 次年4~ 
5月取材并游离小孢子。

2  方法 
2.1  小孢子游离 

从大田选取中部小花(小孢子发育处于单核

早期和中期)的幼穗。新鲜取材幼穗一部分直接游

离小孢子, 另一部分置于封闭容器内保湿存放于 
4 ℃度冰箱, 低温预处理2周。接种前用饱和的漂

白粉溶液消毒15 min, 无菌水冲洗3~4次。每个试

管接10个穗子的花药, 倒入15 mL提取液(含6%甘

露醇、1.1 g·L-1 CaCl2和0.976 g·L-1 2-N-吗啡啉乙

磺酸), 用高速分散器超速旋切, 用150目筛网过滤, 
滤液以100×g离心5 min, 重复3次, 收集小孢子。

2.2  离体小孢子盐胁迫处理

将新鲜游离的小孢子重悬于上述提取液中, 
每个培养皿加入3 mL小孢子重悬液, 加入150 μL
不同浓度的NaCl溶液, 使离体小孢子重悬液中的

NaCl浓度分别为0.1%、0.5%和1% (对幼穗低温预

处理2周后获得的小孢子, 将盐胁迫浓度提高到

2%, 去掉0.1%处理); 以加入超纯水为空白对照。

每个处理设置3个重复。

2.3  FDA染色

将FDA母液(5 mg·mL-1丙酮溶液)用上述提取

液稀释为4 μg·mL-1工作液。取10 μL小孢子悬浮液

于载玻片上, 加入等量的FDA工作液, 混匀后于室

温黑暗下放置10 min, 盖上盖玻片, 置于倒置荧光

显微镜(Olympus IX71)下观察。采用Image-Pro 
Plus 6.0同时拍摄明场和荧光照片(目镜10×, 物镜

10×), 保存照片。每个重复选择不同方向的5个视

野进行拍摄。

2.4  细胞活力计数

对所拍摄的明场与荧光照片, 利用Image-Pro 
Plus软件分析小孢子细胞大小及荧光亮度等参数, 
获得合适的参数后设置过滤参数范围, 对照片中

的细胞进行计数, 然后利用软件自带的“宏录制”功
能通过上述计数过程分析所有照片。

2.5  数据处理

计算细胞活力=(发绿色荧光的细胞数/观察到

的所有细胞数)×%, 每个处理3个生物学重复, 共计

15个测定值的平均值。采用Microsoft Office Excel 
2007和DPS 7.05软件对数据进行处理与统计分析。

实验结果

1  Image-Pro Plus软件对大麦小孢子细胞计数和

大小分析

Image-Pro Plus软件可自动识别所获得的小孢

子显微照片中的目标(图1-A), 但也出现一些背景

杂质。在4个与大小相关的参数中, 选择“Area” (面
积)参数对显微照片中小孢子细胞的识别最为简单

有效, 识别率达99%以上, 可以有效地从明场拍摄

照片中去除背景杂质, 识别小孢子并进行计数(图
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1-B)。对于荧光下拍摄的照片, 选择“Automatic 
Bright Objects” (自动识别明亮物体)可以识别发荧

光的活细胞(图1-C), 同时添加“Area” (下限值100 
μm2)以去除个别亮点, 添加参数“Density/Green” 
(光密度/绿色, 下限值50)去除残留微弱荧光信号的

死细胞。参数设置好后, 使用软件的“Record Macro” 
(宏录制)功能设定操作步骤, 对图片进行快捷地批

量统计分析。

分析明场15幅照片共1 020个大麦新鲜游离的

小孢子细胞, 测定其面积、周长、长和宽, 结果表

明, 小孢子的大小差异较大, 细胞直径为12.3~42.0 
μm (表1), 这可能与小孢子个体发育处于不同时期

有关。另外, 由表1可见, 对于目标小孢子的细胞

识别, 可将“Area”参数范围设定为160~1 180 μm2。

值得一提的是, 由于荧光成像影响, 由荧光下拍摄

的照片测得的小孢子大小比实际的要明显偏大。

3  经低温预处理的幼穗游离小孢子活力与耐盐性

大田种植的‘花30’穗子经低温预处理2周, 新
鲜游离的小孢子平均活力为32.5%, 2 h内活力稳定; 
0.5%和1%的NaCl处理2 h后离体小孢子活力略有

下降, 与对照相比差异不显著; 将NaCl的浓度提高

至2%时, 与对照相比小孢子活力出现显著下降, 说
明2%的NaCl浓度已经对离体小孢子的活力造成严

重伤害(图3)。

图1  明场照片中小孢子个体的识别计数(A和B)和荧光照片中活力小孢子的识别计数(C)
Fig.1  Identification and counting of isolated microspores in the photos taken in bright field (A and B) and fluorescence (C)

表1  大麦新鲜游离小孢子的大小

Table 1  Size of freshly isolated barley microspores

    参数               面积/μm2             周长/μm         长/μm            宽/μm

最小值    160.7   54.3 16.7 12.3
最大值 1 178.3 233.0 42.0 38.0
平均值    500.5 116.8 29.6 24.7
变异系数      36.0%   24.7% 13.8% 17.9%

2  新鲜取材的幼穗游离小孢子活力与耐盐性

取大田种植的大麦‘花30’幼穗, 不经低温预处

理直接游离小孢子并检测其活力与耐盐性, 结果

表明, 新鲜游离的小孢子平均活力为41.3%; 离体

小孢子经不同浓度(最高浓度为1%)的NaCl溶液处

理2 h后活力稳定, 处理4 h后活力略有下降但无显

著差异, 处理6 h后活力显著下降(图2)。

图3  不同浓度NaCl对经低温预处理的幼穗 
游离小孢子细胞活力的影响

Fig.3  Effect of different concentrations of NaCl on cell viability 
of microspores isolated from cold-pretreated young spikes

图2  新鲜取材的幼穗游离小孢子经不同浓度 
NaCl处理后的细胞活力

Fig.2  Cell viability of microspores isolated from freshly-collected 
young spikes and treated with different concentrations of NaCl

不同小写字母表示差异显著(P<0.05); 图3同此。
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讨　　论

由于大田环境复杂, 目前进行小孢子培养的

供体材料多采用温室种植来提供稳定一致的生长

条件(Ferrie和Caswell 2011)。大田种植可以在当季

获得大量的小孢子培养供体材料, 在很大程度上

降低了生产成本。在实际育种中, 需要获得大量

小孢子再生植株进行种植与筛选, 而小孢子培养

往往会受到育种材料基因型的限制, 小孢子脱分

化和再分化频率不高, 解决方法一方面是优化培

养方法, 另一方面也需要扩大供体植株的取材数

目。然而, 大田种植大麦材料的小孢子活力并不

高, 本研究中新鲜取材的幼穗游离小孢子平均活

力仅为40%左右, 早期的研究中大田种植的大麦

‘花30’游离小孢子活力最高为48.7%, 而其他几个

大田种植大麦材料‘S22’、‘沪麦8号’和PDJ游离小

孢子的最高活力分别为55.3%、36.2%和43.7% (陆
瑞菊等2001)。因此, 除加强田间种植管理以增强

供体植株生活力外, 还应优化小孢子游离程序, 从
而获得尽可能多有活力的小孢子 (陆瑞菊等

2001)。本研究为了减少纯化步骤对小孢子的损

伤, 观察离体小孢子对盐胁迫的敏感性, 未对小孢

子作纯化处理以提高其活力。

作为单倍体细胞, 离体小孢子对外界环境更

为敏感, 只有具有一定群体数量稳定活力的小孢

子, 才有可能通过离体培养形成胚, 最终形成完整

植株。因此, 在提取与分离中, 需要最大可能保持

小孢子的活力。我们通过长期摸索, 建立了一套

高效的大麦小孢子离体培养程序, 从本研究结果

可以看出, 小孢子游离程序能很好地保持离体小

孢子的活力, 并且在离体环境2 h内表现稳定, 适宜

于小孢子的培养操作。

大麦‘花30’本身对盐分胁迫相对比较敏感, 游
离小孢子在培养中添加1% NaCl会严重影响胚性

愈伤组织的形成(陆瑞菊等2011)。为了从小孢子

水平研究供试材料对盐胁迫的耐受性, 本研究利

用FDA染色法测定小孢子活力, 建立了图像软件

对小孢子识别的参数条件, 可以比较方便地对离

体小孢子进行快速计数与大小分析。结果表明, 
大麦‘花30’的离体小孢子在含1% NaCl的提取液中

可以稳定存活至少2 h, 对供体材料幼穗的低温处

理会在一定程度上降低游离小孢子的活力, 同时

对盐胁迫的耐受性上略有降低(无显著差异)。本

研究为利用小孢子体系开展胁迫耐受性评价和响

应机制的研究奠定了基础。
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