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摘要: 以大麦小孢子来源的单倍体试管苗扩繁再生植株为材料, 采用流式细胞术、气孔保卫细胞长度测定和根尖染色体计

数三种方法对其倍性进行鉴定, 对大麦单倍体植株增殖继代中的倍性稳定性进行了研究。结果显示, 流式细胞术可对组织

培养获得的试管苗做大批量倍性鉴定, 同时气孔保卫细胞长度测定可作为一个辅助检测手段, 两者对幼苗的损伤小、检测

方便; 单倍体植株在离体扩繁继代5次后仍能保持单倍体倍性, 表明利用离体扩繁技术可以获得倍性稳定的单倍体再生植

株群体。
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Abstract: In order to determine the ploidy of plants propagated from barley microspore derived, three methods 
of ploidy identification were used such as the DNA flow cytometry, the length of stomatal guard cell and chro-
mosome counting. The results showed that flow cytometry can be used as a quick identification method for the 
ploidy identification of a large number of seedlings in tissue culture, and the length of stomatal guard cell can 
be used as an auxiliary detection means, and both of two methods were easily used to detect the ploidy of plants 
and did not appear to influence the seedlings. The ploidy of haploids was stable after 5 generations in vitro 
propagation so that the method can be used in creating the stable haploid population.
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技术与方法  Techniques and Methods

单倍体具有普通二倍体无法比拟的一些优势, 
只有一套染色体, 不存在等位基因的干扰, 易于诱

发基因突变和外源基因的插入, 是非常有价值的

遗传研究工具。单倍体水平上的突变或转基因经

染色体加倍后可以获得纯合的加倍单倍体植株, 
隐性基因控制的性状也可以在当代得到表现; 单
倍体可以作为倍性操作的起始材料, 获得多倍体

的种质资源; 单倍体(N)细胞融合杂交, 易于获得的

杂交再生植株(2N)。 单倍体的这些特点, 对于作

物育种、遗传分析和基因功能研究具有重要意义

(蒋苏等2004; 胡建斌等2007; 杜志钊等2010)。
在日常育种中, 小孢子来源再生植株缺乏早

期倍性检测, 单倍体植株往往没有及时得到染色

体加倍处理, 最后因不能正常结实而死亡, 这部分

单倍体植株的真正价值并未得到充分利用。因此, 
对于小孢子培养获得的大量试管苗, 需要在幼苗

早期建立一种快速倍性检测方法, 要求对幼苗损

伤小、取材后仍可继续用于无菌培养。本实验主

要采用流式细胞仪作为小孢子再生植株倍性鉴定
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方法, 该方法近年来被运用在果树作物、多种蔬

菜作物等倍性鉴定上, 对于花药、小孢子再生植

株群体的各种倍性水平、多倍体诱导、杂交后代

的倍性鉴定都取得了可靠、精确的结果(朱道圩等

2006; 成妍等2011)。本文对大麦小孢子来源再生

植株在初始筛选单倍体植株及继代后构建的单倍

体群体中均采用此方法进行倍性鉴定, 并与早期

的气孔保卫细胞长度、根尖染色体及成株后植株

形态与花粉粒育性等方法相结合得到了统一、准

确的鉴定结果。

利用组织培养技术对小孢子来源的单倍体植

株进行离体扩繁, 可用于构建单倍体株系。单倍

体株系构建的意义在于小孢子及其愈伤的单倍体

特征存在时间短, 并且需要的技术难度高, 构建单

倍体株系后可以长时间保存和利用, 为单倍体的

遗传改良研究提供长期稳定的材料基础。前期我

们已开展了大麦小孢子来源的单倍体植株离体培

养和快速繁殖研究(何婷等2014b), 但外植体取自

试管苗移栽鉴定后的单倍体植株分蘖节, 需要对

外植体进行灭菌处理, 本文在此基础上开展早期

试管苗的倍性进行检测, 直接利用单倍体试管无

菌苗进行扩繁和倍性评估, 构建一个可以长期稳

定利用的单倍体株系。

材料与方法

1  材料

大麦(Hordeum vulgare L.) ‘花30’小孢子来源

单倍体植株, 经离体培养获得3个单倍体扩繁株系

(编号35-1、54-5和58-7), 均为无菌试管苗。上述

小孢子培养方法参考文献(陆瑞菊2012), 离体培养

扩繁方法见文献(何婷等2014b)。
2  方法

2.1  流式细胞仪检测倍性

剪取约1.5 cm长大麦幼叶置于1.5 mL EP管中,  
经液氮速冻后用研磨棒轻轻捣碎 ;  加入0.5 mL 
LB-01buffer (Tris 15 mmol·L-1, Na2EDTA·2H2O 2 
mmol·L-1, Spermine 0.5 mmol·L-1, KCl 80 mmol·L-1, 
NaCl 20 mmol·L-1, Trixon X-100 0.1%), 0.2 mL PI/
RNase staining buffer (BD#3179921), 迅速上下混

匀组织液; 冰水混合物上避光静置20 min后用400
目尼龙筛网(孔径37.5 μm)过滤, 收集滤液于新的

EP管中, 采用BD Accrui C6流式细胞仪进行倍性检

测, 使用BD Accuri C6 Software软件进行分析。

2.2  气孔保卫细胞长度鉴定倍性

剪取约1~2 cm长大麦幼叶置于1.5 mL EP管
中, 加入1 mL卡诺氏固定液[无水乙醇:乙酸=3:1 (V/
V)], 浸泡24 h后至叶片完全褪色, 在蒸馏水中漂洗

后置于显微镜观测(目镜10×, 物镜40×)。在视野内

选取闭合的气孔保卫细胞为读数对象, 每片叶通

过目镜测微尺读取5个气孔保卫细胞长度值取平

均值, 界定标准为37 μm (何婷等2014a), 小于该数

值植株倍性为单倍体。

2.3  根尖染色体镜检鉴定倍性

在上午8:30~9:00间剪取待鉴定植株的根尖处

2 cm左右, 置于1.5 mL EP管中加入0.1%秋水仙碱

溶液1 mL, 在13 ℃人工培养箱处理3 h后取出, 在
蒸馏水中洗涤3~5次置吸水纸上吸干水分放入新

的EP管中, 添加1 mL卡诺氏固定液24 h后即可制

作切片。采用醋酸洋红溶液为染色剂, 染色过程

中可加热至溶液微沸增强染色效果, 然后在45%冰

醋酸压片中观察染色体数目, 大麦单倍体根尖染

色体条数n=7。
2.4  单倍体植株继代培养与移栽

经鉴定为单倍体的植株从壮苗培养基转入基

本培养基(1/2MS+TDZ 0.5 mg·L-1+矮壮素1.0 mg·L-1+ 
蔗糖30 g·L-1+琼脂粉6.0 g·L-1), 增殖与继代阶段均

采用此培养基, 4~6周继代一次。继代5次后, 单倍

体植株转入壮苗培养基(1/2MS+NAA 0.05 mg·L-1+
矮壮素3.0 mg·L-1+蔗糖30 g·L-1+琼脂粉6.0 g·L-1), 
采用上述三种方法再次检查各株系倍性。

壮苗培养4~6周后将生根的单倍体苗固定于

塑料泡沫浮板, 置于5 L清水的周转箱内炼苗3 d, 
更换Hoagland营养液2~3周后移栽至盆钵中生长, 
观察单倍体试管苗移栽成株后花粉育性。

 结果与讨论

1  大麦‘花30’小孢子再生植株的倍性鉴定

为构建单倍体株系, 我们用流式细胞仪、气

孔保卫细胞长度、根尖染色体镜检三种方法从大

麦‘花30’小孢子再生植株群体中筛选单倍体再生

植株, 最终获得35-1、54-5、58-7三株单倍体植

株。如图1所示, 三株材料流式细胞仪峰值均位于
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单倍体区域, 气孔保卫细胞长度平均值分别为29.9 
µm、29.25 µm和32.25 µm, 均小于37 µm, 三株材

料根尖染色体数n=7。
经判定为单倍体的35-1、54-5、58-7转入增

殖培养基, 4~6周继代一次, 继代5次后各单倍体株

系均为100左右, 使用该方法构成35-1、54-5、
58-7三株材料的单倍体株系。

2  继代后单倍体株系倍性的鉴定

2.1  不同株系继代后倍性的鉴定

35-1、54-5、58-7各继代5次, 随机各选取5株
材料进行倍性鉴定, 鉴定方法使用流式细胞仪。如

图2所示, 15株材料峰值均在单倍体区间, 鉴定材料

图1  大麦单倍体流式细胞仪、气孔保卫细胞长度、根尖染色体图片

Fig.1  Pictures of the DNA flow cytometry, the length of stomatal guard cell and chromosome counting of barley haploid
A1、B1、C1分别为材料35-1、54-5和58-7流式细胞仪图片; A2、B2、C2分别为材料35-1、54-5和58-7气孔保卫细胞长度照片; A3、

B3、C3分别为材料35-1、54-5和58-7根尖染色体照片。

均为单倍体植株, 说明经多次继代所获得的株系倍

性稳定、统一, 均保持初始材料的单倍体倍性。

2.2  不同继代次数对单倍体株系倍性的影响

对材料35-1继代3、5、7次, 各继代次数选取

5株继代植株为鉴定倍性。鉴定结果(图3)显示, 所
有材料均为单倍体, 表明继代次数不影响株系中

植株的倍性, 使用该继代方法可获得倍性稳定统

一的单倍体株系。

3  单倍体多次继代植株对流式细胞仪峰值偏移的

影响

选取35-1继代5次材料5株, 每株3片叶, 观测

不同叶片间流式细胞仪峰值的偏移情况。图4所
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示为同一植株的不同叶片流式细胞仪峰值位置, 
可见即使是同一植株的不同叶片峰值位置也会有

所不同。本实验所选5株材料均有此现象, 流式峰

值位置偏移在不同株系、不同继代次数的植株也

都有类似的情况出现。峰值位置的偏移虽没有影

响对单倍体倍性的判定, 但引起偏移的原因上不

图2  35-1 (左)、54-5 (中)、58-7 (右)继代5次流式细胞仪鉴定图片

Fig.2  The DNA flow cytometry result of 35-1 (left), 54-5 (middle) and 58-7 (right) after 5 generations

图3  35-1继代3 (左)、5 (中)、7 (右)次细胞流式仪鉴定结果

Fig.3  The DNA flow cytometry result of 35-1 after 3 (left), 5 (middle) and 7 (right) generations

图4  35-1同一植株不同叶片细胞流式仪鉴定结果

Fig.4  The DNA flow cytometry result of different leaves with the same plant

确定, 可能由于叶片经过液氮的处理或是小孢子

再生植株本身的原因。

4  单倍体试管苗成株后花粉育性鉴定

选取15株35-1继代材料转入壮苗培养基, 4~6
周后生根开始水培, 2~3周移栽至塑料桶继续生长, 
进入花粉授粉阶段观测植株形态、子房及花药形
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态、花粉粒形态。

和二倍体材料‘花30’相比, 单倍体植株高度较

正常二倍体植株矮小、细弱, 子房、花药较二倍

体子房、花药弱小, 400倍显微镜下观察发现单倍

体材料花粉粒形状畸形, 没有观察到正常二倍体

圆形或椭圆形花粉粒, 用KI染色没有蓝色淀粉颗

粒, 这表明单倍体材料花粉败育。

流式细胞仪测定法已经被多次应用于鉴定花

培再生苗的倍性鉴定而且准确、可靠 (韩阳等

2006; 陈斌等2007; 耿小丽等2010; 米哲等2011), 本
实验在单倍体再生植株早期进行鉴定, 叶片量少

不损伤植株, 每叶片细胞核检测数量2 000~3 000
个, 与气孔保卫细胞长度鉴定再生植株倍性的方

法相比较, 后者每片叶测量5个气孔保卫细胞长度

取平均值检测数量多、检测结果更全面, 后者可

用于流式细胞仪测定结果有偏移时进一步验证。

根尖染色体计数方法准确、可靠, 但对根尖生长

状况要求较高, 而早期再生植株根部生长较弱往

往无法取得合适的根尖, 根尖染色体观察需要较

高的细胞学操作技术, 再生植株数量众多时难以

一一鉴定, 更适合作为流式细胞仪或气孔保卫细

胞长度鉴定后的验证手段。

本实验中采取液氮研磨叶片的方法与刀片破

碎有所不同, 液氮冷冻叶片后再将其研磨至碎片

能大大提高研磨速度, 可以大幅度增加倍性鉴定

的植株数量, 但在研磨过程中需注意叶片充分破

碎与细胞核完整性之间的平衡, 在实验操作中可

能出现因过度研磨而导致散峰增加, 从而影响判

定的结果。

大麦小孢子高频再生技术可以获得约5%的

单倍体植株, 通过准确的倍性鉴定对已获得的单

图5  单倍体与二倍体材料形态学比较

Fig.5  Comparison of morphological characteristics of haploid and double haploids
A: 单倍体与二倍体植株株高比较; B: 单倍体与二倍体材料子房及花药比较; C: 显微镜下单倍体材料花粉粒。

倍体植株进行快速繁殖, 进一步构建单倍体株系, 
这样获得的单倍体种质资源就能得到长期保存和

利用。本文在前期研究基础上直接利用单倍体幼

苗进行株系扩繁结合倍性鉴定, 构建一个长期稳

定利用的单倍体株系, 同时计划在下一步的工作

中, 利用该株系开展单倍体原生质体制备和基因

瞬间表达工作。
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