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摘 要: 该研究以甘蓝型油菜组培苗为材料，使用硝酸钠来提供唯一氮源和盐胁迫条件，测定甘蓝型油菜

组培苗的生物量、叶绿素含量和叶片稳定碳同位素值，通过稳定碳同位素值评估甘蓝型油菜组培苗的自养
能力，并基于自养能力研究甘蓝型油菜组培苗的无机氮供应与盐耐受能力的关系。结果表明: ( 1) 供应 40
mmol·L-1硝态氮能消除轻度盐胁迫的不利影响，供应 80 mmol·L-1硝态氮能有效缓减中度盐胁迫的不利影

响，但在重度盐胁迫条件下，即使供应过量的无机氮，甘蓝型油菜组培苗的生长仍然受到显著的抑制。( 2)
甘蓝型油菜组培苗的叶绿素含量随盐胁迫程度的增加而逐渐降低。( 3) 甘蓝型油菜组培苗的自养能力在轻
度盐胁迫时达到最大，但盐胁迫程度的加剧会显著降低甘蓝型油菜组培苗的自养能力。由此可知，当植物
的无机氮需求得到满足后，自养能力的强弱将决定植物的盐耐受能力，而过量的无机氮供应不能提高重度

盐胁迫条件下植物的自养能力。
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Abstract: The Brassica napus ( Bn) plantlets in vitro were used as the experimental materials in this study． The sodium
nitrate was employed to provide the sole nitrogen source and salt stress． The growth parameters，chlorophyll contents and
foliar δ13C of B． napus plantlets were measured in this study． The photosynthetic capacity of B． napus plantlets was
estimated by the stable carbon isotope value． The relationship between inorganic nitrogen supply and salt-tolerance of the
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B． napus plantlets was studied based on the photosynthetic capacity． The results were as follows: ( 1) The deleterious
effect of slight salt stress could be counteracted by 40 mmol·L-1 sodium nitrate，while the deleterious effect of moderate
salt stress could be effectively relieved by 80 mmol·L-1 sodium nitrate． However，even if the inorganic nitrogen supply
was excessive，the growth of B． napus plantlets was heavily inhibited by the severe salt stress． ( 2) The chlorophyll
contents of B． napus plantlets decreased gradually with increasing salt stress． ( 3) The photosynthetic capacity of B． napus
plantlets reached the maximum under slight salt stress condition． However，the photosynthetic capacity of B． napus
plantlets decreased obviously with increasing salt stress． Hence，when the inorganic nitrogen demand is met for plants，
the salt-tolerance of plants will depend on the photosynthetic capacity． Excessive inorganic nitrogen supply can not
improve the photosynthetic capacity of plants suffered from the severe salt stress．
Key words: Brassica napus plantlets，sodium nitrate，salt stress，stable carbon isotope，photosynthetic capacity

盐胁迫是影响农作物产量的主要环境因子之

一。当前，世界范围内有将近 20%的耕地存在不
同程度的盐渍化 ( Munns ＆ Tester，2008; Zhao et
al．，2015 ) ，而中国的盐渍化土地面积约为3 460万
hm2( Zhou et al．，2018 ) 。饱和土壤提取液的电导
率大于 4 dS·m-1( 粗略对应 40 mmol·L-1钠) 的土

壤就被认为是盐渍土( Munns ＆ Tester，2008 ) 。在
盐渍化土壤中，钠盐的含量占主导地位 ( Tavakkoli
et al．，2010) 。钠盐通常不是植物生长所必需的，
土壤中高浓度的钠盐将对植物产生渗透胁迫和离

子毒 害 效 应 ( Munns ＆ James，2006; Munns ＆
Tester，2008) 。根据植物对盐胁迫的忍受程度，植
物通常被分为盐生植物和非盐生植物。然而，目
前大多数农作物均属于非盐生植物 ( Wu，2018 ) 。
非盐生植物对盐浓度很敏感，25 ～ 50 mmol·L-1的

钠离子浓度就会抑制其生长( Haro et al．，1993) 。
植物在遭受盐胁迫时通常会合成大量的渗透

调节物质来缓解盐胁迫带来的不利影响，合成的渗

透调节物质一般是脯氨酸、甜菜碱和胺类物质等含
氮物质 ( Siddiqui et al．，2010; Muchate et al．，2016;
Negrão et al．，2017) 。然而，盐胁迫环境中又普遍存
在无机氮供应不足的情况 ( Amonkar ＆ Karmarkar，
1995) 。因此，为了避免农作物遭受盐胁迫的不利
影响，普遍措施是增施氮肥来提高农作物对盐胁迫

的耐受程度( Hessini et al．，2019) ，同时增加无机氮
的供应还能显著促进植物的光合能力 ( Liu et al．，
2013) ，为植物生长提供更多的能量。
虽然无机氮的供应为含氮物质的合成提供了

氮源，但处于盐胁迫条件下的植物还会遭受钠离

子的毒害，而植物将钠离子排除体外的过程需要

消耗能量( Apse ＆ Blumwald，2007 ) 。由于植物所
需的能量来自光合作用，因此在盐胁迫条件下，光

合能力强的植物将有较大的盐耐受能力，反之则

植物的盐耐受能力较弱。
植物光合能力的强弱通常是利用便携式光合

仪来测定，但光合仪仅能给出植物瞬时的光合能

力，若要获取植物在整个盐胁迫期间的光合能力则

需要每天进行测定。然而，在植物组织培养条件
下，可以通过测定组培苗的叶片稳定碳同位素值来

确定组培苗在整个生长周期内的自养能力( 光合能

力) ( Serret et al．，1997) 。因此，本研究采用植物组
织培养来研究盐胁迫条件下植物的光合能力。
通常，植物吸收利用的无机氮主要是硝态氮和

铵态氮。虽然植物直接吸收利用铵态氮能省掉硝
态氮的还原过程，消耗的能量较小，但是大多数植

物吸收利用的无机氮主要是硝态氮。此外，植物在
遭受高浓度的硝态氮供应时几乎不会发生硝酸盐

毒害现象 ( Cruz et al．，2006; Hessini et al．，2009 ) 。
鉴于此，本研究使用硝酸钠来提供唯一氮源和盐胁

迫条件。由于甘蓝型油菜在生长过程中的氮需求
量大，且是广泛种植的油料作物，因此本研究选择

无根甘蓝型油菜组培苗作为实验材料，测定处于增

殖阶段的甘蓝型油菜组培苗在不同硝酸钠浓度下

的生长情况、叶绿素含量和叶片稳定碳同位素值，
旨在研究盐胁迫条件下甘蓝型油菜组培苗的自养

能力与无机氮供应的关系，为通过无机氮管理来提

高甘蓝型油菜的盐耐受能力提供理论依据。

1 材料与方法

1．1 材料
实验材料为继代培养 4 代后的无根甘蓝型油

菜组培苗( 单芽) ，带有 4 个未展开的叶片，单芽均
重为 0．08 g。
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1．2 方法
1．2．1 实验设计 将甘蓝型油菜组培苗接种于增
殖培养基中，培养基的类型为 MS 培养基，硝态氮
是 MS培养基中的唯一氮源，使用硝酸钠来提供硝
态氮。设置 5 个硝酸钠浓度，分别是 10、20、40、80
和 120 mmol·L-1。10、20 mmol·L-1硝酸钠浓度下

的盐胁迫程度视为无，40 mmol·L-1硝酸钠浓度对

应轻度盐胁迫，80 mmol·L-1硝酸钠浓度对应中度

盐胁迫，120 mmol·L-1硝酸钠浓度对应重度盐胁

迫。培养基中细胞分裂素 6-BA 的浓度为 2． 0
mg·L-1，生长素 NAA 的浓度为 0．2 mg·L-1。在此
细胞分裂素和生长素浓度比例下，甘蓝型油菜组

培苗在整个增殖阶段没有根的生成。培养基蔗糖
含量为 30 g·L-1，琼脂粉含量为 7．5 g·L-1。首先
调节培养基 pH 值到 5．8，每个三角瓶分装 50 mL
培养基，用封口膜密封; 然后将培养基放置于高压

灭菌锅中，在 121 ℃下灭菌 20 min。组培室的光
周期为 12 h，光照强度为 50 μmol·m-2·s-1 PPFD，
培养室温度为( 25 ± 2) ℃。
1．2．2 组培苗生长参数测定 组培苗的初始鲜重
通过称重的方式测定。先称量未转接组培苗的培
养基重量，再称量转接组培苗后的培养基重量，

2 次称量的差值即为接种组培苗的初始鲜重。
经过 5 周培养后，从三角瓶中取出组培苗，测

定组培苗的鲜重，组培苗的鲜重减去初始鲜重即

为甘蓝型油菜组培苗的增重。将组培苗的叶片剪
下并于 108 ℃杀青半小时，接着在 60 ℃恒温下烘
干，随后将烘干后叶片捣碎为粉末。
1．2．3 组培苗叶绿素含量测定 首先，将 0．1 g 组
培苗叶片放入研钵中，倒入一定量的液氮，充分研

磨后在研钵中加入 5 mL 95%分析纯乙醇，将叶绿
素提取液转入 15 mL离心管中;然后，用 5 mL 95%
分析纯乙醇涮洗研钵，将涮洗研钵后的 95%分析
纯乙醇转入 15 mL离心管中。将装有叶绿素提取
液的离心管于 4 ℃冰箱中静置 24 h 以上，待叶片
组织变为白色后，先在离心机中进行离心，再进行

叶绿素含量的测定。用分光光度计在 665 nm 和
649 nm处测定叶绿素的吸光度，根据 Alsaadawi 等
( 1986) 的公式计算叶绿素的含量。
1．2．4 组培苗叶片稳定碳同位素测定 组培苗叶
片稳定碳同位素比值( δ13C) 通过气体同位素质谱
仪( MAT253，Germany ) 进行测定，采用连续流模
式。将 20 μg叶片碳和相对应的碳标准物质分别

包入锡杯中。首先，将包好的样品放入自动进样
器中进行测定; 然后，测定稳定碳同位素值。稳定
碳同位素值用 δ表示，计算公式如下:

δ13C ( ‰) = ( R sample /R standard－1) ×1 000 ( 1)
式中: R sample为甘蓝型油菜组培苗叶片的同位

素比值 ( 13 C / 12 C ) ; R standard为标准物质的同位素比

值。测定稳定碳同位素时用 IAEA-CH-3 和 IAEA-
CH-6 进行校正 ( Yousfi et al．，2013 ) 。MAT253 测
定稳定碳同位素值的精度为 0．2‰。
1．2．5 数据统计与分析 所有测量的数据均用平
均值 ± 标准差表示，对各处理间数据进行单因子
显著性差异分析( P＜0．05) 。文中的图用 Origin 软
件( 9．0 版本) 绘制。

2 结果与分析

2．1 不同硝酸钠浓度对甘蓝型油菜组培苗生长的
影响

甘蓝型油菜组培苗培养 5 周后的生长情况见
表 1。由表 1 可知，硝酸钠浓度对甘蓝型油菜组培
苗的生长具有显著的影响; 随着硝酸钠浓度的增

加，甘蓝型油菜组培苗的增重呈现先增加后减少

的趋势;甘蓝型油菜组培苗遭受轻度盐胁迫时，供

应 40 mmol·L-1硝态氮能消除轻度盐胁迫的不利

影响;供应 80 mmol·L-1的硝态氮能够有效缓减中

度盐胁迫的不利影响。但是，当盐胁迫的程度达
到最大时，过量的硝态氮供应也不能明显改善重

度盐胁迫对甘蓝型油菜组培苗生长的抑制。
此外，盐胁迫的程度还会影响甘蓝型油菜组

培苗芽的增殖效果，在中度和重度盐胁迫条件下，

甘蓝型油菜组培苗的增殖效果最差，而轻度盐胁

迫则对甘蓝型油菜组培苗的增殖不产生显著

影响。
2．2 不同硝酸钠浓度对甘蓝型油菜组培苗叶绿素
含量的影响

甘蓝型油菜组培苗叶片的叶绿素含量受到硝

态氮供应量和盐胁迫程度的共同影响。从表 2 可
以看出，随着硝酸钠浓度的增加，总叶绿素含量呈

现先增加后减少的趋势。在 10 ～ 40 mmol·L-1硝

酸钠浓度范围内，继续增加无机氮的供应能明显

提高叶片总叶绿素的含量。然而，随着盐胁迫程
度的加强( 轻度至重度盐胁迫) ，继续增加无机氮

的供应对提高叶片总叶绿素含量无效，且重度盐胁
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表 1 不同硝酸钠浓度对甘蓝型油菜组培苗生长的影响
Table 1 Effects of different sodium nitrate concentrations on growth of Brassica napus plantlets in vitro

参数
Parameter

硝酸钠浓度
Sodium nitrate concentration ( mmol·L-1 )

10 20 40 80 120

增重
Increased biomass ( g)

2．10±0．50b 3．26±0．29a 3．46±0．45a 3．13±0．34a 2．01±0．26b

芽数
Shoot number

5．7±0．6a 6．0±1．0a 5．3±1．2a 2．3±0．6b 1．7±0．6b

注: 表中数据为平均值 ± 标准差，n= 3。每行中相同字母表示无显著性差异( P＞0．05) 。下同。
Note: Each value represents the x ± s ( n = 3) ． The same letters in each line indicate no significant differences ( P＞ 0．05 ) ． The same

below．

表 2 不同硝酸钠浓度对甘蓝型油菜组培苗叶绿素含量的影响
Table 2 Effects of different sodium nitrate concentrations on chlorophyll contents of Brassica napus plantlets in vitro

参数
Parameter

硝酸钠浓度
Sodium nitrate concentration ( mmol·L-1 )

10 20 40 80 120

叶绿素 a
Chlorophyll a ( mg·g-1 )

0．46±0．03b 0．52±0．07ab 0．65±0．07a 0．56±0．08ab 0．46±0．05b

叶绿素 b
Chlorophyll b ( mg·g-1 )

0．15±0．02ab 0．14±0．02ab 0．19±0．03a 0．15±0．02ab 0．13±0．02b

总叶绿素
Chlorophyll a+b ( mg·g-1 )

0．61±0．04b 0．66±0．08ab 0．83±0．10a 0．72±0．10ab 0．59±0．07b

迫对甘蓝型油菜组培苗叶绿素合成的抑制作用最

明显。
2．3 不同硝酸钠浓度对甘蓝型油菜组培苗叶片稳
定碳同位素值的影响

硝酸钠的供应量对甘蓝型油菜组培苗的叶片

稳定碳同位素值有显著的影响。如图 1 所示，随
着硝酸钠浓度的增加，甘蓝型油菜组培苗的叶片

稳定碳同位素值呈现先缓慢变小后急剧增大的趋

势，在 40 mmol·L-1硝酸钠浓度时的叶片稳定碳同

位素值达到最小，而在最高硝酸钠浓度供应下获

得最大的叶片稳定碳同位素值。甘蓝型油菜组培
苗的叶片稳定碳同位素值随着盐胁迫程度的加强

而显著增大。

3 讨论与结论

由于盐胁迫是限制农作物生长和产量的主要

环境因子，因此在盐渍土上种植的农作物将因为

盐胁迫的存在而导致其生长受到抑制，从而影响

农作物的产量 ( Liang et al．，2019 ) 。通常，遭受钠
盐胁迫的植物除了受到渗透胁迫的逆境外，钠离

子的毒害作用也是抑制植物生长的主要因素

( Parida ＆ Das，2005 ) 。本研究结果表明，重度盐
胁迫显著抑制了甘蓝型油菜组培苗的生长，而甘

蓝型油菜组培苗在轻度和中度盐胁迫条件下生长

的改善可能归功于硝态氮供应量的增加。虽然盐
胁迫的加剧会导致硝酸还原酶活力的下降( Kaiser
＆ Huber，2001) ，但在本研究中，随着盐胁迫程度
的加剧，硝态氮的供应量也随之增加。硝态氮供
应量的增加能提高硝酸还原酶的活力 ( Kaiser ＆
Huber，2001; Black et al．，2002 ) 。 Zhang ＆ Wu
( 2017) 的研究也表明随着硝酸钠浓度的增加，甘
蓝型油菜组培苗的叶片氮含量显著增加。因此，
硝态氮供应量的增加能提高叶片的氮含量。在盐
胁迫条件下，当植物的无机氮供应量大于植物正

常生长所需量后，植物体内一般会合成大量的渗

透调节物质来应对盐胁迫的不利影响 ( Carillo et
al．，2005) 。重度盐胁迫条件下甘蓝型油菜组培
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Bn表示甘蓝型油菜。数值显示为平均值 ± 标准差，n = 3。
柱状图标注不同字母表示具有显著差异性( P＜0．05) 。
Bn indicates Brassica napus． Values are x ± s ( n = 3) ． Different
letters in the same plant species indicate significant differences
( P＜0．05) ．

图 1 不同硝酸钠浓度对甘蓝型油菜组
培苗叶片 δ13C 值的影响

Fig． 1 Effects of different sodium nitrate concentrations
on δ13C values of Brassica napus plantlets in vitro

苗生长的抑制可能还与钠离子的毒害作用相

关联。
在盐胁迫条件下，植物为了减轻钠离子的毒

害效应，会尽可能将过多的钠离子排除体外，但这

是一个消耗能量的过程( Apse ＆ Blumwald，2007) 。
此外，盐胁迫还会抑制叶绿素的合成 ( Parida ＆
Das，2005) ，并导致植物的光合速率降低( Yousfi et
al．，2009) 。在本研究中，硝态氮供应量随着盐胁
迫程度的加剧而相应增加，而增加无机氮的供应

又能促进叶绿素含量的增加 ( Guidi et al．，1997 ) 。
因此，甘蓝型油菜组培苗在遭受轻度和中度盐胁

迫时仍然能保持较高的叶绿素含量，而在 120
mmol·L-1硝酸钠浓度处理下获得的最小叶绿素浓

度可能是加剧的盐胁迫增强了叶绿素降解酶的活

力所致( Rao GG ＆ Rao GR，1981) 。
叶绿素含量通常能间接指示植物的光合能

力，低浓度的叶绿素含量会直接限制植物的光合

能力，从而导致初级生产力的降低 ( Filella et al．，
1995) 。然而，限制光合能力的因素除了叶绿素含
量外，还有叶片气孔导度、二氧化碳浓度和光照强
度等因素。在本研究中，不同硝酸钠浓度处理下
的甘蓝型油菜组培苗生长条件一致，甘蓝型油菜

组培苗同时进行自养生长和异养生长，甘蓝型油

菜组培苗有两个明显的碳源，一个是以蔗糖为碳

源的有机碳源，另一个是以空气二氧化碳为碳源

的无机碳源。空气中的二氧化碳经植物光合作用
后将产生 20‰的分馏 ( O' Leary，1981 ) ，本研究测
定组培室空气二氧化碳的稳定碳同位素值为
－10．55‰。因此，组培苗利用空气二氧化碳后，这
部分被利用的二氧化碳在植物叶片内的光合产物

将有很偏负的稳定碳同位素值。培养基中蔗糖的
稳定碳同位素值为－12．65‰，而本研究测定的甘
蓝型油菜组培苗利用蔗糖发生的稳定碳同位素分

馏值仅为 2．54‰。因此，甘蓝型油菜组培苗同时
利用蔗糖和空气二氧化碳得到的叶片稳定碳同位

素值将是两个明显不同的稳定碳同位素值混合的

结果。甘蓝型油菜组培苗利用空气二氧化碳的量
越多，则叶片稳定碳同位素值就会越偏负，而叶片

稳定碳同位素值越偏负，则表明甘蓝型油菜组培

苗的自养能力越强，反之则越弱。甘蓝型油菜组
培苗在 40 mmol·L-1硝酸钠浓度处理下的叶片稳

定碳同位素值最偏负意味着甘蓝型油菜组培苗虽

遭受轻度盐胁迫，但仍然能获得最大的自养能力，

这可能归功于相应增加的无机氮供应促进了叶片

叶绿素含量的增加，从而增大了二氧化碳的同化

量。然而，甘蓝型油菜组培苗在 80 mmol·L-1硝酸

钠浓度处理下的叶绿素含量明显高于 20 mmol·
L-1硝酸钠浓度处理下的叶绿素含量，但此时的叶

片稳定碳同位素值却稍微大于 20 mmol·L-1硝酸

钠浓度处理下的叶片稳定碳同位素值; 此外，甘蓝

型油菜组培苗在 120 mmol·L-1硝酸钠浓度处理下

的叶绿素含量接近 10 mmol·L-1硝酸钠浓度处理

下的叶绿素含量，但 120 mmol·L-1硝酸钠浓度处

理下的叶片稳定碳同位素值却显著大于 10
mmol·L-1硝酸钠浓度处理下的叶片稳定碳同位素

值。因此，在本研究中，随着盐胁迫程度的加剧，
甘蓝型油菜组培苗的叶片稳定碳同位素值逐渐增

大是盐胁迫程度加强导致气孔关闭所致。盐胁迫
程度的加强会导致叶片气孔关闭，从而导致叶片

同化二氧化碳的量降低( Meloni et al．，2003) ，与对
照相比，盐胁迫下植物通常有较正的 δ13 C 值
( Amor ＆ Cuadra-Crespo，2011 ) ，在最高硝酸钠浓
度处理下的甘蓝型油菜组培苗遭受最强的盐胁

迫，此时甘蓝型油菜组培苗自养能力最小应归功

于气孔导度的限制。因此，随着盐胁迫程度的加
剧，甘蓝型油菜组培苗同化二氧化碳的量是在逐
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渐降低。Zhang ＆ Wu ( 2017 ) 的研究表明，在 40
mmol·L-1至 120 mmol·L-1硝酸钠浓度范围内，随

着硝酸钠浓度的增加，甘蓝型油菜组培苗的叶片

碳含量显著下降，而叶片碳含量低意味有机碳的

积累量少。因此，甘蓝型油菜组培苗在重度盐胁
迫条件下利用蔗糖的量也少。相应地，甘蓝型油
菜组培苗在重度盐胁迫条件下获得的能量最小。
随着盐胁迫程度的加剧，甘蓝型油菜组培苗

的自养能力逐渐减弱，而遭受的钠离子毒害效应

则逐渐增强。此外，Zhang ＆ Wu ( 2017 ) 的研究发
现，甘蓝型油菜组培苗的叶片氮含量在 120
mmol·L-1硝酸钠浓度处理下达到最大，是无盐胁

迫条件下叶片氮含量的 2 倍以上，而叶片最大氮
含量则意味着同化无机氮所需能量也最大。然
而，甘蓝型油菜组培苗在 120 mmol·L-1硝酸钠浓

度处理下的自养能力显著低于无盐胁迫时的自养

能力，自养能力弱意味着为植物提供的能量少，而

盐胁迫加强又会加剧能量的消耗，这就导致了重

度盐胁迫条件下甘蓝型油菜组培苗的生长受到了

显著的抑制。
综上所述，植物的生长情况与遭受的盐胁迫

程度相关联。在甘蓝型油菜组培苗遭受盐胁迫
时，40 mmol·L-1的硝态氮供应能消除轻度盐胁迫

的不利影响，80 mmol·L-1的硝态氮供应能有效缓

减中度盐胁迫的不利影响，但在重度盐胁迫条件

下，即使供应过量的无机氮，甘蓝型油菜组培苗的

生长也还是受到显著抑制。因此，在植物遭受轻
度或中度盐胁迫时，增加无机氮的供应量能提高

植物对盐胁迫的耐受能力，从而显著降低盐胁迫

的不利影响。然而，之所以在重度盐胁迫条件下，
即使供应过量的无机氮也不能降低重度盐胁迫对

植物生长的抑制，是因为过量的无机氮供应并不

能为遭受重度盐胁迫的植物提供充足的能量，相

反，大量的氮同化还会加剧植物的能量消耗。
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