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杜鹃精细胞的分离 
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摘  要：杜鹃成熟花粉为二胞型，含一个营养细胞和一个生殖细胞，其精细胞在花粉管中形成。应用半离体技

术培养杜鹃已授粉花柱，使花粉管从花柱中长出，再用渗透压冲击法促使花粉管破裂，释放出一对与营养核相

连的精细胞。分离的精细胞经 FDA 方法检测，证明具活性。用显微操作仪可收集数量较多的分离精细胞。 
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Separation of Sperm Cells of Rhododendron simsii 
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(School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen 361005, Fujian China)  
 

Abstract: The mature pollen of Rhododendron simsii is bicellular, containing one vegetative cell 
and one germ cell, with the sperm cells forming in pollen tube. Semi vitro technique was used in style 
pollinated to make pollen tube sprout from style. Then the pollen tube burst by osmotic shock method 
and released a pair of sperm cells which connected to vegetative nucleus. The sperm cells separated 
kept activities proved by FDA method. A fairly large number of separated sperm cells could be 
collected by micromanipulator. 
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将精、卵细胞分离出来在体外诱导融合并培养的离体受精技术可克服体内的限制，以便在人工调

控的水平上研究植物的受精机制。分离精、卵细胞是开展离体受精的前提。Kranz 等[1-2]用分离的玉米

精、卵细胞体外融合诱导形成了人工合子，并最终培养成可育植株，创建了第一例高等植物离体受精

实验平台。2007 年，用分离的水稻精、卵细胞体外诱导融合实验也获得可育植株，建立了水稻离体受

精实验平台[3]。高等植物离体受精实验平台的建立为研究植物的受精调控机制打下了基础。 
被子植物精细胞位于花粉中，分离的精细胞也可用于研究精细胞发育调控机制的分子生物学实验。

Xu 等[4]用分离的麝香百合生殖细胞构建了 cDNA 文库，从中筛选出一特异基因（LGC1），其表达产物

定位在生殖细胞以及精细胞的表面，推测可能与精、卵细胞的相互作用有关。苟小平[5]用分离的水稻

精细胞构建了 cDNA 文库，并利用抑制差减杂交技术从中筛选出一些在精细胞中特异表达的基因。Xu
等[6]等用分离的烟草精细胞构建了 cDNA 文库，从 396 个克隆文库中初步筛选出在生殖细胞和精细胞

中特异表达的 NtS1 和 NtS2 基因，发现 NtS1 编码一个多聚半乳糖醛酸酶（polygalacturonase），推 测该

酶对烟草雄配子分化过程中的细胞壁降解起作用。Singh 等[7]从白花丹精细胞分离出 LGC1 基因的启动

子序列，并且把 LGC1 启动子序列和 GFP 或 GUS 基因构建在一起，通过观察 GUS 基因转化的烟草植

株发现，LGC1 在其启动子序列的驱使下，只在二胞花粉的生殖细胞以及后来的精细胞中特异表达，而
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在小孢子和成熟花粉的营养细胞以及其他营养组织和花器官中不表达。Bai 等[8]从水稻精细胞 cDNA 文

库中筛选到一个在精细胞中差异表达基因 RSG6，其表达活动始于二胞花粉时期，在成熟花粉的精细胞

中活性最强。Engel 等[9]构建玉米精细胞的 cDNA 文库，在 1100 个 cDNA 克隆片段中发现 Zmsp041、
Zmsp943、Zmsp842、Zmsp443 和 Zmsp721 都是在精细胞中特异表达。有趣的是精细胞所特有的一些

转录片段在花粉发育早期就被合成（最早的是在单胞花粉中），如何解释这些早期存在的转录片段后来

成为精细胞所特有的现象还没有答案。Xin 等[10]构建了烟草精细胞的 cDNA 文库，进行了表达序列标

签（EST）分析，在 1050 表达簇中，37%未在基因库中发现，42%不与功能蛋白匹配。 
杜鹃为双子叶植物杜鹃花科植物，其成熟花粉为二胞型，只含有一个营养细胞和一个生殖细胞，

其精细胞是在萌发花粉管中形成。本文尝试分离了杜鹃精细胞。 

1  材料与方法 
实验材料为生长在厦门大学校园内的杜鹃（Rhododendron simsii），每年三月底至四月中旬开花。

实验中的生殖细胞分离：取开花时的花粉置于不同浓度的甘露醇溶液中破裂花粉，使其释放内含物，

包括生殖细胞。半离体培养花粉管：授粉后的花柱先在体内生长一段时间，将其从基部切下，插入培

养基中诱导花粉管从花柱中长出。培养基成分为：0.05% CaCl2，0.01% H3BO3，0.01% KH2PO4，附加

0～15%蔗糖。花柱在体外培养一段时间后，花粉管从花柱基部切口处长出。精细胞分离：将长有花粉

管的花柱转移到不同浓度甘露醇溶液中，使花粉管破裂释放内含物，包括两个精细胞。用 Leica DC-180
显微镜操作仪收集从花粉管中释放出的精细胞，为进一步研究精细胞的分子生物学实验提供材料。花

粉破裂和花粉管破裂后，每毫升破裂液中加入 1 µL 荧光素二乙酸酯（Fluroscein diacetate，FDA）染色

1～2 min，在荧光显微镜下观察，检测生殖细胞和精细胞的活性。 

2  结果与分析 
杜鹃每朵花具 10 枚雄蕊，花药由花丝相连，着生于花瓣上，花丝彼此分开，等长，约 2.5 cm。雌

蕊具一个花柱，长约 5 cm（图 1-A）。 
2.1 生殖细胞分离 

杜鹃花粉比较特殊，减数分裂后形成的四分体小孢子不分开，以四分体状态发育。开花时，四个

成熟花粉仍连在一起（图 1-B）。取开花时的花药置于不同浓度的甘露醇溶液中，用解剖针挤破花药，

其中的花粉释放到溶液中。花粉在 3%甘露醇溶液中水合约 5～10 min 后，一些花粉粒破裂，细胞质涌

出萌发孔。在涌出的花粉细胞质中有许多淀粉粒和一个体积较大的生殖细胞（图 1-C），证实了杜鹃二

胞型花粉的特征。生殖细胞被释放后 5 min 仍有活力（图 1-D）。用显微操作仪可将生殖细胞收集到一

定数量，为研究生殖细胞发育提供材料。 
2.2 花粉管生长 

杜鹃雌蕊在开花的前一天已具接受花粉并使其萌发的能力，且花粉管的状态较好。选取开花前一

天的小花去雄后授以成熟花粉，可使花粉管的生长状态较为一致。所授花粉用开花当天上午的新鲜花

粉最好。授粉后的花柱先在体内生长一段时间，然后将花柱切下离体培养，诱导花粉管从花柱切口处

长出。这种半离体诱导花粉管生长的方法有两个关键步骤：体内生长的时间和花柱离体培养的时间。

杜鹃的花柱长约 5.0 cm。柱头被授粉后在体内生长约 58 h，然后从花柱基部切下，插入渗透压及钙和

硼含量适宜的培养基中，培养 12 h 左右，从花柱基部切口处长出大量生活状态较好的花粉管（图 1-E，
-F）。花柱保持体内生长时间较短（不到 55 h），延长体外培养时间（15 h），也可诱导出花粉管，但花

粉管数量较少，花粉管长度不同步，且有很多弯曲（图 1-G）。这种花粉管活力较差，很难在破裂液中

破裂。如花柱在体内生长时间较长，能长出花粉管的数量亦较少（图 1-H）。 
培养基的蔗糖浓度对花粉管的诱导也有很大影响，在不含蔗糖的培养基中，也可长出花粉管，但

这种低渗状态的花粉管对以后破裂花粉管、分离精细胞不利。高浓度蔗糖溶液不利于花粉管的生长，
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培养基中蔗糖浓度超过 10%，能长出花柱的花粉管很少，在 15%蔗糖溶液中培养的花柱几乎没有长出

花粉管（表 1）。 

表 1  蔗糖浓度对花粉管生长的影响 
蔗糖浓度(%) 0 5 10 15 

培养花柱数 6 6 6 6 

长出花粉管的花柱数 6 3 2 0 
花粉管数 密集，数不清 约 50 根 约 20 根 0 

2.3 精细胞分离 

生活状态好的花粉管在显微镜下呈现出活跃的胞质环流现象。把长出花粉管的花柱置于 3%甘露醇

破裂液中，3～5 min 后，大量花粉管破裂，花粉管内含物喷出，一对精细胞随之而出（图 1-I）。刚 释

放出的精细胞呈椭圆形，但在数秒钟后变圆。刚释放出的精细胞呈现明亮的绿色荧光（图 1-J，-K），

显示具有较强的生活力。但在释放后 10 min，精细胞的活性荧光变弱。从花粉管中释放出的一对精细

胞通常沉在培养皿底部，用显微操作仪可将成对的精细胞收集到一定数量（图 1-L），为研究精细胞发

育的分子生物学实验提供材料。 

 

图 1  杜鹃精细胞体外分离过程 
A.杜鹃的花；B.杜鹃成熟花粉呈四分体状(×800)；C.花粉破裂释放出生殖细胞(箭头)(×400)；D.释放出的生殖细胞(箭头)呈现活性荧光(×400)；E.

从花柱切口端长出的花粉管(×200)；F.从花柱切口端长出的花粉管(×200)；G.延长花柱培养时间从其切口处长出的花粉管较少(×200)；H.花柱切

下时间较晚时花粉管数量较少(×200)；I.花粉管破裂后释放出的一对精细胞(箭头)(×200)；J.释放出的一对精细胞很快变圆(×800)；K.释放出的精

细胞显示活性荧光(×800)；L.收集的 4 个精细胞(×800)。 
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3  讨论 

   被子植物的成熟花粉有两种：三胞型花粉和二胞型花粉。三胞型花粉由一个营养细胞和两个精细

胞构成；二胞型花粉则由一个营养细胞和一个生殖细胞组成，它的两个精细胞在花粉萌发的花粉管里

形成。根据成熟花粉的类型，需采用不同的方法分离精细胞。 
三胞型花粉的精细胞分离方法主要有两种，渗透压冲击法和物理研磨法。Cass[11]首次利用渗透压

冲击法将大麦花粉粒放到 20%蔗糖的 BK 溶液中获得了精细胞。利用渗透压冲击获得精细胞的方法不

仅操作简单，且分离出的精细胞可保持数小时的生活力，大多数三胞型花粉的精细胞分离实验都采用

此方法，如白花丹[12]、玉米[13]、甜菜[14]等。有些植物的花粉在溶液中不易破裂，利用物理研磨法可使

花粉破裂释放精细胞，该方法主要采用玻璃匀浆器将精细胞从花粉粒中挤压出来，如油菜[15]、紫菜苔
[16]的精细胞分离。胡萝卜花粉用匀浆器挤压也不破裂，采用两个解剖针挤压后一些花粉破裂释放出精

细胞[17]。 
二胞型花粉粒中仅含生殖细胞和营养细胞，精细胞是在花粉萌发后的花粉管里形成，因此需先诱

导出花粉管后才能分离出精细胞。花粉管的培养常采用两种方法：离体培养和半离体培养。离体培养

花粉管的方法是将花粉置于人工培养基中诱导萌发出花粉管，待精细胞在花粉管中形成后，用渗透压

冲击或研磨使花粉管破裂，释放出精细胞。有些植物的花粉管易离体培养，但花粉管中的生殖细胞很

难分裂，除非加入一些特殊的氨基酸后，才有少量花粉管中的生殖细胞分裂形成两个精细胞 [18]。

Shivanna 等[19]开创了分离二胞花粉精细胞的体内－体外方法，他们将授粉后在体内生长一段时间的花

柱切下，在含硼和钙的培养基上培养，从花柱切口端长出的花粉管中已形成了一对精细胞，然后将花

粉管转移到低渗透压溶液中应用渗透压冲击或用酶液处理花粉管，使花粉管顶端破裂释放出一对精细

胞。莫永胜和杨弘远[20]利用该方法在具二胞花粉的 5 科 8 种植物中分离出了精细胞。此方法不仅可分

离到烟草刚形成的幼小精细胞，也可分离到全长花柱中接近成熟的精细胞，用以研究不同发育时期的

精细胞特征[21]。因此，半离体方法是分离二胞型花粉精细胞的有效方法。杜鹃属于二胞型花粉植物，

笔者采用半离体技术培养出花粉管，并从中释放出精细胞，为研究其有性生殖中的相关问题打下基础。 
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刊网”、“万方数据－数字化期刊群”等全文上网。主要刊载亚热带植物生理生化与分子生物学、种质资

源保护与开发利用、细胞工程、系统分类学、形态解剖、环境生态、育种栽培以及园林绿化、园艺花

卉等方面的研究性论文、新技术报告及专题综述文章。 
本刊对以下研究性论文减免版面费，并优先发表： 
(1) 国家自然科学基金、973 计划项目、863 计划项目等资助的相关论文，免收版面费； 
(2) 省级自然科学基金项目及其他部级科技计划项目资助论文，减收部分版面费。 
另外，我刊已加入中国知网学术期刊数字优先出版平台，对于优质稿件，或根据作者需要，编辑

部将尽快审稿，一旦录用，可在两星期内实现单篇数字优先出版（等同纸质出版），且保证能在中国期

刊网（www.cnki.net）查阅下载。   
盼即赐稿！ 
在线投稿网站：www.fjisb.com    投稿邮箱：yrdzwkx@126.com    联系电话：0592-5654157 

 


