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摘要 }通过光镜 !电镜和酶细胞化学定位技术 o比较研究了 × 型和 �型同核异质不育系及其保持系在小孢子发

生 !发育过程中的细胞学 !�× °酶和细胞色素氧化酶活性反应变化 ∀结果表明 o× 型不育系花粉粒败育主要发生在

单核花粉粒后期 o败育发生的形态学变化从液泡膜开始 o花粉粒败育与单核花粉粒时期细胞核和核仁中 �×° 酶活

性的缺乏有关 ∀ �型不育系花粉粒败育主要发生在二细胞后期和三细胞时期 o败育发生的形态学变化从线粒体开

始 o花粉粒败育与花粉粒内壁的结构异常密切相关 ∀
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  杂种优势的利用是提高作物产量的重要途径 o

细胞质雄性不育材料是作物杂种优势应用于生产的

基础 ∀尽管世界范围内已培育出几十种小麦细胞质

雄性不育系 o但由于这些不育系几乎都不同程度地

存在恢复源少 o或细胞质有害效应 o或其它附加条件

的限制≈t ou  o致使这一蕴藏着巨大增产潜力的资源

不能发挥其增产效益 ∀因此 o获得理想的雄性不育

系 o是杂种小麦突破生产应用难关的关键 ∀研究各

种不育系花粉败育过程的细胞学和细胞化学变化 o

对于弄清雄性不育发生的机理 o创建理想的雄性不

育系具有重要的指导意义 ∀有关小麦雄性不育花药

发育过程的细胞学和酶活性的研究 ous 世纪 {s 年

代以前是以 × 型为材料进行的≈v  ∀{s 年代以后随

着新不育类型的出现 o研究较多的为 �型 !∂ 型不

育系和化学杂交剂诱导的雄性不育≈w ∗ y  o但研究的

内容主要局限在细胞学和生理生化方面 ∀有关超微
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水平的酶细胞化学定位 o除我们对 �型不育小麦花

药组织中的 �×°酶和细胞色素氧化酶活性进行过

研究外≈z  o还未见到有关这方面的报道 ∀ �×°酶和

细胞色素氧化酶是由线粒体基因编码部分亚基 !核

质共同决定的且与雄性不育密切相关的具重要生理

功能的两种酶 ∀本研究以 × 型和 �型同核异质不

育系及其保持系为材料 o运用光学显微镜 !扫描电

镜 !透射电镜和酶细胞化学定位技术 o对小孢子发

生 !发育过程中的形态学变化和 �×° 酶 !细胞色素

氧化酶活性反应进行综合分析 o探讨它们的变化与

雄性不育发生的关系 o了解 × 型与 �型两种雄性不

育系的特征 ∀

1  材料与方法

以同核异质回交 tu 代以上转育的小麦雄性不

育系 �2zzkul !×2zzkul和保持系 zzkul为材料 o分小

孢子母细胞 !四分体 !单核花粉粒 !二细胞花粉粒 !三

细胞花粉粒到成熟花粉粒 x 个时期取样 ∀常规光

镜 !透射电镜和扫描电镜观察 o用常规制样方法 ∀

�×°酶定位采用姚雅琴报道的方法≈z  o细胞色素氧

化酶定位采用 �²§¤的方法≈{  ∀用日立 ≥2wxs 扫描

电镜 o日本电子公司 tss≤ ÷2 µ型透射电镜观察 !拍

照 ∀

2  结果与分析

2 q1  小孢子母细胞和四分体时期

从小孢子母细胞到四分体时期 o小孢子的发生

过程 o胼胝质的分布变化及 �×°酶和细胞色素氧化

酶两种酶的活性反应 o在两种不育系及其保持系之

间均无大的差异 ∀在减数分裂前 o小孢子母细胞中

央交界处开始出现胼胝质积累 o且由少到多 o呈辐射

状 o中央交界处最厚 o辐向表面降低 o在外周缺乏k图

版 ´2tl ∀随着花药的发育 o小孢子母细胞向周围靠

拢 o中央胼胝质分开k图版 ´2ul o这时小孢子母细胞

内含丰富的杯状小质体 o初级线粒体和其它细胞器 ∀

没有观察到 �×° 酶和细胞色素氧化酶活性反应 ∀

小孢子母细胞经过减数分裂形成 w 个小孢子 o中央

胼胝质消失 o而每个小孢子被胼胝质包裹 o在质膜附

近的细胞质中有明显的 �×° 酶活性反应k图版 ´2

vl o这些 �×°酶活性反应可能与花粉粒外壁的形成

有关 ∀

2 q2  单核花粉时期

�型不育系 }花粉粒的发育与保持系基本相同 o

其表现为 o随着包裹小孢子胼胝质的消失 o小孢子变

成圆形 o球形核位于细胞中央 o细胞质充满整个细

胞 o细胞质中含有初级细胞器和杯状体k图版 ´2wl o

花粉粒外壁开始形成 ∀随着小孢子的发育 o细胞质

中开始出现小液泡 o且由少到多 !由小到大进而合并

形成大液泡 o将细胞质和细胞核挤向靠细胞壁周围

分布 ∀由于液泡的增大和细胞内容物的增多 o小孢

子的体积增长很快 o细胞质中含有较多的内质网和

高尔基体 o细胞核中有少量的 o而核仁中有显著的

�×°酶活性反应k图版 ´2xl o但线粒体内嵴仍不发

达 o内嵴上没有细胞色素氧化酶活性反应 ∀

× 型不育系 }× 型不育系小孢子包裹的胼胝质

消失正常 o小孢子的外壁也能形成 o但较保持系的稍

薄 ∀在单核早期 o小孢子发育基本正常 o细胞质中有

相当于保持系同期发育的内容物 ∀随着小孢子的发

育 o小液泡也产生 o大多数小孢子也能联合形成大液

泡 o但大液泡形成过程中或形成后液泡膜破裂 o内容

物进入液泡 o各种细胞器开始解体 ∀细胞核的解体

往往落后于其他细胞器的解体 o常常能看到小孢子

中细胞器已基本消失 o但仍有较完整的细胞核k图版

´2yl ∀细胞核中没有 �×°酶的活性反应k图版 ´2

zl o线粒体中也未观察到细胞色素氧化酶活性反应 o

但细胞质中有 �×° 酶活性反应k图版 ´2zl ∀在单

核花粉粒后期花粉粒败育 o败育后的花粉粒细胞器

和细胞核均解体 o仅剩下花粉壁和极少具 �×°酶活

性的细胞质k图版 ¶2t ou ovl ∀

2 q3  二细胞 花粉粒成熟期

保持系 }伴随二细胞的形成 o花粉粒内细胞质的

活性发生了较大的变化 o细胞器数量成倍增长 ∀高

尔基体和内质网数量在原来的基础上有所增加 o高

尔基体的囊泡更发达 o内质网以粗面内质网居多 ∀

核糖体数量在增长的同时 o由游离态变为聚合态 ∀

质体数量在增长的同时 o开始积累淀粉粒 ∀线粒体

变化最大 o不仅线粒体内嵴变得发达 o而且内嵴上出

现细胞色素氧化酶活性反应 o并且由少到多 o最后花

粉粒被发达内嵴 !内嵴具显著细胞色素氧化酶活性

的线粒体和淀粉粒充满k图版 ¶2|l ∀二细胞花粉粒

的细胞核有少量的 !核仁中有显著的 �×°酶活性反

应k图版 ´2{l ∀第一次有丝分裂完成后 o花粉粒内

壁开始产生 o首先在花粉粒质膜围出现 �×°酶活性

反应k图版 µ2tl ∀随着内壁加厚 o质膜上的 �×°酶

活性逐渐增强k图版 µ2ul ∀当内壁加厚到一定程度

时 o内壁中形成径向膜性结构的管状通道k图版 µ2

wl ∀在成熟内壁的管状通道和外壁的微通道中有显

著的 �×° 酶活性反应k图版 µ2vl ∀萌发孔区内壁

wut                    中  国  农  业  科  学                   vx卷



中的管状通道不十分明显 o但具显著的 �×°酶活性

反应 o成熟花粉粒萌发孔区的细胞质隆起 o萌发孔孔

盖被顶出 o内壁和周围组织具极显著的 �×°酶活性

反应k图版 µ2xl ∀成熟花粉粒结构见图版 ¶2z o{ o| ∀

�型不育系 }在二细胞时期 o�型不育系花粉粒

细胞质中的线粒体的内嵴上也有少量的细胞色素氧

化酶活性反应 o质体中也积累淀粉粒 o大多数花粉粒

细胞核和核仁中有比保持系少的 �×° 酶活性反应

k图版 ´2|l ∀同样当二细胞形成时 o花粉粒质膜上

也出现 �×°酶活性反应k图版 µ2yl o但随着内壁的

发育 o质膜上 �×°酶活性增加不明显 ∀内壁加厚的

程度虽比其保持系快 !厚 o但内壁中的管状通道不能

正常形成 o在内壁中几乎没有 �×° 酶活性反应k图

版 µ2zl o且往往在内壁中形成许多小泡 o小泡有单

个存在和成串存在k图版 µ2{l ∀萌发孔区的内壁和

周围组织中也没有 �×°酶活性反应 o许多花粉粒在

萌发孔区 � 层与内壁连接处断开k图版 µ2|l o萌发

孔区细胞质隆起不明显 o萌发孔盖内陷 ∀在二细胞

后期 o线粒体内嵴上的细胞色素氧化酶活性由开始

降低到消失 o线粒体和其它细胞器开始解体 o细胞质

收缩 o细胞中出现大片大片的断区k图版 ¶2yl o花粉

粒败育 ∀败育后的花粉粒内仍含有部分失去活性

的 !着色深的细胞质和淀粉粒 o花粉粒变瘪的程度介

于 × 型不育系花粉粒和保持系之间k图版 ¶2w ox o

yl ∀

3  讨论

3 q1  × 型雄性不育系花粉粒形态和酶细胞化学变

化与雄性不育发生的关系

× 型雄性不育系花粉粒败育发生的形态学变化

开始于单核花粉粒中期 o败育发生在单核后期 ∀形

态学变化首先从液泡膜破裂开始 ∀由于液泡膜破裂

释放分解酶促使各种细胞器和细胞质解体 o细胞核

的解体往往落后于其它细胞器 ∀ × 型不育系花粉粒

的败育很彻底 o败育后的花粉粒仅存有极少量的细

胞质和花粉粒外壁 o这些与前人的报道相似≈v ox  ∀

我们在实验中还发现 o单核花粉粒时期 o保持系花粉

粒细胞核中 o尤其是核仁中具显著的 �×°酶活性反

应 o而 × 型不育系花粉粒的细胞核和核仁中无 �×°

酶活性反应 ∀核仁的主要功能是 µ� �� 的合成 !加

工和核糖体亚单位的装配≈|  ∀细胞核中的 �×° 酶

对染色体组装时核小体之间生理空间的形成和稳定

起重要作用≈ts  ∀保持系核仁中显著的 �×°酶活性

反应表明核仁中有丰富的µ� �� 合成 ∀细胞核中的

�×°酶活性反应与染色体加倍 !有丝分裂过程所需

蛋白的合成有关 ∀ × 型不育系花粉粒在单核时期 o

由于细胞核与核仁中缺乏 �×°酶活性 o使µ� �� 的

合成与染色体加倍受阻 o不能提供花粉粒第一次有

丝分裂所需的物质而使花粉粒不能进入二核细胞 o

停止发育 ∀

3 q2  �型雄性不育系花粉粒形态和酶细胞化学变

化与雄性不育发生的关系

�型不育系较 × 型不育系具有恢复源广 !种子

饱满 !发芽率高等优点 o是一个比较理想的不育系 ∀

到目前为止 o有关 �型不育系小孢子发生 !发育过

程的细胞学研究主要限于光镜≈w ox  ∀李传友和孙兰

珍用透射电镜观察了 �型不育系≈�{vkutl 小孢子

发生 !发育过程的超微结构变化 o结果除在花粉粒细

胞内观察到呈同心圆复合膜状结构不育系多于保持

系外 o没有发现 �型不育系与其保持系之间的差

异≈tt  ∀从我们的试验结果来看 o�型不育系小孢子

的发生 o四分体和单核花粉粒时期的发育与其保持

系比较 o不论形态学变化还是 �×°和细胞色素氧化

酶两种酶的活性变化均无大的差异 ∀但伴随二细胞

的形成 o两者之间开始出现差异 ∀差异主要表现为

两方面 }ktl花粉粒内壁的结构与 �×°酶活性反应 ∀

保持系花粉粒在二细胞形成后 o细胞质膜上出现

�×°酶活性反应 o且随着内壁的加厚 o�×° 酶活性

逐渐增强 ∀当内壁加厚到一定程度 o内壁中出现径

向的管状通道 o在内壁的管状通道和外壁的微通道

中有显著的 �×° 酶活性反应 ∀内壁的管状通道和

外壁的微通道形成了花粉粒内 !外物质运输的机械

通道≈tu  ∀ ≤¤µµ̈·̈µ²等在花粉粒内 !外壁的通道中看

到了正在运输的镧离子≈tv  ∀孟祥红发现 ≤¤u n 从花

粉粒外进入花粉内是通过内 !外壁的通道传输

的≈tw  ∀花粉粒内壁不仅具有传输功能 o而且越来越

多的研究表明 o花粉粒内壁还具有合成花粉粒萌发 o

花粉管管壁形成 !伸长所需物质的功能 ∀可见花粉

粒内壁结构正常与否对花粉粒的萌发至关重要 ∀ �

型不育系花粒粉虽然在内壁形成初期 o质膜上也有

�×°酶活性反应 o但内壁膨胀 !径向的管状通道不

能正常形成 o且在内壁中出现一些小泡 o缺乏 �×°

酶活性反应 o这些均使花粉粒后期发育和萌发所需

物质的供给与合成受阻 o直接阻止花粉粒的发育与

萌发 ∀kul线粒体结构与细胞色素氧化酶活性 ∀保

持系花粉粒在二细胞形成后 o细胞质活性发生了较

大的变化 o各种细胞器数量成倍地增长 o尤其是线粒

体和质体 ∀线粒体不仅内嵴变得发达 o而且内嵴上
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的细胞色素氧化酶活性逐渐增强 ∀质体开始积累淀

粉粒 o到花粉成熟前夕被充满内嵴 !内嵴具显著的细

胞色素氧化酶活性的线粒体和淀粉粒填满 ∀而 �

型不育系花粉粒二细胞形成后 o各种细胞器的数量

增长和活性都较保持系的低 o线粒体内嵴上的细胞

色素氧化酶活性也没有保持系的强 ∀到二细胞后

期 o线粒体内嵴上的细胞色素氧化酶活性不但不再

增强 o而且出现降低 o至败育前消失 ∀细胞色素氧化

酶是呼吸链电子传递系统具重要功能的一种酶 o细

胞色素氧化酶的缺乏 o不仅影响了花粉粒内 �×°和

合成发育所需中间物质的供给 o阻碍了内壁的正常

发育 o而且使正常的呼吸途径受阻 o引起呼吸链结构

与功能发生异常 o导致在 ��⁄�2黄素蛋白k组分 ´l

和 �¥±2≤¼·�k组分 ¶l部位进行活跃的单电子还原

产生 � p
u

≈tx  ∀细胞内 � p
u 的增加可以促进 � ⁄� 的

积累 o� ⁄� 可使膜蛋白和酶分子发生凝聚和交联 o

引起生理功能完整性的破坏 ∀ �型雄性不育花粉粒

中 �×°酶和线粒体内细胞色素氧化酶活性的缺乏 o

与决定这两种酶的线粒体基因 ¤·³� !¤·³| 以及 ¦²¬

µ组织结构存在的差异≈ty 有关 ∀有关这些基因影

响酶活性的作用机理 o我们正在通过电子显微镜核

酸原位杂交技术 o从超微结构水平上寻找基因 !转录

与表达过程的变化 ∀以上研究表明 o× 型和 �型雄

性不育系是完全不同的两种不育类型 ∀两者不仅败

育时期不同 o而且败育过程也不同 ∀ × 型不育系败

育主要发生在单核花粉粒后期 o败育的发生首先从

液泡膜开始 o单核花粉粒时期细胞核和核仁中 �×°

酶的缺乏可能是造成败育的主要原因之一 ∀ �型不

育主要发生在二细胞后期或者三细胞时期 o败育的

发生首先从线粒体开始 o花粉粒内壁正常结构不能

形成可能是造成花粉粒败育的主要原因之一 ∀花粉

粒的发育可能受多基因控制 o不同发育时期受不同

的育性基因影响 o影响育性的不同基因所表现的败

育过程不同 ~败育的严重程度不同 ~使不育系的易恢

复性也可能不同 ∀
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