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云南红豆杉小孢子发生和雄配子发育的研究方法比较
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摘要：以云南红豆杉为实验材料，比较了石蜡切片法、洋红简易染色法和整体染色透明法研究小孢子发生

过程的效果，分析了用石蜡切片法及离体培养法研究雄配子体发育优缺点．在离体培养中，对比了不同的蔗糖

质量浓度、培养温度及染色方法对实验结果的影响，从而为针叶树种雄性生殖系统发育过程研究提供参考．结

果显示：整体透明染色法操作简单，能够反应小孢子发育过程中各个阶段的细胞结构，是用于小孢子发育过程

研究的比较理想的方法；对于雄配子体发育过程的研究，需要用石蜡切片法与离体培养法相结合，在离体培养

中，采用雄球花表面灭菌，自然散粉，低糖低温培养有利于防止污染，洋红染色法方便快捷，不需要特别的设备，

是离体培养时比较理想的染色方法．
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云南红豆杉（犜犪狓狌狊狔狌狀狀犪狀犲狀狊犻狊犆犺犲狀犵犲狋犔．

犓．犉狌）是分布于缅甸和不丹北部及中国西南地区

的红豆杉属（犜犪狓狌狊）植物
［１］，发表于１９７５年

［２］．因

为富含抗癌药物紫杉醇，云南红豆杉倍受关注，也

正是因为其具有重要的药用价值，云南红豆杉自然

种群曾遭到严重破坏，其保护地位也不断攀升，分

别于１９８６，１９９３年和１９９９年被列为云南省二级保

护植物、林业部二级保护植物和国家一级保护植

物．红 豆 杉 科 植 物 起 源 古 老，与 罗 汉 松 科

（犘狅犱狅犮犪狉狆犪犮犲犪犲）、粗榧科（犆犲狆犺犪犾狅狋犪狓犪犮犲犪犲）植物具

有共同的祖先，特殊的系统地位使其在科学研究中

具有重要的价值．

同红豆杉属其它种相似，云南红豆杉小孢子发

生和雄配子体形成过程极其漫长，小孢子成熟时为

单核，传粉后还需要在漫长的萌发过程中进行３次

分裂，最后形成成熟雄配子体，并产生用于受精的

精子［３］．对于红豆杉属小孢子发生和雄配子发育

过程的研究从１９世纪就开始了
［４］，早期的主要研

究方法是石蜡切片法，用苏木精或番红、固绿染

色［４～６］，随后发展到用超薄切片、电镜观测［７，８］或

离体培养、荧光染色［９，１０］．但直到现在为止，由于

不同的研究者使用的研究方法不同，只分别看到了

雄性生殖系统发育的某些方面，所以可能得出不同

的结论，例如，雄配子形成过程中各阶段的产物究

竟是细胞，还是核，分裂产物是否相等，精子形成后

是否继续分裂等［５，９］．即使用相同的方法，由于方

法中的操作细节或部分条件的改变也可能改变实

验的结果，例如，同样使用离体培养，犇犃犘犐染色，

欧洲红豆杉（犜．犫犪犮犮犪狋犪）和太平洋红豆杉（犜．犫狉犲

狏犻犳狅犾犻犪）的雄配体发育所需的时间及某些细节存在

较大的差异［９，１０］，但由于实验条件的不一致，很难

判断这种差异是物种之间的差异还是由于实验本

身造成的．因此，如何根据需要来选择恰当的研究

方法和实验条件是研究红豆杉雄性生殖系统的关

键步骤．本文以云南红豆杉为材料，比较了用不同

制片及染色方法研究小孢子发生的优、缺点，并且

讨论了不同的培养及染色方法在雄配子体的发育

过程的区别．
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１ 材料与方法

用于实验的雄球花和胚珠都采自云南省禄丰

县一平浪林场的云南红豆杉人工林．

小孢子发生过程采用了常规石蜡切片法、洋红

染色压片法和整体染色透明法．用 犖犻犽狅狀犈犮犾犻狆犲

犈８００显微镜镜检并拍照．

雄配子体活体萌发研究的材料是自然受精的

胚珠，石蜡切片及染色的方法同上．雄配子体的离

体萌发过程操作如下：采集３０个成熟但没散粉的

雄球花，经表面消毒后插入瓶中放在超净工作台

上，等自然开裂后，将小孢子散在装有液体培养基

的凹玻片上，再将凹玻片放在垫有湿润滤纸的的培

养皿中，然后用保鲜膜密封．除蔗糖的质量浓度梯

度外，培养基的其他成分参照犅狉犲狑犫犪犽犲狉的培养

基［１１］：１００犿犔液体培养基中含蔗糖１０犵，犎３犅犗３１

×１０－２犵，犆犪（犖犗３）２·４犎２犗３×１０
－２犵，犕犵犛犗４·

７犎２犗２×１０
－２犵，犓犖犗３１×１０

－２犵．除温度梯度外，

都在２５℃下暗培养，每隔３～５犱检测１次，分别用

醋酸洋红染色和犇犃犘犐染色．醋酸洋红染色前用多

聚甲醛固定２０犿犻狀．犇犃犘犐染色前先用多聚甲醛固

定后，再用磷酸缓冲液处理３次，每次５犿犻狀，染色

时间５犿犻狀．在犣犲犻狊狊荧光显微镜上观测并拍照．

离体培养设置了３个温度梯度（１５，２５，３２℃）

及３个蔗糖质量浓度（每１００犿犔５，８，１０犵）的培养

基，每个处理培养花粉２０盒．培养及观测方法同

上．

２ 结果与分析

２．１ 小孢子发生 石蜡切片法是传统的研究方

法，技术成熟，只需常规药品，成本低，不仅能用于

小孢子的发育生物学观测，而且能提供在小孢子

囊、甚至整个雄球花中小孢子的发育和分布状况，

是研究植物小孢子发育过程的主要方法之

一［１２，１３］．用石蜡切片法能够观察到云南红豆杉小

孢子囊中发生的变化，也能够准确地判断出小孢子

发生的主要阶段，如小孢子母细胞阶段细胞密度较

小，体积大，染色质明显（如图１犪）；减数分裂阶段

四分体或二分体之间界限明显，但四分体或二分体

内部结构不明显，且不能辨别二分体与四分体（如

图１犫）；在小孢子成熟阶段，能辨别部分细胞形态，

但结构不明确（如图１犮）．另外，石蜡切片法的实验

过程比较复杂，环节多，且不宜用于小孢子发生过

程中立体结构的观测．

用简易洋红染色压片法不仅能够判断小孢子

囊中小孢子的发育状态，而且能够比较清楚的反映

各个阶段的细胞形态，如二分体时期细胞呈半圆形

（如图１犱），细胞核比较明显，四分体的结构比较清

楚，细胞棱廓清晰（如图１犲）．但不能反应小孢子在

小孢子囊中的分布状况及小孢子囊的发育状况．

整体透明染色法是研究被子植物常用的方法

之一，很少应用于裸子植物小孢子发育过程的研

究［１４］，本研究也是这种方法的新尝试．同石蜡切片

法相比，其造作简单，不需要切片及复杂的染色过

程，不仅能够清楚地辨别细胞的外部形态，而且，也

能看到清晰的内部结构，如二分体（如图１犳）和四

分体（如图１犵），不仅细胞棱廓清晰，内部结构也非

常清楚，尤其是细胞核非常明显．同时，整体染色透

明法也能准确判断小孢子发生的阶段，而且很清晰

地反映出小孢子发生过程中各个阶段细胞形态和

内部结构．主要缺点同洋红染色压片法一样，不能

反应小孢子在小孢子囊中的分布状况及小孢子囊

的发育状况．

２．２ 雄配子体发育 用石蜡切片法研究雄配体的

发育最大的优点就是能够反映雄配子体发育的真

实过程，不论是用苏木精染色（如图１犺），还是用蕃

红－固绿（如图１犻）对染都能取得较好的效果，且能

够区分雄配子体中细胞质及细胞核．但由于云南红

豆杉雄配体发育的时间较长，需要定期采样，所以

工作量大，而且需要一定数量的雌性植株．另外，由

于每张切片只能反映某些局部的横断面，要了解整

个结构的立体形态，必须要有连续的切片，这也对

制片设备和技术提出了更高的要求．

相比之下，用小孢子的离体培养法研究雄配子

体发育的操作简单，且能够反映雄配体的发育过

程．但是由于离体培养容易受培养条件的影响，使

得雄配体的发育时间及发育过程的细节可能不能

反映其真实的发育状况．防止污染和保持足够的水

分及营养是花粉管生长的必要条件，对于生长缓慢

的针叶树花粉管来说，如何解决这２个问题是雄配

子体离体培养的关键．培养基和培养器皿都可以通

过灭菌消毒来消除污染源，然而花粉携带的污染源

很难消除，本文采用先表面消毒，再水培的方法成

功地培养了云南红豆杉的花粉，大大降低了污染的

概率．其次，本文通过在培养皿中加水并密封培养

为配子体发育提供充足水．最长的培养时间达到
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６０犱，为长时间的花粉培养提供了一种实用方法．

犪：小孢子母细胞（石蜡切片法）；犫：二分体及四分体（石蜡切片法）；犮：小孢子（石蜡切片法）；犱：二分体（洋红染色压片

法）；犲：四分体（洋红染色压片法）；犳：二分体（整体透明染色法）；犵：四分体（整体透明染色法）；犺：胚珠中的雄配子体（石蜡切

片法，苏木精染色）；犻：胚珠中的雄配子体（石蜡切片法，蕃红－固绿对染）；犼：二细胞雄配子体（离体培养，犇犃犘犐染色）；犽：二

细胞雄配子体（离体培养，洋红染色）；犾：带有营养层的雄配子体（离体培养，洋红染色）

图１ 用不同方法研究小孢子发生及雄配子体发育的结果
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离体培养后用犇犃犘犐染色，细胞核明显，很容

易判断雄配子体发育的状况和核的分裂情况，如二

核时期的雄配子体（如图１犼）．但由于对设备要求较

高，而且图像质量在很大程度上取决于荧光显微镜

的质量和采集水平．另外，用犇犃犘犐染色只能识别

细胞核，对核以外的结构的分辨很困难．相比之下，

用洋红染色不仅操作简单，而且在普通显微镜下就

能够辨别细胞结构．虽然用洋红染色的雄配子体细

胞核不如用犇犃犘犐染色的明显，但是细胞形态却更

加清楚，不仅能区分各个细胞核（如图１犽），还能将

雄配子体外的结构及其它细胞内容物显示出来，如

营养层（如图１犾），用犇犃犘犐染色是很难发现的．用

犇犃犘犐和洋红染色时，特别要注意固定这个关键步

骤，如果材料不固定，花粉管很容易破裂，尤其是在

花粉萌发到后期时．在离体培养中，如果没有特别

需求，用洋红染色完全可以代替用犇犃犘犐染色，从

而减少实验环节．

通过不同的蔗糖质量浓度和培养温度比较，随

着温度的上升，污染的概率明显增大（图２）；随着

蔗糖质量浓度的升高，污染的概率也逐渐上升（图

３）．蔗糖质量浓度对雄配子体发育速度的影响不明

显，但温度对雄配子体发育速度的影响较大（图

４），在３２℃，由于污染及培养基被蒸发的原因，雄

配子体只发育到第２次分裂，总之，高温下的发育

速度明显快于低温下的发育速度．

图２ 在不同培养温度下的污染

犉犻犵．２犜犺犲犮狅狀狋犪犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犿犻犮狉狅狊狆狅狉犲狊犮狌犾狋狌狉犲犱犻狀犱犻犳

犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

图３ 在不同蔗糖浓度下的污染

犉犻犵．３犜犺犲犮狅狀狋犪犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犿犻犮狉狅狊狆狅狉犲狊犮狌犾狋狌狉犲犱犻狀犱犻犳

犳犲狉犲狀狋狊狌犮狉狅狊犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀

图４ 雄配子体在不同培养温度下的发育曲线

犉犻犵．４犜犺犲犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犮狌狉狏犲狅犳犿犪犾犲犵犪犿犲狋狅狆犺狔狋犲狊犮狌犾

狋狌狉犲犱犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

３ 讨 论

雄性生殖系统的发育过程是种子植物生活史

的重要组成部分，将最终产生用于受精的雄配子．

在漫长的进化过程中，植物产生了各种各样的雄性

生殖系统发育机制．被子植物的雄性生殖系统的发

育过程相对简单，而且研究也比较深入，发展了一

系列的用于被子植物雄性生殖系统发育的研究方

法［１５～１８］．相比之下，裸子植物的雄性生殖系统的

发育过程复杂，而且不同类群间差异较大，很难直

接应用被子植物的研究方法，因而发展也相对滞

后［６］．针叶树是裸子植物的重要组成部分，它的雄

配子体发育过程在植物进化史上占有重要地位，是

连接有吸盘的花粉管（如苏铁和银杏）和被子植物

的快速生长花粉管的桥梁［６］．然而，由于多数针叶

类植物的树形高大，雄配子体发育过程漫长，给研

究者在采样和观测过程中带来很多困难，如花粉长

时间的培养方法及与之对应的染色、观测方法等．

因而，发展更多的适用于裸子植物生殖生物学的研

究方法是裸子植物生殖生物学发展的前提和基础．

从本文涉及的几种用于小孢子发生和雄配子

体发育研究方法来看，每种方法各有利弊，根据研

究目的选择恰当的方法可以达到事半功倍的效果．

例如，如果仅仅只是了解小孢子的发育的节律，用

醋酸洋红染色方便快捷，且能满足需要；在研究发

育节律的同时，还要了解小孢子发生过程中内部结

构的变化，则要用整体透明染色法；要观察小孢子

发生过程中某些特殊物质的分布和变化及更微观

５０３第３


期 王兵益等：云南红豆杉小孢子发生和雄配子发育的研究方法比较



的结构，则要借助其它的染色方法，如荧光染色或

其它特异性染料．另外，要全面研究小孢子发生和

雄配体的发育过程，单使用一种方法很难满足研究

需求，最好结合多种研究方法，例如，在研究雄配子

体发育时，采用石蜡切片法和离体培养法相结合，

不仅能研究其发育节律，而且也便于观测其发育过

程中的细节．由于不同的研究方法可能看到不同的

侧面，在比较前人的研究结果时，一定要考虑到研

究方法的差异，同时，如果采用前人在相近物种上

使用过的方法，在不影响实验效果的前提下，尽可

能同前人的研究方法和实验条件保持一致，这样，

不仅便于同前人的研究结果比较，也为以后的研究

者积累更多的可以参照的资料．
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