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花粉原生质体与配子原生质体操作的
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〔摘要 ] 总结我们近十年来在高等植物两类重要的性细胞原生质体— 花粉原生质体与配子原

生质体操作方面的研究进展
,

简介国际上有关的研究动态与热点
,

提出今后研究的设想
。

「关钮词 ] 花粉原生质体
,

配子原生质体
,

遗传操作
,

植物有性生殖
,

植物发育生物学

有性生殖是植物个体发育中结构与功能变化最为复杂与曲折的阶段
。

有性生殖的研究和

农业生产密切相关
,

是遗传育种的理论基础之一和高新技术的重要源泉
。

性细胞具有自然的

生殖能力和单倍性等特点
,

在遗传工程中有特殊的价值
。

植物性细胞的操作
,

是当前国际上

植物生殖生物学与发育生物学中的前沿研究方向
。

迄今在植物生殖过程的所有环节上
,

均已

开展了实验操作的研究
,

其结果不仅加深了人类对植物传种接代的规律性认识
,

还在单倍体

育种
、

远缘杂交
、

基因工程等方面提供了不少新的技术手段
。

近十年来
,

国际上的有关研究趋势是由性器官与组织的操作向性细胞及其原生质体的操

作发展
,

如
:

由花药
、

花粉培养到花粉原生质体
、

生殖细胞
、

精细胞的操喊 由子房
、

胚珠

培养到胚囊
、

卵细胞的操作
;
由胚珠离体授粉到精卵体外融合

;
由胚胎培养到合子培养等

,

操

作技术日益精密化
,

与此相关的研究手段也日益多学科化
。

我们曾先后著文概述了本领域的

研究动态
,

指出植物实验胚胎学已上升为
“

植物实验生殖生物学
”

的更高阶段
,

并正在开拓

植物生殖工程 (或性细胞工程 ) 新技术领域
。

我们实验室在长期从事子房培养等性器官操作的基础上
,

近十年发展到性细胞原生质体

操作
。

在此过程中
,

曾先后数次获得国家自然科学基金的支持
,

特别是在
“
八五

”

重大项 目
“

植物性细胞的发育生物学研究与操作系统的创建
”

( 1 9 9 2一 1 9 9 6) 中
,

承担了花粉原生质体

和配子原生质体的操作与研究两项课题
,

在以往基础上又取得了新的进展
,

共发表论文近 60

篇
。

本文 旨在回顾我们迄今的研究成果
,

并联系国际动态
,

提出今后研究的战略设想
。

1 花粉原生质体的操作与研究

花粉原生质体是一种理想的单倍性原生质体
,

但因包围它的花粉外壁 由不受酶解的抱粉

素组成
,

因此用一般分离原生质体的方法难以分离花粉原生质体
。

直至 80 年代后期才由日本

中国科学院院士
.
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和我们分别在几种单子叶花卉植物 中取得分离大量花粉原生质体的成功
。

此后
,

我们开展了

一系列关于花粉原生质体的分离
、

培养
、

融合
、

外源基因导入以及细胞生物学研究
,

同时还

首次创建了脱外壁花粉实验系统
。

1
.

1 花粉原生质体的分离

迄今
,

我们共在 9 种植物中分离出花粉原生质体
,

是国际上分离成功的植物种类最多的
。

尤其是国家 自然科学基金重大项 目启动以来
,

突破了双子叶植物中芸苔属和烟草两类经济植

物与模式植物花粉原生质体的分离
。

此外
,

国外只能 由成熟或近成熟的花粉分离原生质体
,

我

们则除此以外
,

还 由幼嫩花粉 (单核至二核初期 ) 分离出原生质体
,

后者在培养与融合中有

特殊的价值
。

《美国植物学报 》 1 9 9 2 年第 3期选用了我们分离的幼嫩花粉原生质体显微图像作

为该期的封面照片
。

在各类花粉原生质体的分离中
,

我们针对不同植物与不同发育时期的花

粉的生物学特点
,

创建了 5 种不同的分离方法
,

研究出由超低温保存的花粉中分离原生质体

的方法
,

还研究出挑选单个花粉原生质体制备透射电镜样品的两种方法
,

使有关细胞学研究

建立在精密操作的基础上
。

1
.

2 花粉原生质体的培养

成熟花粉原生质体培养只能产生花粉管
。

幼嫩花粉原生质体则可在离体条件下脱分化启

动细胞分裂
。

我们首次培养首草幼嫩花粉原生质体形成多细胞结构
,

并提出花粉原生质体离

体发育两条途径的设想
,

即成熟花粉原生质体继续体内的配子体发育途径
;
幼嫩花粉原生质

体被诱导转向抱子体发育途径
,

这两条途径均 可望在遗传操作中加以利用
。

近年
,

在青菜与

烟草的重复试验中证明
,

幼嫩花粉原生质体确有抱子体发育的潜能
。

围绕花粉原生质体在培

养中的细胞学行为
,

进行了超微结构与细胞骨架的研究
,

揭示了一些关于细胞壁再生
、

细胞

分裂
、

微丝骨架动态方面的现象
。

1
.

3 花粉原生质体与体细胞原生质体的融合

由于花粉原生质体迄今尚不能单独发育再生植株
,

因而开展 了其与体细胞原生质体融合

的试验
,

以图借助后者的发育能力达到再生三倍体杂种的目的
。

80 年代国际上曾报道小抱子

四分体与体细胞原生质体融合产生
“
配子

一

体细胞杂种
” ,

而本实验室则首次以游离花粉时期的

原生质体进行试验获得成功
:

青菜幼嫩花粉原生质体与甘蓝型油菜下胚轴原生质体融合
,

再

生了 3 个小植株
,

根据染色体
、

同工酶分析
,

判断其中 1 株为异源三倍体
,

2 株为异源四倍体
;

后又根据 R A P D 分析及成熟植株的形态与育性鉴定
,

证明了上述判断的正确性
。

烟草抗卡那

霉素品系的幼嫩花粉原生质体与黄花烟草叶肉原生质体融合
,

也再生了异源三倍体杂种植株
,

而用成熟花粉原生质体作融合实验则仅产生管状结构
。

迄今
,

国际上仅在烟草属 中有一篇报

道 仁̀〕 。

1
、

4 脱外壁花粉的分离
、

人工萌发与离体授粉

用人工方法脱去外壁后仅为内壁覆盖的花粉
,

我们称之为脱外壁花粉
,

是介于完整花粉

粒和花粉原生质体之间的结构
。

我们在芸苔属中首次分离出批量的脱外壁花粉
,

以后认识到

它的价值而开展了系统的研究
。

最近
,

专文报道了烟草脱外壁花粉的制备方法
,

开展了其人

工萌发和离体授粉实验
。

结果表明
,

脱外壁花粉对萌发条件有较严格的要求
,

但可顺利产生

花粉管
;
授粉与子房培养实验证明

,

其花粉管可在花柱中生长
,

并使胚珠受精结籽
,

最终萌

发幼苗
,

从而创建了脱外壁花粉离体授粉受精的完整实验系统
。
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1
.

5 花粉原生质体与脱外壁花粉的电激基因转移

花粉在遗传转化中的潜在重要价值受花粉壁对外源 D N A 的屏障所限制
,

而花粉原生质

体和脱外壁花粉由于完全或部分地脱去花粉壁
,

应是较理想的受体系统
。

最近
,

国际上报道

用电激法将外源 G U S 基因导入百合花粉原生质体
,

其瞬间表达水平远较对照花粉 为高 , 」
。

同

年
,

本室以电激法将外源 G U S 基因导入紫菜苔花粉原生质体
,

在有花粉特异启动子 Z m l3 一

2 6 0 的条件下
,

花粉原生质体的 G U S 活性为对照花粉的 100 倍以上
。

在烟草方面
,

首先研究

了花粉发育过程中内源 G U S 活性变化的背景
,

在此基础上开展 了其脱外壁花粉的电激实验
。

结果表明
,

脱外壁花粉的外源 G U S 表达活性约为对照萌发花粉的 5 倍和未萌发花粉的 30 倍
。

由此可见
,

无论花粉原生质体或脱外壁花粉
,

确有利于外源基因的导人
。

这一优点与前述脱

外壁花粉离体授粉实验系统结合
,

将有可能开拓一种通过有性过程获得转基因植株的新途径
。

2 配子原生质体的操作与研究

人工分离的雄配子 (精细胞 ) 及其前身生殖细胞通称配子原生质体
,

扩而言之
,

分离的

雌配子 (卵细胞 ) 亦应属此范畴
。

国际上于 19 8 6年首次分离出大量的白花丹精细胞
。

同年
,

我们报道了绣球百合生殖细胞的压片分离
,

继之以蚕豆生殖细胞的渗击大量分离
。

至于雌配

子的分离
,

首先要经过胚囊分离的阶段
。

80 年代以来
,

我们先后在金鱼草
、

向 日葵与烟草中

分离出生活胚囊
。

胡适宜等在烟草和颠茄中分离出胚囊细胞原生质体
,

带动了国际上此后在

更多的植物中胚囊与卵细胞的分离研究
,

并成为后来精
、

卵体外融合的技术基础之一
。

以下

仅介绍本实验室近年在雌
、

雄配子原生质体操作方面的研究进展
。

2
.

1 生殖细胞与精细胞的分离

我们先后在 7 科 12 种植物中分离出大量生殖细胞
,

并针对不同植物花粉的生物学特点研

究出 4 种分离技术
;
首次试探 了分离的生殖细胞的培养并实现了其在离体条件下的核分裂

;应

用扫描电镜
、

视频增差显微活体观察
、

免疫荧光显微术等研究了生殖细胞离体后的形态结构

的变化
。

其中
,

关于生殖细胞在体内发育与离体后的微管骨架的变化规律的研究
,

是起步较

早与较为系统的
。

国际上多数由三细胞型花粉分离精细胞
,

仅在少数植物中是由二细胞型花粉分离
。

我们

由玉米
、

油菜
、

黑麦
、

紫菜苔等三细胞型花粉分离出精细胞
,

以后又在 5 科 8种具二细胞型

花粉的植物中开展 了精细胞分离的研究
,

其中多数植物是首次纪录
。

2
.

2 卵细胞与合子的分离

我们关于胚囊分离的研究
,

曾与离体雌核发育研究一起
,

获得 1 9 9 1年度国家自然科学奖
。

近年
,

在烟草上又进一步研究出分离胚囊的新技术
,

可以一次分离和收集数十个胚囊
,

进而

从 中分离与收集一定数 目的卵细胞与其它胚囊细胞原生质体
。

分离烟草受精后的胚囊及其中

的合子的技术也己研究成功
。

2
.

3 配子原生质体的融合

9 0 年代国际上植物有性生殖研究中的一项突破是玉米精
、

卵体外融合及培养的成功 (见

后文 )
。

为开展这一高难度的课题
,

我们先试验了生殖细胞和精细胞与其它原生质体的融合
,

研究了荧光预标记雄性细胞核以鉴定异核体的方法
。

为了适应精
、

卵单对融合的精密要求
,

创

建了在 P E G 微滴中以显微操作法融合单对原生质体的技术
,

并用之于烟草雌性细胞与各类原
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生质体 (包括雄配子原生质体 ) 融合
。

2. 4 合子的培养

无论是精
、

卵体外融合产生的
“
人工合子

”

或由体内直接分离的自然合子
,

数 目均很有

限
,

必须采用微培养技术
。

我们以烟草叶肉原生质体为先导
,

试验了微滴培养和微室饲养两

种方法
,

在一个微滴或一个微室中培养 5一 10 个原生质体
,

可分裂为多细胞团与愈伤组织
。

应

用微室饲养法培养烟草合子
,

已分裂为二细胞与多细胞结构
。

.2 5 钙与花粉管生长和受精

钙对花粉管生长有重要作用
。

但国际上多以离体萌发的花粉管为实验系统
。

我们从另一

角度研究雌蕊中钙的分布规律
,

以探讨其与花粉管生长的关系
。

超微细胞化学与 X 射线微区

分析表明
:

向日葵与棉花雌蕊的整个花粉管生长途径 (如柱头乳突
、

花柱引导组织
、

珠孔
、

珠

心退化细胞柱
、

退化助细胞 ) 中
,

均含有较相邻组织丰富的钙
;
并且钙多定位于花粉管所生

长的质外体系统 (胞间基质
、

细胞壁 ) 中
。

助细胞是胚囊中含钙最多的细胞
,

这和前人在小

麦闭和珍珠谷闭中的观察一致
; 不同的是

,

我们发现在向 日葵与棉花中
,

当花粉管到达胚囊前

即诱导两个助细胞之一钙量剧增
,

继之以该助细胞退化并吸引花粉管进入其中释放精子
,

而

前述两种禾本科植物的两个助细胞没有如上差别
。

关于钙对生殖核分裂的影响
,

前人尚未着重研究
。

我们应用钙离子通道阻滞剂 iN f ed ip ien

对烟草人工萌发花粉管进行处理
,

表明钙离子通道的畅通不仅对花粉管生长
、

而且对生殖核

的分裂有重要影响
。

钙离子载体 A 2 3 1 8 7 的实验也表 明
,

过高或过低的钙离子浓度对生殖核分

裂不利
。

3 国际研究动态与我们的对策

90 年代以来
,

国际上植物性细胞操作与研究达到 了新的水平
,

取得了不少突破性成就
。

了

解国际上有关研究的热点与趋势
,

对于我们今后的战略部署是必要的
。

3
.

1 精
、

卵体外融合

90 年代首次实现玉米精
、

卵体外融合并培养成多细胞结构
〔5 〕 ;

接着
,

用来自不同玉米品

种的精
、

卵融合
,

再生了杂种植株困
。

这一突破带动了几方面的研究
:

在融合技术上
,

除最初

的微电融合外
,

在高钙
、

高 p H[
7 〕

,

甚至一般有钙条件下
阳〕

,

精
、

卵亦易融合
。

在实验材料上
,

除玉米外
,

小麦精
、

卵融合〔列 ,

玉米卵细胞与其它禾本科植物精细胞融合 〔 ,。〕亦培养到多细胞

结构
。

在细胞学研究方面
,

对玉米精
、

卵融合及人工合子早期发育事态进行了观察
,

揭示了

合子壁再生
、

极性形成
、

合子不对称分裂等特点 〔`。 一 ’ “ 〕
。

精
、

卵体外融合的成功标志着高等植

物受精过程的研究从此可以置于人工控制的离体的条件下进行
。

3
.

2 合子与卵细胞培养

最近的另一项进展是合子培养
。

除前述
“

人工合子
”

培养外
,

大麦与小麦的自然合子培

养
,

亦再生了植株〔` 3〕
。

这就将植物胚腊培养的起点由本来就很困难的原胚阶段进一步提早到

合子阶段
。

未受精卵细胞的培养也有初步进展
:

分离的玉米卵细胞经外源生长素 2
,

4
一

D 短时

处理后再培养
,

已发育至多细胞构造〔`。」
。

下一步将是朝实现诱导未受精卵细胞离体雌核发育

为单倍体植株的目标前进
。

3
.

3 受精与胚胎发生初期的墓因表达
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:

花粉原生质体与配子原生质体操作的研究进展与前景

植物生殖过程中的基因表达研究
,

在花粉发育
、

胚胎发育方面已取得许多成就
,

然而涉

及有性生殖的中心环节
,

即受精和胚胎发生的启动
,

由于研究难度很大
,

目前仅仅开始
。

最

近
,

通过突变体分析
,

已分离出决定合子第一次分裂不对称性的基因〔“ 〕
。

应用 R T
一

P c R 技术
,

分别由 1 00 多个分离的玉米卵细胞和
“

人工合子
”

构建
。 D N A 文库 〔̀ 5 〕 ,

通过差异筛选分离出

卵细胞受精前
、

后的特异基因
。

可以预期
,

这将形成植物发育生物学研究中的一个新热点
。

3
.

4 雌
、

雄配子识别

关于植物传粉受精中的雌
、

雄识别
,

过去集中在配子体与抱子体组织之间的识别研究上
,

特别是对自交不亲和的识别机理有很深人的研究
。

近年开始探讨配子水平上的识别
,

以求最

终解开双受精之谜
。

80 年代曾企图由分离的精细胞制备单克隆抗体以寻找与识别有关的物

质
,

但未能解决好细胞纯化问题
。

90 年代以来取得若干新进展
:

发现单克隆抗体 IJ M S 与油菜

精细胞结合而不与中央细胞结合
,

并特异地标记细胞膜 〔` 6〕
。

还发现单克隆抗体 IL G 62 专一地

与百合生殖细胞及精细胞结合 〔`’ 〕 。

在我国
,

曹宗粪等近年也着手从大批量分离的玉米与百合

精细胞中提取其质膜并对质膜蛋白进行生化分析
,

初步发现了若干可能的精细胞特异蛋白
。

3
.

5 生殖工程

生殖工程是植物有性生殖研究在高技术中的应用
。

如前所述
,

植物生殖器官与组织的操

作
,

如花药培养
、

胚胎培养等已在育种中发挥作用
,

而性细胞及其原生质体的操作则为今后

的生殖工程提供新的技术源泉
。

利用有性途径进行植物遗传转化的研究
,

前人曾有专文评述
,

其中着重介绍了小抱子和花粉的转化 l[ 8〕
。

但以性细胞原生质体与合子为对象的研究可以说尚

未开始
。

我们曾撰专文
,

从宏观的角度论述了植物改良方法
,

由常规有性杂交到体细胞工程

再到性细胞工程的螺旋式历史发展趋势
,

预期一二十年内将会出现植物生殖工程研究的高潮
。

纵观近两年召开的国际植物有性生殖会议 ( 1 9 9 4
,

1 99 6)
,

这一趋势已经 日渐明朗
。

3
.

6 对策

植物有性生殖研究是植物发育生物学中的核心内容之一
,

而性细胞操作则是性细胞发育
、

受精与胚胎发生研究的重要手段
。

通过近十多年的努力
,

我国在这方面 已经打下了良好的基

础
,

作出了富有特色的研究成果
,

其中有些方面具有一定的优势
,

但迄今取得的成绩仍是阶

段性的
。

为了迎接 21 世纪的挑战
,

今后的战略应是
:

瞄准国际研究前沿
,

立足国内优势
,

依

仗有自身特色的实验系统
,

选准新的突破 口
,

从分子
、

细胞到个体各个层次上深人开展研究
。

其中
,

精卵体外融合和合子培养
、

受精和胚胎发生早期的基因表达
、

花粉原生质体和配子原

生质体的遗传转化等
,

应是既顺应国际趋势又符合我国国情的主攻方向
。
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