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植物性细胞
、

受精及胚胎发生离体操作

系统的创建与实验生物学研究

杨私远
`

周 嫦 孙 蒙祥

( 武汉大学生命科学学院植物发育生物学教育部重

赵 洁

点实验室
,

武汉 4 3 0 0 7 2)

〔关键词」 离体操作
,

实验生物学
,

性细胞
,

受精
,

胚胎发生
,

植物

我们从事植物生殖的实验研究已有近 30 年历

史
。

20 世纪 80 年代中后期
,

我们认识到实验胚胎

学的发展趋势是由器官
、

组织操作向细胞
、

原生质体

操作的水平提升
,

同时加强研究的多学科性与综合

性
,

从而提出了植物实验生殖生物学与生殖细胞工

程的研究思路
。

18 年来
,

我们按照这个 思路
,

先后

创建了性细胞的多种操作技术与实验系统
,

并 依靠

这些操作技术与实验系统探索了植物生殖过程中若

干环节的机理
。

本项研究先后受到国家自然科学基

金
’ `

八五
”

重大项目与
“

九五
”

重点项 目以及欧盟国际

合作项 目的资助
,

倾注了 2 0 多名教师
、

研究生及博

士后研究人员的心血
,

共发表学术论文 1 13 篇
,

其中

5 6 篇被 S C I 收录
。

阶段性研究成果获 19 8 7 年 国家

教委科技进步奖一等奖
,

2 0 0 3 年湖北省 自然科学奖

一等奖
。

总体研究成果获 2 0 0 4 年国家 自然科学奖

二等奖
。

1 方法学的创新

植物性细胞操作是最近 20 年来逐渐兴起 的研

究领域
,

我们除学习与借鉴前人的经
:
验外

,

更多依靠

自己的创新
。

其中有两点主要经验
:

1
.

1 针对不同性细胞的生物学特点摸索有效的操

作技术

所谓植物性 细胞原生质体
,

广义而言包括花粉

原生质体
、

雄配子原生质体 (精细胞及其前身生殖细

胞原生质体 )
、

雌配子原生质体 (卵细胞及中央 细胞

原生质体 )
、

合子原生质体等类型
,

他们在结构与生

理上各有不同特点
。

即使同一类性细胞
,

在不同植

物和不同发育时期中也各有千秋
。

因而没有万灵的

操作技术可以奏效
,

必须研究不 同性 细胞本身的生

物学特点
,

摸索 出适宜的措施
。

例如
,

分离花粉原生质体 曾是一些研究者在 20

世纪 70 年代初切望解决的课题
,

但花粉外壁含不被

酶解的抱粉素成分
,

使这一尝试失败
。

我们注意到
,

在一些百合科
、

石蒜科
、

莺尾科植物中
,

花粉具较长

的萌发沟
,

当吸水膨胀时
,

萌发沟因内部压力作用而

扩张
,

致使外壁裂开
,

从而使内壁暴露于酶液的面积

增大
。

由此绕开了酶解外壁这 一关
,

建立 了
“

水合
-

酶解
”

技术
,

使原生质体由剥离的外壁中逸出
。

这一

技术也成功地用于芸苔属植物花粉
。

但烟草花粉用

上述方法难以促使外壁裂开
,

因而又建立了分离烟

草花粉原生质体的
“

萌动
一

酶解
”

技术
。

又如花粉生殖细胞的分离
。

本项 目针对各种植

物花粉的特点
,

先后在 6 科 11 种植物中分别建立了

三种分离生殖细胞的技术
,

即
“

一步渗击法
” 、 “

二步

渗击法
”

与
“

低酶法
” 。

再如
,

卵细胞与中央细胞分离方法亦因植物而

异
。

本项 目首次在水稻上报道了手工分离卵细胞与

合子的
“

横断法
”

和分离 中央细胞的
“

刺压法
” ,

在烟

草上则研究出
“

酶解
一

渗击法
”

与
“

酶解研磨法
” ,

大大

提高了以往分离烟草雌性细胞与合子的效率
。

1
.

2 针对性细胞数量稀少的特点摸索操作技术的

微量化

分离的性细胞
,

尤其是雌性细胞数量偏少
,

难以

采用通常体细胞操作中那样较大群体的培养
、

融合

及转化方法
,

而必须在操作技术的微量化上下工夫
。

例如
,

离体受精要求在一对雌
、

雄细胞之间进行

融合
。

这方面国外已有
“

微电融合
”

的成功先例
。

我

.

中国科学院院士
.
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们起初试图引进这一专用设备
,

未果
,

不得不另辟蹊

径
。

最后终 于建立 了在 P E G (聚乙二醇 )微滴 中诱

导单对原生质体技术
,

实现 了性细胞的
“

一对一
”

融

合
。

该技术立足于将现有 P E G 诱导原生质体群体

融合的常规方法加以微量化
、

精确化
,

并具有不依赖

昂贵进 口设备的优点
。

此项技术已被欧美研究者采

用
。

合子培养同样要求培养技术的微量化
。

我们吸

取国外
“

微室培养
”

的成功经验
,

同时 自行摸索匹配

的饲养细胞
,

取得了由少量合子培养再生植株的成

功
。

在此基础上又提出合子转化的任务
。

合子数量

少
,

体积小
,

国外只有个别实验室采用显微注射外源

基因进行合子转化
,

但技术难度大
,

效率很差
。

我们

自行研制了一种简易装置安装于电激仪中
,

使常规

的电激技术适应 了微量细胞的操作
,

兼有合子不易

流失和电激后易于培养的优点
。

片 ) ; ( 2) 水稻合子培养实验系统
,

达到了多细胞团 ;

( 3 ) 水稻原胚培养实验 系统
,

由开花后 2一 3 d 的幼

小原胚培养 出再生植株 ; ( 4) 合子与幼胚 电激转化

实验系统
。

烟草合子表达了外源基因 ;水稻幼胚再

生了转基因植株
。

此外
,

受精前后的中央 细胞培养

也产生了细胞团
。

2
.

4 早期胚胎发生基因表达实验系统

建立了由分化前后幼胚构建
C D N A 文库筛选优

势表达基因实验系统
,

及单胚与单细胞 R T
一

P C R 技

术
,

为进一步研究单个卵细胞
、

合子及幼胚的基因表

达奠定了基础
。

2 实验系统的创建

实验 系统是研究发育机理和开展生殖工程的有

力的技术平台
,

因而是本项 目研究的重点
。

通过多

年研究
,

我们创建了多个新的性细胞操作实验系统
。

2
.

1 花粉原生质体与脱外壁花粉实验系统

花粉原生质体与脱外壁花粉分别是脱去花粉两

重壁或仅脱去外壁的单位
。

花粉壁的剥脱有利于融

合与转 化
。

本项 目创建 了如 下独特 的实验 系统
:

( 1) 幼嫩花粉原生质体与脱外壁花粉培 养系统
,

分

别培养出多细胞团与再生植株 ; ( 2) 花粉原生质体

与体细胞原生质体融合的
“

花粉
一

体细胞杂交
”

实验

系统
,

培养出三倍体杂种植株 ; ( 3) 脱外壁花粉人工

授粉实验系统
,

可实现体外的受精
、

结实与出苗
。

以

上均为国际首创
。

2
.

2 离体受精实验系统

迄今为止
,

离体受精仅在以玉米为代表的单子

叶植物中获得成功
。

本项 目以烟草为材料
,

以 自创

的上述
“ P E G 微滴融合

”

技术首次开展 了双子叶植

物中的离体受精研究
,

实现了离体的双受精 (即卵细

胞与中央细胞分别和精细胞融合 )
。

2
.

3 合子与幼胚培养及转化实验系统

合子培养是几十年来胚胎培养由成熟胚到幼胚

再到合子操作技术不断发展的必然趋势
。

20 世纪

9 0 年代以来
,

合子培养 已在数种禾本科植物中取得

成功
,

但在双子 叶植物中尚无报道
。

本项 目以烟草

与水稻为材料
,

建立了如下实验系统
:

( l) 烟草合子

培养实验系统
,

获得了可育的再生植株 (本期封面照

3 生殖生物学探索

体外研究的优点是不仅可在一定程度上模拟体

内发育过程
,

而且可以通过人工干预改变发育方 向
。

体外与体内研究互相参照
,

有时能达到单凭体 内研

究难以企及的目的
。

本项 目做了如下研究
:

3
.

1 花粉生物学研究

( 1) 花粉两条发育途径的探索
。

花粉具有配子

体发育与抱子体发育两种潜能
,

这 已为花粉培养实

验所证实
。

本项 目通过花粉原生质体和脱外壁花粉

实验进一步表明
:

脱壁花粉同样能通过抱子体发 育

启动胚胎发生
,

以至再生饱子体植 株 ; 在一定条件

下
,

也能进行配子体发育萌发花粉管实现受精
。

证

实了我们早先提出的花粉原生质体两条发育途径的

设想
。

( 2) 花粉转化的探索
。

花粉壁
,

特别是外壁
,

是外源基因导入的障碍
。

通过脱外壁花粉与花粉原

生质体的电激或基因枪实验
,

大大提高了外源基因

的导入效率
,

提示花粉原生质体和脱外壁花粉是转

化的良好受体系统
。

( 3) 花粉生殖细胞的研究
。

研

究了生殖细胞微管格局与细胞形态变化的关系
。

应

用离体培养技术
,

揭示 出生殖细胞在离体后能保持

一定的核分裂能力
。

3
.

2 受精生物学研究

( 1) 受精过程生活动态的观察
。

体 内方法难 以

观察受精过程的生活动态
,

离体受精系统为此打开

了方便之门
。

本项 目以显微录像方法观察记录了从

雌
、

雄配子接触开始
,

到雄配子进入雌配子细胞质
,

再到雌
、

雄核融合的连续过程
,

揭示了若干新现象
。

( 2) 多精入卵机制的探索
。

以实验方法使两个雄配

子同时或异时地与雌配子接触
,

对植物 防止或容许

多精入卵的条件提出了见解
。

( 3) 细胞体积在融合

中作用的探索
。

对不同大小的细胞进行融合实验
,

研究细胞体积对融合速度与模式的影响
,

试 图从新
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的角度对进化过程中雌雄配子体积差异愈来愈大的

趋势提出解释
。

3
.

3钙
、

钙调素与植物激素在受精与合子发育中的

变化

() 1钙与钙调素对花粉管生长与生殖核分裂的

影响
。

应用外源钙
、

钙离子载体
、

钙离子通道阻滞

剂
、

外源钙调素及其拮抗剂
,

分别研究了其对花粉管

生长和花粉管中生殖核分裂的影响
,

其中对生殖核

分裂的影响属首次报道
。

( 2) 受精过程中钙
、

钙调

素与植物激素的变化
。

应用超微细胞化学
、

免疫金

电镜
、

RN A 原位杂交等方法
,

揭示了 由柱头经花柱

到珠孔的整个花粉管生长轨道是富含钙的质外体系

统 ;助细胞在授粉前后钙含量出现规律性变化 ;受精

过程中胚囊内质外体中出现可能与雄配子运输有关

的钙调素区带
。

在此基础上提出了雌蕊与胚囊中存

在几类 质 外体系统
,

并 论证了其与受精的关系
。

( 3) 合子发育过程中钙的变化
。

受精后合子有一个

发育过程
,

在这一过程中钙含量呈现有规律的增长
,

探讨 了钙的变化与合子激活间可能存在的关系
。
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国家自然科学基金委员会工作人员公务活动八项规定

( 2 0 0 5 年 7 月 5 日通过 )

为进一步贯彻执行党中央
、

国务院关于党风廉

政建设有关规定
,

加强国家自然科学基金委员会 (以

下简称自然科学基金委 )的党风廉政建设
,

维护科学

基金的公正性
,

维护 自然科学基金委声誉
,

结合我委

工作实际
,

特制定自然科学基金委工作人员公务活

动八项规定 (简称
“

八不准
”

)
。

一
、

不准我委在编工作人员 申请或者参加申请

科学基金项 目

二
、

不准接受来委办事的项 目依托单位人员任

何名义的宴请

三
、

不准我委工作人员 (包括在编
、

兼职
、

兼聘

人员 )泄漏同行评议人姓名
、

评审会发表意见人的姓

名和审批决定未公布前的评审意见
、

评审结果等

四
、

不准在科学基 金资助项 目的评审
、

中期检

查
、

鉴定
、

验收
、

考察调研以及到项目依托单位介绍

科学基金管理工作等公务活动中收取报酬

五
、

不准在评审会议期间接受单位或个人与项

目评审有关的邀请和来访

六
、

不准在项 目依托单位报销任何费用及接受

项目依托单位和受资助个人的任何礼品
、

礼金和各

种有价证券

七
、

不准参加项 目依托单位和受资助个人安排

的旅游及各种娱乐活动

八
、

不准我委在编人员 (兼职人员除外 )兼任项

目依托单位的专业技术职务和行政职务

以上规定
,

自然科学基金委各级工作人员均 须

严格遵照执行
,

并且接受科学基金项 目依托单位及

科技工作者的监督
,

对违反者
,

将按照党纪政纪的有

关规定从严处理
。

本规定自 2 005 年 8 月 12 日起执行
,

原 (国家自

然科学基金委员会工作人员公务活动八项规定 )同

时废止
,

纪检监察审计局负责解释
。


