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摘要 :高温热激处理茄子小孢子是改变其离体发育方向的主要途径 ,但是热激后小孢子培养的成功率很低。本试验对热

激处理 0、2、4、6、8 d的小孢子进行离体培养和细胞学研究。结果表明 ,培养中膨大的小孢子活力最高 ,不膨大的小孢子

逐渐死亡。热激 6 d的小孢子群体的膨大率最高、活力最高。诱导小孢子离体形态发生有必要游离纯化膨大的小孢子 ,

去除衰败小孢子的负面影响。
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Cytological Analysis of Heat Shock Effects and Developmental Capacity of
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Abstract: Heat shock p retreatment is a main way to change the development pathway for m icrospore in egg2
p lant. The enlarged m icrospore showed high FDA stain levels, among which the highest signal level was found

in the 6 d2HS population, whereas the unenlarged m icrospore population showed lower FDA stain levels and

underwent degeneration in the further culture step s. It is suggested that to obtain high2levelm icrospore morpho2
genesis, the enlarged m icrospore population should be isolated from the small ones for further in vitro culture.
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　　小孢子培养已成为国内外生物技术领域中最活跃

的研究课题之一。随着科学技术的发展 ,其应用范围

日趋广泛 ,尤其在作物育种方面加快了育种进程 [ 1, 2 ]。

目前大多数小孢子培养成功的例子中 ,只有在小孢子

培养前经过各种预处理 (如低温、热激、饥饿等 )才能

启动小孢子脱分化并进而发育成植株。茄子小孢子培

养也不例外 ,茄子小孢子培养的预处理主要集中在培

养前的花蕾、花药预处理或游离小孢子培养的前期阶

段。高温热激预处理是促进细胞对称分裂 ,改变小孢

子发育方向的主要途径 [ 3 ]。M iyoshi等 [ 4 ]关于茄子游

离小孢子培养的研究结果表明 ,热激处理对小孢子愈

伤组织的诱导是先决条件 ,热激处理对于雄核发育的

启动有较好的效果。这在烟草 [ 5, 6 ]与芸薹属 [ 7 ]小孢子

培养中也得到了证实。董艳荣 [ 8 ]认为 ,小孢子经过热

激等处理后 ,从形态上改变了极性分布 ,从生理生化上

改变了细胞的生理状态 ,因而导致其分裂方式和发育

途径发生改变 ,导致小孢子偏离配子体发育方向。连

勇等 [ 9 ]研究结果表明 ,经 36℃高温热激处理后形成胞

质致密膨大的小孢子才能进一步分化、分裂成愈伤组

织颗粒。

茄子小孢子离体形态发生一直是农业单倍体育种

的难题 [ 10 ]
,克服形态发生困难的方法除了热激处理之

外 ,还有改善后期培养条件和筛选高发育潜能群体等

方法。最近黄先群等 [ 11 ]发现 ,油菜高发育潜能群体与

热激后小孢子的膨大有正相关。

本试验重点研究热激预处理阶段小孢子的活力、

膨大率以及小孢子的离体发育潜能 ,为进一步优化茄

子离体小孢子形态发生提供优化试验条件。
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1　材料与方法

1. 1　试验材料

茄子二倍体栽培种材料 Z 1 (圆杂 2号 )、Z 3 (绿抗

F1 )、Z 5 (欧长箭 )。

试验材料由中国农业科学院蔬菜花卉研究所茄子

组提供 ,种植于廊坊试验基地。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　茄子小孢子发育时期的鉴定

A.取材

摘取发育正常 ,无表面损伤、花萼包裹紧密的花

蕾。花蕾采集的标准 :花蕾萼裂基部与花冠长之差为

0～2 mm的花蕾。

B.显微观察

取待检花蕾 1个花药 ,游离于 70%的酒精中固定

15 m in,离心 ,倒掉酒精 ,加入 1μg/m lDNA特异荧光染

料二盐酸 24, 62脒基 222苯基吲哚 (异硫酸荧光素 , 4, 62
danidino222phenylindole dihydrochloride2DAP I)水溶液

染色。取 1滴小孢子溶液 ,滴到载玻片上 ,盖上盖玻

片 ,然后放到 Axivert 40 CFL倒置荧光显微镜下观察 ,

鉴定小孢子的发育时期 ,选取小孢子处于单核靠边期

(图版 , a)的花药进行预培养。

1. 2. 2　小孢子的细胞学观测

A.材料的处理

选取小孢子发育处于单核靠边期的花蕾 ,加入洗

涤灵用自来水冲洗干净 ,再用 75%的酒精表面消毒

0. 5～1 m in,然后用 6. 5%的次氯酸钠溶液消毒 15

m in,最后用无菌水漂洗 3次 ,每次 5 m in。在超净工作

台中用无菌的镊子从消毒灭菌后的花蕾中剥出花药 ,

接种到含有预处理培养基的培养皿中。每皿接种 2个

花蕾的花药。放入 36 ℃ (高温热激 )的培养箱中 ,进

行预处理。

预处理培养基 : MS + 2, 42D 0. 2 mg/L + KT 1. 0

mg/L + 7 g /L琼脂 + 3%蔗糖 , pH 5. 8, 121 ℃高压灭菌

15 m in。

液体 KM培养基 : KM + 2, 42D 0. 2 mg/L + 62BA

1. 0 mg/L + KT 1. 0 mg/L , pH 5. 8,过滤灭菌。

固体培养基 :MS + 62BA 2 mg/L + 7 g/L琼脂 + 2%

蔗糖 , pH 5. 8, 121 ℃高压灭菌 15 m in。

B.小孢子活力的测定

荧光素二乙酸酯 ( fluorescein diacetate, FDA )溶液

的配制 :取 0. 05 g FDA放入 10 m l离心管中 ,加入 10 m l

丙酮 ,配制成 0. 5%的 FDA溶液 ,取 200μl 0. 5%的

FDA溶液加入 100 m l液体 MS培养基得到 0. 01%

(100μg/m l)的 FDA染液。置于 - 4 ℃的冰箱中保存

备用。

活力 = FDA正染色的小孢子数量 /视野中所有小

孢子的数量 (包括有活力的和无活力的 ) ×100%。

将热激预处理的花药在处理 0、2、4、6、8 d后在超

净工作台中取出 1枚花药 ,放在载玻片上 ,加 1滴 FDA

染液 ,用小刀轻压花药挤出花粉 ,加盖玻片 ,染色 5

m in,然后放到 Axivert 40 CFL倒置荧光显微镜下观察。

试验重复 3次 ,每次选取 10个视野 ,计算小孢子活力。

同时也观察记录小孢子中膨大的小孢子的数量及不膨

大的小孢子的数量。萎缩的小孢子只要形态上仍可鉴

别出是小孢子则计数 ,如果已经解体变成沉淀物而无

法鉴别和计数则不予统计。

把镜检中 FDA亮绿色反应的小孢子记为有活力

的小孢子 ,把没有或发出微弱绿色荧光的小孢子规定

为无活力的小孢子。

C.小孢子大小和膨大率的测定

将经过热激预处理的花药在处理 0、2、4、6、8 d后

在超净工作台中取出 1枚花药 ,放在载玻片上 ,在测定

小孢子活力的同时 ,在荧光显微镜下用测微尺 (1小格

= 2. 5μm )测定有活力小孢子及无活力小孢子的直

径。选取 3个视野 ,每个视野各测 10个小孢子 ,重复

3次。

膨大率 =膨大小孢子的数量 /视野中所有小孢子

的数量 (包括膨大的和干瘪的 ) ×100%。

D.离体培养阶段小孢子的细胞学观察

将在黑暗条件下热激 (36 ℃)处理 6 d、膨大、无污

染的花药 ,在超净工作台中 ,用解剖刀将花药切成两

段 ,然后轻轻挤压花药 ,将小孢子游离于 MS洗涤培养

基 (MS大量元素、微量元素、铁盐、有机物、3%蔗糖、

pH 5. 8～6. 0、121℃灭菌 15 m in)中。经 200目尼龙网

膜过滤到 10 m l离心管中 ,滤液在 800 r/m in的速度下

离心 5 m in,沉淀小孢子 ,弃去上清液。再加入 MS洗

涤培养基 ,悬浮离心沉淀物 ,再离心。如此重复 3次。

最后倒出上清液 ,向离心管中加入 KM液体培养基悬

浮小孢子 ,然后分装到直径为 60 mm的培养皿中 (每

皿约 2个花蕾的花药 ) ,每皿 5 m l培养基 ,用 Parafilm

封口 , 25 ℃黑暗条件下培养。

分别在培养的 4、20、30 d时于显微镜下观察小孢

子的离体形态发生情况 ,记录小孢子的膨大率、死亡率

以及小孢子的形态发生情况。观察方法同上。

2　结果与分析

2. 1　热激时间对小孢子活力及膨大率的影响

不同品种的小孢子对温度预处理的敏感性略有差

异 ,但反应趋势基本一致。热激前 ( 0 d) ,在检测的
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Z 1、Z 3、Z 5三个品种的小孢子中都检测出 FDA正染

色 ,发出强烈的绿色荧光 ,在 3个品种中都超过总数的

85%以上。36 ℃热激 2 d时 ,检测出的小孢子的活力

最低。热激处理 4 d和处理 6 d时 ,小孢子的活力和膨

大率有所提高 ,其中以热激 6 d时的小孢子活力及膨

大率最大。之后 ,热激 8 d时 ,小孢子的活力及膨大率

又下降 (图 1)。

在试验中发现 ,未热激过的小孢子没有膨大。活

力并不到 100%。小孢子虽然形态上没有区别 ,但

25%的小孢子 FDA染色变暗或没有荧光信号。说明

体发育的小孢子已经在生理水平上出现了衰亡和成活

的二型性。

热激 2 d后 ,一般只有膨大的小孢子才能检测出

FDA正染色。热激 6 d后膨大的小孢子也出现负染

色 ,说明膨大的小孢子也出现了生理水平上的衰亡和

成活的二型性。

值得注意的是 ,小孢子活力和膨大率的数值与小

孢子观察统计的方法有关。由于最早衰败的小孢子在

热激最初仍然可以计数 ,因此热激 2 d的小孢子活力

和膨大率相对低 ;当最早衰败的小孢子在热激培养一

定时间后变得枯瘪难辨 ,不可以计数时 ,小孢子活力和

膨大率则相对较高 ,直到热激 8 d又一次在膨大的小

孢子群体中出现衰亡和成活的二型性分化。

活力检测和膨大率观察结果表明 ,在 36 ℃热激处

理 6 d时小孢子的膨大率以及小孢子的活力达到最

大 ,花药热激预处理 6 d时 ,是茄子小孢子离体培养的

最佳时间。因此 ,在以后的实验中均用热激处理 6 d

的小孢子作为材料。

图 1　热激处理时间与小孢子的活力及膨大率的相关性

2. 2　不同热激时间对小孢子发育的影响

在荧光显微镜下观察热激后的小孢子 ,有活力的

小孢子具有大的直径、丰富的细胞质和近圆形的外形 ,

而逐渐衰败中的小孢子 ,直径明显小于有活力小孢子

的直径 ,缺乏细胞质 ,外壁皱缩 (图版 2b)。虽然不同

品种间存在一定的差异 ,但总的变化趋势相差不大。

未经处理时 Z 1、Z 3、Z 5三个品种有活力小孢子的直

径分别为 32. 59μm、32. 11μm、33. 12μm ,而没有活力

的小孢子的直径分别为 24. 43μm、24. 52μm、21. 87μm

(图 2～4)。

通过显微观察 ,在热激处理中出现两种不同类型

的小孢子。第一种小孢子直径随着培养天数的变化而

逐渐增大 , 6 d时达到最大值 ;第二种小孢子直径在处

理最初的 2 d下降 ,在以后的处理中变化不大。FDA

染色观察显示 ,膨大的小孢子在培养初期多数为有活

力的小孢子 ;不膨大的小孢子在培养初期的活力就低 ,

后期逐渐死亡并解体。

·3·

研究报告　　李　华 等 :茄子小孢子热激效应和发育潜能的细胞学分析



2. 3　离体培养阶段小孢子的细胞学观察

热激处理 6 d后 ,游离 Z 1、Z 3、Z 5三个品种的小

孢子 ,在液体 KM培养基中暗培养。每周对培养的小

孢子进行细胞学镜检。结果表明 ,小孢子出现明显的

二型性分化 ,一部分膨大 ,绝大多数小孢子不膨大 (图

版 2b)。FDA染色反应表明 ,只有热激后膨大的小孢

子存在正染色反应 ,表明其是有活力的。在膨大的小

孢子中 ,有些能在培养 20 d后进行细胞分裂 (见表 1;

图版 2d)。未膨大的小孢子干瘪 ,死亡 ,没有发现有细

胞分裂。

许多膨大的小孢子随着持续培养停止发育并败

育。小部分膨大的小孢子在培养 30 d后产生多细胞

团 (图版 2e) ,并在转入固体培养基后形成愈伤组织团

(图版 2f)。产生的愈伤组织继而转到固体培养基上进
行培养诱导不定芽和再生植株的生成 (图版 2g)。
表 1　热激 6 d的小孢子在游离培养 20 d后的细胞学特性

品种 观察小孢子总数
膨大小孢子

( % )
膨大小孢子
分裂 ( % 3 )

未膨大小孢
子分裂 ( % )

Z 1 943 2. 3 22. 7 0

Z 3 977 2. 5 25. 0 0

Z 5 851 3. 6 29. 0 0

平均 2. 8 25. 6 0

　注 : 3膨大小孢子分裂百分数 =膨大小孢子分裂数 /膨大小孢子数 ×

100%。

3　讨　论

在小孢子培养中 ,一段时间的高温预处理对于小

孢子脱分化能力的提高十分有效 ,这已在前人的研究

中得到证实。北京市农林科学院蔬菜研究中心 [ 7 ]在

大白菜小孢子培养中给予 24 h的热激预处理对小孢

子胚胎发生具有诱导作用。陈文辉等 [ 12 ]的甘蓝和青

花菜杂种小孢子培养试验表明 ,以 34 ℃热激处理 48 h

产生小孢子胚胎的量最多。本试验的研究结果表明 ,

36 ℃热激处理 6 d,小孢子的活力和膨大率最高 ,说明

了热激处理 6 d是茄子小孢子游离培养的最佳时间。

本试验揭示了小孢子二型性的 2次启动时间 :一

次是在花药内自然发育的小孢子 ,一次是热激 6 d后

膨大的小孢子。同时 ,本实验还证明了二型性与活力

的相关性和与发育能力的相关性。本试验首先在热激

处理前的小孢子的直径和活力检测中发现小孢子生理

上出现活力差异而形态仍保持同一 ,但一经热激处理

2 d,就出现了形态的二型性分化。其次 ,在热激处理

后的小孢子的直径和活力检测中发现小孢子出现诱导

性二型性现象 ,即一部分小孢子膨大 ,另一部分小孢子

不膨大。在热激处理 6 d时出现了膨大小孢子的膨大

率和活力的增大变幅 ,并在热激处理 8 d时出现明显

的二型性分化。这种诱导性二型性在后期的发育中表

现出与发育的明显联系 :膨大的小孢子有的可以进行

细胞分裂 ,而不膨大的小孢子完全停止发育。通过

FDA染色分析证明 ,小孢子二型性与活力相关 :凡是

不膨大的小孢子在培养稍后期都表现为 FDA负染色。

在大麦 [ 13 ]、玉米 [ 14 ]小孢子原位发育过程中曾发现二

态性现象。本试验小孢子活力镜检结果表明了从小孢

子最初培养的单核靠边期开始二型性现象虽然不明

显 ,但其细胞生理学的差别就已经存在 ,表现为 FDA

染色反应的强弱程度。这可能是小孢子在后期离体发

育中出现二型性的基础。黄先群等 [ 11 ]对甘蓝型油菜

游离小孢子胚胎发生的研究表明 ,热激培养 2 d后小

孢子的膨大率是衡量小孢子胚胎能否发生的一个有效

指标。本试验以温度处理后小孢子膨大作为小孢子脱

分化发生的启动标志 ,得到相似的结果。

在油菜中黄先群等 [ 11 ]发现的、和在本实验的茄子

中发现的膨大率和活力作为小孢子诱导离体形态发生

潜能的早期指标 ,对单倍体育种生物技术发展具有重

要指导作用。由于死亡的小孢子可能释放不利于细胞

生长的物质 ,对小孢子造成毒害 ,从而降低小孢子的离

体形态发生率。为得到理想的试验结果 ,需要对有高

的离体形态发生潜能的小孢子进行纯化 ,然后重新设

置其细胞密度等培养条件。本试验提供的小孢子二型

性特征可以作为通过滤网或梯度离心纯化小孢子的依

据。我们的初步实验表明 ,通过小孢子纯化 ,去除未膨

大的衰败小孢子 ,可以提高小孢子的离体形态发生率。
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　　图版说明 : a. DAP I镜检。示单核靠边期的小孢子 (箭头 ) ; b. FDA染色后的小孢子活力鉴定。少量小孢子失去活性 (箭头 ) ;

c.热激处理 6 d部分小孢子膨大 (箭头 ) ; d.热激处理 6 d的小孢子游离培养 20 d,小部分膨大的小孢子开始分裂 (箭头 ) ;

e. 热激处理 6 d的小孢子游离培养 30 d后 ,分裂的小孢子继而形成多细胞结构 ; f.小孢子游离培养形成的多细胞结构

在固体培养基上培养 40 d后形成的愈伤组织 ; g.游离小孢子培养所产生的愈伤组织进一步诱导生成的试管苗。
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