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Abstract 
In prior studies, the exine-dehisced microspore could also embryogenesis. Early events in micro-
spore embryogenesis, such as polarity establishment, cell wall development, and the first division 
plane decision were investigated to reveal the mechanism controlling the process. In this paper, ra-
peseed exine-dehisced microspores were used to reveal the roles of exine for microspore embryo-
genesis by ultrastructural observation. The results show that some ultrastructural characteristic of 
the microspore is comparable to that of zygote, and that the dividing behavior of some exine-de- 
hisced microspore is similar to that of zygotes which could divide asymmetrically, resulting in two 
different daughter cells. This observation suggested that broken exine may play an important role 
in the polarity establishment during microspore embryogenesis. 
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摘  要 

前期研究表明，油菜裂外壁小孢子也能胚胎发生。本研究以油菜裂外壁小孢子为材料，利用超微结构显

微观察了破裂的外壁对胚胎发生的影响。结果表明，裂外壁小孢子可表现出与合子相似的某些结构特征；

与合子进行不均等分裂而形成形态、结构迥异的顶基细胞类似，裂外壁小孢子也可以进行不均等分裂，

形成大小和结构不同的两个子细胞。这些结果暗示破裂的外壁在小孢子极性生长和启动胚胎发生过程中

重要作用。 
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1. 前言 

油菜小孢子离体实验表明，相当一部分裂外壁小孢子具有类似于合子胚的发育途径，在培养过程中

形成胚柄[1] [2]。研究者认为，外壁的弹性和刚性及其活性成分也许均在胚胎发生过程中发挥作用。烟草

合子离体实验也表明，细胞壁存在的不同状态显著影响合子的分裂模式以及发育命运；只有细胞壁相对

完整、合子保持纵横比大于 2.0 的合子，才可基本遵循体内的发育模式，在合适的培养条件下形成与体

内模式基本相同的胚[3]。 
我们所诱导的能够产生胚柄且从第一次分裂似乎就奠定了顶–基轴向的小孢子胚胎发生，其结构和

发育过程是否存在与体内合子相似的机制？外壁在其中如何发挥作用？是否与胚胎发生有关？本文就此

问题进行探讨。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料 

供试材料为油菜[4]，2013 年九月下旬播种于武汉油料作物研究所田间，十月移栽，次年 3~5 月开花

时取材。 

2.2. 裂外壁小孢子的制备与培养 

选取小孢子处于单核晚期、长约 3 mm 的花蕾为材料。直接置于 4%的次氯酸钠溶液中消毒 10 min，
无菌水冲洗 3~4 次。加入 NLN13 [5]培养基 4 mL，用平头玻棒轻轻挤压花蕾，使小孢子游离至培养基中，

通过 50 μm 孔径尼龙筛网除去残渣后，在转速为 500 转/min 条件下离心 6 min，加入新鲜 NLN13 培养基

重复三次。最后收集小孢子，用 NLN13 培养基使小孢子重悬，将小孢子密度调至 4*104/mL，32℃恒温

暗培养。 

2.3. 透射电镜样品制备与观察 

在倒置显微镜下，用自制微吸管将目标材料吸出，置于戊二醛终浓度为 1%的钱固定液中，在 4℃下
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固定 1 h。立即吸一小滴(约 20 μL)已融化的 35℃~40℃的琼脂(SEAPREP, Catalog No.50302, FMC)覆盖其

上，置于 4℃冰箱中约 10 min。沿皿壁缓缓加入戊二醛终浓度为 2%的前固定液于小培养皿中。预包埋块

与培养皿底分离后，置于 4℃冰箱中继续固定 2 h。然后按常规电镜样品制备步骤固定、脱水、渗透、包

埋于聚合、切片和染色。样品用 Jeol 100 CX 电子显微镜观察。 

3. 实验结果 

3.1. 油菜裂外壁小孢子的超微结构 

油菜小孢子在单核晚期时，细胞中央有一个大的液泡，细胞核在中央大液泡的挤压下，位于细胞边

缘。培养后，部分裂外壁小孢子开始表现出与合子相似的结构(图 1(1))，细胞核、液泡和细胞器均沿着与

外壁断裂面垂直的方向呈极性分布。细胞质中细胞器丰富，包括线粒体、质体、造粉体、脂质体、内质

网和高尔基器等(图 1(1))。质体和造粉体主要分布在细胞核的周围；脂质体的数目因材料而异，有的小孢

子中脂质体较多，但也有小孢子中没有发现脂质体。内壁内侧有次生壁形成(图 1(1)-(2))。 

3.2. 裂外壁小孢子的不均等分裂 

与合子进行不均等分裂而形成结构迥异的顶、基细胞相似，有的裂外壁小孢子也进行不均等分裂，

形成大小和结构均不同的两个子细胞(图 2)。这种小孢子的分裂方向一般与外壁断裂面平行，其中一个子

细胞位于外被包被端，另一个子细胞不被外被包裹。一般一个子细胞具有较大液泡，细胞质较少，但染

色较深，在液泡的挤压下，沿细胞核和细胞边缘分布(图 2(1))。另一个子细胞没有大液泡，只有数个体积

较小的液泡；细胞质较多，染色较浅，细胞器丰富，包括线粒体、淀粉和嗜锇颗粒等(图 2(2))。这些结果

与合子的结构和第一次分裂特征相似。 

3.3. 油菜裂外壁小孢子分裂的多样性 

相对于第一次分裂方向多表现为与外壁断裂方向重合、平行，裂外壁小孢子第二次分裂的情况比较

复杂，存在多种可能(图 3)；1) 两个子细胞，一个沿与外壁断裂面平行的方向分裂，另一个沿与外壁断

裂面垂直的方向分裂(图 3(1))；2) 两个子细胞的分裂面都垂直于外壁断裂面(图 3(2))；3) 两个子细胞的

分裂面都平行于外壁断裂面。前两种情况出现较多。 

3.4. 裂外壁小孢子发育过程中淀粉粒的分布 

烟草离体合子在第一次分裂后，淀粉粒明显增多。在油菜裂外壁小孢子胚胎发生过程中也存在类似

的现象，淀粉粒在小孢子分裂后明显增多。有的裂外壁小孢子在分裂后，淀粉粒生长旺盛，充满曾哥造

粉体的内部空间，发育为复淀粉粒(图 4)。 

4. 讨论 

4.1. 外壁破裂在小孢子发育中的作用 

小孢子外壁通常具有如下作用：1) 外壁的弹性对细胞具有一定的束缚作用；2) 外壁的隔离减少与外

界交流的表面积；3) 外壁提供一些活性因子对细胞代谢产生影响[4] [6]。而外壁的破裂则可能改变了：

1) 细胞各个部位承受的机械压力；2) 细胞各个部位与外界接触和交流的程度；3) 表面活性因子的分布。

这样，破裂的外壁就作为一种不均一的环境信号因子，决定胚胎发生过程中细胞的定向扩展和极性轴的

排列。同时，裂外壁小孢子与具完整外壁小孢子胚胎发生不同，具完整外壁小孢子胚胎发生只有均等分

裂，不产生具胚柄的胚，而裂外壁小孢子的分裂模式可以为均等，也可以为不均等两种，大部分裂外壁

小孢子所形成的胚能形成与合子胚类似的胚柄结构。 
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1 为结构与合子相似的裂外壁小孢子，示细胞核、淀粉粒等细胞器均沿着与

外壁断裂面近似垂直的方向呈极性排列；2 为 1 中所示裂外壁小孢子的另一

张超薄切片，示大液泡。V：液泡，N：细胞核，S：淀粉粒，In：内壁，

SCW：次生细胞壁，Os：复淀粉粒。Bar = 2 μm 

Figure 1. Ultrastructural observation of exine-dehisced micro-
spore 
图 1. 裂外壁小孢子的超微结构观察 

 

 
1 为发生不均等分裂的裂外壁小孢子，其中一个子细胞含大的液泡，并示细

胞核；2 为 1 所示裂外壁小孢子的另一张超薄切片，其中一个子细胞含小液

泡，并示细胞核。V：液泡，S：淀粉粒，M：线粒体，N：细胞核，E：小

孢子外壁。Bar = 5 μm。 

Figure 2. Ultrastructural observation of the first divided exine- 
dehisced micropsore 
图 2. 发生一次分裂的裂外壁小孢子的超微结构观察 

 

 
1 为已分裂两次的裂外壁小孢子，其中一个子细胞发生的分裂与第一次分裂

近似垂直(箭头所示)；2 为已发生两次分裂的裂外壁小孢子，两个子细胞都

发生了分裂。N：细胞核，Nu：核仁，S：淀粉粒，V：液泡。Bar = 5 μm。 

Figure 3. Ultrastructural observation of the several divided ex-
ine-dehisced microspore 
图 3. 发生几次分裂的裂外壁小孢子的超微结构观察 
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Figure 4. The exine-dehisced microspore (shown osmiophilic 
granules). N: nucleus, S: starch grain, Os: osmiophilic gra-
nules, V: vacuole. Bar = 0.5 μm 
图 4. 裂外壁小孢子，示复淀粉粒。N：细胞核，S：淀粉

粒，Os：复淀粉粒，V：液泡。Bar = 0.5 μm 
 

裂外壁小孢子胚状体轴向的排列以及取向都与破裂的外壁有关。先前的研究表明，小孢子外壁的破

裂诱导了细胞极性的产生[2]，这种极性可能决定了胚胎发育的轴向的确定以及细胞命运的抉择。但是，

极性的产生与细胞分裂面的排列是解偶联的，细胞分裂面总是与外壁的断裂面平行或重合，推测可能与

外壁的机械压力有关。尽管裂外壁小孢子第一次分裂之后在发育过程中分裂方向存在多样性，无论是均

等分裂还是不均等分裂，外壁破裂所诱导的极性必然不均等地分布在两个子细胞中。这也可能决定了两

个子细胞不同发育命运的物质基础。 

4.2. 淀粉粒与裂外壁小孢子胚胎发生 

淀粉粒的积累可能是小孢子胚、体细胞胚早期发育的重要标志[7]，研究者发现，油菜小孢子在培养

2~3 d 后，胚性细胞中积累大量淀粉，并随细胞分裂，淀粉的含量有明显变化。Zaki [8]认为，富含多糖

的培养基可能刺激细胞合成淀粉。淀粉在细胞分裂和分化中起着重要作用。Thorpe 等[9]提出，淀粉作为

能量有许多优点，一方面，多糖水解后可以得到大量 ATP 的合成底物；另一方面，葡萄糖经糖酵解和

TCA 循环可得到大量 ATP。此外，淀粉在调节细胞渗透势方面也具有一定作用。 
崔凯荣等[10]认为细胞中淀粉和多糖类化合物的积累发生在重要的发育转折时期，为新的发育阶段提

供能源。在烟草[10]、小麦[11]、棉花[12]等植物体细胞胚胎发育早期或发育过程中都出现淀粉大量积累。

Huang [13]曾报道，在烟草、芍药等植物的花药培养过程中，小孢子分裂发生于充满淀粉的细胞。可见，

淀粉的积累有可能是小孢子发育途径转换和启动胚胎发育的重要指征。 
淀粉粒的分布还可能与胚胎轴向的建立有关。正常发育的胚胎中，淀粉的积累和分布具有极性特征。

Indrianto 等[14]和 Hause 等[4]发现，在分裂多次的小孢子中，淀粉粒极性分布于破裂的外壁所依附的原

胚团一侧，他们推测，这种现象可能与根的向地性形成有关。对于水稻和台湾芦竹的研究也表明，淀粉

粒从胚胎的基部开始积累[15] [16]，这也表明淀粉粒分布的位点标记了发育轴向。尽管如此，关于淀粉粒

大量出现的机理，是否确实在胚胎发生过程中发挥作用、如何起作用，仍需进一步研究。 
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