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精细胞分离是进行高等植物离体受精研究的

前提之一。三胞花粉植物的精细胞分离比较简单，

通常将花粉粒直接撒到含一定渗透压的培养基上，

花粉粒爆破即可释放出精细胞[1]，或研磨[2]或待花

粉粒萌发出花粉管再分离精细胞[3]。对于具二胞花

粉的植物而言，由于精细胞是在花粉管中形成，必

须培养出花粉管后才可能分离精细胞，因此其精细

胞的分离相对较难 [1]。对二胞花粉植物的精细胞目

前已建立了两种分离方法：一是由人工萌发的花粉

管中分离，如百合(Lilium davidii)[4]、蓝猪耳(Torenia 
fournieri)[5]；一是“活体-离体技术”(in vivo-in vitro 
technique)，即培养出近似体内生长的花粉管，从而

分离出发育成熟的精细胞[6–12]，后一种方法在获得

均一的精细胞群体等方面比较优越，可以实现精细

胞的大量分离。作为世界重要观赏植物的兰花，迄

今未见有精细胞分离成功的报道。

五 唇 兰(Doritis pulcherrima Lindl.)为 兰 科

(Orchidaceae)五唇兰属植物，产于我国海南和东南

亚地区的野生兰[13]，其花型和株型相当好，具有良

好的开发应用前景[14–15]。本文通过人工授粉使花

粉管在子房内发育，再利用花粉管直接爆破成功分

离出五唇兰成对的精细胞，为五唇兰的离体受精研

究和开发应用奠定基础。
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摘要： 五唇兰(Doritis pulcherrima)具二胞花粉，授粉后 1 d 即有花粉开始萌发，授粉后 5 d 开始有生殖细胞完成有丝分裂形成

一对精细胞。通过人工授粉使花粉管在子房内发育，再利用花粉管直接爆破，成功分离出五唇兰的精细胞。成对的 2 个精细胞

在直径大小、荧光强弱上均显示出较大差异，预示 2 个精细胞具有不同的前途。
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1 材料和方法

1.1 材料

五唇兰(Doritis pulcherrima Lindl.)植株从中国
科学院华南植物园移栽到广州市园林科学研究所
温室。开花期间进行人工授粉，每个花葶授基部 2
朵花，并剪除花葶其余部分。授粉成功后子房开始
膨大，以授粉后发育正常的子房作为试验材料。

1.2 授粉后花粉发育的观察

五唇兰授粉后 1~5 d，定期剥除蕊柱腔中的
花粉粒用双蒸水在倒置显微镜下直接压片观察
拍照。细胞核用稀释 100 倍的 1 mg mL-1 4′,6- 二
氨 基 -2-苯 基 吲 哚 (4′,6-diamidino-2-phyenylindole, 
DAPI)染色，应用蓝色光激发观察荧光。

1.3 精细胞的分离

活体-离体法分离精细胞　　将授粉后 5~60 d
子房中部横切，插入花粉管诱导培养基上进行离
体培养，观察花粉管是否伸出。花粉管诱导培养基
包 含 0.01% (W/V) H3BO3、0.01% (W/V) KH2PO4、
0.01% (W/V) CaCl2、15% (W/V)蔗糖和双蒸馏水 [10]。

花粉管爆破分离精细胞　　将授粉后 20 d、

30 d、40 d 的子房纵向切开，用镊子从中挑取花粉

管直接浸入花粉管爆破液，爆破液均为当天新配的

甘露醇，浓度 5%~12%。

1.4 精细胞的收集和观察

将爆破出的精细胞用 Leica DC-180 显微操作

仪收集并移至精细胞观察液中，精细胞观察液包含

0.01% (W/V) CaCl2、 1 mmol L-1 MES(2-N-吗啡啉乙

磺酸)、6%~9% (W/V)甘露醇。释放出的精细胞用

倒置显微镜(Lcica DM IRB)观察，分离的成对精细

胞活性用荧光染料反应 (Fluorochromatic reaction, 
FCR)测定，即用稀释 100 倍的 0.5 mg mL-1 FDA 处

理后，在荧光显微镜(Lcica DM R-60)下观察拍照。

细胞核用稀释 100 倍的 1 mg mL-1 DAPI 染色。在

100 倍油镜下，用测微尺测量精细胞的直径，测量

20 对，计算精细胞的大小。

2 结果和分析

2.1 授粉后五唇兰花粉的发育

五唇兰授粉后 1 d (24 h)，花粉块大部分四合花

粉还粘合在一起(图 1: 1)，位于花粉块外沿的花粉

图 1　授粉 1 d 后的花粉发育。1. 花粉块；2. 花粉块及萌发的花粉粒；3~5. 萌发的花粉管；6. 萌发花粉管的 DAPI 荧光反应。
Fig. 1 Pollen development after pollinated one day. 1. Pollinium; 2. Pollinium and germinating pollens; 3–5. Germinating pollen tubes; 6. DAPI 
fluorescence of germinating pollen tubes.
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粒首先开始萌发出花粉管(图 1: 2)，花粉管可能向

两端(图 1: 3)或一端 (图 1: 4)伸长，相应的细胞核

则位于花粉管的中部或靠近顶端。用 DAPI 染色后，

在每个萌发的花粉管中均只见到一团荧光，显示花

粉管萌发后生殖细胞和营养细胞还保持原来在四

合花粉的结合状态并未散开(图 1: 5,6)。
授粉后 5 d，仍有部分花粉粒未萌发(图 2: 7)。

已经萌发的花粉管长短不一，部分花粉管已经进入

子房腔内(图 2: 8,9)，随着花粉管的伸长，细胞质和

细胞核逐步向花粉管先端聚集(图 2: 10)，花粉伸长

图2　授粉 5 d 后的花粉发育。7. 花粉小块; 8. 刚萌发的花粉管; 9. 较长的花粉管; 10. 花粉管先端; 11. 花粉管中部; 12~15.萌发花粉管及其

DAPI 荧光; 16~17. 萌发的花粉管及其 3 核的 DAPI 荧光。

Fig. 2 Pollen development after pollinated five days. 7. Pollinium; 8. A just germinating pollen tube; 9. A long pollen tube; 10. The apex of pollen 

tube; 11. Middle of a long pollen tube; 12–15. Germinating pollen tubes and the fluorescence of DAPI; 16–17. A germinating pollen tube and the 

fluorescence of DAPI shown three nuclei.
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到一定长度后，花粉管内每隔一定长度会形成隔离

带(图 2: 11)。授粉后 5 d 刚萌发的花粉管与授粉后

1 d 的一样，生殖细胞尚未分裂(图 2: 12~15)。但也

有的花粉管内生殖细胞已经发育形成了一对精细

胞的核。初形成的两个精核常常成对紧靠着，营养

核则位于另一侧(图 2: 16,17)。

2.2 影响五唇兰精细胞分离的因素

参照活体-离体法，以 5~60 d 发育正常的子房

作为精细胞分离的材料，插入花粉管诱导培养基上

进行离体培养，连续观察 3 d，均未见切口端长出花粉

管，但切开子房后可见花粉管在子房壁内横向生长。

从授粉后 20 d、30 d、40 d 的子房内取花粉

管直接在甘露醇中爆破，均可直接爆破出精细胞。

五唇兰开花时雌配子体尚未形成，需要通过授粉刺

激，子房才开始膨大，逐步分化出胚珠原基，进而分

化出胚囊，五唇兰授粉后 45 d 左右胚囊才发育成

熟 [14-15]。虽然在五唇兰授粉 20~40 d 后，均可以从

图 3　分离的精细胞。18. 刚分离的一对精细胞 ; 19~20. 收集的成对精细胞 ; 21~25. 成对的精细胞 ; 26~27. 成对精细胞的 FDA 荧光 ; 28~29. 

成对精细胞的 DAPI 荧光。

Fig. 3 Isolated sperm cells. 18. Freshly isolated a pair of sperm cells; 19–20. Collection of sperm cells; 21–25. Pairs of sperm cells; 26–27. A pair of 

sperm cells and the fluorescence of FDA; 28–29. A pair of sperm cells and the fluorescence of DAPI .
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子房内的花粉管中分离出精细胞，但只有在胚囊发

育接近成熟时，分离出的精细胞才是最接近受精状

态的，即作为离体受精用的五唇兰精细胞分离的最

佳时间应该是授粉后 30~40 d。

五唇兰花粉管在 5%、7.5%、9%、12% 甘露

醇中爆破 20~30 min 均可见到成对的精细胞。由

于在 5% 甘露醇中爆破出的精细胞很容易发生吸

涨现象，而在 12% 甘露醇中爆破出的精细胞容易

发生皱缩现象，因此，以 7.5% 和 9% 的甘露醇较适

合爆破五唇兰的精细胞。

2.3 五唇兰成对精细胞间的差异

刚从五唇兰花粉管爆破出的精细胞近椭圆形，

在精细胞附近有营养细胞破裂的痕迹(图 3: 18)。
将分离出的精细胞收集到一起一段时间(0.5~1 h)
后，两个精细胞逐渐变成圆球形(图 3: 19,20)。

通常两个精细胞显示出大、小的差异，也有极

少数花粉管释放出的一对精细胞很难区分两个精

细胞的大小(图 3: 21~25)。2 个精细胞的直径分别

是(9.0±2.7) μm和 (7.5±1.7) μm。

精细胞经 FDA 检测呈绿色荧光(图 3: 26,27)，
DAPI 染色后，整个精细胞均呈现蓝色荧光 (图 3: 
28,29)，成对的两个精细胞在荧光强度上也显示一

定的差异。 

3 讨论

3.1 五唇兰花精细胞分离的适宜方法  
王 利 民 等 [16] 利 用 大 花 蕙 兰(Cymbidium 

hybridium)花粉进行离体培养萌发出花粉管，但并

未分离出精细胞。据其报道花粉在人工培养基上

的萌发率不高，一般不超过 60%，人工培养条件下

大花蕙兰花粉萌发所需时间较长，约 3~4 d，而且在

人工培养基上大花蕙兰的花粉管萌发后很难进一

步生长。

兰科植物通常为二胞花粉，由于不像大多数

被子植物一样形成柱头，花粉管萌发后不是在柱头

内而是在子房腔内生长发育，因此不能像其它二胞

花粉的植物一样采用“活体-离体”技术来分离精细

胞，迄今为止，尚未见兰科植物精细胞分离的成功

报道。本文采用“活体-离体”方法[6,10] 未获得五唇

兰精细胞。通过授粉使花粉管在子房内生长，再从

子房内取出花粉管爆破，成功分离出五唇兰的精细

胞，避免了人工培养花粉和花粉管生长困难的难

题，这一改良的“活体-离体”技术可以广泛应用于

其它兰科植物精细胞的分离。

3.2 五唇兰成对精细胞的差异  
高等植物花粉管中的一对精细胞在形态和

结构方面具有差异的现象早已有报道。一对精

细 胞 在 形 态 和 结 构 上 有 差 异，自 然 会 联 想 到 二

者 在 双 受 精 过 程 中 的 命 运 [11]。Russell[17] 报 道 白

花 丹 (Plumbago zeylanica)的 两 个 异 型 精 细 胞，其

中 含 线 粒 体 的 和 中 央 细 胞 融 合，含 质 体 的 和 卵

细胞融合，表现出精细胞的倾向受精(preferential 
fertilization)。这表明有差异的一对精细胞在与卵

细胞和中央细胞的融合过程中是有选择性的，同时

也说明在高等植物中配子细胞之间存在着一种识

别关系。五唇兰的成对精细胞在大小、荧光强度等

方面也存在差异，说明五唇兰的 2 个精细胞在双受

精过程也可能具有不同的前途。
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