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从低温贮藏的玉米花粉中分离生活精细胞*

徐恒平　曹宗巽
(北京大学生命科学学院 ,北京 100871)

　　摘　要　从低温 (— 20℃ )贮藏的玉米花粉中分离出的生活精细胞 ,其产量随贮藏时间的

延长而降低。但是 ,从 - 20℃贮藏 24 h以内的花粉 ,仍可分离到相当数量的生活精细胞。以新

鲜花粉作对照 ,从贮藏 8 h的花粉分离生活精细胞 ,相对产量可达 64% .
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随着植物生殖生物学的迅速发展 ,已从 30多种植物中获得生活精细胞 [ 1～ 3 ] ,但都局

限于少量 (几克 )花粉。 为了从生物化学的角度分析配子植物精细胞与受精识别有关的表

膜特异蛋白 ,我们实验室进行了一系列批量分离玉米及兰州百合生活精细胞的工作
[4, 5 ]
。

由于玉米花粉在常温下很容易失活 ,其精细胞的分离需要立即进行 ,并在尽可能短的时间

内完成 ,使在暑期进行的大量制备工作紧张而艰苦。 在玉米盛花期 ,往往可以采到大量花

粉 ,但限于人力及其他条件 ,不能全部用于分离精细胞 ,失去积累更多精细胞的机会。鉴于

Barnabas等的实验结果 [6 ] ,即 - 70℃或- 196℃贮藏一年的玉米花粉仍有 50%保持活性 ,

约 30%具有受精能力。 本文根据人力物力条件 ,试从 - 20℃贮藏的玉米花粉中分离生活

的精细胞 ,以提高批量分离玉米生活精细胞的总产量及实验操作的灵活性。

1　材料与方法

1. 1　花粉材料

　　纯系玉米 708种子 ,由科学基金委王钦南教授和中科院遗传所林建兴教授提供 ,播于

北京农大科学园。晴天上午 9～ 10时采集花粉 ,过筛 ( 100μm)及称重后 ,装入 50 mL的离

心管 ,加盖 ,用 Pa rafi lm膜密封 ,贮藏于 - 20℃至 8, 24, 48或 96 h,用于分离精细胞 ,并以

新鲜花粉作对照材料。

1. 2　分离及观察

参考 Zhang等
[7 ]及杨中汉等 [ 4]的方法并加以改进 ,即所藏花粉直接用缓冲低渗液

( 0. 44 mo l /L, Suc. , 2 mmol /L Mes和 0. 1% BSA, pH6. 7)胀破 ( 10 mL /g) ,过滤 ( 38μm) ;

滤液铺于 50 mL离心管中 6 mL 30% Percoll( Phamacia)溶液 (用缓冲低渗液配制 )上 ,离

心 ( 7600 g , 4℃ , 1 h) ,用带有 16号弯针头的注射器收集 0 /30% Percoll不连续梯度界面上

的精细胞 ,以缓冲低渗液洗 ( 3600 g, 4℃ , 20 min) 2次 ,留取管底沉淀部分约 200μL;取约

50μL,经荧光素二醋酸酯 ( FDA)染色 ,用 Olympass BH-2荧光显微镜对生活精细胞计

数 ,并按 2500粒 /mg花粉估计花粉精细胞总数 ,进而计算生活精细胞产量 [8 ]。对照材料的
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处理 ,是以含 35%蔗糖的 BKS细胞培养液 ( BKS35) [ 9]温育 ( 26℃ , 0. 5 h)后胀破 ,再作如

上分离计数。 全部实验重复 2～ 3次。

图 1　胀破的玉米花粉 ( 150× )花粉经 - 20℃

贮藏 8 h,直接用缓冲低渗液胀破

( 26℃ , 0. 5 h)

2　结果与讨论

附表　从低温 ( - 20℃ )贮藏的玉米花粉

中分离的生活精细胞产量

贮藏时间
( h)

花粉胀破率
(% )

生活精细
胞产量
(% )

相对产量
(% )

0* > 95 23. 4± 2. 1 100

8 > 95 15. 0± 0. 6 64. 1

24 > 95 9. 1± 1. 2 38. 8

48 > 95 5. 3± 0. 8 22. 6

96 > 95 2. 7± 0. 5 11. 5

　　　* 新鲜花粉作对照

由于新鲜玉米花粉直接用缓冲低渗液处

理 ,只能部分胀破 (约 50% ) ,故采用了 BKS35

温育后以缓冲低渗液处理 ( 26℃ , 0. 5 h ) ,花粉胀

破率提高到 95%以上。其胀破液经 30%的 Percoll不连续密度梯度离心 ,可得到 23. 4%的

生活精细胞 (附表 ,图 2-a )。 而对经不同时间低温贮藏的花粉 ,直接用缓冲低渗液处理

( 26℃ , 0. 5 h) ,胀破率就可达 95%以上 (图 1)。 从低温贮藏的花粉分离生活的精细胞 ,其

产量随贮藏时间延长而降低 (附表 ,图 2)。但从贮藏 24 h以内的花粉仍可获得相当数量的

生活精细胞。从贮藏 8 h的花粉分离的生活精细胞约为 15% ,即达到对照产量的 64% .就

低温对花粉及精细胞的作用而言 ,一方面 ,显然其对花粉及精细胞有冷冻伤害作用 ,且随

图 2　生活的玉米精细胞 ( 150× )

a.从新鲜花粉分离 ; b～ d.分别从 - 20℃贮藏 8, 24和 48h的

花粉分离 ,所分离的精细胞经 FDA染色之后 ,用 Olympass

BH-2荧光显微镜观察。

贮藏时间延长而加深 ,从而导致所分

离的生活精细胞产量下降 ;另一方面 ,

低温也具有保存部分生活精细胞的作

用。可能起抑制有关水解酶在离体条

件下降解精细胞的作用。 在较短时间

内低温贮藏的花粉 ,不仅使有关水解

酶对精细胞的降解作用受到抑制 ,而

且 ,细胞所受冷冻伤害程度较轻 ,因而

由其分离的生活精细胞的相对产量较

高。这些结果对于缓解前述玉米精细

胞批量分离操作的紧张性 ,增加精细

胞总产量以满足有关精细胞表膜蛋白

生化分析的需要 ,具有重要意义。 此

外 ,花粉的含水量在低温贮藏中至为

关键。在 Barnabas等人
[6 ]的实验中 ,将

花粉含水量缓慢降低到鲜重的 30% ,

使其低温贮藏一年之久仍有部分生活

32 西北农业大学学报 第 24卷



花粉。在作者的实验中 ,低温贮存的玉米花粉均采取密封处理 ,以防止花粉过度水合 ,加深

冷冻伤害 ,从而降低生活精细胞的产量。
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The Iso lation o f Viable Sperm Cells from Cryopreserv ed

Pollen of Zea mays L.

Xu Hengping　 Cao T. H.
(Col lege of Lif e Sciences ,Peking University, Bei j ing , P. R .Ch ina , 100871)

Abstract　 Although th e yield of viable sperm cel l of Zea mays L. decrea ses wi th the

cryopreserving time of pollen a t - 20℃ , certain amount of the v iable sperm cells could

stil l be obtained from the f rozen pollen wi thin 24 hours. The rela tiv e sperm yield f rom

the pollen stored a t - 20℃ fo r 8 hours could reach about 64% , compa red wi th tha t f rom

fresh pollen.
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