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)目的*探究花粉
C

柱头相互作用及主要保护酶+内源激素与牡丹芍药远缘杂交不亲和性的关系'为阐

明不亲和的生理机制奠定基础()方法*对芍药与牡丹杂交授粉及芍药自交授粉过程中'花粉在雌蕊上不同时间!
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"的生长动态进行荧光显微观察'并对此过程中雌蕊内的保护酶!

=BF

+

TBF

"活性和内源

激素!

iR

+

5W5

+

G55

+

S5

E

"含量变化进行比较'分析其形态变化的内在生理机制()结果*芍药自交授粉后花粉大量

萌发'花粉管伸长速度先慢后快'并通过花柱基部,芍药与牡丹杂交后'花粉大部分不能萌发'并在柱头上出现扭曲+

肿胀等现象'且产生强烈的胼胝质反应(自交亲和及杂交不亲和授粉雌蕊的
TBF

和
=BF

活性在授粉过程中发生明

显变化'且
%

种雌蕊的变化趋势存在明显差异,当
TBF

和
=BF

处于高活性时'花粉管迅速向胚囊伸长并进入胚囊!授

粉后
E1

"(高含量的
iR

+

G55

和
S5

E

有利于花粉
C

柱头识别+萌发和受精作用!授粉后
E1

",整个受精过程中'自交亲

和授粉雌蕊的
G55

和
S5

E

含量均显著高于杂交不亲和授粉雌蕊'而杂交授粉雌蕊中的
5W5

含量高于自交授粉'说

明高含量的
5W5

与杂交不亲和性相关()结论*芍药与牡丹远缘杂交过程中的不亲和性与内部酶活性变化及内源激

素含量的动态变化有关(
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"是原产于中国的

传统名花'其花大'色+姿+香+韵俱佳(芍药科芍药

属的牡丹与芍药'被誉为-花中二杰.'具有很高的观

赏和生产价值(牡丹+芍药的品种改良和育种工作

一直是科研及生产的重要内容'而杂交育种是芍药

属植物育种工作的主要方法(自
#M!D

年国外首例

牡丹与芍药组间杂交成功起'通过杂交育种已选育

出一系列具有较高观赏价值+抗寒+抗病等特点的新

品种(而芍药属远缘杂交研究在国内还处于初期阶

段%

#

&

'且牡丹+芍药远缘杂交育种过程存在严重的杂

交不亲和性'即在杂交过程中虽然少量花粉能在柱

头上萌发并穿过柱头'但在沿着花柱向子房伸长的

过程中'会受到抑制而停止生长'最终无法完成受精

结实(

研究发现'在远缘杂交过程中'主要是保护性酶

与内源激素协同调节了花粉萌发以及花粉管生长(

如吴能表等%

%

&在花粉萌发与酶活性关系的研究中发

现'亲和雌蕊花柱中的
=BF

和
TBF

活性明显高于

不亲和雌蕊花柱'可见酶类活性变化与授粉亲和性

相关(齐国辉等%

E

&研究表明'梨属植物授粉后'杂交

亲和性授粉花柱内的激素变化与自花不亲和授粉的

花柱不同'表现为亲和性授粉花柱中促进生长的激

素'如吲哚乙酸!

G55

"+赤霉素!

S5

E

"+玉米素核苷

!

iR

"等含量高于不亲和授粉的花柱'而脱落酸

!

5W5

"含量显著低于不亲和授粉的花柱(还有一

些研究认为'高水平的
5W5

是花粉萌发及伸长的

不利因素'能够造成种间不亲和,同时也有研究证

明'

5W5

是矮牵牛授粉不亲和的原因%

!C"

&

(而关于

牡丹+芍药远缘杂交授粉不亲和性机制的研究目前

尚未见报道(为此'本研究探究了花粉
C

柱头的相互

作用及主要保护酶+内源激素与牡丹+芍药远缘杂交

不亲和性的关系'以期为牡丹芍药杂交不亲和机制

研究提供理论基础(

#

!

材料与方法

#<#

!

材
!

料

供试母本芍药品种8粉玉奴0与父本牡丹品种

8凤丹白0均引自山东菏泽'于
%$##

年栽植于河南农

业大学苗圃基地'植株生长良好'可以正常开花结

实(

#<%

!

方
!

法

#<%<#

!

田间授粉
!

8粉玉奴0自交系'授粉
#$$

朵,

8粉玉奴0

d

8凤丹白0杂交系'授粉
E$$

朵(为保证

授粉成功'连续授粉
E@

(于松蕾期去掉雄蕊和花

瓣'套袋并挂上标签'每天观察柱头的变化及形态特

征'直至第
#$

天(

#<%<%

!

发育形态的荧光显微观察
!

用荧光显微镜

观察授粉后雌蕊的受精过程(授粉后
#

'

E

'

"

'

D

'

#%

'

%!

'

EL

'

!D

'

&%

'

ML1

'取雌蕊
%$

个!每个柱头取自不

同花朵"迅速投入
755

固定液'固定
#

周后'用梯度

酒精复水'于
DK(-

$

X/,BU

中恒温软化
$<"

&

#%

1

'然后用体积分数
$<#f

苯胺蓝染色'压片'使用荧

光显微镜观察+照相(

#<%<E

!

酶活性的测定
!

取未授粉和授粉后
#

'

E

'

"

'

D

'

#%

'

%!

'

EL

'

!D

'

&%

'

ML1

的雌蕊'每处理称取
$<%

P

'重复
E

次(液氮速冻并置于
OD$c

冰箱内保存(

采用氮蓝四唑!

/W\

"光还原法测定超氧化物歧化

酶!

=BF

"活性'用愈创木酚法测定过氧化物酶

!

TBF

"活性(

#<%<!

!

内源激素的测定
!

植物内源激素含量的测

定采用酶联免疫吸附法!

?XG=5

"'参照试剂盒附带

操作说明书'重复
E

次'分别测定赤霉素!

S5

E

"+吲

哚乙酸!

G55

"+玉米素核苷!

iR

"及脱落酸!

5W5

"的

含量(

8/9

西北农林科技大学学报!自然科学版" 第
!"

卷



%

!

结果与分析
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!

自交和杂交花粉萌发及花粉管伸长的荧光显

微观察

授粉后
#

&

ML1

'自交与杂交花粉萌发及花粉管

生长的显微观察结果见图
#

(授粉
#1

后'是花粉
C

柱头识别时期(此时'自交雌蕊上有大量花粉粒黏

附'且很多已萌发!图
#C5

",杂交雌蕊上'花粉未大

量萌发'但极个别花粉管快速伸长!图
#CW

",同时'

伸长的花粉管中可以观察到明显的胼胝质堆积(授

粉后
"1

'自交雌蕊上的花粉管有序地向花柱方向伸

长!图
#CV

",杂交雌蕊上仍有大量花粉未萌发!图
#C

F

"'已经萌发的少量花粉管无方向性'但个别花粉

管已经向胚囊方向伸长(授粉后
#%1

'自交雌蕊上

的花粉管汇集呈明显的花粉管束'向花柱方向延伸

!图
#C?

",杂交雌蕊上大量花粉管扭曲+缠绕'胼胝

质大量堆积'但有个别花粉管沿花柱向胚囊方向伸

长!图
#C7

"(授粉后
!D1

'自交雌蕊上仍有大量花

粉管即将进入胚囊!图
#CS

",杂交雌蕊上仍有大量

花粉粒未萌发'萌发的花粉管中胼胝质堆积严重!图

#CU

"(授粉后
ML1

'自交雌蕊中可观察到已经伸进

胚囊的花粉管!图
#CG

",杂交雌蕊上'大量萌发的花

粉管仍然停留在花柱上部'且胼胝质大量堆积!图
#C

'
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<

花粉粒,

J

0<

花粉管,

4K<

柱头,

34<

胚囊,

4-<

花柱,

>4<

胼胝质,

5<

自交授粉
#1

'花粉粒萌发,

W<

杂交授粉
#1

'个别花粉管快速伸长,

V<

自交授粉
"1

'花粉管有序向花柱伸长,

F<

杂交授粉
"1

'

大量花粉未萌发,

?<

自交授粉
#%1

'花粉管呈花粉管束,

7<

杂交授粉
#%1

'花粉管扭曲'大量胼胝质出现,

S<

自交授粉
!D1

'

花粉管即将进入胚囊,

U<

杂交授粉
!D1

'花粉粒未萌发,

G<

自交授粉
ML1

'花粉管伸入胚囊,

'<

杂交授粉
ML1

'花粉管停留在柱头
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J

(--9+,09(+ML1

'

J

(--3+0)[39+0(013

3K[*

;

(4,>

,

'<V*(44C.3*09-9̀,09(+ML1

'

J

(--3+0)[394409--9+409

P

K,

图
#

!

芍药与牡丹杂交授粉和芍药自交授粉后花粉粒萌发及花粉管生长的观察!

d#$

"

79

P

<#

!

T(--3+

P

3*K9+,09(+,+@

J

(--3+0)[3

P

*(201([43*:,09(+(.)E1*+,-

4

10;*d)E=C

44

;C,-+0=*,+@

)E1*+,-

4

10;*d)E1*+,-

4

10;*

!

d#$

"

%<%

!

自交和杂交雌蕊中保护酶活性变化

%<%<#

!

TBF

!

授粉后'自交和杂交雌蕊中的
TBF

活性变化如图
%

所示(由图
%

可见'授粉
E1

内'自

交雌蕊中的
TBF

活性急速上升'

E1

之后开始下降

并一直保持低活性水平,杂交雌蕊中的
TBF

活性先

下降后低幅度上升'且活性低于自交雌蕊(

%!1

后

自交雌蕊中的
TBF

活性开始上升'至
EL1

后迅速

下降'

!D1

以后又呈上升趋势,杂交雌蕊中的
TBF

活性于授粉
E

&

"1

开始下降'之后保持低活性'

!D

1

以后恢复上升趋势(杂交授粉雌蕊的
TBF

活性

整体处于较低水平'且整体低于自交授粉(

%<%<%

!

=BF

!

授粉后'芍药自交和芍药
d

牡丹杂交

雌蕊中
=BF

活性的变化如图
E

所示(由图
E

可见'

授粉后
#1

内'自交雌蕊
=BF

活性上升'

#

&

D1

缓
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慢下降'

D1

达到最低'此后又急速上升'于
#%1

到

达另一峰值'

#%

&

EL1

又缓慢下降'

&%1

后又恢复

上升趋势,杂交授粉后雌蕊
=BF

活性立即下降'随

后波动不大'

%!1

上升到最大值'随后开始下降'

&%

1

后有小幅上升(授粉
"1

内'自交雌蕊
=BF

活性

高于杂交雌蕊'期间自交雌蕊上花粉大量萌发'杂交

雌蕊只有个别萌发(

"

&

EL1

'杂交雌蕊
=BF

活性

高于自交雌蕊'外部表现为个别花粉迅速萌发'并进

入胚囊(

图
%

!

芍药与牡丹杂交授粉和芍药自交授粉后雌蕊
TBF

活性的变化

79

P

<%

!

TBF(.,>09:90

;

>1,+

P

349+013

J

9409-(.)E1*+,-

4

10;*d)E=C

44

;C,-+0=*,+@)E1*+,-

4

10;*d)EK*+,-

4

10;*

图
E

!

芍药与牡丹杂交授粉和芍药自交授粉后雌蕊
=BF

活性的变化

79

P

<E

!

=BF,>09:90

;

>1,+

P

349+013

J

9409-(.)E1*+,-

4

10;*d)E=C

44

;C,-+0=*,+@)E1*+,-

4

10;*d)E1*+,-

4

10;*

%<E

!

自交和杂交雌蕊中内源激素含量的变化

%<E<#

!

iR

!

图
!

显示'芍药自交和芍药
d

牡丹杂

交授粉后'

%

种雌蕊
iR

含量的变化基本呈相反趋

势(自交雌蕊于授粉后
$

&

"1iR

含量迅速升高'

"

&

#%1

缓慢下降'

EL1

达到谷底'之后开始波动上

升(杂交雌蕊
iR

含量在授粉
#

&

E1

急速下降'此

时为花粉
C

柱头识别阶段'随后迅速上升,

"

&

#%1

又

迅速下降并降至最低,

#%1

后与自交授粉雌蕊
iR

含量变化呈完全相反的趋势(

图
!

!

芍药与牡丹杂交授粉和芍药自交授粉后雌蕊
iR

含量的变化

79

P

<!

!

V1,+

P

34(.>(+03+0(.iR9+013

J

9409-(.)E1*+,-

4

10;*d)E=C

44

;C,-+0=*,+@)E1*+,-

4

10;*d)EK*+,-

4

10;*
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%<E<%

!

G55

!

由图
"

可见'授粉后
$

&

#1

自交雌

蕊和杂交雌蕊的
G55

含量均快速上升,在授粉后

#

&

E1

的花粉
C

柱头识别时期'自交雌蕊的
G55

含

量持续上升'杂交雌蕊却快速下降,授粉
E

&

EL1

'自

交雌蕊与杂交雌蕊
G55

含量呈完全相反的变化趋

势'自交雌蕊缓慢上升并维持在较高水平'而杂交雌

蕊则整体呈波动下降趋势,

EL

&

ML1

'自交雌蕊的

G55

含量持续上升'在杂交雌蕊的
G55

含量则呈下

降
C

上升
C

下降的波动趋势'且含量整体低于自交授

粉(

图
"

!

芍药与牡丹杂交授粉和芍药自交授粉后雌蕊
G55

含量的变化

79

P

<"

!

V1,+

P

34(.>(+03+0(.G559+013

J

9409-(.)E1*+,-

4

10;*d)E=C

44

;C,-+0=*,+@)E1*+,-

4

10;*d)E1*+,-

4

10;*

%<E<E

!

S5

E

!

由图
L

可见'授粉
$

&

&%1

后'自交雌

蕊与杂交雌蕊
S5

E

含量的变化趋势基本相似'且自

交授粉
S5

E

含量整体高于杂交授粉,

&%1

后'自交雌

蕊的
S5

E

含量急剧增长'杂交雌蕊却呈下降趋势(

图
L

!

芍药与牡丹杂交授粉和芍药自交授粉后雌蕊
S5

E

含量的变化

79

P

<L

!

V1,+

P

34(.>(+03+0(.S5

E

9+013

J

9409-(.)E1*+,-

4

10;*d)E=C

44

;C,-+0=*,+@)E1*+,-

4

10;*d)EK*+,-

4

10;*

%<E<!

!

5W5

!

芍药与牡丹杂交授粉和芍药自交授 粉后雌蕊中
5W5

含量的变化如图
&

所示(

图
&

!

芍药与牡丹杂交授粉和芍药自交授粉后雌蕊中
5W5

含量的变化

79

P

<&

!

V1,+

P

34(.>(+03+0(.5W59+013

J

9409-(.)E1*+,-

4

10;*d)E=C

44

;C,-+0=*,+@)E1*+,-

4

10;*d)EK*+,-

4

10;*

!!

由图
&

可见'授粉后
$

&

#1

'自交雌蕊
5W5

含 量呈明显下降趋势'此时花粉大量萌发,而杂交雌蕊
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5W5

含量延迟下降'此时杂交花粉只有个别萌发,

授粉
#

&

E1

'自交雌蕊
5W5

含量迅速下降'花粉开

始萌发,授粉后
#

&

"1

'自交雌蕊与杂交雌蕊
5W5

含量的变化呈相反趋势,

"

&

EL1

二者变化趋于相

似,

EL1

以后'自交雌蕊
5W5

含量突然下降'并在

!D1

达到谷底'此时花粉管开始大量伸长'并进入

胚囊,而杂交雌蕊
5W5

含量持续上升'于
!D1

达到

顶峰'同时雌蕊中花粉管扭曲+肿胀'胼胝质堆积严

重,

!D

&

ML1

自交授粉与杂交授粉
5W5

含量的变

化趋势完全相反(

%<E<"

!

"

G55kS5

E

#&

5W5

!

从图
D

可以看出'自

交亲和雌蕊授粉后!

G55kS5

E

"$

5W5

值显著高于

杂交雌蕊(!

G55kS5

E

"$

5W5

值出现低谷时'杂

交授粉雌蕊花粉管变形扭曲'胼胝质严重堆积(杂

交授粉雌蕊!

G55kS5

E

"$

5W5

值与自交雌蕊相交

或相近时'均为杂交授粉雌蕊花粉萌发+花粉管快速

伸长之际(

图
D

!

芍药与牡丹杂交授粉和芍药自交授粉后雌蕊!

G55kS5

E

"$

5W5

的变化

79

P

<D

!

V1,+

P

34(.*,09((.

!

G55kS5

E

"$

5W59+013

J

9409-(.)E1*+,-

4

10;*d

)E=C

44

;C,-+0=*,+@)E1*+,-

4

10;*d)E1*+,-

4

10;*

E

!

讨
!

论

远缘杂交不亲和性通常包括受精前障碍和受精

后的胚胎败育'而受精前障碍是造成牡丹+芍药远缘

杂交成功率低的主要因素%

LC&

&

(有研究表明'受精前

障碍的主要原因是柱头或花柱中可能存在对花粉管

生长产生阻力和抑制的不亲和物质%

DCM

&

(本试验通

过亲和+不亲和授粉的荧光显微形态差异可以明显

看出'柱头和花柱中都存在抑制花粉管萌发和生长

的物质(从花粉管伸长速度来说'自交亲和授粉花

粉管伸长速度先慢后快'杂交不亲和授粉花粉管则

先快后慢'最后大部分都停滞在花柱上方'且大部分

的花粉管伸长无方向性(从胼胝质变化来看'不亲

和花粉会引起柱头和花柱对花粉管的抑制作用'授

粉后
#1

就出现胼胝质'

#%1

花粉管开始扭曲+缠

绕+肿胀'

!D1

胼胝质已经严重堆积'这与律春燕

等%

&

&

+王文和等%

#$

&

+睢薇等%

##

&的研究结果一致(李

辛雷等%

#%

&对花粉
C

柱头识别和花粉管伸长等过程进

行的荧光观察发现'不亲和花粉萌发率极低'同时会

诱发柱头上胼胝质的沉积(由此可见'牡丹+芍药远

缘杂交不亲和性的受精前障碍主要表现在花粉萌发

及花粉管伸长两个方面(

花粉
C

柱头相互作用的过程涉及许多酶系活动(

TBF

+

=BF

是植物细胞的保护酶'授粉所引起的信

号刺激会导致柱头及子房内这些酶活性发生相应变

化(从本试验结果可以看出'

TBF

和
=BF

活性在

授粉过程中变化明显'且自交亲和与杂交不亲和酶

活性的变化趋势存在明显差异(结合荧光观察结果

可以发现'高水平的
TBF

和
=BF

有利于花粉
C

柱头

识别+黏附和萌发'而不亲和花粉在花粉识别阶段

TBF

和
=BF

活性显著低于亲和花粉,同时'高水平

的
TBF

和
=BF

也有利于受精作用'可以促使花粉

管迅速向胚囊伸长进入胚囊(在甘蓝%

%

&

+百合%

#E

&

+

苹果%

#!

&等植物中均发现'

=BF

+

TBF

等保护酶活性

在授粉过程中会发生明显变化'且授粉亲和性品种

和不亲和性品种的变化趋势存在明显差异'这与本

研究结果基本一致(

此外'花粉管的生长与花柱中内源激素含量的

变化也有关系%

#"

&

(植物内源激素和其他信号分子

一起通过复杂的相互作用决定细胞的命运'与植物

花粉的萌发+花粉管生长+授粉受精过程密切相

关%

#LC#&

&

(本研究结果表明'自交亲和授粉花柱的内

源激素含量变化与杂交不亲和授粉花柱存在差异(

在花粉
C

柱头识别阶段'自交授粉雌蕊
iR

含量迅速

升高'而杂交授粉雌蕊
iR

含量急速下降'此时自交

雌蕊柱头上的花粉迅速萌发'表明高含量的
iR

有
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利于花粉
C

柱头识别(整个受精过程中'自交亲和授

粉雌蕊的
G55

和
S5

E

含量均显著高于杂交不亲和

授粉雌蕊'可以认为高含量的
G55

和
S5

E

有利于

花粉的萌发和受精作用(关于不亲和性过程中激素

含量的变化'许明等%

#D

&在紫菜薹的研究中认为'低

水平的
G55

+

S5

E

及
iR

诱发了自交授粉不亲和过

程的不结实效应(在白杨上的杂交试验也发现'低

水平的
G55

与花粉的变形扭曲有关%

#L

&

,而烟草花

柱中的
G55

含量最高时'柱头上花粉可以大量萌

发%

#M

&

(

5W5

则能够抑制离体条件下花粉的萌发'

高水平的
5W5

可在一定程度上抑制花粉的萌发+

花粉管的伸长以及花粉管的变形扭曲'可见高水平

的
5W5

可能与不亲和表现相关%

%$

&

(

X3294

等%

%#

&曾

提出'种间杂交不亲和与自交不亲和具有很多相似

性(!

G55kS5

E

kiR

"$

5W5

值较低是一些物种自

交不亲和授粉后的特点%

E

&

(本试验结果表明'高

!

G55kS5

E

"$

5W5

值与亲和性相关'高水平的

!

G55kS5

E

"$

5W5

有利于亲和性'这与在矮牵

牛%

"

&

+苹果%

#!

&

+白杨%

%%

&等植物上的研究结果有相似

之处(
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