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封面图说: 金灿灿的小麦熟了———小麦是世界上最早栽培的农作物之一,是一种在世界各地广泛种植的禾本科植物,起源于中

东地区。 全世界大概有 43 个国家,近 35%—40%的人口以小麦为主要粮食。 小麦是禾谷类作物中抗寒能力较强的

越冬作物,具有一定的耐旱和耐盐碱能力。 中国的小麦分布于全国各地,主要集中于东北平原、华北平原和长江中

下游一带。 小麦秋季播种、冬季生长、春季开花、夏季结实。 子粒含有丰富的淀粉、较多的蛋白质、少量的脂肪,还有

多种矿物质元素和维生素 B,是一种营养丰富、经济价值较高的粮食。

彩图及图说提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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高温影响番茄小孢子发育的细胞学研究

彭摇 真,程摇 琳,何艳军,王摇 洁,关小燕,刘松瑜,卢摇 钢*

(浙江大学农业与生物技术学院园艺系, 杭州摇 310058)

摘要:以番茄‘Micro鄄Tom爷为材料,利用形态观察、DAPI 染色、石蜡切片等方法对正常情况下番茄小孢子发生过程进行时期划

分。 通过连续 7 d 的高温胁迫((35依1) 益 / (30依1) 益)处理试验,结合细胞学观察,研究高温对番茄花粉小孢子发育的影响。
研究表明,高温胁迫不仅导致花粉畸形或败育、花粉数量减少、活力低萌发力差,而且还导致花药绒毡层、药隔组织、药室内壁、
花药表皮、环状细胞簇等花药细胞结构的发育异常。 结果有助于阐明热胁迫对番茄小孢子发育的影响,并为培育耐高温农作物

新品种提供思路。
关键词:高温胁迫;番茄;小孢子发育;花粉活力;绒毡层

Cytological study on microsporogenesis of Solanum lycopersicum var. Micro鄄Tom
under high temperature stress
PENG Zhen, CHENG Lin, HE Yanjun, WANG Jie, GUAN Xiaoyan, LIU Songyu, LU Gang*

Department of Horticulture, College of Agriculture and Biotechnology, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China

Abstract: Tomato (Solanum lycopersicum),one of the most important vegetables, is susceptible to high鄄temperature injury.
High temperature adversely affects its anther development and fertilization, resuting in poor fertilization and fruit set.
Therefore, the present study aimed to examine the cellular morphology of anther development and microsporogenesis under
optimal and high temperature conditions in a miniature dwarf tomato cultivar, Micro鄄Tom, a preferred variety for genetic and
genomic studies. Based on morphological observation, DAPI staining and anatomical study, the microsporogenesis process
of tomato anther could be divided into six stages including premeiotic, tetrad, early uninucleate microspore, vacuolated
microspore, binucleate pollen, and mature pollen grain stage. Meanwhile, a defined correlation was found between the
flower bud size and the stage of pollen development under optimal conditions, which makes possible the accurate prediction
of anther and pollen development stages for the reproductive study. Subsequently, the effect of high temperature stress on
the microsporogenesis was checked by the paraffin section assay and pollen viability test, using the flowering plants
successively exposed to high temperature ((35依1) 益 / (30依1) 益,day / night) for 7 days. The results showed that high
temperature exposure induced the abnormity of early pollen or the abortion of pollen maturation, leading to the reduction of
pollen number and decrease of pollen viability. So the anthers failed to develop maturity pollen under high temperature
stress, thereby causing reduced tomato yields. Furthermore, cytological analysis of anther development in tomato plants
under different temperature during 6 different periods showed that there was no significant difference in anthers structure
between high temperature鄄treated and control plants at early microspore developmental stages. Their difference was firstly
observed at the tetrad stage. The tapetal cells, the innermost cell layer of the anther wall, began to swell under high
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temperature stress. In the later stage, this abnormal swelling further dilated into the locular space. On the other hand, it
led to delay degrading of tapetum as well. Since tapetum supplied nutrients and several enzymes required for pollen
development, pollen mother cells stopped to develop into pollen. At the later development stage, the abnormality of
connective tissue, endothecium, epidermis, stomium and circular cell cluster was also observed during pollen development.
Our data indicated that male sterility under high temperature might be mainly due to malfunctioning of the tapetum resulting
in defects in pollen development. The present results will help to understand the basic mechanisms of anther development
and microsporogenesis under high temperature condition in tomato.

Key Words: Solanum lycopersicum; high鄄temperature stress; microsporogenesis; pollen viability; tapetum

高温严重影响植物的生长发育及生理代谢, 已成为限制植物分布、生长和生产力的一个主要环境因子。
大多数栽培作物(如番茄[1]、辣椒[2]、菜豆[3]、拟南芥[4]、水稻[5]、大麦[6]等)的生殖生长时期比营养生长时期

对高温更敏感,前人的研究表明这主要是因为花粉发育与萌发对高温非常敏感[7鄄8]。 番茄作为重要的园艺作

物其产量和质量却受到高温或者低温的影响。 在日温高于 32 益的环境下生长的番茄植株其雄配子的发育与

功能比雌配子更易受到影响,从而导致授粉受精不良、坐果率下降、果实品质变劣等[9鄄11]。
关于番茄高温胁迫的影响,前人研究重点主要涉及高温对番茄种子萌发和植株生长的影响、番茄耐热性

鉴定方法和高温影响成熟花粉粒表达谱差异分析等诸多方面[12鄄14],但对于持续高温胁迫对番茄花粉小孢子

发育影响的细胞与分子生物学研究尚未见报道。 正常条件下的番茄小孢子发育过程的研究表明,绒毡层细胞

在孢母细胞减数分裂时开始出现自溶迹象,而且同一花药不同药室内,孢母细胞减数分裂高度同步[15]。 同时

证实小孢子发育时期与花器形态密切相关[16鄄18]。 本研究以番茄‘Micro鄄Tom爷 为材料,通过 DAPI (4忆, 6鄄
diamidino鄄2鄄phenylindole)染色、石蜡切片等方法对正常情况下小孢子发育各时期进行划分;并研究了高温胁

迫对番茄小孢子发育细胞学结构的影响,旨在探索高温胁迫下小孢子败育的细胞学基础。
1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

实验材料为番茄品种‘Micro鄄Tom爷 (Solanum lycopersicum L. ),由美国番茄遗传资源中心(Tomato Genetics
Resource Center, TGRC)本实验室多代自交保存的稳定自交系。 在基质(草炭颐蛭石颐珍珠岩= 3颐1颐1)上培育的

幼苗,种植于智能光照培养箱内,光照强度约为 300 滋mol·m-2·s-1,光周期为 16 h / 8 h(光 /暗),空气湿度保持

在 70%—85% 。 植株正常生长温周期为(25依1) 益 / (20依1) 益(昼 /夜),高温胁迫处理的温度为(35依1) 益 /
(30依1) 益。 植株培育现第一花序时开始高温胁迫,处理时间为 7 d。 对照组植株与热处理组植株相比,除生

长环境温周期不同外,保证其他条件均相同。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 DAPI 染色法检测小孢子发育时期

进行番茄小孢子发育观察和时期划分的材料种植温度为(25依1) 益 / (20依1) 益。 于开花期取处于不同

发育阶段的花蕾(图 1),保持新鲜,用 Leica 体视显微镜拍照并测量花蕾长度。 取不同发育阶段的花药,于洁

净载玻片上用手术刀横切花药并分离出小孢子,用 1 mg / mL 的 DAPI 溶液于黑暗环境下染色小孢子 30 s,在
Leica DMLB 荧光显微镜下观察小孢子发育各阶段的形态,并用 Zeiss CCD 系统拍照记录。
1. 2. 2摇 TTC 染色法检测花粉活力

9:00 以前取花瓣初展开的番茄花蕾,放入培养皿中,并注意保湿,备用。 将 50 滋L 0. 5g / 100mL 浓度的

TTC(Triphenyltetrazolium chloride)溶液滴到洁净载玻片上,用手术刀横切不同发育阶段的花药,放入载玻片上

溶液中挤出花粉粒,加盖玻片。 将制片放入垫有湿吸水纸的培养皿,于 37 益恒温箱中,避光,放置 90 min 左

右,然后取出制片,置于低倍显微镜下观察染色情况并拍照记录。 每份材料观察不同植株上的 3—4 个花蕾,
每一花蕾制一个制片,每片取 5 个视野,统计并计算花粉的活力百分率。
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图 1摇 番茄‘Micro鄄Tom爷小孢子发育各时期花蕾形态观察

Fig. 1摇 Investigation of bud morphology of Solanum lycopersicum var. Micro鄄Tom during microspores development stages

A, a:孢母细胞时期;B, b:四分体时期;C, c:单核小孢子早期;D, d:单核小孢子中后期;E, e:双核花粉粒时期;F, f:成熟花粉粒时期

1. 2. 3摇 花粉体外萌发法检测花粉萌发力

上午 9 时以前取花瓣初展开的番茄花蕾,于体外进行花粉萌发实验。 花粉萌发液体培养基[19]各成分、工
作浓度及培养基 pH 值分别为:蔗糖 120 g / L,H3BO3 50 mg / L,Ca(NO3) 2·4H2O 300 mg / L,MgSO4·7H2O 200
mg / L,KNO3 100 mg / L,pH 值=6. 5。 向液体培养基中添加琼脂粉(终浓度为 0. 1% )使培养基有适量粘性,防
止花粉粒在培养基上漂移到液滴边缘,保证花粉粒能够均匀分布。

对照花粉[CK (25 益),Control Check]分别置于 25 益和 35 益温度下萌发,高温胁迫处理花粉[HS (35
益),Heat Stress]也分别置于 25 益和 35 益温度下萌发。 花粉萌发 60 min 后在培养基上滴加 20 滋L 0. 1g /
100mL 浓度的苯胺蓝溶液对花粉管荧光染色 3 min,然后在 Leica 荧光显微镜下镜检拍照,统计各处理的花粉

萌发率。
1. 2. 4摇 石蜡切片

制作石蜡切片,观察高温胁迫前后番茄小孢子发育各阶段的花药、药室、绒毡层、小孢子等的变化。 分别

取对照和高温胁迫番茄的各级花蕾,固定于 FAA 固定液(50%乙醇颐冰醋酸颐福尔马林 = 18颐1颐1)中 48 h,随后

将固定好的材料依次转入 50% 、70% 、85% 、95% 、100%乙醇中逐级脱水(各 1 h),然后经二甲苯彻底透明后,
进行透蜡和石蜡包埋,包埋好的蜡块放入 4 益冰箱中保存备用。 切片时制成厚度为 8 滋m 的连续切片,用铁

矾鄄苏木精法染色,中性树胶干燥封片。 Leica DMLB 荧光显微镜观察,并用 Zeiss CCD 系统拍照记录。
2摇 结果与分析

2. 1摇 番茄花粉发育过程的细胞学特征

2. 1. 1摇 番茄花粉发育进程

番茄花蕾初期发育比较慢,从花芽开始分化到可见萼片,以及花瓣的发生大约需要 10 d,到能观察到初生
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的雄蕊又需要 3 d 左右。 以后发育加快,雄蕊发育到花粉母细胞可见需要 5 d,以后进行减数分裂形成四分体

小孢子直到四分体小孢子分离而形成单核花粉粒大约需要 4 d,单核花粉粒经过约 3—4 d 就可以形成完全成

熟的花粉粒。
2. 1. 2摇 小孢子母细胞形成期至前减数分裂期

花蕾完全闭合,被萼片包被,呈绿色,有稠密绒毛,花蕾长度约 2 mm(图 1 A)。 剥离花被,可见各花药独

立未形成花药筒,呈浅黄绿色,透明。 石蜡切片观察,该时期花药壁的各层已分化明显。 最外层是表皮,细胞

小,具角质层,有保护功能。 表皮下层近于方形的较大细胞为药室内壁,内部 1—3 层较小的、呈切向延长的扁

细胞,为中层。 最内一层是绒毡层,为质浓、核大的长柱状细胞,其功能是提供小孢子发育所需的营养物质。
药室呈马蹄形,内含许多有棱的小孢子母细胞(图 1 a)。 小孢子母细胞拥有一个较大的核(图 2 A),并被具有

双核的绒毡层细胞所包围。

图 2摇 番茄花粉小孢子发育各时期的 DAPI染色观察

Fig. 2摇 Investigation of tomato microspores development using DAPI staining

A:孢母细胞;B:四分体小孢子,左上图片为经 DAPI 染色细胞核后苯胺蓝复染胼胝质层的效果图;C:单核早期小孢子;D:单核中后期小孢

子;E:双核花粉粒;F:成熟花粉粒

2. 1. 3摇 前减数分裂期至四分体时期

花蕾仍完全闭合,被萼片包被,呈绿色,蕾长 2. 5—3. 5 mm(图 1 B)。 各花药相互靠近结合但未形成花药

筒,呈浅黄绿色,半透明,药室内空间增大(图 1 b)。 小孢子母细胞完成正常的减数分裂,分裂完成时在 4 个

核间产生细胞壁,并分隔成由胼胝质所包围的 4 个细胞,形成正四面体形的小孢子四分体,4 个小孢子处于共

同的胼胝质中,通常只能观察到 3 个小孢子(图 2 B)。
2. 1. 4摇 四分体至单核早期

花蕾明显长大,萼片微高于花冠,花蕾呈浅绿色,蕾长约 3. 5—4. 5 mm(图 1 C)。 花药基部独立,上部结

合,呈浅黄绿色,药室内空间继续增大(图 1 c)。 这一阶段小孢子已从四分体的胼胝质中释放出来,此时小孢
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子具有不规则形状(图 2 C)。
2. 1. 5摇 单核小孢子中后期

花蕾明显长大,花冠接近萼片长度,花蕾呈浅绿色、淡黄,蕾长约 4. 5—6. 5 mm(图 1 D)。 花药基部结合,
形成花药筒,呈黄绿色。 花粉粒的三条萌发沟清晰可见,细胞质中含有大液泡,细胞核靠边,花粉粒形状接近

圆球形(图 2 D)。
2. 1. 6摇 双核花粉粒形成期

花蕾充分膨大,花萼裂开,呈黄绿色,花冠微露于萼片外,黄色,绒毛稀疏,花蕾长约 6. 5—7. 5 mm。 各花

药联合形成完整的花药筒,呈浅黄色(图 1 E, e)。 花粉粒经过一次有丝分裂后形成双核花粉粒,此时期可见

一个染色较淡的营养细胞和一个染色较深的生殖细胞(图 2 E)。
2. 1. 7摇 成熟花粉粒时期

萼片、花瓣全部开裂,暴露出花药,花冠深黄色,花朵长度约 7. 5—8. 5 mm(图 1 F)。 花药黄色,花粉囊开

裂,能够散粉(图 1 f)。 花粉粒发育完成,形成颗粒饱满充实、细胞质染色较深的成熟花粉粒(图 2 F)。
2. 2摇 高温胁迫对番茄小孢子发育影响的分析

2. 2. 1摇 花粉 TTC 染色结果

在正常温度环境 (25 益 / 20 益) 下,花药内的成熟花粉粒数目多,花粉粒生活力强,花粉红染率为

84郾 65% 。 高温胁迫环境 (35 益 / 30 益)下,花药内的成熟花粉粒数目减少,花粉生活力显著减弱,红染率为仅

为 10. 72% (图 3)。

图 3摇 TTC 染色法检测 Micro鄄Tom 番茄成熟花粉粒在高温胁迫前后的生活力变化

Fig. 3摇 Analysis of pollen viability of these plants subjected to normal (25 益 / 20 益) and high (35 益 / 30 益) temperature treatments by

TTC staining

A:TTC 染色后的花粉粒;B:有活力花粉粒;C:无活力花粉粒;D:有活力花粉占总花粉粒数的百分比,实验花粉粒数超过 500 粒

2. 2. 2摇 花粉萌发结果

对照花粉饱满、颗粒之间无粘连(图 4 A, B);在 25 益 和 35 益 温度下的萌发率分别为 57. 08% 和

52郾 62% ,35 益下的萌发率略有降低,但差异不显著。 高温胁迫花粉有空瘪、外壁凹陷、颗粒粘连现象,正常花

粉粒数目比例较低(图 4 D);无论是在 35 益还是在 25 益的温度下,均没有发现处理后番茄的花粉管伸长,重
复萌发实验并将萌发时间延长至 4 h 仍然未观察到花粉管伸长(图 4 C)。 以上结果表明 35 益 / 30 益高温胁
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摇 图 4摇 适温与高温胁迫条件下发育的番茄‘Micro鄄Tom爷成熟花粉

粒体外萌发比较

Fig. 4 摇 In vitro germination of tomato pollen grains under

optimum (CK, 25 益 / 20 益) or high temperature (HS, 35 益 /

30 益)

A, B:对照(25 益 / 20 益)花粉粒正常萌发;C, D:高温胁迫(35

益 / 30 益)花粉粒没有萌发

迫影响了小孢子发育,导致花粉败育,而 35 益高温对正

常花粉粒萌发的影响不显著。
2. 2. 3摇 石蜡切片结果

高温胁迫处理材料与对照材料均能够正常分化花

药壁的各层,药室内的花粉小孢子母细胞排列整齐(图
5 A, G)。 小孢子发育在四分体时期开始表现出差异。
与对照相比,高温胁迫处理材料的绒毡层细胞异常肥厚

(图 5 H)。 到了单核小孢子时期,对照材料的小孢子从

胼胝质中释放出来,形状逐渐变圆,小孢子大小一致,细
胞核接近小孢子中央,绒毡层开始降解并且贴近药室内

壁(图 5 C);此时期,高温胁迫处理材料中只有一部分

小孢子从四分体中释放出来,大部分畸形并且聚集成

团,绒毡层没有降解反而明显膨大、挤压进入药室内部

(图 5 I)。 单核小孢子中后期,对照材料的小孢子相互

独立分散于药室内、染色加深,绒毡层降解留下丝线状

残骸,药室内壁细胞降解消退,花药表皮细胞呈细长状

纵向排列,药隔细胞减少,花药同侧两药室间膈膜变薄,
裂口处的环状细胞簇形成正常的圆环为花药开裂做准

备(图 5 D);高温胁迫处理材料中,畸形小孢子则较多、
大小不一致,绒毡层细胞体积增大、具有大液泡和较大

细胞核,部分绒毡层细胞相互挤压而破裂,花药表皮细

胞呈方形,裂口处的环状细胞簇形成的圆环形状不规则(图 5 J)。 双核花粉粒时期(开花前一天),对照花粉

粒充实,细胞质染色较深,仅有个别花粉粒畸形,绒毡层完全消失或仅存残余,花药同侧的两个药室之间的药

隔解体,两个药室相互连通成为一体,裂口附近花药壁仅剩一层表皮细胞且排列整齐,花药开裂(图 5 E);高
温胁迫处理材料花药中的正常花粉粒极少,多数花粉粒畸形或停止发育,而且花粉粒被绒毡层细胞包围而积

聚粘连,花药开裂但裂口不规则,裂口附近花药壁细胞畸形(图 5 K)。 花朵开放时,对照材料药室完全打开,
都能散粉,花药维管等组织仍保持原有结构(图 5 F);然而,高温胁迫材料的药室塌陷,花药表现出萎缩状(图
5 L)。

对番茄小孢子发育过程的连续观察研究,表明 35 益热胁迫处理影响了小孢子、绒毡层、药隔、花药壁等的

正常发育,从而导致花粉粒畸形或败育,产生的正常花粉粒数量严重减少,花药散粉障碍等,进而影响花朵的

正常授粉受精过程。
3摇 讨论

番茄品种‘Micro鄄Tom爷由于其生长周期短,易于栽培等特性,已经成为番茄遗传与发育研究的重要模式品

种。 本研究通过对番茄‘Micro鄄Tom爷小孢子细胞核形态学以及 DAPI 染色观察,依据核发育变化,将小孢子发

育过程分为孢母细胞时期、四分体小孢子时期、单核小孢子早期、单核小孢子中后期、双核花粉粒时期和成熟

花粉粒时期等 6 个主要时期,这与 Brukhin[16]、辛建华[17]等对番茄小孢子发育主要时期的划分基本一致。 依

据番茄‘Micro鄄Tom爷小孢子发育时期与花蕾外部形态、花蕾长度和花药发育特征的对应关系,划分出的小孢子

发育时期依次对应于 Brukhin[16]划分的花发育阶段的 stage7鄄8、stage9鄄11、stage12鄄13、stage14鄄15、stage16鄄17 和

stage18鄄20。 因此,依据花蕾形态观察能够判断‘Micro鄄Tom爷番茄小孢子发育时期,为后续番茄生殖发育分子

生物学研究提供取材依据。 但由于花蕾的大小会因环境的变化而存在差异[17],实验中应注意环境条件的控

制,在精细实验中有必要借助于小孢子的镜检观察来准确无误地确定发育时期。
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图 5摇 番茄‘Micro鄄Tom爷 各级花蕾的石蜡切片观察

Fig. 5摇 Investigation of tomato microspores development stages using paraffin section

A—F:对照 (25益 / 20益)材料,G—L:热胁迫(35益 / 30益)材料; A, G:孢母细胞时期;B, H:四分体时期;C, I:单核小孢子早期;D, J:单核

小孢子中后期;E, K:双核花粉粒时期;F, G:成熟花粉粒时期

可育番茄小孢子在正常发育情况下,绒毡层在单核小孢子发育早期启动 PCD(Programmed Cell Death)进
程,不断自我降解而提供营养给小孢子发育。 本研究发现,高温胁迫(35 益 / 30 益)后,花药绒毡层内绒毡层

细胞液泡化膨大、裂口附近细胞延迟降解,而番茄小孢子畸形或败育、空瘪凹陷花粉粒数量比例大等现象。 绒

毡层发育异常现象在番茄雄性不育材料中的研究较多。 本研究表明,热胁迫处理番茄的小孢子败育从四分体

小孢子时期到花粉成熟时期均有发育异常表现,这一结果与毛秀杰[20]、袁亦楠[21] 等研究的番茄雄性不育系

小孢子发育异常发生在广泛时期内的结果基本一致。 本研究结果表明,热胁迫处理造成花粉畸形或败育与绒

毡层细胞的发育紊乱密切相关。 绒毡层细胞降解延迟,未提供充足的营养物质供小孢子发育和花粉壁结构的

形成,类似现象在水稻[22]、拟南芥[23鄄24]等作物研究中也有报道。 同时,绒毡层细胞高度液泡化并向药室内生

长使药室内空间变小;花朵开放花药开裂时,破碎的绒毡层细胞及其内含物使花粉粒粘连成团,该现象在本研

究花粉萌发实验中同样可被观察到,表明高温胁迫不仅使花粉畸形或败育,而且使花药散粉困难。
本研究还发现,热胁迫还引起了药隔组织、药室内壁、花药表皮、环状细胞簇等花药细胞结构的发育异常。

张桂莲等[25]对水稻的研究发现,水稻耐热品系在高温胁迫下花药维管组织正常,而热敏感品系在高温胁迫下

花药维管组织发育异常。 高温胁迫使番茄植株韧皮部形成胼胝质,胼胝质因阻塞胞间连丝而增加韧皮部的阻

力[11],而高温对番茄花药维管组织发育是否有类似影响尚需研究考证。 有关热胁迫引起的番茄小孢子和花

药组织发育异常的分子生物学研究在本实验室还在进行中,希望有助于阐明热胁迫对番茄小孢子发育的影响

机制,并为培育耐高温农作物新品种提供新途径。
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