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　 　 摘要：　 为了能够快速准确判断葫芦小孢子发育时期，通过对葫芦花器外观形态与花药显微结构的观察，并将

其与小孢子发育时期进行联系。 结果显示：葫芦小孢子经过四分体时期、单核期和二核期后发育成成熟花粉粒；在
顶芽生长点肉眼可辨别花芽和叶芽的 １ ｄ 和 ２ ｄ 时，在 ６􀆰 ３～ ６􀆰 ７ ｍｍ 的花蕾中，小孢子多处于单核期，此时葫芦花

雄蕊的花粉管干瘪较适合花药、小孢子培养；发育到第 ３ ｄ、４ ｄ 时，花粉管较饱满，此时基本为发育成熟的花粉粒。
表明可以根据葫芦花蕾的形态、大小及小孢子的发育时期，确定花药、小孢子培养最佳时期所对应的选蕾标准。
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　 　 葫芦为葫芦科（Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｅ）葫芦属，一年生

攀援草本植物。 学名［ Ｌａｇｅｎａｒｉａ ｓｉｃｅｒａｒｉａ （Ｍｏｌｉｎａ）
Ｓｔａｎｄｌ．］，又名瓠瓜、瓠子、扁蒲、蒲瓜、夜开花等［１］。
葫芦是适宜嫁接的优良砧木，葫芦科植物的常规遗

传育种方法育种周期长、难度大和遗传性状不稳定。
单倍体育种技术为缩短育种年限、提高育种效率提
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供了可能，但在葫芦科蔬菜作物中，自发产生单倍体

的频率极低［２］。 为了获得单倍体，研究者尝试通过

离体雄核发育途径（花药或小孢子培养） 、雌核发育

途径（未授粉子房或胚珠离体培养、外源化学药剂、
正常花粉或辐射过的花粉授粉诱导的孤雌生殖）等
手段诱导单倍体［３］。 近年来，花药培养和游离小孢

子培养技术的不断成熟，为单倍体离体培养的应用

带来了曙光。 在花药培养或小孢子培养时，花粉发

育时期的选择是影响离体诱导单倍体成功的重要因

素之一。 不同植物种类诱导愈伤组织形成和胚状体

发生的适宜小孢子发育时期是不同的，多数物种诱

导胚胎发生的最佳小孢子发育时期是单核靠边

期［２⁃７］。 许多研究结果表明小孢子发育时期与花器

外部形态密切相关，可以依据花器形态特征，特别是

花蕾的大小，即可判断植物小孢子发育时期［８⁃１１］。
为此，通过对葫芦小孢子配子体发育时期的细胞学

观察，找出小孢子各发育时期对应的花器与花药外

观形态，研究其相关性，为葫芦小孢子发育时期的鉴

定奠定基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

供试葫芦品种为相生 ＦＭＴ，由江苏省农业科学

院蔬菜研究所瓜类研究室提供，于 ２０１４ 年 １０ 月播

种，１１ 月定植于温室，常规管理。
１．２　 方法

１．２．１　 花蕾形态观察与测量 　 从葫芦植株顶端花

芽与叶芽肉眼可辨认第 １ ｄ 开始为观察期，每天

１３ ∶ ００点选择 １５ 朵大小相等的花蕾做标记，并每天

用 毫 米 尺 测 量 记 录 长 度。 取 样 时 间 是

１５ ∶ ００—１７ ∶ ００，用镊子按生长天数取葫芦花蕾放

入自封口塑料袋内，用冰盒带回实验室。 用游标卡

尺测量花蕾纵径，然后用镊子剥去萼片、花瓣，取出

花药，进行观察拍照。
取生长了 １～１６ ｄ 的花蕾两组，将样品去萼片、

花瓣，置于 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸缓冲液配制的 ２􀆰 ５％的戊

二醛溶液中抽真空固定后 ４ ℃过夜，处理好的样品

在 ＥＶＯ⁃ＬＳ１０ 扫描电子显微镜下观察并拍照。
１．２．２　 小孢子发育过程观察 　 本研究参考钱春桃

等［１２］方法进行染色体制片，并进行改良，较适于对

不同发育时期的小孢子进行观察。 采集 １ ｄ 到 ６ ｄ
的花蕾样品，用改良卡诺液（ １ 体积无水酒精 ∶ ３
体积冰醋酸）固定 ２４ ｈ，用 ７５％的酒精保存在 ４ ℃
冰箱中备用。

用镊子轻轻夹取少许花药置于载玻片，并挤压

出花粉母细胞，去除杂质，用醋酸洋红染色和卡宝染

色液染色，采用火焰微烤和 ４５％ 醋酸分色制片，使
用 Ｏｌｙｍｐｕｓ（ＢＸ⁃５１）显微镜观察并拍照。

２　 结果与分析

２．１　 葫芦花蕾形态观察

从第一批葫芦花蕾肉眼可辨直至第一批花蕾开

花后，统计花蕾每天的生长值（表 １），选取相对应大

小的花蕾及剥去花萼、花瓣后的花药取样拍照（图
１）。 花蕾生长值记录从第 １ ｄ 标记到开花，历时 １６
ｄ；取样从第 １ ｄ 标记到花败，历时 １８ ｄ。

表 １　 葫芦花蕾各时期生长值

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｄ ｂｕｄｓ

发育天数
（ｄ）

长度
（ｃｍ）

发育天数
（ｄ）

长度
（ｃｍ）

发育天数
（ｄ）

长度
（ｃｍ）

发育天数
（ｄ）

长度
（ｃｍ）

１ ０．６１ ５ ０．８８ ９ １．１４ １３ １．７３

２ ０．６９ ６ ０．９６ １０ １．２６ １４ １．９３

３ ０．７６ ７ １．０２ １１ １．３７ １５ ２．３３

４ ０．８５ ８ １．０７ １２ １．５１ １６ ３．４９

　 　 表 １ 可知，花蕾在前期（第 １～１３ ｄ）生长势较缓

慢，待到 １４ ｄ 与 １５ ｄ 时生长迅速，开花前一天生长值

是开花前两天生长值的 ３ 倍。 由图 １ 可见，在观察期

第 １ ｄ，花蕾紧贴叶腋处皱缩，着生浓密白色绒毛的萼

片将花冠紧紧包裹，去花瓣与萼片后，花药相对小且

干瘪，整体呈深绿色。 发育第 ２ ｄ、３ ｄ 后，花蕾与花药
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均渐大并相对饱满，深绿色变浅，萼片开始展开。 随

着发育进程的推进，花蕾似钟形均匀缓慢生长，花萼

逐渐开展，花冠长势超过花萼，花蕾与花药颜色由深

绿色经过浅绿色、黄色，最终变成白色，并准备开放。

Ａ：花蕾形态； Ｂ：去花瓣和花萼后的花药形态。 ｄ１～ ｄ１８：发育 １～１８ ｄ 的花器。
图 １　 葫芦各时期花器形态

Ｆｉｇ．１　 Ｇｏｕｒｄ ｂｕｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｔ ｅａｃｈ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｈａｓｅ

２．２　 葫芦花药发育过程

葫芦花是单性花，通过扫描电镜的观察，葫芦花

为雄蕊之间花丝部分合生在一起，雄蕊群通过花丝

合生成 ３ 个单体，花药相互分离，形成一个球体状的

聚药雄蕊（图 ２Ａ、图 ２Ｂ）。 葫芦科部分植物为雄蕊

５ 个，这 ３ 个单体是 ５ 个雄蕊通过两两合生、另一个

离生而形成的三体雄蕊［１３］。 通过显微扫描可以观

察到葫芦花雄蕊确实是由 ３ 个单体组成，其中合生

的两个单体（图 ２Ｃ） 体积明显比离生的单体（图
２Ｄ）大一倍。 ３ 个单体紧密簇生形成不规则的球体，
花药呈管状环绕，位于合生花丝形成的肉质联合体

顶端（图 ２Ａ、图 ２Ｂ）。
在花芽与叶芽可以肉眼分辨后 １ ｄ 或 ２ ｄ，葫芦

花雄蕊的花粉管干瘪，发育 ３ ｄ 或 ４ ｄ 后花粉管逐渐

饱满，花药表皮有一条明显的浅沟（图 ２Ｅ），随着发

育，浅沟加深，其他方面没有明显差异。 发育至第

１４ ｄ 时，花瓣从青色转为白色，花药的浅沟开始开

裂。 花药成熟后，花蕾开放时，花药在浅沟处纵裂，

花粉粒沿裂缝散出，布满花粉管外围 （图 ２Ｆ、图

２Ｇ）。 发育到第 １８ ｄ 时，花蕾开败，花粉粒从着生处

散落，仅留下开裂的花粉管（图 ２Ｈ）。
２．３　 葫芦小孢子配子体的发育途径

成熟小孢子的发育途径为：四分体时期⁃单核小

孢子早期⁃单核小孢子中期⁃单核靠边期⁃二细胞花粉

早期⁃二细胞花粉中期⁃二细胞花粉晚期⁃成熟花粉时

期（图 ３）。
经细胞学染色结果显示：在葫芦品种相生 ＦＭＴ

发育 １ ｄ 的样品中（图 １），花蕾大小小于 ５􀆰 ９ ｍｍ 时

小孢子还处于母细胞或者更前期；花蕾大小在 ５．９～
６􀆰 ２ ｍｍ 时，小孢子基本处于四分体时期（图 ３Ａ）；在
发育 ２ ｄ 的样品中（图 １），花蕾大小在 ６．３～ ６􀆰 ７ ｍｍ
时，小孢子基本处于单核期，此时胼胝质破裂，小孢

子从四分体中释放出来（图 ３Ｂ），随着大液泡的形

成，细胞内细胞核从细胞中央被挤向细胞壁较厚的

一侧，即从小孢子单核早期经过单核中期进入单核

靠边期（图 ３Ｃ～图 ３Ｅ）；在发育２～ ３ ｄ 的样品中（图
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１），花蕾大小在 ６．８～ ７􀆰 ２ ｍｍ 时小孢子基本处于二

细胞期（图 ３Ｆ ～图 ３Ｈ），可以看到第 １ 次有丝分裂

前后的多种状态：其中一部分观察不到染色的细胞

核此时期为小孢子进入了第 １ 次有丝分裂的间期，
大部分为已经完成第 １ 次有丝分裂具有 １ 个营养细

胞和 １ 个生殖细胞的二核期小孢子。 营养细胞的体

积大，靠近大液泡，生殖细胞体积小，贴近花粉壁。
随着小孢子继续发育，生殖核会向细胞的中央迁移，
从二细胞早期进入二细胞晚期。 在大于 ７􀆰 ２ ｍｍ 的

大花蕾中，大部分小孢子体积显著变大变圆，可以看

到拥有 ３ 个萌发孔和三股沟的成熟花粉粒（图 ３Ｉ）。

Ａ：发育 １ ｄ 聚药雄蕊俯视图；Ｂ：发育 ４ ｄ 聚药雄蕊侧视图；Ｃ：发育 ４ ｄ 的单体雄蕊；Ｄ：发育 １ ｄ 的单体雄蕊；Ｅ：发育 ７ ｄ 的花粉管；Ｆ：发育 １４
ｄ 的花粉管；Ｇ：发育 １６ ｄ 布满花粉粒的花粉管；Ｈ：发育 １８ ｄ 花粉粒散去的花粉管。

图 ２　 花药发育结构图

Ｆｉｇ．２　 Ａｎｔｈｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

２．４　 相关性分析

２．４．１　 小孢子发育时期与花器形态相关性分析 　
花蕾大小在 ６．３～ ６􀆰 ７ ｍｍ 时，小孢子基本处于单核

期，而在葫芦植株顶芽生长点处肉眼可辨花芽与叶
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Ａ：四分体时期；Ｂ：胼胝质破裂，小孢子从四分体中释放；Ｃ：单核早期；Ｄ：单核中期；Ｅ：单核靠边期；Ｆ：双核早期；Ｇ：双核中期；Ｈ：双核晚期；
Ｉ：成熟花粉粒。 ａ：生殖细胞 ；ｂ：营养细胞。

图 ３　 葫芦小孢子各发育阶段的细胞学特征（×４００）
Ｆｉｇ．３　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｔ ｅａｃｈ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｇｏｕｒｄ ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｅ （×４００）

芽后 １ ｄ 的花蕾，其大小为 ５．５～６􀆰 ５ ｍｍ；发育到第 ２
ｄ 时，花蕾长度为 ６．０～ ７􀆰 ０ ｍｍ。 经观察统计，花蕾

大小在 ５．９～６􀆰 ２ ｍｍ 时，小孢子基本处于四分体时

期；花蕾大小在 ６．３～６􀆰 ７ ｍｍ 时，小孢子基本处于单

核期；花蕾大小在 ６．８～７􀆰 ２ ｍｍ 时，小孢子基本处于

二细胞期。 此时花蕾紧贴叶腋处皱缩着，着生浓密

白色绒毛的萼片将花冠包裹，花瓣未露出花萼；去花

瓣与萼片后，花药相对小且干瘪，整体呈深绿色。 所

以后期花药与小孢子培养所需的小孢子单核靠边期

取样时，应在可辨花芽与叶芽后发育 １～ ２ ｄ 的花蕾

中挑选大小为 ６．３～６􀆰 ７ ｍｍ 的花蕾用于培养。
２．４．２　 小孢子发育时期与花药结构相关性分析 　
在观察 １ ｄ、２ ｄ 时，扫描电镜下葫芦花蕾的合生花

丝皱缩，外围环绕的花粉管干瘪有皱褶（图 ２Ａ 和图

２Ｃ），对应了葫芦花器观察期 １ ｄ、２ ｄ 时外观形态不

饱满，此时葫芦小孢子多处于四分体到二核期。 发

育 ３ ｄ、４ ｄ 后，小孢子逐渐发育成饱满的成熟花粉

粒，花粉管也趋于饱满，花药表皮有一条不明显浅

沟，随着发育，浅沟加深（图 ２Ｅ、图 ２Ｆ）直至后期开

裂散出成熟花粉。

３　 讨 论

随着单倍体育种技术的不断成熟，花药培养和

小孢子培养的优势日渐体现，在葫芦花药和小孢子

培养诱导单倍体的过程中，确定小孢子发育时期与

花蕾外部形态特征的对应关系对于花药培养成功与

否起着决定性的作用。 通过对花粉染色制片观察小

孢子雄配子发育途径细胞学特征，与其对应的花器

外观和花药形态的相关性，得出结论：葫芦小孢子雄

配子体发育经历四分体时期、单核期和二核期后发

育成为成熟花粉粒；在葫芦植株顶芽生长点肉眼可

辨别花芽和叶芽的 １ ｄ、２ ｄ 时，大小为６．３～ ６􀆰 ７ ｍｍ
的不饱满花蕾适宜做培养材料，此时花粉管干瘪，花
器整体呈深绿色。 在植物花药或小孢子培养过程

中，取材时期对于培养成功与否起着决定性的作用。
本试验为鉴定小孢子发育时期，快速找到小孢子单
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核期提供了简易的方法。
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