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　 　 摘要：　 以砂梨品种今村秋及丰水为试验材料，在离体及活体条件下，研究了外源施加不同浓度钙调素及其抗

血清对梨花粉萌发及花粉管生长的影响。 离体培养条件下，施加 １０－７ ｍｏｌ ／ Ｌ 钙调素对今村秋花粉萌发及花粉管生

长的促进作用最明显，而稀释 ２００ 倍的钙调素抗血清则有明显的抑制作用。 自交不亲和性反应与活体试验结果进

一步证实钙调素在梨花粉萌发与花粉管生长过程的促进作用，而钙调素抗血清的作用与之截然相反，显著抑制花

粉萌发及花粉管生长。 说明，钙调素处理可以有效促进梨自交不亲和过程花粉萌发及花粉管生长。
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　 　 梨（Ｐｙｒｕｓ）属于配子体型自交不亲和性果树，绝
大多数品种自花授粉不结实，在生产上必须合理配

置授粉树或者进行人工授粉，才能获得预期的产量

及品质。 花粉在柱头上的萌发和花粉管在花柱引导

组织中的伸长及定向生长是一个复杂的过程，涉及

花粉和柱头的相互识别及花粉管与花柱引导组织之

间的相互作用［１］。 研究结果表明花粉或花柱细胞

外基质中的多种蛋白质在上述过程中发挥重要作

用［２］，如钙调素（Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ，ＣａＭ）对花粉萌发和花
粉管伸长具有促进作用［３］。 显微注射试验证实，提
高花柱引导组织中细胞外 ＣａＭ 活性可以促进花粉

管在花柱引导组织中的伸长，而抑制其活性则起相

反作用［４］。 但 ＣａＭ 在自交不亲和性反应过程中对

花粉萌发及花粉管生长的影响尚未明确，因此，我们
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采用梨花粉离体及活体培养来研究 ＣａＭ 及其抗血

清对自交不亲和性反应过程中花粉萌发及花粉管生

长的影响，以期进一步了解 ＣａＭ 在自交不亲和性反

应过程中的作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

以南京农业大学江浦农场梨品种资源圃砂梨

（Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ Ｎａｋａｉ） 品种今村秋 （ Ｉｍａｍｕｒａａｋｉ）
（Ｓ１Ｓ６）和丰水（Ｈｏｓｕｉ） （Ｓ３Ｓ５）含饱满花芽的健壮枝

条为试验材料。 将枝条基部剪成斜面，插入 ３０ ｇ ／ Ｌ
蔗糖溶液器皿中，置于 ２５ ℃光照培养箱培养促进花

蕾进一步发育。 一部分花枝于开花前 １ ～ ２ ｄ 采集

花蕾，收获花药，用硫酸纸包裹，置于密闭的硅胶瓶

中常温干燥 １ ｄ 后贮存于－２０ ℃冰箱中备用；另一

部分花枝继续培养至开花用于活体试验。
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 花柱 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ 的提取及活性检测 　 参照张

绍铃等［５］ 的方法提取今村秋及丰水花柱 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ，
回收的 ＲＮａｓｅ 经平衡透析后贮存于－８０ ℃冰箱中备

用。 ＲＮａｓｅ 的定量参照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ［６］的方法，以牛血清

白蛋白作标准曲线。 ＲＮａｓｅ 的活性测定参照 Ｂｒｏｗｎ
等［７］的方法，比活性单位为 Ｕ ／ ｍｇ）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 花粉离体萌发培养　 将保存于冰箱中的花

粉转移到室温下解冻 ２ ｈ，花粉培养基为 １０􀆰 ００％ 蔗

糖，２０􀆰 ００％ 聚乙二醇 ４０００、０􀆰 ０１％ 硼酸，０􀆰 ０３％ 硝

酸钙，溶解于 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ２⁃（Ｎ⁃吗啡啉）乙磺酸溶

液（ ｐＨ ＝ ６􀆰 ５）。 ＣａＭ（１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ、１０－７ ｍｏｌ ／ Ｌ、１０－８

ｍｏｌ ／ Ｌ）、ＣａＭ 抗血清（稀释 ５０ 倍、１００ 倍、２００ 倍、
４００ 倍）皆来自河北师范大学生物系。 今村秋和丰

水花柱 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ（终浓度 １􀆰 ２５ μｇ ／ μｌ）直接添加到花

粉培养基中，进行今村秋花粉培养。 以不添加任何

蛋白质的花粉培养基为对照，于 ２５ ℃黑暗条件下培

养 ６ ｈ 后，取花粉培养悬浮液滴加到载玻片上，在光

学显微镜下统计花粉萌发率及花粉管长度，每个处

理重复 ３ 次，每个重复观察花粉粒 ｎ≥１００，花粉管

ｎ≥６０ 根。
１􀆰 ２􀆰 ３　 活体培养　 将丰水花枝上当天即将开花的

花蕾在散粉前去雄，疏去生长较弱的花蕾，花柱处理

参照崔素娟等［８］ 的方法，分别用 １０－７ ｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＭ 或

稀释 ２００ 倍的 ＣａＭ 抗血清处理液浸湿的棉球覆盖

花柱处理 ３０ ｍｉｎ 后，人工自花授粉（丰水×丰水）和

异花授粉（丰水×今村秋），授粉后立即套袋。 采集

授粉后 ４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 花柱，立即用 ＦＡＡ 固定液

（福尔马林 ∶冰醋酸 ∶５０％酒精混合液＝ ５ ∶５ ∶９０，体积

比）进行固定后备用。 参照 Ｋｈｏ 等［９］ 的方法进行软

化、苯胺蓝染色、压片处理后，在 ＸＳＪ⁃２ 荧光显微镜

下观察各处理的花粉萌发及花粉管生长情况，拍照，
测量花柱长度及最长花粉管长度，计算比率，每个处

理重复 ３ 次。

∗表示处理与对照差异达显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 １　 钙调素对今村秋梨离体花粉萌发（Ａ）及花粉管生长（Ｂ）的

影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ （ＣａＭ） ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｐｏｌｌｅｎ ｇｅｒｍｉ⁃
ｎａｔｉｏｎ （Ａ） ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｐｏｌｌｅｎ ｔｕｂｅ
（Ｂ） ｏｆ Ｉｍａｍｕｒａａｋｉ ｐｅａｒ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＣａＭ 及 ＣａＭ 抗血清处理对今村秋梨花粉离

体萌发及花粉管生长的影响

　 　 离体试验结果显示，不同浓度 ＣａＭ 处理对今村

秋梨花粉萌发率有一定的影响（图 １Ａ），１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＣａＭ 处理后花粉萌发率略低，而 １０－７ ｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＭ 处

理后花粉萌发率明显升高，与对照存在显著差异，
１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＭ 处理对花粉萌发率没有显著影响；
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与此同时，１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ 或 １０－７ ｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＭ 处理可显

著促进花粉管生长，表现为其长度明显增加，与对照

间存在显著差异，而 １０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＭ 处理对花粉管

生长无明显效果（图 １Ｂ）。 进一步研究揭示， ＣａＭ
抗血清处理抑制今村秋梨花粉萌发，表现为花粉的

萌发率显著低于对照（图 ２Ａ），并且，花粉的萌发率

随着 ＣａＭ 抗血清稀释倍数的增加，呈先降低后升高

的趋势，当 ＣａＭ 抗血清稀释 ２００ 倍时，花粉萌发率

最低，仅为对照的 ６１􀆰 ６％；ＣａＭ 抗血清对花粉管生

长亦存在抑制作用，其中稀释 １００ 倍 ＣａＭ 抗血清对

花粉管生长的抑制效果最为明显，表现为该处理条

件下，花粉管长度最短，显著低于对照（图 ２Ｂ）。

∗表示处理与对照差别达到显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＣＫ：不添加 ＣａＭ 抗

血清。
图 ２　 钙调素抗血清对今村秋梨离体花粉萌发（Ａ）及花粉管生

长（Ｂ）的影响

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ＣａＭ ｓｅｒｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｐｏｌｌｅｎ
ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ （ Ａ ） ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｐｏｌｌｅｎ ｔｕｂｅ （Ｂ） ｏｆ Ｉｍａｍｕｒａａｋｉ ｐｅａｒ

２􀆰 ２　 ＣａＭ 及 ＣａＭ 抗血清与 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ 协同处理对

今村秋梨花粉离体萌发的影响

　 　 通过离体试验研究 ＣａＭ 或 ＣａＭ 抗血清与 Ｓ⁃

ＲＮａｓｅ 协同处理对花粉萌发的影响，结果（图 ３）表

明：单独加入丰水 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ（亲和）对今村秋花粉萌

发率没有明显影响，却显著抑制其花粉管生长；单独

加入今村秋 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ（不亲和）可以显著抑制今村秋

花粉萌发及花粉管生长；同时施加 ＣａＭ 与丰水 Ｓ⁃
ＲＮａｓｅ 或今村秋 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ 都能够促进花粉萌发及花

粉管生长，且 ＣａＭ 对今村秋 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ 抑制今村秋花

粉萌发与花粉管生长的缓解作用最为明显。 此外，
同时施加 ＣａＭ 抗血清与丰水 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ 或今村秋 Ｓ⁃
ＲＮａｓｅ 可造成花粉萌发率降低，但花粉管生长不受

影响。

ＣＫ：无任何添加；１：丰水 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ；２：今村秋 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ；３：今村秋 Ｓ⁃
ＲＮａｓｅ＋ＣａＭ；４：今村秋 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ＋ＣａＭ 抗血清；５：丰水 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ＋

ＣａＭ；６：丰水 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ＋ＣａＭ 抗血清。 ∗表示处理与对照差异显著

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 ３　 钙调素及其抗血清与 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ 协同处理对今村秋梨花粉

萌发（Ａ）及花粉管生长（Ｂ）的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣａＭ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ＣａＭ ｓｅｒｕｍ ｗｉｔｈ Ｓ⁃ＲＮａｓｅ ｔｒｅａｔ⁃
ｍｅｎｔ ｏｎ ｐｏｌｌｅｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ （Ａ） ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｐｏｌｌｅｎ
ｔｕｂｅ （Ｂ） ｏｆ Ｉｍａｍｕｒａａｋｉ ｐｅａｒ

２􀆰 ３　 ＣａＭ 及 ＣａＭ 抗血清处理对丰水梨活体花柱

内花粉管生长的影响

　 　 ＣａＭ 和 ＣａＭ 抗血清处理后丰水梨花粉原位萌

发率、生长情况及花粉管长度如图 ４、图 ５ 所示。 异

９３４周建涛等：钙调素及其抗血清对梨花粉萌发和花粉管生长的影响



花授粉组的花粉管生长良好，授粉 ４８ ｈ 后花粉已经

生长到底部，因此在图 ４ 中未显示异花授粉花粉管

长度与花柱长度的比例。 从图 ４ 可见，而在整个培

养过程（４８ ～ ９６ ｈ）中，施加 ＣａＭ 可促使自花授粉组

花粉管长度与花柱长度的比例显著升高，而施加

ＣａＭ 抗血清后该比例明显下降，表明外源 ＣａＭ 处理

花柱可以促进自花授粉花粉管伸长；ＣａＭ 抗血清对

花粉原位萌发及花粉管的伸长起抑制作用。

对照（无添加）； ＣａＭ 处理； ＣａＭ 抗血清处理。 ∗表示与对

照有显著差异（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 ４　 ＣａＭ 和 ＣａＭ 抗血清处理对丰水梨自花授粉花粉原位萌

发和花粉管生长的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣａＭ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ＣａＭ ｓｅｒｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ
ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｕｂｅ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｖｉｖｏ ｓｅｌｆ⁃ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ

自花授粉 ４８ ｈ 后，ＣａＭ 处理的花粉管生长长度

与花柱长度的比例由自花授粉的 ３２􀆰 ３５％升高至

４１􀆰 ４０％，ＣａＭ 抗血清处理下降至 １９􀆰 ４７％；自花授粉

７２ ｈ 后 ＣａＭ 处理使花粉管生长长度与花柱长度的

比例由 ３５􀆰 ８２％升高至 ４０􀆰 ６８％，ＣａＭ 抗血清处理则

下降至 ２８􀆰 ６７％；自花授粉 ９６ ｈ 后 ＣａＭ 处理的花粉

管长度比例由 ３６􀆰 ５７％升高至 ４２􀆰 １３％，ＣａＭ 抗血清

处理下降至 ３２􀆰 ３２％。 可以看出，ＣａＭ 处理在授粉

４８ ｈ 后对于花粉管生长的促进作用达到 ９􀆰 ０５％，同
时 ＣａＭ 抗血清的抑制作用为 １２􀆰 ８９％，都显著高于

７２ ｈ 及 ９６ ｈ 时的促进或抑制作用。 这说明在 ＣａＭ
在自交不亲和过程早期的作用效果大于后期。

３　 讨 论

ＣａＭ 作为具有多种生理调节功能的钙离子受

体之一，是细胞内信号转导途径中的主要信号分子，
该物质不仅存在于细胞内，也存在于细胞外［３］。 外

Ａ：自花授粉；Ｂ：自花授粉 ＣａＭ 处理；Ｃ：自花授粉 ＣａＭ 抗血清处

理；Ｄ：异花授粉。
图 ５　 ＣａＭ 和 ＣａＭ 抗血清处理对丰水梨自花授粉花粉管生长

的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣａＭ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ＣａＭ ｓｅｒｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｉｎ
ｖｉｖｏ ｔｕｂｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｆｔｅｒ ｓｅｌｆ⁃ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ

源纯化的 ＣａＭ 可以促进扁桃、云南松和烟草的花粉

萌发及花粉管伸长［１０⁃１１］，但其作用位点尚未明确。
孙大业［１２］ 揭示胞外已存在的内源 ＣａＭ 可以启动并

调控朱顶红花粉萌发和花粉管伸长，外源 ＣａＭ 可以

促进上述反应。 本研究利用 ＣａＭ 蛋白处理离体培

养的梨花粉，明确该物质对花粉的萌发及花粉管生

长有一定的促进作用，而 ＣａＭ 抗血清则起抑制作

用，表明 ＣａＭ 蛋白可能参与了梨花粉萌发的调控过

程，这与前人的研究结果［１０⁃１２］相一致。
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ＣａＭ 和 ＣａＭ 抗血清与 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ 协同作用的活

体生长试验结果证明，ＣａＭ 在梨自交不亲和性反应

过程中起作用， 表现为 ＣａＭ 能 够 缓 解 不 亲 和

Ｓ⁃ＲＮａｓｅ对花粉萌发和生长的抑制作用，显著提高花

粉萌发率及促进花粉管生长。 在花粉萌发与花粉管

生长过程中通常发生细胞外的 Ｃａ２＋内流与细胞内钙

库释放 Ｃａ２＋等事件，而 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ 直接影响授粉后花

粉及花粉管中 Ｃａ２＋的浓度及分布，从而调控花粉萌

发与花粉管伸长［３， １３⁃１８］。 从本研究的结果我们可以

推测在梨自交不亲和反应过程中，ＣａＭ 能够缓解不

亲和 Ｓ⁃ＲＮａｓｅ 的抑制作用，可能是通过影响 Ｃａ２＋浓

度或调节 Ｃａ２＋的分布来实现的。
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