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　 　 摘要：　 采用去除侧枝人为调节营养分配的方法，探究影响油菜种子大小的机理。 结果表明，通过营养分配调

节，主花序种子千粒质量最多提高了 １ 倍；对种子胚子叶细胞进行超微结构观察，发现种子细胞明显增大，细胞中

油体的面积也相应增加。 因此推测可以通过去除油菜侧枝的方法进行营养调节，增加种子大小；虽然油菜种子的

含油量没有变化，但种子中油脂的绝对量随种子质量的增加而增加。
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　 　 油菜是中国重要的油料作物，中国油菜的种植

面积占世界油菜种植总面积的 ３０％左右，菜籽油占

中国食用油市场的 ４０％以上［１］。 种子大小对种子

的萌发与幼苗的生长具有重要影响［２］。 种子大小

也是重要的农艺性状，是影响农作物产量的重要因

素之一［３］。 提高油菜种子大小对油菜产量以及食

用油的供给有重要意义。
对种子大小的研究主要集中在拟南芥和水稻

中，利用突变体进行遗传学方面的研究。 种子大小

受很多途径的调节，如泛素介导的蛋白酶体降解途

径、植物激素途径和 Ｇ 蛋白信号途径等［４］。 泛素介

导的蛋白酶体降解途径是一种非常保守的途径，在
拟南芥中，编码泛素受体蛋白 ＤＡ１ 基因 ＤＡ１ 突变

９５７



后，得到比野生型大的种子［５］。 此外，ＤＡ１ 增强子

（ＥＯＤ１）编码的 Ｅ３ 泛素连接酶的突变，协同增强种

子的大表型［６］。 拟南芥中 ＤＡ２ 和水稻中 ＫＩＮＧ 型

Ｅ３ 泛素连接酶为同系物，当在拟南芥中过量表达

ＤＡ２ 或在水稻中过量表达 ＧＷ２ 时得到比野生型小

的种子［７］。 说明泛素介导的蛋白酶体降解途径在

拟南芥和在水稻中调节种子大小的机制是相似的。
细胞分裂素（ＣＴＫ）、细胞生长素（ ＩＡＡ）以及油菜素

内酯（ＢＲ）等植物激素也参与种子大小的调节。 在

拟南芥中，大种子的产生主要通过降低 ＣＴＫ 水平，
或者破坏 ＣＴＫ 信号的传递［４， ８］。 在水稻中，一个编

码 ＣＴＫ 和氧化酶 ／脱氢酶 ＯｓＣＫＸ２ 的主要数量性状

位点 Ｇｎ１ａ 发生突变，引起 ＣＴＫ 在花序分生组织中

积累，从而引起器官增大。 然而，在拟南芥中过量表

达 ＡｔＣＫＸ１ 和 ＡｔＣＫＸ３ 时，种子质量得到了明显提

升。 这种在水稻和拟南芥中不同的表现形式，可能

是由于 ＣＴＫ 在两个物种中调节分生组织再生的机

制不同所导致的［４， ９⁃１０］。 ＩＡＡ 几乎参与植物生长发

育的各个方面。 在水稻中，ＴＧＷ６ 是一个控制谷粒

大小的 ＱＴＬ，它编码一个生长素⁃葡萄糖水解酶，在
胚乳发育过程调节 ＩＡＡ 的稳态［１１］。 在拟南芥中，当
ＭＮＴ 发生突变，导致珠被细胞过度分裂，从而使种

皮增大，种子也明显增大［４， １２］。 水稻中矮小突变体

ｄ１１ 是典型的 ＢＲ 缺陷型，它矮小，叶子直立，种子小

而圆。 拟南芥中 ＢＲ 缺陷突变体（ｄｅｔ２）的种子明显

变小［４， １３］。 在水稻矮小突变体中 ｄ１ 突变体表现为

对赤霉素（ＧＡ）和 ＢＲ 不敏感［１４］，而且产生较野生

型更小的谷粒［４， １５］。
油菜是典型的异源四倍体，尽管通过育种技

术可以得到籽粒较大的品种，但很难利用在拟南

芥或水稻研究中比较成熟的图位克隆技术获得

控制种子大小的基因，因而对油菜种子增大的机

理还不甚了解。 本试验通过去除侧枝调节营养

供给的方法，探究影响油菜种子大小的机理，并
对种子胚子叶细胞进行超微结构观察，分析种子

变大的原因，从而为油菜种子大小的研究提供理

论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材 料

油菜品种为宁油 １２，所用化学试剂均为国产分

析纯。

１􀆰 ２　 方 法

１􀆰 ２􀆰 １　 侧枝的去除　 在试验田纯种宁油 １２ 圃内选

择优良单株 １００ 株，于油菜即将开花时剪掉侧枝，定
期检查并及时去除新出侧枝。 待长出荚果后每隔 １
ｄ 观察一次种子发育情况，并在授粉后每隔 １０ ｄ 进

行一次取样拍照，直至种子完全成熟。 成熟后，单株

收种，分别脱粒保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ２　 千粒质量统计　 　 单株种子晒干后，随机挑

取 ３０ 株平均分成 ５ 组，每组 ６ 株。 每株随机挑选

１ ０００粒种子进行称量计数，每株 ５ 个重复。
１􀆰 ２􀆰 ３　 种子胚子叶电镜切片制备 　 将种子在

ｄｄＨ２Ｏ中室温浸泡过夜，去除种皮，将胚子叶切成约

２ ｍｍ×２ ｍｍ 大小的小块，于 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钠缓冲

液（ｐＨ＝ ７􀆰 ２）配制的 ２􀆰 ５％戊二醛固定液中，４ ℃冰

箱中固定 ２ ｄ，用相同缓冲液洗涤 ３ 次，再以 １％四氧

化锇（缓冲液同前）在室温固定 ２􀆰 ５ ｈ。 四氧化锇固

定后，用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钠缓冲液（ｐＨ ＝ ７􀆰 ２）洗涤 ３
次，乙醇逐级脱水，Ｓｐｕｒｒ’ ｓ 树脂渗透和包埋，６０ ℃
聚合 ２ ｄ，获得样品包埋块，干燥器中保存备用。 将

切过半薄切片的包埋块进一步修块，用钻石刀在超

薄切片机上切取厚度约 ７０ ｎｍ 的超薄切片，经醋酸

双氧铀和柠檬酸铅双重染色后，在 Ｐｈｉｌｐｓ Ｔｅｃｎａｉｌ １２
透射电子显微镜下观察，用附带的 ＣＣＤ 成像系统

拍照［１６］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 种子含油量的测定　 种子含油量采用近红

外的方法进行测定。 将待测的干燥种子分装 ５ ｇ 每

包，每组 ３ 个重复。 然后用近红外仪分别测量。

２　 结 果

２􀆰 １　 去除侧枝处理对油菜种子体积与千粒质量的

影响

　 　 通过对照试验发现去除侧枝的油菜和未去除侧

枝的油菜生长状态没有明显差异，而种子大小有明

显变化。 如图 １ 所示，授粉后 ６０ ｄ 去除侧枝处理的

油菜种子体积明显大于未去除侧枝对照。 去除侧枝

的 ５ 组（ＮＹ１２⁃１、ＮＹ１２⁃２、ＮＹ１２⁃３、ＮＹ１２⁃４、ＮＹ１２⁃５）
千粒质量与对照组（ＮＹ１２）相比，千粒质量极显著增

加（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ２）。
２􀆰 ２　 去除侧枝处理对油菜种子胚子叶细胞超微结

构的影响

　 　 对比去除侧枝处理和未去除侧枝对照的油菜种

子胚子叶细胞超微结构（图 ３），可以发现在相同视
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图 １　 去除侧枝后油菜主花序种子体积变化

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｒａｐｅ ｓｅｅｄ ｓｉｚｅ ｏｆ ｍａｉｎ ｉｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｆｔｅｒ
ｌａｔｅｒａｌ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｒｅｍｏｖａｌ

ＮＹ１２：宁油 １２（对照）；ＮＹ１２⁃１⁃１ ～ ＮＹ１２⁃５⁃６：宁油 １２ 单株（去除

侧枝处理）。
图 ２　 去除侧枝后油菜主花序种子千粒质量变化

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ １ ０００⁃ｓｅｅｄ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｐｅｓｅｅｄ ｍａｉｎ ｉｎｆｌｏ⁃
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｆｔｅｒ ｌａｔｅｒａｌ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｒｅｍｏｖａｌ

野里（放大 ７００ 倍）对照 ＮＹ１２ 中出现 ２ 个胚子叶细

　 　 　 　 　 　 Ａ：未去除侧枝对照 ＮＹ１２；Ｂ：去除侧枝处理 ＮＹ１２⁃１；Ｃ：去除侧枝处理 ＮＹ１２⁃２。 黑色箭头指示油体。
图 ３　 油菜胚子叶细胞超微结构（×７００）
Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ ｃｅｌｌ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｒａｐｅｓｅｅｄ （×７００）

胞，而去除侧枝处理 ＮＹ１２⁃１ 和 ＮＹ１２⁃２ 中仅出现 １
个，因此初步判断去除侧枝的油菜种子胚子叶细胞

大于未去除侧枝对照的种子胚子叶细胞。 对细胞内

的油体进行统计，发现去除侧枝与否对油体大小没

有明显影响。 对整个细胞的油体面积，及视野内完

整细胞的面积进行统计，发现去除侧枝的油菜种子

胚子叶细胞油体总面积较对照明显增加，细胞总面

积也明显增加（图 ４）。
２􀆰 ３　 去除侧枝对油菜种子含油量的影响

由于去除侧枝处理的种子胚子叶细胞中总油体

面积明显增加，因此对油菜种子的含油量进行了测

量。 结果显示，对照 ＮＹ１２ 的含油量为 ３９􀆰 ０４％，去
除侧枝处理含油量为 ３７􀆰 ６４％ ～ ４０􀆰 ０９％（平均值为

３８􀆰 ８１％），较对照含油量下降 ０􀆰 ２３ 个百分点，差异

不明显。 虽然，去除侧枝处理的油菜种子含油量没

有明显变化，但由于种子体积与质量的增加，所含油

脂的绝对量也相应增加了。

３　 讨 论

去除侧枝处理的油菜种子明显大于未去除侧枝

对照，推测可能是由于去除侧枝后光合积累的营养

集中储存在主枝种子中，从而使种子体积增大。 通

过对油菜种子胚子叶细胞超微结构的观察以及种子

含油量的测定，发现经去除侧枝调节营养分配获得

的大种子可能是由于细胞增大而不是细胞增多而引

起的。 油菜种子大小及产量不仅受到遗传因素的调

控，还受到环境因素的影响。 油菜是一种异源四倍

体作物，获得突变基因的方法不如拟南芥及水稻简

单快捷，因此对其基因功能的研究受到一定限制。
本试验中种子增大是由于细胞增大引起，在拟南芥

突变体中种子增大的机理普遍是由于细胞增多而引

起。 本试验中种子增大机制的研究途径与前人不

同，通过深入研究这种机制，可能寻找到控制油菜种

１６７王杰利等：营养分配调节对甘蓝型油菜种子大小的影响及其机制



ＮＹ１２：未去除侧枝对照；ＮＹ１２⁃１、ＮＹ１２⁃２：去除侧枝处理单株。 ∗∗表示与对照相比差异极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
图 ４　 去除侧枝后油菜主花序种子胚子叶细胞以及胚子叶细胞中油体面积

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ ｃｅｌｌ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｏｉｌ ｂｏｄｙ ｉｎ ｒａｐｅｓｅｅｄ ｍａｉｎ ｉｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｆｔｅｒ ｌａｔｅｒａｌ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｒｅｍｏｖａｌ

子大小的新途径，进而为培育高产油菜品种提供新

的理论依据。
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