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　 　 摘要:　 睡莲品种墨宝(Ｎｙｍｐｈａｅａ Ａｌｍｏｓｔ Ｂｌａｃｋ)的自交结实率低ꎬ为了找出其原因ꎬ本研究以墨宝为材料ꎬ进行

细胞学研究ꎮ 研究结果表明ꎬ墨宝的花粉活力为 ４􀆰 ２％ꎬ授粉后 １２ ｈꎬ平均每个柱头上萌发的花粉量只有 ２７􀆰 ２ 粒ꎮ
此外ꎬ授粉后 ５ ｄꎬ２７􀆰 ６％的子房内形成了球形胚ꎬ授粉后 １５ ｄꎬ只在 １４􀆰 ７％的子房内观察到胚胎ꎬ授粉后 ２０ ｄꎬ在
６􀆰 ４％的子房内观察到正常胚胎ꎮ 以上结果显示ꎬ受精前的低花粉活力和柱头上花粉萌发异常以及受精后的胚胎

败育是导致墨宝自交结实率低的主要原因ꎮ
关键词:　 睡莲ꎻ 结实率ꎻ 花粉活力ꎻ 胚胎败育
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　 　 睡莲属(Ｎｙｍｐｈａｅａ)植物花色多样、花期长并且

能够净化水体中的有害物质ꎬ深受人们喜爱ꎬ被广泛

应用于园林水景的绿化中ꎮ 在国外ꎬ睡莲新品种的

选育已开展了 １００ 多年ꎬ育成了数百个优良品种ꎬ现
在大部分品种仍在中国广泛应用[１]ꎮ 近年来ꎬ中国

睡莲育种家黄国振教授致力于睡莲的品种选育并取

得丰硕成果ꎬ选育出数十个新品种(系)ꎬ但仍满足

不了市场对新品种的需求[２]ꎮ
在睡莲杂交育种的研究中ꎬ育种者经常遇到杂

交不结实的现象ꎬ致使许多优异基因难以利用ꎮ 本

研究针对此问题进行了前期的相关研究ꎬ发现母本

自交结实率高的品种易结实ꎬ而母本自交结实率低

甚至自交不结实的品种杂交时往往得不到种子ꎮ 因

此ꎬ杂交组合中母本的生殖特性是决定杂交是否成

功的关键ꎬ研究睡莲生殖特性对新品种的选育具有

重要意义ꎮ 本研究拟以自交结实率低的睡莲品种墨

宝(Ｎ. Ａｌｍｏｓｔ Ｂｌａｃｋ)为材料ꎬ从生殖生物学角度研

究睡莲自交结实率低的原因ꎬ以期为今后培育观赏
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特性优良的睡莲品种提供理论指导ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

睡莲品种为墨宝ꎬ栽培于镇江市农业科技创新

中心ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 人工授粉　 ２０１３ 年 ５ 月上旬至 ６ 月下旬ꎬ以
生长健壮的植株为材料ꎬ选取发育良好的花蕾ꎬ人工

套袋隔离ꎮ 人工授粉工作选择在晴天进行ꎬ花朵开

放当天进行授粉ꎬ授粉前用干净的镊子将不同套袋

隔离花序成熟的雄蕊取下ꎬ并置于待授粉柱头上ꎬ套
袋隔离ꎬ挂牌标记ꎮ 每株授粉 ３ 个花序ꎬ其中 １ 个花

序用于 １ 个月后统计自交结实率ꎬ２ 个花序用于定

期取材来研究花粉在柱头(指整个柱头盘)上的萌

发和胚胎发育情况ꎮ
１.２.２　 花粉活力 　 于晴天上午１０ ∶ ００收集隔离花

序的花粉ꎬ置于含有 ＭＥ３＋１００ ｇ / Ｌ ＰＥＧ４０００ 的花粉

培养基上培养ꎬ培养温度为 ２５ ℃ꎮ 培养 ６ ｈ 后ꎬ在
显微镜下观察花粉的萌发情况ꎬ以花粉管长度大于

花粉直径作为花粉萌发的标准ꎬ随机观察 １０ 个视野

并进行统计ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.２.３　 花粉形态和花粉萌发 　 收集套袋花序成熟

花粉ꎬ用 ２􀆰 ５％戊二醛(０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ磷酸缓冲液ꎬｐＨ ＝
７􀆰 ２)固定 ４８ ｈ 以上ꎬ之后脱水、干燥、喷金ꎬ然后将

固定材料置于扫描电镜下观察并拍照ꎮ

此外ꎬ分别在授粉 ２ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 时取 ３
个授粉花序ꎬ用镊子快速剥取柱头盘并置于 ２􀆰 ５％
戊二醛中固定 ４８ ｈ 以上ꎬ将材料置于扫描电镜下观

察并拍照[３]ꎮ
１.２.４　 花粉发育　 于开花前 ５ ｄ、１０ ｄ、１５ ｄ、２０ ｄ 和

２５ ｄ 分别取 ３ 个不同植株的花蕾ꎬ用 ＦＡＡ(７０％酒

精 ∶ 冰醋酸 ∶ 甲醛溶液＝ ９０ ∶ ５ ∶ ５)固定ꎬ置于 ４ ℃
条件下保存ꎮ 材料经过一系列处理后用石蜡包埋进

行组织切片ꎬ切片厚度为 ８~ １０ μｍꎬ用铁矾苏木精

进行染色ꎬ在 Ｏｌｙｍｐｕｓ 显微镜下观察并拍照ꎮ
１.２.５　 授粉后胚胎发育　 在人工授粉后 ２ ｄ、５ ｄ、８
ｄ、１２ ｄ、１５ ｄ 和 ２０ ｄꎬ取 ２ 个授粉花序ꎬ用 ＦＡＡ 进行

固定ꎬ置于 ４ ℃条件下保存ꎮ 利用常规石蜡制片技

术进行制片ꎬ切片厚度为 ８ ~ １０ μｍꎬ用铁矾苏木精

进行染色ꎬ在 Ｏｌｙｍｐｕｓ 显微镜下观察并拍照ꎮ
１.２.６　 数据分析　 试验所得数据用 ＳＰＡＳＳ Ｖ１６.０ 统

计软件进行误差和差异显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 花粉形态和花粉活力

墨宝花粉粒呈圆形ꎬ平均直径 ３０􀆰 ４ μｍꎬ具有环

槽型萌发沟ꎮ 扫描电镜结果(图 １)表明ꎬ花粉粒的

形态大致可以分成 ２ 类:一类为圆球形正常的花粉

粒ꎬ另一类为皱缩状的异常花粉粒ꎮ 墨宝正常形态

的花粉粒仅占 １２􀆰 ６％ꎮ

Ａ:正常形态花粉ꎻＢ、Ｃ:异常形态花粉ꎮ ＡＰ:形态异常的花粉ꎻＰＤ:萌发沟ꎮ 标尺为 ６ μｍꎮ
图 １　 墨宝的花粉形态

Ｆｉｇ.１　 Ｐｏｌｌｅｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｌｉｌｙ ｖａｒｉｅｔｙ Ａｌｍｏｓｔ Ｂｌａｃｋ

　 　 异常的花粉形态必然会影响花粉活力ꎬ测得墨

宝花粉活力为 ４.２％(图 ２)ꎮ 花粉活力低可能会影

响自交结实率ꎮ
２.２　 花粉发育过程

图 ３ 显示ꎬ睡莲花药的 ４ 个花粉囊是由药隔组

织和中间维管束连接起来的ꎬ对开花前 ２５ ｄ 的花蕾

进行石蜡切片ꎬ观察到此时花粉囊内小孢子母细胞

分化完成ꎬ其细胞核较大ꎮ 开花前 ２０ ｄ 的花蕾内小

孢子母细胞处于减数分裂阶段ꎬ减数分裂完成后进

入四分体时期ꎮ 开花前 １５ ｄ 的花蕾内形成游离的
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小孢子ꎬ此时其染色较深ꎬ表明其核较大且细胞质较

浓ꎬ而绒毡层染色较浅ꎬ表明其细胞内含物少ꎮ 开花

前 ５ ｄꎬ小孢子进行有丝分裂形成双核花粉粒ꎬ染色

较深ꎬ此时绒毡层已经完全解体ꎮ 此外ꎬ在小孢子母

细胞减数分裂前期观察到部分花粉囊内绒毡层细胞

形态结构混乱ꎬ表明此时其已开始降解ꎮ 在小孢子

母细胞减数分裂后期观察到大多数小孢子母细胞发

育停滞且结构散乱ꎬ此时绒毡层细胞只留部分痕迹ꎬ
其大部分完全降解ꎮ 在花粉成熟期ꎬ部分花粉囊仅

形成少量正常形态的花粉ꎬ大部分花粉皱缩或畸形ꎮ

ＰＧ: 花粉粒ꎻＰＴ: 花粉管ꎮ 标尺为 ５０ μｍꎮ
图 ２　 墨宝的花粉活力

Ｆｉｇ.２　 Ｐｏｌｌｅｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ａｌｍｏｓｔ Ｂｌａｃｋ

Ａ:花药ꎻＢ:花粉母细胞时期完整的花药ꎻＣ:减数分裂期小孢子母细胞ꎻＤ:四分体期小孢子母细胞ꎻＥ:游离的小孢子ꎻＦ:正常开裂的花药ꎻＧ:
减数分裂前期花粉囊内解体的绒毡层细胞ꎻＨ:减数分裂期的异常药室ꎻＩ:异常花粉ꎮ ＣＴ:药隔组织ꎻＥＮ:药室内壁ꎻＥＰ:花药表皮ꎻＭＩ:花药

中层ꎻＭＭＣ:花粉母细胞ꎻＭＰ:小孢子ꎻＰＧ:花粉ꎻＴＡ:绒毡层ꎻＴＤ:四分体ꎻＶＢ:维管束ꎮ Ａ 的标尺为 ４０ μｍꎻＢ~ Ｉ 的标尺为 １０ μｍꎮ
图 ３　 墨宝小孢子发育过程

Ｆｉｇ.３　 Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ａｌｍｏｓｔ Ｂｌａｃｋ

２.３　 柱头上花粉萌发情况

表 １ 显示ꎬ取样时间不同ꎬ柱头上萌发的花粉粒

数目差异显著ꎮ 授粉后 ２ ｈꎬ仅有 １.９ 粒花粉在柱头

上萌发ꎬ授粉后 ６ ｈꎬ７􀆰 ８ 粒花粉萌发ꎬ授粉后 １２ ｈꎬ
２７􀆰 ２ 粒花粉萌发ꎬ萌发的花粉数量最多ꎬ授粉 １２ ｈ
后ꎬ柱头上花粉萌发数量开始减少ꎬ授粉后 ２４ ｈꎬ只
有 １８􀆰 ４ 粒花粉萌发ꎮ 此外ꎬ大部分柱头上出现了自

交不亲和的现象ꎬ即授粉后在柱头表面以及花粉和

花粉管周围充满大量胼胝质(图 ４)ꎮ

表 １　 授粉后花粉在柱头上的萌发情况

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔｉｇｍａｔｉｃ ｐｏｌｌｅｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ

授粉后时间(ｈ) 柱头萌发的花粉数

２ １.９±０.７ｄ

６ ７.８±１.３ｃ

１２ ２７.２±３.３ａ

２４ １８.４±１.８ｂ

同列数据后不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
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Ａ:授粉后 ６ ｈ 柱头上萌发的花粉ꎻＢ:授粉后 １２ ｈ 柱头上萌发的花粉ꎻＣ:授粉后 １２ ｈ 柱头和花粉表面的胼胝质ꎮ ＣＡ:胼胝质ꎻＰＧ:花粉ꎻＰＴ:
花粉管ꎻＳＴ:柱头ꎮ 标尺为 １０ μｍꎮ

图 ４　 花粉在柱头上的萌发情况

Ｆｉｇ.４　 Ｓｔｉｇｍａｔｉｃ ｐｏｌｌｅｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｌｍｏｓｔ Ｂｌａｃｋ

２.４　 授粉后胚胎发育和自交结实率

在授粉后 ５ ｄ、１５ ｄ 和 ２０ ｄ 各取 ２００ 个子房ꎬ对
其进行组织切片ꎬ统计每个取样时间正常胚胎的比

例ꎮ 结果(表 ２、图 ５)表明ꎬ授粉后 ５ ｄꎬ２７􀆰 ６％的子

房内形成了正常的球形胚ꎬ 授粉后 １５ ｄꎬ 只在

１４􀆰 ７％的子房内观察到胚胎ꎬ此时胚胎体积有所增

大ꎬ呈椭圆形ꎬ内胚乳发育完成ꎬ外胚乳分裂旺盛ꎬ授

粉后 ２０ ｄꎬ在 ６􀆰 ４％子房内观察到正常胚胎ꎬ胚胎组

织不断分裂呈菱形ꎬ内胚乳已经完全被胚胎吸收ꎬ而
外胚乳不断增大ꎮ 此外ꎬ在胚胎发育的各个时期ꎬ都
可见到胚胎和胚乳发育异常的情况ꎬ即胚胎和内外

胚乳组织细胞呈散乱状ꎬ细胞核已降解ꎮ 授粉后 ３５
ｄꎬ墨宝的自交结实率仅为 ４􀆰 ６％ꎮ

Ａ:授粉后 ５ ｄ 胚胎ꎻＢ:授粉后 １５ ｄ 胚胎ꎻＣ:授粉后 ２０ ｄ 胚胎ꎻＤ:受精失败后的胚囊ꎻＥ:授粉后 １５ ｄ 的胚胎、内胚乳和外胚乳ꎻＦ:授粉后 ２０ ｄ
的胚胎、内胚乳和外胚乳ꎮ ＤＥ:降解的内胚乳ꎻＤＭ:降解的胚胎ꎻＥＭ:胚胎ꎻＥＳ:内胚乳ꎻＰＥ:外胚乳ꎻＳＥＳ:皱缩的胚囊ꎮ 标尺为 ２０ μｍꎮ

图 ５　 胚胎发育情况

Ｆｉｇ.５　 Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ

表 ２　 授粉后各个发育阶段正常胚胎的比例

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｅｍｂｒｙｏ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｄａｔｅｓ ａｆｔｅｒ ｐｏｌｌｉｎａ￣
ｔｉｏｎ

授粉后天数(ｄ) 正常胚胎比例(％)

５ ２７.６±４.４ａ

１５ １４.７±３.７ｂ

２０ ６.４±２.３ｃ

同列数据后不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

３　 讨 论

花粉发育过程中绒毡层细胞和小孢子之间的相

互协调作用非常关键[４]ꎬ因为小孢子发育过程中的

营养主要来源于绒毡层细胞[５]ꎮ 有研究结果表明ꎬ
绒毡层细胞的提前降解会影响花粉的发育[６￣７]ꎮ 本

研究结果表明ꎬ在小孢子母细胞减数分裂前期绒毡

层细胞已经开始降解ꎬ在小孢子母细胞减数分裂后

３９８孙春青等:睡莲品种墨宝自交结实率低的细胞学机理



期只留下部分痕迹ꎬ大部分完全降解ꎮ 据此推断ꎬ绒
毡层细胞的异常降解可能会导致小孢子在发育过程

中得不到足够的营养ꎬ致使其发育停滞ꎬ最终形成异

常花粉ꎮ 花粉扫描电镜研究结果表明ꎬ正常形态的

花粉只占 １２.６％ꎬ墨宝的花粉活力为 ４.２％ꎬ异常形

态的花粉必然会导致低的花粉活力[８￣９]ꎮ 因此可推

断ꎬ绒毡层细胞的功能障碍(提前降解)可能是导致

墨宝花粉活力偏低的主要原因ꎬ低花粉活力可能会

导致较低的自交结实率ꎮ
受精后障碍对结实率也有很大影响ꎬ特别是花粉

在柱头上萌发异常会降低受精的成功率ꎬ从而影响结

实率[１０￣１２]ꎮ 本研究发现ꎬ授粉后 ６ ｈ 才有 ７.８ 粒花粉

萌发ꎬ到 １２ ｈ 时虽然萌发花粉数量达到最大ꎬ但也只

有二十几粒ꎮ １ 个睡莲花序大约有 ２００ 个胚珠ꎬ萌发

的花粉数目完全不能满足受精的需求ꎬ增加了受精失

败的概率ꎬ这可能是导致自交结实率低的主要原因ꎮ
此外ꎬ本研究发现ꎬ大部分柱头上均出现了自交不亲

和现象ꎬ即授粉后柱头表面以及花粉和花粉管周围充

满大量胼胝质ꎮ 授粉后ꎬ当花粉壁细胞和柱头乳突细

胞不能正确识别ꎬ柱头会立即释放一种化学物质ꎬ即
胼胝质ꎬ阻止花粉萌发[１３]ꎬ这可能是导致墨宝授粉后

柱头上花粉萌发数量较低的主要原因ꎮ
受精后胚胎败育常常导致植物的结实率较

低[１４￣１６]ꎮ 本研究通过大量组织切片ꎬ发现在胚胎发

育的各个时期都可以见到胚胎和胚乳发育异常的情

况ꎬ即胚胎和内外胚乳组织细胞呈散乱状ꎬ细胞核已

降解ꎮ 由此可知ꎬ墨宝自交后有一定数量的胚珠完

成了受精作用ꎬ能够形成正常胚胎ꎬ但是在胚胎发育

过程中出现了败育情况ꎮ 胚胎败育的具体原因有待

进一步研究ꎬ根据以前的研究结果推断ꎬ可能是幼胚

和胚乳发育不协调造成的ꎬ因为胚乳在幼胚的发育

过程中提供营养[１７]ꎮ 因此ꎬ受精后胚胎败育也是导

致墨宝自交结实率低的一个原因ꎮ
总之ꎬ本研究对睡莲品种墨宝的生殖生物学特

性进行了系统研究ꎬ结果表明ꎬ受精前的低花粉活力

和柱头上花粉萌发异常以及受精后的胚胎败育是导

致墨宝自交结实率低的主要原因ꎮ
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