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摘  要:本研究利用激光共聚焦技术,检测甜橙花粉中的游离 Ca2+ 和 H + 的分布特性。结果表明,

甜橙花粉中, 游离 Ca2+ 的主要分布区域为萌发沟孔附近, 在花粉中央也有少量分布, 呈现出极性分

布的特点; H+ 也主要富集在萌发沟孔附近, 从萌发沟孔到花粉中央,呈强y弱的梯度分布。
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Abstract: Laser confocal scanning micr oscopy w as used to detect the distribution o f free calcium and

H + in sweet or ange po llen. The results show ed that the fr ee calcium was concentrated in ar eas close

to the germination furrow, and to a less extend, t o the center o f the po llen g rain, indicating a po lar-

ity distribution. H+ was mainly concentrated near the germination furrow to o, and it show ed a gr a-
dient distr ibution of high to low from the germination fur row to the center o f the pollen.
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  花粉萌发是高等植物有性生殖过程中的一个重

要环节。而 Ca2+ 、H+ 及硼等是促进花粉萌发的重

要因素。研究表明, 花粉中 Ca2+ 和 H+ 的分布与动

态变化对调节花粉萌发及后续生长有重要作用[ 1]。

同时, 花粉及花粉管中 Ca2+ 、H+ 的分布、动态变化

也对后续的授粉受精和胚胎发育过程有重要影

响[ 2]。目前, Ca2+ 、H+ 的分布和变化研究已经成为

探讨植物有性生殖特性的有效手段, 并在多种植物

上取得了可喜的成绩[ 3-8]。但到目前为止,尚无甜橙

有性生殖过程中 Ca2+ 、H + 分布特性的相关研究报

道。为此, 采用激光共聚焦技术, 对甜橙花粉中

Ca2+ 、H + 的分布进行研究, 以期为后续甜橙花粉萌

发、授粉受精过程、胚胎发育等相关研究奠定技术

基础。

1  材料与方法

11 1 材料

材料取自中国农业科学院柑桔研究所种质资源

圃,均为 10年生枳砧的先锋橙、中育 7 号、434 号甜

橙和梨橙。取回大蕾期花蕾后,剥出成熟花药, 自然

阴干后, 4 e 保存备用。
11 2  方法

1. 2. 1  花粉悬浮液制备及花粉水合  每试管加入

5个自然阴干的成熟甜橙花药,加 BK 培养液 2 mL ,

轻微振荡。吸取花粉悬浮液于 1. 5 mL 离心管中,

离心去上清液,后加适量 BK 液, 25 e 水合 2小时。

1. 2. 2  荧光探针标记  取 11 21 1 中的水合花粉悬
浮液 46 LL, 加入 200Lg/ L SNARF/ AM 和 200Lg /

L fluo-3/ AM 各2 LL , 混匀后 4 e 、暗条件下轻微振

荡孵育 90 分钟。孵育完成后, 在暗条件下用 BK 溶

液离心洗涤 3 次,再加入 BK 培养液 50LL。

1. 2. 3  激光共聚焦显微观察  将装载、孵育好的甜

橙花粉悬液滴在载玻片上, 加盖盖玻片。Leca T CS

SP2激光共聚焦显微镜扫描, 采用 Kr/ A r 和 He/ Ne

激发,激发波长分别为488 [9]和 534 nm,发射波长为

516 和 543~ 623 nm [ 10] ,双通道同时扫描。
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2  结果与分析

21 1 Ca2+ 分布特点

试验结果表明, 在 4 个品种甜橙的花粉中,花粉

中央游离 Ca2+ 信号分布明显比处于花粉边缘的萌

发孔附近弱。游离 Ca2+ 已经向萌发孔聚集, 表现出

极性分布的特征(见图 1)。

图 1  甜橙花粉的游离 Ca2+ 分布

21 2 H+ 分布特点

如图 2 所示, 在 4 个品种甜橙的花粉中, H + 也

已经部分向萌发孔附近聚集。而 H+ 荧光信号在花

粉粒中央只有极少量的分布。这种极性分布的梯度

与 Ca2+ 的分布特点相同,也是从萌发孔到花粉粒中

央呈现出由强到弱的特点。

图 2  甜橙花粉的 H + 分布

21 3 Ca2+ 分布与 H+ 分布特点比较

在 4 个品种的花粉中, Ca2+ 和 H+ 分布从花粉

萌发沟孔到花粉中央的相对荧光强度都呈现出由强

到弱的分布趋势。梨橙、434 号甜橙和中育 7 号

Ca2+ 最高荧光强度分别为 102、115 和 116, 比先锋

橙( 133)低; 而先锋橙的最低荧光强度为 31, 比其他

3 个品种都要高。先锋橙的 H+ 相对荧光强度最大

值为 250,明显高于其他 3 个品种; 但是 4 个品种的

H + 相对荧光强度最小值差异不明显(见表 1)。

表 1  不同甜橙品种 Ca2+ 、H + 相对荧光强度值

品  种
Ca2+ 相对荧光强度

最大值 最小值

H+ 相对荧光强度

最大值 最小值

先锋橙 133 31 250 27

梨橙 102 0 169 34

中育 7号 116 14 136 32

434号甜橙 115 0 196 32

3  讨论

4 个甜橙品种的游离 Ca2+ 的分布特点是以萌

发沟孔为最高、以花粉中央为其次、其他区域均极少

量地不均匀分布,从萌发孔到花粉中央呈现出由强

到弱的梯度分布特点。这与 Shanjin H uang [7] 和

Megumi Iw ano[8]在松针科植物和云杉上获得的结

果一致。H+ 分布从花粉萌发沟孔到花粉中央也呈

现出由强到弱的特点, 存在 H + 分布梯度, 与前人在

百合等植物上的研究结果一致[5- 6, 11- 12]。但是 H+ 分

布差异幅度要小于 Ca2+ 分布的差异幅度。不同甜

橙品种在 Ca2+ 和 H + 分布的相对荧光强度值上存

在一定差异,但无明显变化趋势。本文的研究结果

可以为后续有性生殖的相关研究提供参考。但对于

不同分布特性对后续授粉受精及胚胎发育的影响,

以及能够通过改变外环境中的 Ca2+ 和 pH 值, 从而

人工调控甜橙田间授粉受精过程, 尚需对花粉管萌

发、人工授粉后花粉与柱头的互作、花粉在柱头上的

生长及精卵融合过程中的 Ca2+ 、H + 动态变化等相

关内容做进一步深入研究。
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5中国果树志 #柑橘卷6正式出版发行

  由中国农业科学院柑橘研究所周开隆、叶荫民
主编的5中国果树志 # 柑橘卷6 (以下简称5柑橘

志6) , 2010 年 1 月由中国林业出版社正式出版发

行。

  5柑橘志6是在5中国果树志6总编辑委员会的指
导下,由中国农业科学院柑橘研究所主持,全国广大

科技工作者通力协作编写而成。该书图文并茂, 采

用国际标准 16 开本,精装本出版, 定价 148 元。

  该书的编写始于 20 世纪 60 年代, 由于种种原

因, 编写一度中断。1981 年,5柑橘志6作为5中国果

树志6的一部志卷,在中国农业科学院柑橘研究所的

组织下, 全国有柑橘分布的省(市、区)科技工作者共

同努力重新编写, 历经近 30 年时间, 最终完成该书

的编写工作并出版发行。

  5柑橘志6是一部优秀的科技文献专著和科普用

书。全书分为十三章,共 456页、80余万字,有彩图 317

幅,收集各类柑橘品种 533个,全面概述了我国柑橘的

栽培历史、地理分布、植物学分类和农业技术特点等,

并重点介绍了柑橘类果树三属(枳属、柑橘属、金柑属)

植物的种类、品种的形态特征及经济价值。

  5柑橘志6的出版, 将为研究柑橘起源、演化、分

类及种质的开发利用, 充分发挥柑橘的生物学潜力

提供较为完整的资料, 对我国柑橘业的发展和科学

研究具有深远意义。
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