
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄

参考文献：

［１］张　力．ＳＰＳＳ在生物统计中的应用［Ｍ］．２版．厦门：厦门大学
出版社，２００８．

［２］蒋守华，刘葛山，徐美琴．杂交油菜新品种淮杂油５号高产栽培
技术研究［Ｊ］．安徽农学通报，２００８（１６）：４３－４４．

［３］赵继献，任廷波．４个油研品种的株型结构比较［Ｊ］．贵州大学学
报：农业与生物科学版，２００２，２１（６）：３９１－３９６，４０３．

［４］曹国军，包宗伟，傅小平，等．油菜高产栽培配套技术研究［Ｊ］．
江西农业学报，２０１１，２３（１）：８３－８５．

［５］任廷波，赵继献，陈长艳．不同施氮量、密度对油研九号产量的影
响［Ｊ］．贵州农业科学，２００４，３２（１）：１６－１９．

［６］赵继献．杂交油菜高产栽培性状的主要因子及其相关分析［Ｊ］．
山地农业生物学报，２００１，２０（２）：８６－９１．

［７］蒋守华，刘葛山．密度、施氮量对油菜新品种淮杂油７号产量及
经济性状的影响［Ｊ］．浙江农业科学，２０１１（３）：５８４－５８６．

姚　恒，郑昀晔，马文广．烟草花粉密度及其与柱头的黏附力测定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（１２）：８５－８８．

烟草花粉密度及其与柱头的黏附力测定

姚　恒，郑昀晔，马文广
（云南省烟草农业科学研究院，云南玉溪６５３１００）
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　　植物不能运动，植物雌雄配子需要借助生物［１－６］（动物、

昆虫）或者自然因素［７－１１］（风、水）进行传粉。传粉后，柱头通

过与花粉之间的黏附力“捕捉”花粉。黏附力强弱决定了柱

头“捕捉”花粉能力大小。不同物种柱头对花粉的接受能力

差异显著。干、湿柱头物种在柱头表面形态、有无柱头分泌物

上的区别是导致花粉黏附过程不同的主要原因［１２］。拟南芥

柱头对于其自身花粉的黏附力远远强于其他双子叶植物的花

粉［１３－１４］。对甘蓝的研究也得到了类似的结果。花粉外壁在

黏附过程中发挥了非常重要的作用［１４－１５］。除此之外，花粉外

被中的蛋白、脂类在黏附过程中也起到重要作用［１６］。湿性柱

头植物的授粉也受天气影响，例如下雨会减少或抑制黏液的

分泌，从而降低花粉、柱头的附着效率［１７］。授粉０～３０ｍｉｎ内
下雨会显著降低枇杷的坐果率。目前，关于烟草花粉与柱头

黏附力的研究尚未见报道。本研究建立了测定烟草花粉与柱

头之间表面黏附力的方法，旨在为研究花粉与柱头结合力强

弱提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
烟草Ｋ３２６、Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ花粉。

１．２　方法
１．２．１　花粉密度测定方法
１．２．１．１　密度梯度离心液配制　离心管底部加入７０％蔗糖
溶液，依次小心加入６０％、５５％、５０％、４５％、３０％、２０％蔗糖
溶液，每种浓度溶液取２００μＬ，置于离心管中备用。
１．２．１．２　花粉样品处理　将蔗糖溶于水中，配置成质量浓度
为１００ｇ／Ｌ的溶液，称取０．０１ｇ花粉置于１００μＬ上述溶液。
取１０μＬ配制好的悬浮液缓慢注入“１．２．１．１”节中不同密度
梯度离心液中。

１．２．１．３　离心沉降　离心管中的花粉在Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ２２Ｒ台式
微量冷冻离心机中，２０℃下６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，待花粉
达到沉降平衡后静置。

１．２．１．４　绘制标准曲线 称取０．０１ｇ花粉，投入到各浓度蔗
糖溶液中，用ＵＶ－１８００紫外分光光度计，以选取该浓度的标
准蔗糖溶液为对照，绘制该浓度蔗糖溶液中花粉浓度标准曲

线。抽取沉降平衡后不同浓度梯度的蔗糖溶液，采用分光光

度计在２９０ｎｍ波长下测定吸光度，利用标准曲线换算成该层
浓度蔗糖溶液中花粉的浓度。

１．２．１．５　花粉密度计算方法　花粉密度计算方法见公式
（１）：

ρ＝∑（ＯＤｎ／ＯＤ）×ρｎ （１）
式中：ρ代表花粉密度；ＯＤｎ代表第ｎ层蔗糖梯度溶液中花粉
浓度；ＯＤ代表所有含花粉的各浓度梯度蔗糖溶液层中花粉
浓度总和；ρｎ代表第ｎ浓度梯度蔗糖溶液密度。
１．２．２　花粉与柱头黏附力测定方法
１．２．２．１　授粉柱头固定　将待测柱头切下长１０～１５ｍｍ的
小段，授粉后，立即将授粉柱头直立固定在盛有２ｍＬ离心液
的离心管底部，用铜丝缠绕在远离柱头的花柱上，使整个花柱
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能够沉入并完全浸没于盛有高密度蔗糖溶液离心管的底部。

１．２．２．２　差速离心洗脱　２０℃ ５０００～１４０００ｇ下，将授粉
柱头在 Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ２２Ｒ台式微量冷冻离心机中差速离心
１０ｍｉｎ。
１．２．２．３　显微荧光观察　０．０１％水溶性苯丙胺蓝染色授粉
柱头后，立刻在ＣａｒｌＺｅｉｓｓＡｘｉｏｉｍａｇｅｒＡ１紫外荧光显微镜下观
察柱头表面花粉附着情况，记录柱头表面基本不存在花粉附

着状态下的离心力ｇ离心力，以这时的ｇ值作为洗脱花粉所需的
加速度。

１．２．２．４　黏附力计算方法

Ｖ花粉 ＝
４πｒ３

３ （２）

Ｆ黏附力 ＝（Ｖ花粉 ×ｄ蔗糖 ×ｇ离心力）－（Ｖ花粉 ×ｄ花粉 ×ｇ离心力）＝
Ｖ花粉 ×（ｄ蔗糖 －ｄ花粉）×ｇ离心力 （３）
式中：ｄ蔗糖 代表蔗糖溶液密度，ｇ／ｃｍ

３；ｄ花粉 代表花粉密度，
ｇ／ｃｍ３；ｇ离心力代表花粉被离心洗脱时的离心力，ｍ／ｓ

２；ｒ代表花
粉粒球的半径，μｍ；Ｖ花粉 代表将花粉粒视为球形时的体
积，ｃｍ３。

２　结果与分析

２．１　花粉密度
称取０．０１ｇ花粉，投入到２ｍＬ蔗糖溶液中，等比例稀释

后，测定蔗糖溶液吸光度（表１），Ｋ３２６和 Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ花粉在
５０％、５５％、６０％蔗糖溶液中的标准曲线见图１至图５。离心
后，当花粉达到沉降平衡后，观察到 Ｋ３２６花粉悬浮在５５％、
６０％这２层蔗糖浓度梯度层中；Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ花粉悬浮在５０％、
５５％、６０％这３层蔗糖浓度梯度层中。各自抽取相应浓度梯
度蔗糖溶液的梯度层，制作 Ｋ３２６、Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ花粉在相应浓
度蔗糖溶液中的标准曲线。ＵＶ－１８００紫外分光光度计测定
表明，Ｋ３２６花粉在５５％、６０％２层蔗糖浓度梯度层中的吸光
度分别为０．５７９、０．５３２（测量杯５ｍＬ），Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ在５０％、
５５％、６０％ ３层蔗糖浓度梯度层中的吸光度分别为 ０６０４、
０５５５、０．５４３。根据相应的标准曲线，换算出 Ｋ３２６花粉在
５５％、６０％蔗糖溶液中的浓度分别为 ０．０７、０．１５ｍｇ／ｃｍ３，
Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ花粉在５０％、５５％、６０％蔗糖溶液中的浓度分别为
０．６４、０．３５、０．３３ｍｇ／ｃｍ３（测量杯１ｍＬ）。查阅有关文献可
知，２０℃下５０％、５５％、６０％蔗糖溶液密度分别为１．２２９５７、
１．２５７５３、１．２８６４６ｇ／ｃｍ３。由公式算出 Ｋ３２６花粉密度为
１．２７７２６ｇ／ｃｍ３，Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ花粉密度为１．２５１２１ｇ／ｃｍ３。由
此 可 知，Ｋ３２６ 花 粉 密 度 比 Ｎ ．ｒｅｐａｎｄａ 花 粉 高
０．０２６０５ｇ／ｃｍ３，考虑到测量误差，表明 Ｋ３２６、Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ花
粉密度相差极小。

表１　烟草花粉在蔗糖溶液中的吸光度

花粉密度

（ｇ／ｃｍ３）
Ｋ３２６吸光度 Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ吸光度

５５％蔗糖 ６０％蔗糖 ５０％蔗糖 ５５％蔗糖 ６０％蔗糖
０．１５６ ０．５０４ ０．３８３ ０．３２４ ０．３９０ ０．４００
０．３１３ ０．７２４ ０．５１２ ０．４１９ ０．４９４ ０．４７０
０．６２５ １．０００ ０．８８４ ０．５５７ ０．７３０ ０．７６３
１．２５０ １．４８０ １．３８５ ０．８７４ １．２８２ １．３２５
２．５００ ２．５０５ ２．９３２ ２．００７ ２．０３５ １．９５６
５．０００ ４．０００ ４．０００ ３．５０３ ３．７４８ ３．７８１
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２．２　花粉与柱头黏附力
２０℃下，授粉Ｋ３２６柱头差速离心处理２０ｍｉｎ，用０．０１％

苯胺蓝水溶液染色后，立即在ＣａｒｌＺｅｉｓｓＡｘｉｏｉｍａｇｅｒＡ１紫外荧
光显微镜下观察柱头表面花粉粒的附着情况。图６－ａ至图
６－ｃ显示，花粉粒呈现依次减少情况，图６－ｃ与图６－ｄ相
比，花粉粒数相差不大。以图６－ｃ状态下的离心力作为洗

脱柱头上Ｋ３２６花粉所需离心力 ｇ的临界值（１３０００ｇ）。由
图７－ａ至图７－ｃ可知，经过差异梯度离心后，Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ柱
头上的花粉粒呈现依次减少状态。进一步加大离心力，发现

图片上的花粉粒数相差不大（图７－ｄ、７－ｃ）。以图７－ｃ状
态下的离心力作为洗脱柱头上Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ花粉所需离心力ｇ
的临界值（９０００ｇ）。

　　根据公式（４）、（５）计算花粉与柱头之间的黏附力：

Ｖ花粉 ＝
４πｒ３

３ （４）

Ｆ黏附力 ＝（Ｖ花粉 ×ｄ蔗糖 ×ｇ离心力）－（Ｖ花粉 ×ｄ花粉 ×ｇ离心力）＝
Ｖ花粉 ×（ｄ蔗糖 －ｄ花粉）×ｇ离心力 （５）

ｇ＝９．８０ｍ／ｓ２

　　７０％蔗糖密度为 １．３４７１７ｇ／ｃｍ３，Ｋ３２６花粉密度为
１．２７７２６ｇ／ｃｍ３，其中：ｒ＝２０μｍ，ｇ加速度 ＝１３０００ｇ，Ｋ３２６花粉
与柱头间的黏附力：Ｆ黏附力 ＝４／３×π×（２０×１０

－４ｃｍ）３ ×
（１．３４－１．２８）ｇ／ｃｍ３×１０－３×１３０００ｇ≈２．９８×１０－７Ｎ。
７０％蔗糖密度为１．３４７１７ｇ／ｃｍ３，Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ花粉密度为

１．２５１２１ｇ／ｃｍ３，其中：ｒ＝２０μｍ，ｇ加速度 ＝９０００ｇ，Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ
花粉与柱头间的黏附力：Ｆ黏附力 ＝４／３×π×（２０×１０

－４ｃｍ）３×
（１３４－１．２５）ｇ／ｃｍ３×１０－３×９０００ｇ≈２．８３×１０－７Ｎ。

由此可知，Ｋ３２６花粉与柱头之间的黏附力大于
Ｎ．ｒｅｐａｎｄａ花粉，但是差异很小。从图１、图２可以看出，即使
经上万转的离心，柱头表面仍然有花粉粒。这是因为在自然

情况下，某些活力高的花粉一旦落到柱头上，就立即开始进行

水合萌发，长出花粉管并深入柱头，将花粉粒铆钉在柱头上，

即使加大离心力，也不能将花粉粒从柱头上洗脱下来。

３　结论与讨论

植物杂交不亲和产生生殖障碍有５个阶段：花粉的黏附

→花粉的水合→花粉在柱头表面萌发并进入引导组织→花粉
管在引导组织进行极性生长并导向胚珠→花粉管经过珠孔进
入珠心，到达胚囊，释放精子与卵细胞、核中央细胞融合完成

双受精。花粉只有通过了这５个阶段的“考验”，才能顺利完
成受精。

烟草是自交亲和的，柱头是湿性柱头。Ｋ３２６花粉比 Ｎ．
ｒｅｐａｎｄａ花粉的密度大，花粉与柱头间的黏附力也大；但是作
为同烟草种，这２个品种的花粉密度、柱头黏附力相差很小。
烟草柱头通过分泌物的表面张力“捕捉”花粉，这种通过物理

作用介导花粉与柱头黏合的机制，决定了烟草柱头对花粉黏

附没有选择性，柱头、花粉的黏附力只与花粉表面状态、密度

相关。如果物种柱头是自交不亲和、干性柱头，柱头、花粉间

的黏附力强弱会因柱头对花粉亲和性的选择机制而呈现巨大

差异。如在芸薹属植物的自交不亲和系统中，花粉与柱头通

过蛋白的相互作用，识别亲和的花粉，拒绝自身花粉。柱头通

过这些机制选择性介导了花粉黏附，对亲和性花粉的黏附力

远远大于非亲和性花粉。干性柱头没有表面张力的作用，柱

头、花粉的黏附力强弱与花粉本身密度无关，亲和性花粉与柱

头的黏附力强于非亲和性花粉的黏附力。
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