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　　摘要：为研究勋章菊授粉形式对种子形成的影响，对其花粉鞘及蛋白成分进行分析。结果表明，黄色花粉外层含
有类胡萝卜素，经板层分析得到与标准样品β－胡萝卜素具有相同的比移值（Ｒｆ值）；经花粉表面蛋白色谱 －质谱分

析发现，大多为３０～５０ｋｕ；通过搜索、比对蛋白质发现，其中较可信的蛋白有３种，它们的肽段属于驱动蛋白马达结构
域，在各自有丝分裂过程中参与染色体的运动和主轴伸长。该结果可为研究菊科植物自交及异交的亲和机制提供理

论依据。
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　　勋章菊为菊科勋章菊属植物，花形奇特，花色多彩，花心
具深色眼斑，形似勋章，具浓厚的野趣，是园林中常见的盆栽

和花坛、及地被花卉植物，对勋章菊开展相关研究，为其在园

林中应用开辟更广阔的前景。

植物开花后，须要经过花粉萌发、花粉管进入胚囊和配子

融合等一系列过程才能完成受精作用［１］。其中，最为关键性

的一步就是花粉在柱头上的识别，对完成受精起着决定性作

用。马纪峰等研究表明，柱头通过分泌某些物质主动地参与

花粉与柱头的识别过程［２］，而花粉粒的初始识别是由花粉鞘

调节的，花粉鞘是由花药绒毡层分泌并沉积于花粉表面的中

性脂类、碳水化合物、蛋白质和类胡萝卜素等组成的半固态覆

盖层［３－４］。花粉粒和雌蕊柱头组织间产生的蛋白质则是识别

作用的主要物质［５］。勋章菊的管状花之间的传花授粉有别

于其他菊科植物，花粉表面的一些小分子组成的胞外层物质

参与了花粉的水合反应。为了探明授粉形式（自花和异花）

对种子形成的影响，本研究对勋章菊花粉鞘及其成分进行了

分析，以期为研究菊科植物自交及异交的亲和机制提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料
以红纹品种为材料，选取盆栽开花植株进行试验。

１．２　方法
１．２．１　花粉表面色素层析　取开放的红纹头状花序，小心摘
取管状花８～１０朵，用蒸馏水观察花粉鞘的剥离；用８０％丙
酮溶液将柱头上的花粉洗下，４０００ｒ／ｍｉｎ离心后上清液即为
花粉的色素提取液。取色素提取液 １０μＬ点样于 １０ｃｍ×
１０ｃｍ的硅胶板上，以β－胡萝卜素为对照，在石油醚 ∶丙酮＝

６５∶３５的展开剂中展开１５ｍｉｎ，取出硅胶板置室内晾干，在
ＷＤ－９４０３型紫外仪下进行观察［４］。

１．２．２　花粉表面蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　取０．５ｍＬ离心管加入
６０μＬ提取缓冲液，取红纹头状花序，小心摘取 ８～１０朵刚刚
开放、柱头呈蜡烛状的管状花，放入离心管中，浸提 ２ｈ；取
８～１０朵柱头呈牛角状的管状花，观察是否附着花粉，选择无
花粉附着的柱头置离心管中浸提２ｈ，摇匀后沸水浴１０ｍｉｎ，
静置，取上清液进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。电泳选择浓缩胶
５％、分离胶８％、１．５ｍｍ厚胶板［６］。

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ采用ＤＹＹ－１０型电泳仪，１．５ｍｍ胶板，提
前配制８％分离胶及５％浓缩胶，制好后取蛋白上清液上样
４０μＬ，室温电泳至溴酚蓝指示带距凝胶底边３～５ｍｍ时停
止。将凝胶放入染色液中染色 １ｈ，置于脱色液（５％甲醇，
７５％冰醋酸）中脱至蛋白谱带清晰、背景颜色干净，用相机
拍摄凝胶电泳图像［７］。

１．２．３　花粉表面蛋白质谱分析　将凝胶上目的蛋白条带切
胶回收，放入１．５ｍＬ离心管中，冷冻密封保存，采用 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｎｎｉｇａｎ公司的离子阱液质联用仪（ＬＣＱＤｅｃａＸＰｐｌｕｓ）对样
品进行ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析［８］。胶的酶解和质谱分析委托上海

中科新生命生物科技有限公司完成。

２　结果与分析

２．１　花粉表面色素定性分析
在勋章菊开花中期和后期，会出现黄色和白色２种花粉，

在显微镜下观察，黄色花粉表面附着１层黄色油性覆盖物，即
花粉鞘，花粉鞘在水体中会快速释放，并作短暂的布朗运动

（图１－ａ）。花粉鞘经过 ８０％丙酮提取后，与标准样品
（β－胡萝卜素）同时薄板层析，结果表明，花粉中所含的色素
与β－胡萝卜素有相同的比移值（Ｒｆ，６．０／６．０＝１）

［９］。初步

确定勋章菊花粉色素为β－胡萝卜素（图１－ｂ、图１－ｃ）。而
白色花粉的花粉鞘中不含类胡萝卜素。

２．２　花粉表面蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
取红纹花粉、柱头提取液进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，结果（图２）
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表明，无论是蒸馏水提取还是样品缓冲液提取，对花粉和柱头

表面蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果影响不大。花粉表面蛋白大多
为３０～５０ｋｕ，在此区间内条带较粗，蛋白含量高；而柱头由于
蛋白提取技术及蛋白含量低的原因，未能获得有效条带。

２．３　花粉表面蛋白质谱分析
用８％ 分离胶对花粉表面蛋白进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，切下的

胶经酶解成肽段混合物后，进行色谱 －质谱联用的 ＬＣ－ＥＳＩ
ＭＳ／ＭＳ分析［１０］，得出的一级质谱图，利用ＭＳ分析数据，通过
ＢＩＯＷＯＲＫＳ软件搜索ＮＣＢＩ全蛋白库，比对２２种蛋白，其中
比较可信的蛋白有６种，鉴定成功的有３种。３种蛋白的等
电点范围为 ５．８４～８．１６，蛋白分子量范围为 ８１７２４．２～
１０２９９６．９ｕ。比对了毛杨果（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ）、小球藻、栓
皮栎（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖａｒｉａｂｉｌｉｓ）、水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＪａｐｏｎｉｃａＧｒｏｕｐ）、
绿藻（Ｏｓｔｒｅｏｃｏｃｃｕｓｔａｕｒｉ）等肽段序列，发现与毛杨果的一个肽
段序列及葡萄（Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ）的２个肽段序列同源性非常高。
与毛杨果同源的肽段属于驱动蛋白马达结构域，ＣＥＮＰ－
Ｅ／ＫＩＰ２－ｌｉｋｅ组分，它们在有丝分裂过程中参与染色体的运
动和主轴伸长，在细胞内的运输和细胞分裂中发挥重要

作用［１１］。

３　结论与讨论

３．１　勋章菊花粉表面色素分析
花粉表面覆盖物（花粉鞘）的成分较为丰富，其主要成分

为孢粉素、纤维素、类胡萝素、类黄酮素、脂类、糖类及蛋白质

等，这一特征不仅贮藏着受精过程的信息物质，而且在花粉生

态学中具有重要意义［１２］，其中色素在植物受精生理过程中充

当着重要保护者的角色，它能有效地阻截紫外线对花粉生命

力的损伤，胡萝卜素在花粉表面的富集，使紫外线对花粉的伤

害降到最低［１３］。勋章菊的花粉大多是黄色的，当花粉成熟

时，花粉粒撒在聚药雄蕊的“筒”中，待雌蕊花柱伸长时，成熟

花粉粒粘在柱头的外表面被“推”出筒外。但“推”出后的第

２天，花粉即由黄色变为白色，这是由于花粉表面的 β－胡萝
卜素经太阳光照射后降解所引起的［１３］。但白色花粉与黄色

花粉在萌发、受精方面是否存在差异还需要进一步研究阐明。

３．２　花粉表面蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
研究表明，孢子体自交不亲和系统的花粉与柱头的识别

机制是由Ｓ等位基因编码的 Ｓ蛋白质决定的，本试验通过对
勋章菊花粉、柱头的表面蛋白质 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，以探讨表
面蛋白对于受精生理的影响。对于勋章菊花粉和柱头表面蛋

白的提取，蒸馏水和样品缓冲液的效果相似，没有明显区别。

由于试验材料的特殊性（花粉粒、柱头体积小，样品取样难度

大，柱头切口易流出组织液影响样品提取等），导致凝胶电泳

未能分离出更多的清晰条带。

３．３　花粉表面蛋白质谱分析
花粉表面蛋白除了参与黏附作用之外，还参与花粉的水

合作用。大部分植物的花粉粒在丛花药中释放之后都是高度

失水的，代谢活动处于很低的状态。花粉表面蛋白还参与了

花粉与柱头的信号识别过程，直接影响花粉的萌发［１４］。本试

验对勋章菊花粉表面蛋白的质谱分析表明，与葡萄同源的肽

段在序列长为３５个氨基酸的位置，通常发现在４个或更多的
串联拷贝，这些具有一定代表性的植物蛋白对叶绿体或线粒

体的排序具有重要影响。
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　　摘要：基于ＡＮＳＹＳ软件，运用有限单元法对农用拖拉机后桥壳进行了静力分析，校核了车桥的强度和刚度，指出
了后桥壳受力的关键部位和薄弱环节；对后桥壳进行了模态分析，得出了前几阶固有频率和振型。基于分析结果提出

了后桥设计时应注意的问题和改进方向。

　　关键词：拖拉机；后桥壳；有限元法；静力分析；模态分析
　　中图分类号：Ｓ２１９．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０９－０３３４－０３

收稿日期：２０１５－０７－１８
基金项目：２０１４年河北省高等学校科学技术研究重点项目（编号：
ＺＤ２０１４２０６）。

作者简介：王会刚（１９６８—），男，河北滦南人，博士，教授，主要从事
ＣＡＤ／ＣＡＥ／ＣＡＭ研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈａｏｃｈａｏ１９９４＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

通信作者：高艳红，硕士，讲师，主要从事 ＣＡＤ／ＣＡＥ／ＣＡＭ研究。
Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｈｇａｏｅｒ＠１６３．ｃｏｍ。

　　驱动桥壳是轮式拖拉机［１］上的主要承载构件之一，其作

用主要是支撑并保护主减速器、差速器和半轴等。主要有整

体式桥壳、可分式桥壳和组合式桥壳３类。本研究以整体式
桥壳为例，基于ＡＮＳＹＳ软件，对其做了静力分析和模态分析，
校核了桥壳的强度和刚度，为后桥设计、改进提供了理论依

据，具有一定的理论意义和重要的实用价值。

１　实体模型

考虑到后桥形状复杂，建模软件选用 Ｐｒｏ／Ｅ，采用特征建
模，分析时用 ＩＧＥＳ格式导入 ＡＮＳＹＳ。后桥由半轴套管、壳
体、加强环、镶块等组成，由于钢板弹簧座对桥壳有较大影响，

将钢板弹簧座也作为实体模型的一部分。实体模型建立后，

经过编辑、修改后生成有限元模型［２－４］，实体造型如图 １
所示。

２　有限元模型

单元的选择：根据有限元理论，用三维实体单元描述后桥

结构更能反映后桥的实际状况。由于六面体单元在划分时要

求结构较规则，而四面体单元比较灵活，因此，采用四面体单

元，选用具有较高刚度及计算精度的四面体１０节点９２号单
元自由划分网格，在 ＡＮＳＹＳ环境运行，对桥壳一次性自动划
分网格。共有２４６００个节点，１９７００个单元，网格划分结果
如图２所示。

　　材料模型：壳体材料为０９ＳｉＶＬ－８，弹性模量为 ２．０６×
１０５ＭＰａ，泊松比为０．３，密度为７８５０ｋｇ／ｍ３，材料的屈服强度
为５１０～６１０ＭＰａ［５］。

３　静力分析

静载荷是指作用在车桥上的所有质量引起的载荷，包括：

固定在车桥上的总质量和乘员、货物的质量，集中或分布作用

在车桥相应位置。

桥壳垂直弯曲刚度和强度的计算是先将后桥２端固定，
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