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　　摘要：为了探索洋葱细胞质雄性不育系小孢子败育的时间和形式，通过石蜡切片和电镜技术对小孢子的发育进行
观察。结果表明，在花粉母细胞时期，不育系ＪＡ花药室壁较保持系厚且有凹凸现象；在四分体时期，小孢子不饱满呈
月牙状，绒毡层与药室壁完全脱离，细胞质浓缩、空泡化；在小孢子发育时期，小孢子细胞质发生浓缩、降解、严重空泡

化，绒毡层完全解体；在成熟花粉粒时期，小孢子完全干瘪聚集在一起，花药败育。由此推测，洋葱不育系ＪＡ小孢子发
育异常始于花粉母细胞时期，在四分体时期呈现出败育，败育的原因在于绒毡层的提早解离。
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　　洋葱（ＡｌｌｉｕｍｃｅｐａＬ．）为百合科葱属植物，别称圆葱、葱
头，因其具有很好的食疗保健作用和极高的药用价值被誉为

“菜中皇后”，在世界蔬菜生产面积上，排在马铃薯和番茄之

后，位居第三［１］。我国是世界上洋葱的第一大生产国和出口

国，产地主要分布在内蒙古、甘肃、云南、山东、黑龙江等

地［２］。洋葱是最早育成并在生产上应用１代杂种的蔬菜作物
之一［３］。洋葱杂种优势明显，自交衰退严重，其１代杂种一般
能增产２０％～５０％，其应用价值已被生产实践所证实［４－５］。

但洋葱为２年生异花授粉作物，其花器小，花期不集中，单花
结籽率低，人工去雄成本高、难度大，因此利用雄性不育系是

配制杂交种子的有效途径［６］。研究洋葱细胞质雄性不育的

发生机理对于 Ｆ１杂种的生产具有重要的作用。目前，洋葱细

胞质雄性不育系主要分３类，即Ｓ型、Ｔ型和近年发现的瓣化
型，其中Ｓ型在生产上应用广泛［７－９］。前人对洋葱 ＣＭＳ细胞
学研究表明，洋葱花药败育大都与绒毡层发育有关，花粉母细

胞没有异常表现。绒毡层的发育异常大致可归纳为３种形
式：一是在四分体时期，绒毡层细胞提前解体，不能供给小孢

子生长发育所需要的营养；二是在二分体时期，绒毡层过度肥

大，而且会延迟解体，这２种类型中，绒毡层的解体总是发生
在小孢子产生异常现象之前；三是绒毡层形态完全正常，只是

存在时间过长［１０－１２］。一般研究认为，绒毡层细胞的异常死亡

是造成小孢子败育的主要原因；但也有研究表明，不育系与保

持系绒毡层细胞变化不大。连高山等对某一洋葱 ＣＭＳ研究
发现，与可育系花粉母细胞相比，绒毡层细胞变化不大，但花

粉母细胞次生壁和胼胝质合成受阻，细胞壁变薄，细胞内出现

泡状结构，有些泡状体可相互融合，这种自噬现象的确与植物

花药败育过程的细胞的败育或者说程序化死亡有关［１３］。不

同的雄性不育材料间小孢子败育发生的时期和原因并不完全

一致，掌握败育发生的时期和成因对于雄性不育的转育和在

生产上的应用意义重大。本试验对洋葱不育系 ＪＡ及其保持
系ＪＢ花粉发育过程进行观察分析，从形态学和细胞学上对洋
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葱细胞质雄性不育发生进行系统的跟踪和比较，确定其不育

发生的时期，推测不育发生的原因，从而为该不育系发生的生

理学和分子生物学研究提供参考，进而为该雄性不育性状的

转育和利用提供理论指导。

１　材料与方法

１．１　试验材料
洋葱雄性不育材料 ＪＡ和保持系 ＪＢ，由东北农业大学园

艺学院葱蒜课题组发现并选育。２０１３、２０１４年秋分别将 ＪＡ
和ＪＢ的种球种植于东北农业大学园艺站加温温室中，次年４
月抽薹，开花后分别采集 ０．８～１．０、１．８～２．０、２．７～３．０、
３８～４．０ｍｍ的花蕾，冰上剥离花药备用（经预试验确定其对
应典型发育时期为花粉母细胞时期、二分体和四分体时期、单

胞花粉粒时期、成熟花粉粒时期）。

１．２　试验方法
１．２．１　不育株与可育株的形态特征　在播种期到开花期分
别标记植株编号，定期到温室中观察不育系与保持系的形态

特征并拍照记录。

１．２．２　花药显微结构　在开花盛期将采集的不同时期花药

样本，放入 ＦＡＡ固定液中固定，石蜡切片法制片，切成厚
６μｍ的蜡带，用梅氏黏贴剂粘在载玻片上，１％番红染色，
０５％固绿复染，中性树胶封片，在显微镜下观察并照相。
１．２．３　花药超微结构　参考显微结构观察结果，将不同发育
时期的花药放入２．５％戊二醛进行前固定，用０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸
缓冲液进行漂洗，在１％四氧锇酸固定液中固定２．５ｈ，再用
０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液进行漂洗，经乙醇脱水后用１∶１比例
的１００％乙醇＋１００％丙酮脱水１０ｍｉｎ，再用１００％丙酮脱水
１０ｍｉｎ，固定及漂洗程序温度均保持在４℃，浸透包埋后在超
薄切片机上将其修成５０～６０ｎｍ的小块，用醋酸铀 －枸橼酸
铅双染色，最后在Ｈ－７６５０透射电镜下观察并照相。

２　结果与分析

２．１　不育株与可育株的形态特征
从幼苗期到开花期，洋葱不育株与可育株外形比较整齐

一致，生长势无规律性差异，花球大小也无明显差异，但花蕾

从表型上容易区分，即不育系 ＪＡ花蕾虽然开放，但花丝逐渐
缩小干枯，花药干瘪无花粉，多呈墨绿色后变褐色；保持系 ＪＢ
花蕾外形饱满，花丝发育正常，花药饱满，呈黄色（图１）。

２．２　花药的显微结构
２．２．１　花粉母细胞时期　洋葱雄蕾原基分化发育成４个药
室（图２－Ａ、图２－Ｂ），每个药室的造孢细胞分化成若干个花
粉母细胞。保持系ＪＢ花粉壁发育形状规则，由图２－Ｃ可以
看出，花药壁由表皮、药室内壁、中层、绒毡层组成，中层细胞

核清晰可见，绒毡层细胞核染色深，核较大排列在花粉母细胞

周围。不育系ＪＡ花粉母细胞发育正常，但花粉囊细胞形状不
规则，药室壁较保持系厚有凹凸现象，中层发育迟缓，花粉母

细胞周围被绒毡层细胞紧紧包围（图２－Ｄ）。
２．２．２　四分体时期　保持系ＪＢ花粉母细胞经过２次减数分
裂形成四分体，也有未完成减数分裂的二分体存在，胞壁染色

较浅，药室表皮、内壁发育成熟，中层细胞排列整齐，细胞核清

晰可见，绒毡层发育达到顶点，绒毡层细胞质浓郁发达，细胞

核大、染色深（图２－Ｅ）。不育系 ＪＡ花粉母细胞正常发育成
四分体，但幼嫩小孢子没有保持系饱满，似月牙状（图２－Ｆ），
药室表皮、内壁细胞膨大，比可育系厚，而中层细胞无发育迹

象，细胞核染色较浅，绒毡层完全脱离药室壁，紧紧围绕四分

体和二分体，胞质有明显的浓缩现象并空泡化。

２．２．３　游离小孢子时期　保持系ＪＢ花药中包围四分体的胼
胝质解体，释放出小孢子，小孢子细胞核染色深清晰可见，绒

毡层胞质降解，但其核染色仍较深，中层细胞没有明显变化，

表皮和药室内壁高度发达，药室内壁出现纤维组织，细胞核染

色较深（图２－Ｇ）。不育系 ＪＡ小孢子从表面看染色透明类

似泡状，中层细胞退化，绒毡层完全退化，看不到细胞核等结

构，药室内壁形成粗大的纤维组织（图２－Ｈ）。
２．２．４　成熟花粉粒时期　保持系ＪＢ绒毡层在供应花粉发育
所需要的营养后完全解离，整个花粉粒染色较深，形状饱满，

花粉粒均匀地分散在药室内，相邻花粉囊相通，药室内壁纤维

化细胞出现双核（图２－Ｉ）。不育系ＪＡ空瘪的花粉粒收缩挤
在一起，粗大的纤维组织加厚，不具有开裂腔结构，药室严重

收缩变形，内壁几乎贴在一起，纤维层不能形成裂口，花粉囊

不相通（图２－Ｊ）。
２．３　花药的超微结构
２．３．１　四分体时期　不育系 ＪＡ绒毡层出现明显胞质收缩、
染色质浓缩、泡状结构（图３－Ａ）、内质网溢满、线粒体膨胀
（图３－Ｂ），小孢子形状不均匀，细胞质出现浓缩并有少量泡
状结构（图３－Ｃ），所以从形态上推测不育系 ＪＡ绒毡层细胞
在四分体时期之前就开始了细胞编程性死亡（ＰＣＤ）。保持系
ＪＢ小孢子正常发育，核质浓郁，没有浓缩现象（图３－Ｄ）。
２．３．２　游离小孢子时期　洋葱游离小孢子时期，保持系 ＪＢ
绒毡层释放胞质内容物帮助形成小孢子壁，出现降解现象

（图３－Ｅ、图３－Ｆ），不育系ＪＡ绒毡层退化严重，虽然有类似
小孢子壁结构但小孢子紧密聚集在一起，细胞器无法辨别，出

现大量泡状结构，不能正常发育（图３－Ｇ）。
２．３．３　成熟花粉粒时期　保持系ＪＢ随着绒毡层细胞内容物
的释放，绒毡层形成线状，但仍有残留（图３－Ｈ），花粉粒逐
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渐成熟，电子密度浓厚，染色很深（图３－Ｉ）。不育系 ＪＡ绒毡
层无法辨别，花粉壁形成，但小孢子干瘪、变形，内容物只剩残

留，完全败育 （图３－Ｊ）。

３　讨论与结论

前人研究表明，植物雄性不育小孢子败育在不同植物材
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料中发生时期有所差异，相同材料不同品种间也存在差

异［１４－１７］。本研究中不育系ＪＡ在花粉母细胞时期，小孢子花
粉母细胞正常发育，药室表皮和内壁细胞较保持系有加厚凹

凸现象；在四分体时期出现败育迹象，小孢子不饱满呈月牙

状，超微观察显示小孢子出现细胞质浓缩现象，绒毡层过度肥

大，出现液泡，药室表皮和内壁细胞膨大；游离小孢子时期，小

孢子细胞质浓缩加重，堆积在一起无法正常发育；成熟花粉粒

时期，小孢子空瘪，孢子囊皱在一起，中层和绒毡层完全退化，

药室变形不开裂。笔者分析比较发现，小孢子在四分体时期

出现败育迹象；但是李园园等研究发现，洋葱细胞质雄性不育

系６３Ａ四分体时期，四分体形成正常，而小孢子发育时期，小
孢子细胞质发生浓缩、降解，绒毡层完全解体［１２］，这与杜敏霞

等的研究结果［１８］相似。而王瑞丽等研究发现，洋葱细胞质雄

性不育系８Ａ在花粉母细胞时期就发生了败育［１９］。小孢子败

育时期的差异可能是由材料不同造成的。

从形态学角度来看，大多数植物的小孢子败育都涉及到

了绒毡层的发育异常。绒毡层作为花药壁最内层的特殊体细

胞，与小孢子母细胞以及花药发育后期的小孢子直接相互作

用，在花粉发育过程中起着至关重要的作用，绒毡层以程序性

死亡（ＰＣＤ）的形式适时为小孢子发育提供营养和结构物质，
分泌胼胝质酶，参与花粉粒外壁的形成，同时也为花粉的成熟

提供空间。当环境条件改变或调控绒毡层细胞 ＰＣＤ的基因
发生突变时，都会导致绒毡层细胞降解的提前或延迟，致使花

粉发育受阻，并最终形成雄性不育［２０－２２］。王婵等研究发现，

大葱不育系５８Ａ花药绒毡层提前解体，影响了正常小孢子的
形成，导致花粉败育［２３］。李园园等也认为，洋葱不育系小孢

子败育与绒毡层提前衰退有关［１２］，类似结论在辣椒［２４］、油

菜［２５］、水稻［２６］等作物上均有报道。洋葱雄性不育系 ＪＡ在四
分体时期，绒毡层细胞出现细胞质、染色质浓缩，内质网溢满，

线粒体膨胀等程序性死亡现象，而其保持系四分体时期绒毡

层发育到顶点，但未出现退化现象，直到游离小孢子时期绒毡

层才退化分解，由此推断不育系绒毡层的提前解离是造成小

孢子营养不足、逐渐凋亡，最终导致败育的原因之一。

形态学上的表现是基因表达的结果，本研究确定了洋葱

不育系ＪＡ小孢子败育的发生时期和直接原因；但有关分子信
息的研究还不明确，如哪些基因引起绒毡层提早解离，小孢子

败育除了线粒体基因的表达，与核基因是否还存在着某种关

联，洋葱的雄性不育发生机理的研究无论是对雄性不育的利

用，还是对洋葱的杂交制种都具有重要意义，这也是下一步研

究的方向。
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