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激光扫描共聚焦显微镜观察水稻双受精过程
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摘要:利用激光扫描共聚焦显微镜对水稻双受精过程进行了观察 。结果表明:开花后0. 5 h可见花

粉粒在柱头上萌发 ,形成一定长度的花粉管 ,但仍未进入胚囊;开花后 1 ～ 2 h 花粉管进入胚囊 ,但

尚未释放精细胞 ,此时 ,在卵器内有两条肌动蛋白冠的形成 ,肌动蛋白冠起始于助细胞的基部 ,1条

终止于卵细胞核的位置 ,另一条终止于极核附近;开花后 2 ～ 3 h花粉管释放精细胞 ,精细胞在肌动

蛋白冠的作用下分别进入极核及卵细胞;开花后 3 ～ 4h ,精核的染色质向卵核扩散 ,极核内的雄性

核仁逐渐变大 ,最后增大至与极核的核仁差不多大小;开花后 4 ～ 5 h ,精核与极核完成受精作用 ,形

成初生胚乳核 ,而此时在卵核内出现 1个雄性核仁;开花后 6 h 左右 ,卵核核仁仍未完成与精核核

仁的融合 ,此时初生胚乳核已分裂 1 ～ 2次;开花后 12h ,精核核仁与卵核核仁融合形成 1个较大的

核仁 ,至此合子形成;开花后 24 h ,合子有丝分裂 1次 ,形成 2个细胞的原胚 ,此时初生胚乳核已分

裂形成 8 ～ 16个游离核 ,绕胚囊周缘分布 。水稻双受精作用属于有丝分裂前配子融合类型。
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Observation on the P rocess of Double Fertilization in

Rice Using Laser Scanning Confocal M icroscopy

DAI Xi-mei , HUANG Q un-ce , LI Guo-ping , HU Xiu-ming , QIN Guang-yong
(Henan Provincial Key Labo rato ry of Ion Beam Bio-enginee ring ,

Zheng zhou Unive rsity , Zheng zhou 450052 , China)

Absrtact:The processe s of double fer tilization in rice w ere observed using laser scanning confocal

micro scopy . T he resul ts show ed that , in 0. 5 hour af ter f low ering , pollen w ith tw o spe rm cells

germinated in the stamen;in 1 - 2 hours ,pollen tube reached to the embryo sac of ovule. Mean-

while , tw o actin co ronas w ere formed in the ovule. Coronas started f rom the base of the syner-

g id , one of which ended near the egg nucleus and the other near the p o lar nuclei. Af ter 2 - 3

hours o f flowering , the spe rm cel ls we re released at the si te of the degenerated synergid. When

spe rm cel ls w ere deposi ted near the base of the corona , spe rm cells in the synergid subsequently

mig rated tow ard the point of fusion. In 3 - 4 hours af ter f low ering , the chromatin of the spe rm

nucleus dif fused in the egg nucleus. At the same t ime , the male nucleo lus became larger and lar-

ger , as big as the female one. About 4 - 5 hours af ter f low ering , polar nuclei w ere comple ted fer-

tilized , fo rming the primary endo sperm nucleus , while a smal l male nucleolus appeared in the egg

nucleus. Af ter 5 - 6 hours o f f low ering , the male and female nucleolus w ere stil l no t fused com-

pletely , but the primary endosperm nucleushad mitosed fo r 1 - 2 t imes. In 12hours af ter f low er-

ing , the male and female nucleolus fused and fo rmed a larg e nucleolus , a symbol for the formation
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of zy go te. In 24 hours after f low ering , zygote completed its fi rst mi to sis , fo rming the tw o-cell

proembryo. A t the same time , the primary endosperm nucleus has divided into 8 - 16 free nuclei ,

distributing around the embryo sac. The double fe rtilizat ion o f rice belong s to the type of premi-

to tic syngamy.

Key words:Rice;Cmbryo sac;Couble fe rtilizat ion;Laser scanning confocal microscope(LSCM)

　　受精作用是植物生殖生物学中的重要问题之

一 ,自从 1898 年俄国植物学家 Naw aschin 首次在

欧洲百合和细弱贝母中发现双受精作用以来 ,人们

对各种植物的双受精作用进行了广泛的研究 ,积累

了较为丰富的资料。水稻是重要的农作物之一 ,国

内外对其雌配子体及雄配子体的发育过程作了大量

形态学及细胞学研究 。有关其双受精过程的研究 ,

虽然也有过一些报道[ 1 ～ 5] ,但由于以往研究受制片

技术及观察手段的限制 ,对其双受精过程 ,包括受精

前雌配子体内各个细胞的存在状态 ,雌 、雄核融合过

程及受精时间都有待于进一步的研究。激光扫描共

聚焦显微镜是 20世纪 80年代发展起来的一项具有

划时代意义的高科技产品 ,是当今世界上最先进的

分子细胞生物学分析仪器 。它是在荧光显微镜成像

基础上加装了激光扫描装置 ,利用计算机进行图像

处理 ,利用紫外或可见光激发荧光探针 ,从而可以得

到细胞或组织内部较清晰的荧光图像。激光扫描共

聚焦显微镜比一般光学显微镜具有更高的分辨率 ,

同时具有深度识别能力(最大深度一般为 200 ～

400μm)及纵向分辨率 ,因而可以看到较厚生物标

本中的细微结构 。利用激光扫描共聚焦显微镜可以

对活的或固定的细胞及组织进行无损伤的系列光学

切片 ,得到其各层面的信息 。这种功能也被形象地

称为“显微 CT”
[ 6]
。此外 ,利用激光扫描共聚焦显

微镜还可以对样品材料进行连续扫描 ,通过电脑处

理从而获得其三维立体结构 ,对其样品内各细胞的

空间分布有更清晰的认识 。利用激光扫描共聚焦显

微镜观察水稻胚囊结构 、形成及发育过程等方面的

研究已有一些报道[ 7 , 8] 。但目前尚未见到利用激光

共聚焦扫描显微镜观察水稻双受精过程的报道。本

研究利用激光扫描共聚焦显微镜对水稻双受精过程

进行了较为系统的观察 ,获得了清晰的图片及大量

资料 ,从而为水稻生殖生物学及遗传育种的研究提

供新的资料。

1　材料和方法

试验材料为水稻地方品种紫粳 。2004 ～ 2005

年将材料种植于新乡市农业科学研究院水稻研究所

的试验田内 ,采用常规管理 。在紫粳开花前 1d ,于

开花后 0. 5 ,1 , 2 ,3 , 4 ,5 ,6 , 12及 24 h分别取其颖花

用 FAA固定液固定 ,并保存于固定液中 。每个时

期约取颖花 50 个。观察前用 70%的酒精冲洗一

下 ,接着在解剖镜下分离出子房 ,保存于 70%酒精

中备用。染色前 , 各个时期的水稻子房经 50%,

30%,15%乙醇下行至蒸馏水 ,每次 20min 。然后用

1mo l /L 的 NaOH 溶液软化 1 h ,蒸馏水冲洗几次 ,

用 pH 8. 2磷酸盐缓冲液预处理 2 h ,然后用0. 005%

水溶性苯胺蓝溶液染色 2 h。蒸馏水冲洗 2 ～ 3次 ,

然后再用 1μg /mL 的 DAPI 溶液染色 12 h 。用蒸馏

水冲洗 2 ～ 3次 ,乙醇梯度(15%, 30%, 50%,70%,

85%,95%)脱水 ,每级 20min ,随后将子房放入无水

乙醇中脱水 2次 ,每次的脱水时间为 2 h ,接着 ,再转

入无水乙醇中过夜 。第 2天将已经脱水的材料放入

由无水乙醇和水杨酸甲酯(1∶1)组成的混合液中过

渡 1 h ,再用水杨酸甲酯透明处理 3次。在前 2 次透

明处理时 ,每次 2 h ,最后一次的时间为 15 h 。所有

的试验材料经过水杨酸甲酯透明处理后可以在水杨

酸甲酯中保存备用 。观察前 ,有镊子轻轻将处理好

的子房夹出 ,置于凹玻片上 ,用丁香油封片(注意加

盖玻片时 ,不要挤压 ,防止子房变形或破裂)。将制

备好的载玻片倒置于 Leica SP2激光共聚焦扫描显

微镜上 ,用 488 nm 波长的激光激发 ,扫描获得双受

精各个时期的清晰图片 ,并用 Leica 相关软件对系

列扫描图片进行 3D重建。

2　结果与分析

2. 1　受精前雌配子体及雄配子体的结构状态

2. 1. 1　受精前雌配子体的结构状态　水稻雌配子

体(胚囊)属于蓼型胚囊 ,具 7个细胞 8个核结构 ,即

1个卵细胞 , 2 个助细胞 , 1 个中央细胞(含 2 个极

核)和 3个反足细胞。

珠孔端由 1个卵细胞和 2个助细胞共同构成卵

器 。在受精前 ,其中的 1 个助细胞退化 ,因此 ,在成

熟胚囊中 ,往往只能见到 1个助细胞 。在助细胞的

珠孔端可见到丝状器的存在(图版 1)。一般助细胞

的细胞核较小 ,位于助细胞的偏珠孔端 ,具 1个较小
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的核仁 。卵细胞呈梨形 ,珠孔端较小 ,合点端较大 。

细胞核往往位于近珠孔端 ,其中有 1个较大的 、染色

较深的核仁 ,在合点端有 1 个大的液泡(图版 1 -

1)。在成熟胚囊中 ,卵细胞的细胞质一般较稀薄 ,至

受精前 ,在细胞核外围形成较浓厚的细胞质。

中央细胞为 1个高度液泡化的细胞 ,形状较大 ,

几乎充满整个胚囊。2 个极核紧靠在一起 ,各有 1

个较大的核仁。受精前 ,极核在细胞骨架系统的牵

引下 ,移动到卵器的上端 ,紧靠在卵细胞的上端。2

个极核在受精前并不融合成次生核(图版 1 - 2)。

反足细胞位于胚囊的合点端 ,在受精前已增殖

为多个细胞 ,每个细胞往往有多个细胞核 。(图版 1

- 3)反足细胞的染色质浓厚 ,染色往往较深。反足

细胞在胚囊内存在的时间较长 ,往往在受精后 48 h

～ 72 h退化。

2. 1. 2　受精前雄配子体的结构　水稻雄配子体(花

粉粒)在受精前由 3个细胞组成 ,即 1个较大的营养

细胞和 2个精细胞。营养细胞占据了花粉粒内的大

部分空间 ,具有 1个较大的圆形的细胞核 ,有浓厚的

细胞质 ,细胞质内充满了淀粉粒等内含物。精细胞

有 1个较大的椭圆型的细胞核 ,细胞质少而稀薄。2

个精细胞悬浮在营养细胞的细胞质中(图版 1 - 4)。

在水稻的花粉粒上 ,有 1个萌发孔 ,一旦花粉粒落在

柱头上 ,花粉管就会从萌发孔的位置长出 ,运送精细

胞进入胚囊 ,为双受精作用的发生做准备。

2. 2　双受精过程

被子植物的双受精过程在有些植物中已有一些

报道 。水稻双受精过程与其他被子植物基本相同 ,

即一个精子与卵细胞融合形成合子 ,另一个精子与

极核融合形成初生胚乳核 。

2. 2. 1　精核与卵核的融合及合子的分裂　开花后

0. 5 h ,可观察到花粉粒在柱头上萌发 ,形成花粉管 。

花粉管形成后 ,进入柱头组织 ,并在柱头组织中伸长

(图版 1 - 5)。在开花后 1 ～ 2 h ,可见花粉管经珠孔

进入胚囊 ,但此时未观察到花粉管内精子的释放 。

在开花后 2 ～ 3h ,花粉管在退化助细胞的位置释放

出 2个精子以及其他一些内含物(图版 1 - 6)。在

此之前 ,另一个助细胞也逐渐退化 ,其内的肌动蛋白

形成 2个冠状结构。冠状结构始于退化助细胞的基

端 ,1条在极核的位置终止 ,另一条在卵细胞核的位

置终止(图版 1 - 7),在图 7中只显示了 1条肌动蛋

白冠状结构。另一个不在一个光学切面上。由于实

验方法的局限性 ,吴素萱等曾将形成的肌动蛋白冠

误认为是进入的花粉管[ 4] 。形成的肌动蛋白冠与精

子表面的肌球蛋白相互作用 ,引导精核分别进入极

核与卵细胞(图版 1 - 8)。进入卵细胞的精核慢慢

移动到卵核的位置 ,在开花后 4 ～ 5 h ,可见精核的内

容物慢慢进入卵细胞核(图版 1 - 9),随后在卵核内

出现 1个雄性核仁(图版 1 - 10 ,1 - 11 ,1 - 12)。在

开花后 6 h ,卵细胞核内的雌性核仁与雄性核仁仍未

融合 ,而此时 ,极核已完成受精作用 ,形成的初生胚

乳核已经分裂 1 ～ 2 次(图版 1 - 14)。在开花后

12 h ,雌性核仁与雄性核仁才完成融合 。至此 ,卵细

胞与精子的融合完成而形成 1个合子 。在合子内只

有 1个较大的核仁(图版 1 - 15)。此时 ,在卵细胞

核周围有浓厚的细胞质围绕 。雄性核仁与卵核仁的

融合一般发生在合子发裂之前 ,合子以一个大核仁

的形式进入分裂期 。

合子一般在开花后 16 ～ 18 h 进行第一次有丝

分裂 ,至开花后 24 h ,合子完成第一次分裂 ,形成 2

细胞原胚。水稻大多数合子的第一次分裂为横分裂

(图版 1 - 16),但也有进行纵分裂的(图版 1 - 17)。

在通常情况下 ,第一次分裂形成的 2 个细胞在形态

上大小比较均等。

2. 2. 2　精核与极核的融合及初生胚乳核的分裂　

精核与极核的融合过程类似于精核与卵核的融后过

程 ,只是前者的融合速度比后者的融合速度要快得

多 。

在观察过程中发现 ,大部分精核是与 1 个极核

融合后再与另 1个极核发生融合的 ,偶尔可见到精

核与次生核的融合 。在开花后3h左右 ,可观察到精

核首先与一个极核的核膜接触 ,进行核膜的融合。

随后 ,精核的染色质向极核内分散。随后 ,在极核内

出现一个小的雄性核仁(图版 1 - 8)。雄性核仁会

慢慢变大 ,最后增大至与极核的核仁差不多大小(图

版 1 - 9)。在开花后 4h 左右 , 1个精核与极核完成

融合 ,形成初生胚乳核 。初生胚乳核分裂前 ,核仁一

直保持不融合状态 ,这与申家恒等在玉米中观察到

的情况相同
[ 9]
(图版 1 - 10)。有时雄性核仁与 1个

雌性核仁融合 ,即将分裂的初生胚乳核呈现出 2个

核仁的情况(图版 1 - 11)。这种情况类似于卫星等

在羊草双受精过程中观察到的现象
[ 10]

。

初生胚乳核形成后 ,很快进行分裂 。在开花后

5 ～ 6 h ,可观察到初生胚乳核已经进行有丝分裂(图

版 1 - 12 ,图版 1 - 13)。到合子完成第一次有丝分

裂时 ,已经形成 8个或更多的游离核 ,形成的游离核

绕胚囊周缘分布(图版 1 - 18)。水稻胚乳的发育类

型为核型胚乳[ 11] 。
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图版 1　水稻双受精过程 LSCM观察

 28 

2007年第 6期



　　水稻受精作用属于有丝分裂前的配子融合类

型
[ 11]
。精核与卵核的融合过程和精核与极核的融

合过程相似 ,但是精核与极核的融合速度比其与卵

核的融合速度快 。精核与极核融合形成的初生胚乳

核不经静止期直接进入分裂 ,而精核与卵核融合形

成合子后一般有 6 ～ 8 h 的静止期 ,然后才启动第一

次有丝分裂过程 。

3　讨论

3. 1　关于花粉管进入胚囊及发生受精作用的时间

Akimine[ 1] 和 Terada[ 2]曾报道过水稻的受精时

间是在开花后 12 h进行的 。Noguchi也对水稻花粉

粒的萌发和花粉管的生长过程进行了观察 ,认为开

花后 9 h花粉管才能到达珠孔 ,因而受精时间与上

述作者的观察结果一致 , 即在开花后 12 h 进行 。

Cho
[ 3]
对不同温度条件下水稻花粉粒萌发及花粉管

生长速度进行了观察 ,认为温度对花粉粒的萌发及

花粉管生长的速度影响很大 ,一般在 30℃的田间条

件下 ,花粉粒萌发和花粉管生长的速度相当快 ,水稻

开花后 30min ,花粉管已达到珠孔 ,有一些已经进入

胚囊 ,并释放出其中的内含物于卵细胞的上部 。吴

素萱等[ 4] 对水稻双受精过程也进行了较为详细的观

察 ,观察结果与 Cho 所观察到的一致 。本研究用激

光共聚焦扫描显微镜对水稻花粉粒的萌发 、花粉管

的生长及受精时间进行了系统的观察 ,在开花后

0. 5 h ,花粉粒在柱头上萌发 ,并长出一定长度的花

粉管延伸到在花柱及子房中 ,但未见到花粉管到达

珠孔端及进入胚囊。开花后 1 ～ 2 h ,花粉管进入胚

囊。在开花后 4 ～ 5h ,极核完成受精作用;开花后

12 h ,卵细胞完成受精作用 。

3. 2　关于精细胞在胚囊中的移动

关于精子释放后是如何在胚囊中移动而最终到

达卵细胞与极核的 ,一直是一个疑点。以前 ,有人认

为精子是依靠花粉管释放时的冲力而移动的 ,也有

人认为精子可以象动物精子及低等植物的精子一样

可以在胚囊中游动而到达卵细胞与极核 。最近 ,有

的研究人员提出精细胞的移动可能与胚囊中独特的

微丝分布有关
[ 12]

。在花粉管到达之前 ,在精细胞至

受精靶区的道路上存在 2 个肌动蛋白冠状结构 ,肌

动蛋白冠从助细胞的中部延伸 , 1条在卵细胞核附

近结束 ,另一条在极核附近结束
[ 13 ～ 17]

。

肌动蛋白冠的形成 , 最初在不具有助细胞的白

花丹的研究中发现 , 在花粉管进入胚囊的过程中 ,

肌动蛋白束聚集在花粉管生长途径附近和精细胞传

送部位 ,结果在卵细胞与中央细胞之间的受精靶区

形成“冠状”结构
[ 13]

。后来 ,在其他一些具有助细胞

的被子植物如烟草[ 12] 、玉米[ 14 , 15] 、蓝猪耳[ 15 , 16] 、和兰

花[ 1 7] 等植物的研究中均有发现 。肌动蛋白冠的形

成对于促使卵细胞核和中央细胞核相互靠近配子融

合部位 ,并使 2个精细胞核分别与相应的雌配子核

融合具有重要作用[ 18] 。

Zhang 等[ 19] 认为 ,在精细胞由花粉管释放到胚

囊后就与营养核分离 ,失去花粉细胞的内质膜 ,其表

面仅存精细胞质膜 ,可以通过电荷引力吸附花粉管

破裂所释放的肌球蛋白 ,它们与肌动蛋白冠相互作

用而将精细胞运送至融合部位。

本研究在水稻胚囊中观察到的肌动蛋白冠状结

构同以上所描述的冠状结构的形成的位置不太一

样 。当花粉管到达胚囊之前 ,在第二个助细胞(第一

个已退化)内开始有肌动蛋白聚集 ,逐渐形成 2个冠

状结构 。肌动蛋白冠起始与助细胞的基部 , 1条终

止于靠近卵细胞核的位置 ,另一条终止于极核附近。

花粉管通过珠孔进入退化助细胞的基部(靠近肌动

蛋白冠的基部),释放出 2个精细胞及其他一些内含

物 。精细胞最终通过肌动蛋白带的作用而被运送到

靶区分别与卵细胞和极核完成受精作用。肌动蛋白

冠将精细胞运送到靶区后 ,从助细胞的基部开始逐

渐解体 ,助细胞也随之退化 。
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