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摘要：采用扫描电镜和石蜡切片方法观察野生型烟草和转基因不育烟草的花药及其横切结构，研究真姬菇热激蛋

白 ＨｍＨＳＰ７０导致烟草雄性核不育的机理，结果表明：转基因不育烟草花粉的小孢子和花药壁发育异常，小孢子无

法进行有丝分裂而降解，而绒毡层细胞和 中 层 细 胞 过 度 分 裂 不 降 解，药 室 遭 到 严 重 挤 压，是 导 致 花 粉 败 育 的 主 要

原因。
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　　雄性不育系在生产、生活中具有重要的应用价

值。根据遗传背景不同，可以分为细胞核不育、细胞

质不育以及核质互作不育［１］。细胞核雄性不育是由

细胞核内染色体基因控制的雄性不育类型，细胞质

雄性不育一般是植物在自然繁殖过程发生突变或者

是通过品种间杂交而得到的不育性。雄性核不育系

可以通过毒素基因的特异空间表达、借助反义基因、

影响小孢子发育、破坏胼胝质壁、转座子突变、组成

型表达等途径获得［２］。

热激蛋白（Ｈｅａｔ　Ｓｈｏｃｋ　Ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ）又 称 热

休克蛋白或热应激蛋白，是细胞或生物体在受到高

温等逆境刺 激 时 新 合 成 的 或 含 量 增 加 的 一 类 蛋 白

质，根据其相对分子质量、结构及功能可以分为５大

类：ＨＳＰ１００，ＨＳＰ９０，ＨＳＰ７０，ＨＳＰ６０及小分子量热

激蛋白ｓＨＳＰ家族［３］。热激蛋白广泛分布于各种生

物体内，是生物对逆境胁迫短期适应的必需组成成

分，在抑制细胞凋亡［４］，延缓衰老，增强肿瘤 免 疫 原

性［５］，以及植物非生物胁迫环境的应答、抗 病 性、育

性 转 换 及 植 物 发 育 中 起 着 重 要 作 用［６，７］。其 中

ＨＳＰ７０作为分子伴侣在大多数生物中存在，是最为

重要和保守的热激蛋白家族，在细胞应激反应后表

达最显著，目前在动植物中研究深入，但在真菌中的

研究刚刚起步。陈建南等在研究高粱细胞质雄性不

育过程中发 现，不 育 系 线 粒 体 中 缺 少 ＨＳＰ７０，很 可
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能是造成其雄性不育的原因［８］。继而发现热激诱导

的育性变化 可 能 受 ＨＳＰ７０基 因 的 调 控，且 育 性 不

能稳定遗传［７］。
为进一步研究 ＨＳＰ７０蛋白与植物细胞 核 不 育

的机理，青岛农业大学山东省应用真菌重点实验室

（以 下 简 称“本 实 验 室”）以 珊 西 烟 草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ　ｖａｒ．Ｘａｎｔｈｉｎｃ）为受体，将克隆得到的真姬

菇（Ｈｙｐｓｉｚｉｇｕｓ　ｍａｒｍｏｒｅｕｓ）热 激 蛋 白 ＨｍＨＳＰ７０
基因（专利号ＣＮ２００９１００８５４３８．３，全长２３０８ｂｐ，编

码６６６个氨基酸），通过农杆菌介导的方法导入烟草

受体中，最终获得多个抗性转化子，其中部分表现为

雄性不育。通过对野生型烟草及转基因不育烟草的

花药发育结构、花粉粒表面形态差异，尤其是绒毡层

发育变化的观察，重建花粉母细胞的发育过程，研究

花药败育的细胞学依据，将为转基因烟草的雄性不

育研究提供一定理论支持。

１　材料与方法

１．１　材料

转ＨｍＨＳＰ７０基因不育系烟草 Ｈ１５由本实验

室转化，含有 潮 霉 素Ｂ（ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ－Ｒ）筛 选 标 记

和真姬菇热激蛋白 基 因（ＨｍＨＳＰ７０），以 野 生 型 烟

草为可育对照。

１．２　方法

１．２．１　固绿染色压片观察

将不育和对照烟草同时移栽，待盛花期时分别

取转基因烟草 Ｈ１５株系、对照ＣＫ花粉尚未散出的

花蕾，不经过固定液固定，剪取花药，用镊子捏碎后

滴加固绿染液，盖玻片压片，于ＯＬＹＭＰＵＳ　ＣＫＸ４１
型倒置显微镜下观察花粉形态，拍照记录结果。

１．２．２　石蜡切片观察

晴天上午分别取不同发育时期的花蕾，于ＦＡＡ
中固定、抽气后常规石蜡切片方法制片［９］，切片厚度

８μｍ，铁矾－苏木精染色后置于ＯＬＹＭＰＵＳ　Ｂ×５３
光学显微镜（相机型号ＤＰ２１）下观察并拍照。

１．２．３　扫描电镜观察

将采集的花药用硫酸纸袋盛装，充分干燥并分

别破 碎 后 粘 于 载 物 台 上，经 喷 金 处 理 后 在ＪＳＭ－
７５００Ｆ牛津电制冷能谱仪扫描电子显微镜下观察花

药与花粉形状并拍照记录。

２　结果分析

２．１　转ＨｍＨＳＰ７０基因烟草花药的形态观察

由图１可见，野生型烟草和转ＨｍＨＳＰ７０基因

不育烟草的花均能正常开放，柱头几乎无差别。对

照烟草花药高于柱头，形态饱满，花粉粒散出布满表

面，而转基因烟草表现为雄性不育，花药萎缩，无成

熟花粉，且生长短小低于柱头，无法完成自花授粉。

图１　野生型烟草（左）与转基因烟草（右）花药的形态观察

２．２　转ＨｍＨＳＰ７０基因烟草花粉粒表面显微观察

２．２．１　倒置显微镜观察花粉粒

由图２可见，野生型烟草花粉粒形状规则，呈长

椭圆形，内容物饱满，外壁清晰，萌发沟均匀分布，长
度几乎达到 了 花 粉 粒 的 两 个 极 点，状 态 清 晰 可 见。
转基因不育烟草的花粉粒不饱满，外壁薄，压片后多

成圆形，有较大的明亮液泡。萌发沟染色较浅，外观

不明显，形状不规则。

图２　野生型烟草（左）与转基因不育

烟草（右）花粉粒结构（放大倍数４００×）

２．２．２　扫描电镜观察花粉粒

烟草的花药具有四个花粉囊（图３（１）），每个花

粉囊内有一个药室，横切面呈四个裂瓣的形状，花药

壁从外到内依次由表皮细胞、药室内壁、中层细胞和

绒毡层组成。对花药的扫描电镜结果显示，野生型

烟草的花药形状饱满，花粉近球形，表面沟纹分布均

匀，内容物充实，有明显的３～４条萌发沟，延伸至两

端极面（图３（５），图３（７））。花药壁表皮细胞薄而致

密，外被许多凸起，紧邻表皮的一层为药室内壁，规

则排列呈纤 维 状，中 层 细 胞 形 状 不 规 则，但 排 列 紧

密，内容物较少，而绒毡层消失（图３（３））。
转基因烟草的花药外形萎缩（图３（２）），花粉粒

发育畸形，收缩干瘪，多为扁圆盘形或椭圆型，萌发

沟已严重收缩（图３（６），图３（８））。组成花药壁的表

皮细胞完整，与对照无较大差别，中层细胞层数较对

照多，且有较多内容物填充其中，绒毡层仍然存在，
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延 伸 至 药 室 内 部，与 畸 形 花 粉 粒 混 杂 在 一 起

（图３（４））。

图３　野生型烟草ＣＫ（左）与转基因

不育烟草 Ｈ１５（右）花粉与花药扫描电镜观察

１．ＣＫ花药；２．Ｈ１５花药；３．ＣＫ花药壁；

４．Ｈ１５花药壁；５．ＣＫ花粉粒；６．Ｈ１５花粉粒；

７．ＣＫ萌发沟；８．Ｈ１５萌发沟

２．３　转ＨｍＨＳＰ７０基因烟草花粉粒石蜡切片显微

观察

２．３．１　小孢子的发育

由图４可见，野生型烟草的药室均匀分布，内有

多个近球形的花粉粒，花药壁边缘清晰，细胞排列紧

密（图４（１））。转基因不育烟草的花药发育异常，药

室形状不规则，体积变小甚至消失，绒毡层细胞侵入

花药药室现象明显，严重挤压花粉粒，花粉形状不规

则（图４（２））。
野生型烟草的花粉母细胞经减数分裂后形成四

分体，分散在药室中，被大量胼胝质包围（图４（３）），
小孢子之间亦有分隔，染色较深，可见细胞质浓厚，
无明显液泡。随后四分体在绒毡层分泌的胼胝质酶

作用下解体，小孢子游离出来，靠近药壁细胞获取营

养，体积变大，内 容 物 增 多（图４（５））。随 着 小 孢 子

逐渐增大变圆，外壁增厚，形成球状花粉，绒毡层逐

渐消失（图４（７））。
转基因不育烟草的小孢子形状不规则，细胞核

不明显，染色较浅，可能外壁较薄或者有明显大液泡

存在（图４（４）），随 后 绒 毡 层 继 续 加 厚，小 孢 子 没 有

继续发育，而是挤压在一起，胞质液泡化，细胞核消

失，最终解体被吸收（图４（６））。

图４　野生型烟草ＣＫ（左）与转基因不育烟草 Ｈ１５（右）

花粉和花药壁发育的石蜡切片观察（标尺２０μｍ）

１．ＣＫ药室；２．Ｈ１５药室；３．ＣＫ四分孢子时期；

４．Ｈ１５单核小孢子时期；５．ＣＫ单核小孢子时期；

６．Ｈ１５绒毡层过度分裂；７．ＣＫ绒毡层消失；８．Ｈ１５药室消失

２．３．２　花药壁的发育

四分孢子时期，野生型烟草的花药壁细胞排列

不规则，细胞内营养物质较多，绒毡层开始与中层细

胞分离，体积增大，大部分进行有丝分裂变成双核细

胞，中层细 胞 原 生 质 浓 厚，细 胞 核 清 晰（图４（３））。
随后小孢子继续分裂，绒毡层细胞逐渐解体以供给

小孢子发育所需的营养，此时小孢子移近花药壁，部
分中层细胞开始退化，内壁细胞增大加长，表皮细胞

分裂加剧（图４（５））。花 粉 成 熟 时 绒 毡 层 已 完 全 消

失，剩余的中层细胞排列紧密，形成光滑的药室壁内

层，内壁 细 胞 纤 维 状 排 列，细 胞 内 容 物 较 少（图４
（７））。

在小孢子形成后，转基因不育烟草的绒毡层细
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胞没有与中层细胞分离，也没有退化或降解，反而继

续分裂，逐渐侵 入 药 室（图４（４）），中 层 细 胞 排 列 不

规则，营 养 物 质 较 多，数 量 也 有 增 多 的 迹 象（图４
（６））。最终绒毡层和中层细胞大量异常发育，致使

药室被挤压消失，小孢子解体，表皮细胞萎缩（图４
（８）），造成烟草雄性不育。在此期间，整个药室内壁

充斥大量颗粒物质，推测应该是淀粉粒，随着花药的

成熟，野生型烟草花药壁中的淀粉粒逐渐消失，成熟

花药壁中已很少看到淀粉粒的存在，而转基因不育

烟草花药壁中的淀粉粒数量却没有减少。

３　讨　　论

近几年的研究大多认为，绒毡层细胞功能失常

可能是导致植物雄性核不育的主要原因。绒毡层细

胞分泌胼胝质酶，在花粉母细胞分裂后期降解包裹

在细胞外面的胼胝质壁，使单核花粉粒可以及时分

离，进行正常的生长发育活动。另外绒毡层细胞具

有将细胞中的淀粉粒吸收并转化成脂类的功能［１０］，
绒毡层细胞发育异常，可能使其在转化药室内壁、中
层细胞，以及自身的营养物质时出现阻碍，导致细胞

中营养物质积累，代谢异常，不能供给花粉发育的营

养。郭慧等人在对光敏核不育型水稻的不育花药的

研究中发现，败育花药的绒毡层细胞能够一直存在

到花蕾的开 花 期，并 且 细 胞 的 液 泡 化 明 显［１１］，这 与

我们的观察结果相吻合。转基因烟草的绒毡层在小

孢子发育过程中不仅不降解，反而继续分裂直至完

全充满花药室，严重挤压花粉囊。而花药内壁和中

层细胞的物质代谢活动始终旺盛，淀粉粒没有得到

转化，致使小孢子的后期发育过程缺乏营养，花粉粒

空瘪，萌发沟不明显，是导致烟草不育的重要原因。
但我们也发现，转基因不育烟草的单核小孢子

在形成时已经发生异常，小孢子外壁薄，液泡大，细

胞核不明显，胞质染色浅。有研究认为，不育花药中

绒毡层细胞的异常不是导致花粉败育的原因，而是

花粉异常的 结 果［１２］。李 凤 霞 等 对 不 同 胞 质 来 源 雄

性不育烟草的研究发现，绒毡层异常是两种类型不

育系败育的主要原因，但败育高峰发生在小孢子发

育的不同时期［１３］。Ｗｏｒｒａｌ等认为小孢子 母 细 胞 的

胼胝质壁过早解体使转基因烟草小孢子外壁形成受

到影响，产生雄性不育［１４］。我们在烟草中的研究尚

不能确定是否是花药绒毡层分泌的胼胝质酶导致小

孢子外壁发育异常，但可以肯定的是绒毡层发育异

常与花粉败育密不可分。杨晓丽等在对芝麻核雄性

不育的研究中发现，不育系 ｍｓ８６－１花药中小孢子

母细胞的外壁发育异常早于绒毡层，因此推测可能

是小孢子母细胞先释放某种信号导致绒毡层细胞的

程序化降解过程推迟，而绒毡层的异常发育进一步

促进了小孢 子 的 败 育［１５］。要 想 对 花 粉 败 育 机 理 有

更清楚的了解，则应对小孢子母细胞的发育做进一

步研究，确定花粉败育开始发生的时期。

参考文献：
［１］张德双，张凤兰，徐家炳，等．大白菜ＣＭＳ９６不育系和保持系电

镜观察［Ｊ］．华北农学报，２０１２，２７（２）：１３３－１３９
［２］李祥．利用 ＨＳＰ７０基 因 人 工 创 造 植 物 雄 性 不 育 系 的 研 究［Ｄ］．

长沙：湖南农业大学，２００３
［３］Ｌｉｎｃｏｌｎ　Ｔ，Ｅｄｕａｒｄｏ　Ｚ．植物生理学［Ｍ］．宋纯鹏，王学路，译．北

京：科学出版社，２００９：６０１－６０７
［４］Ｍｏｓｓｅｒ　Ｄ　Ｄ，Ｃａｒｏｎ　ＡＷ，Ｂｏｕｒｇｅｔ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ

ｈｅａｔ　ｓｈｏｃｋ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｈｓｐ７０ｉｎ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ａｇａｉｎｓｔ　ｓｔｒｅｓｓ－ｉｎｄｕｃｅｄ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ，１９９７，１７（９）：５３１７－５３２７
［５］ＩＧＯＲ　Ｍ．Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，Ｔｕｍｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｇｉｎｇ：Ｔｈｅ　Ｒｏｌｅ　ｏｆ　ＨＳＰ７０

［Ｍ］．Ｂｅｒｌｉｎ：ＳｐｒｉｎｇｅｒＢｒｉｅｆｓ，２０１３：７０－１１３
［６］ＳＵ　Ｐａｉｈｓｉａｎｇ，ＬＩ　Ｈｓｏｕｍｉｎ．Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｓｔｒｏｍａｌ　７０－ｋＤ　ｈｅａｔ

ｓｈｏｃｋ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｒｅ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　ｆｏｒ　ｐｌａｎｔ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｉｍｐｏｒｔａｎｔ

ｆｏｒ　ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｃｅ　ｏｆ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｎｇ　ｓｅｅｄｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，

２００８，１４６（３）：１２３１－１２４１
［７］陈建南，傅鸿仪，路子显，等．高 梁 细 胞 质 雄 性 不 育 与

ＨＳＣ７０ｍＲＮＡ的关系［Ｊ］．科学通报，１９９８，４３（２３）：２５２５－２５３０
［８］陈建南，傅鸿仪，路子显，等．ＨＳＰ７０反义ＲＮＡ对高粱花粉正常

形成的影响［Ｊ］．科学通报，１９９７，４２（１８）：１９９３－１９９７
［９］李正理．植物制片技术 ［Ｍ］．北京：科学出版社，１９７８
［１０］谢潮添，杨延红，朱学艺，等．白菜细胞核雄性不育花药的细 胞

学观察［Ｊ］．实验生物学报，２００４，３７（４）：２９５－２９９
［１１］郭慧，李树杏，向关伦，等．水稻不同细胞质雄性不育系花粉 败

育的细胞生物学比较研究［Ｊ］．种子，２０１２，３１（５）：３０－３３
［１２］谢潮添，杨延红，葛丽丽，等．白菜核雄性不育花药超微结构 的

研究［Ｊ］．实验生物学报，２００５，３８（６）：５０１－５０６
［１３］李凤霞，崔萌萌，杨爱国，等．烟草不同胞质来源雄性不育系 小

孢子发育的细胞学 观 察［Ｊ］．中 国 烟 草 学 报，２０１１，１７（４）：３７－

４２
［１４］Ｄ　Ｗｏｒｒａｌｌ，ＤＬ　Ｈｉｒｄ，Ｒ　Ｈｏｄｇｅ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｅｍａｔｕｒｅ　ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ

ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｏｃｙｔｅ　ｃａｌｌｏｓｅ　ｗａｌｌ　ｃａｕｓｅｓ　ｍａｌｅ　ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ　ｉｎ　ｔｒａｎｓ－

ｇｅｎｉｃ　ｔｏｂａｃｃｏ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ，１９９２，４（７）：７５９－７７１
［１５］杨晓丽，张海洋，郭旺珍，等．芝 麻 核 雄 性 不 育 系 ｍｓ８６－１小 孢

子败育过程的超微结构［Ｊ］．作 物 学 报，２００８，３４（１１）：１８９４－

１９００

９１　１期　　　　　　　　　徐丽丽，等：转真姬菇热激蛋白ＨｍＨＳＰ７０基因烟草花粉败育的细胞学观察　　　　　


