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裸子植物和被子植物花粉管生长机制的细胞学比较

郑茂钟1，2，林 立1，2，叶宏萌1，2，华伟平1，2

( 1．武夷学院生态与资源工程学院，福建 武夷山 354300; 2．福建省生态产业绿色

技术重点实验室，福建 武夷山 354300)

摘 要 为了比较裸子植物和被子植物花粉管生长机制，本研究利用激光共聚焦显微镜、全内反射荧光显微

镜、透射电子显微镜观测比较了青杄、雪松、烟草和百合花粉管中 FM4－64 染色的时间变化特性和波动特性、囊泡

移动速度、单位时间内细胞壁体积的增加，结果发现: 与被子植物烟草和百合花粉管相比，裸子植物青杄和雪松花

粉管中 FM4－64 荧光强度前期增加速度慢，后期降低速度慢，表明裸子植物花粉管的胞吞和胞吐速率明显低于被

子植物花粉管。其次，裸子植物中的青杄和雪松花粉管中分别只有 28%和 34%的囊泡在移动，且多数囊泡移动速

度小于被子植物烟草和百合花粉管，揭示了裸子植物花粉管中单位时间内能移动到顶端进行胞吐作用的囊泡的数

量要少于被子植物的。然而裸子植物青杄和雪松花粉管单位时间内需要增加的细胞壁体积大于被子植物烟草花

粉管。这些结果暗示着来自囊泡的细胞壁前体物质的积累对裸子植物和被子植物花粉管顶端细胞壁的增加的贡

献是不同的。
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花粉管是裸子植物和被子植物有性生殖过程

中最重要的结构之一，其在将植物精细胞核运输到

卵细胞进行授精作用的过程中起着至关重要的作

用。与此功能相适应，花粉管生长仅限定在顶端，

侧面不伸长，形成一种有半球形顶端的圆柱形细

胞。由于花粉管这种特殊的生长模式及其在植物

有性生殖过程中的重要作用，大量研究报道了花粉

管结构、组成和生长机制［1－3］。这些研究中多是以

被子植物花粉管为研究对象。迄今为止，被子植物

花粉管的生长被认为主要是由于高尔基体来源的

果胶质，经囊泡运输到顶端生长点后，通过胞吐作

用沉积在原有的细胞壁上而实现［4－5］。此过程中通

过胞吐作用而融合到顶端细胞膜上过剩的质膜通

过胞吞作用回到细胞质中，并入内膜循环［6］。
裸子植物花粉管虽然在形态上与被子植物花

粉管相像。但从现有的研究结果看，裸子植物花粉

管与被子植物花粉管存在较大差异。例如: 裸子植

物的花粉管具有在进化上较原始的特性，生长缓

慢［7］，具有分叉的现象等［8］。裸子植物花粉管细胞

壁的结构也与被子植物花粉管具有 2 层细胞壁的结

构不同［9－11］，它们都没有明显的分层结构［12－13］。裸

子植物花粉管壁的组成成分与被子植物花粉管壁

的存在差异［7］，且不同属的裸子植物花粉管壁的组

成也存在差异［14］。裸子植物花粉管内部的结构组

分也与被子植物花粉管存在差异，包括细胞器的分

布［15－16］，微丝骨架的分布［17－18］，细胞质中钙离子的

浓度梯度［19－20］等。结构上的差异暗示着裸子植物

的生长可能与被子植物花粉管的生长机制存在差

异。然而迄今为止，专门比较裸子植物花粉管与被

子植物花粉管的研究还未有报道。
为了比较裸子植物和被子植物花粉管生长差

异背后的机制，本研究运用透射电子显微镜、激光

共聚焦显微镜和全内反射荧光显微镜，观测比较了

裸子植物青杄、雪松花粉管和被子植物烟草、百合

花粉管生长过程中单位时间内细胞壁体积的变化、
FM4－64 染色的时间变化特性和波动特性及囊泡移

动速度。

1 材料与方法

1. 1 材料

实验选用的材料裸子植物的 代 表 树 种 青 杄

( Picea wilsonii Mast．) 花粉、雪松 ( Cedrus deodara
( Ｒoxburgh) G． Don) 花粉，采自北京中国科学院植

物研究所园内。烟草 ( Nicotiana tabacum L．) 花粉
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采自北京中国科学院植物研究所的温室内。百合

( Lilium longiflorum Thunb．) 花粉来自于花店新鲜百

合上的花药。花粉以 1 mg·mL－1 的浓度接种于液

体培养基中。青杄、雪松花粉培养基含有 12% 蔗

糖，0. 01% H3BO3，0. 01% KH2PO4，0. 03% CaCl2 ; 百

合、烟草花粉培养基含有 15% 蔗糖，0. 01% H3BO3，

0. 01% KH2PO4，0. 01% CaCl2。所 有 样 品 置 摇 床

( 125 r /min ) 中，24 ℃恒温培养。
1. 2 实验方法

1. 2. 1 通过透射电镜图像分析花粉管胞吞胞吐

速率

花粉管生长速度、单位时间细胞壁体积的变

化、胞吐速率、胞吞速率参数的测定方法详见于郑

茂钟等( 2014) ［21］。简略而言，花粉管生长速度是通

过测量已知培养时长的花粉管长度变化而估算; 花

粉管内径、壁厚、胞吐囊泡直径、胞吞囊泡直径是通

过透射电子显微镜拍摄的花粉管超薄切片图片而

获得。单位时间细胞壁体积的变化则是将花粉管

看成是圆柱形( 顶端是半球体) ，并假定花粉管的生

长是一种匀速的生长，从而根据圆柱体体积计算方

法利用花粉管生长速度、花粉管内径和壁厚进行估

算。胞吐速率和胞吞速率估算则是假定花粉管顶

端生长过程中细胞壁体积的增加都完全来自于胞

吐囊泡所携带的物质，且这些物质在壁上沉积并不

改变其体积，只是改变了形状，从而根据单位时间

细胞壁体积的变化、胞吐囊泡直径和胞吞囊泡直径

计算。
1. 2. 2 FM4－64 的装载

方法参照 Parton 等 ( 2001) ［22］，但略有改动。
FM4－64 储存液用正常培养基稀释 10 倍。然后把

培养的花粉管取 100 μL 至 eppendorf 管内，取 1 μL
稀释后的 FM4－64 加入 100 μL 的花粉管悬浮液内，

使 FM4－64 的最终浓度为 3 μmol·L－1。
1. 2. 3 FM4－64 染色的激光共聚焦显微镜的观察

激光共聚焦显微镜的观察采用 ZEISS LSM 510
META ( Germany) 系统，63×水镜，激发波长为 514
nm，采集滤光片为 530 ～ 600 nm。时间序列采集速

率百合为 5. 3 s /帧，烟草、青杄、雪松为 12 s /帧。
1. 2. 4 全内反射荧光显微镜观测花粉管中囊泡移

动速度

FM4－64 染色 30 min 后，利用入射光角度可变

的全内反射荧光显微镜拍摄花粉管内囊泡运动。
入射光角度可变的全内反射荧光显微镜是在倒置

显微镜 ( IX81; Olympus) 的基础上构建的。多通道

氩离子激光发射器发出的光( 458，488，515 nm; 30
mW) 通过单模块光纤维和三组照明镜头聚焦在高

孔径物镜( Apo 1003 OHＲ; NA 1. 65; Olympus) 的背

面，从而产允许样品的荧光被激发。FM4－64 的激

发波长为 514 nm。荧光通过 100 倍油镜，530 ～ 600
nm 滤光片，由电耦合 CCD ( Micromax，MMX－512－
BFT; Princeton Instruments) 以 200 ms /帧的速度收

集 time-lapse 图像序列。
囊泡移动速度的测量方法参照 Zheng 等［23］测

定线粒体移动速度的方法。具体为用 Image J 软件

跟踪单个 囊 泡 的 确 切 位 置 ［( x1，y1 ) ，( x2，y2 ) ，

( x3，y3 ) … ( xn，yn ) ］。被 跟 踪 囊 泡 在 间 隔 时 间

( Tn ) 内的瞬时移动位移( Dn ) 用以下公式计算:

Dn = ( xn － xn－1 )
2 + ( yn － yn－1 )■ 2 。

从而囊泡的瞬时移动速度 ( Vn ) 用公式: Vn =
Dn /Tn 计算。

囊泡的移动速度以平均移动速度 ( V ) 表示

为: V =∑Vn /n。

本实验分析了每种植物最少 7 根花粉管，统计

了每种花粉管至少 650 个囊泡的移动速度。

2 实验结果

2. 1 四种植物花粉管的物理参数

表 1 显示了通过电镜图片测量统计得到的四种

植物花粉管的物理参数。这些参数中花粉管生长

速度、花粉管内径、花粉管壁厚、胞吐囊泡直径、胞

吞囊泡直径是直接测定值。由表 1 可知，裸子植物

青杄、雪松花粉管与被子植物百合、烟草花粉管存

在着最明显的不同是前者的生长速度远小于后者。
青杄和雪松花粉管生长速度分别 7. 2 μm/h 和 5. 13
μm/h，是被子植物百合花粉管生长速度的 0. 9% ～
1. 2%，是烟草花粉管生长速度的 15. 9% ～ 22. 3%。
其次青杄和雪松花粉管内径和壁厚明显大于百合

和烟草花粉管。根据花粉管的生长速度、花粉管内

径和花粉管壁厚可以估算出青杄、雪松、百合、烟草

花粉管单位时间内细胞壁体积的变化分别是 842. 4
μm3 /h、 1 001. 6 μm3 /h、 4 616. 6 μm3 /h、 222. 3
μm3 /h。显然裸子植物青杄和雪松花粉管单位时

间内需要增加的细胞壁体积大于被子植物烟草花

粉管。若这四种花粉管细胞壁物质主要来自于囊

泡的运输，那么裸子植物青杄和雪松花粉管生长

所需要的 胞 吐 速 率 和 胞 吞 速 率 大 于 烟 草 花 粉 管

( 表 1) 。
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表 1 电镜图像测量统计的四种植物花粉管的物理参数

Table 1 The physical parameters of four species pollen tubes obtained from the ultrastructural imagings

物种
花粉管生长

速度 / ( μm/h)
花粉管

内径 /μm
花粉管

壁厚 /μm

单位时间内
细胞壁体积的

变化 / ( μm3 /h)

胞吐囊泡
直径 /μm

胞吞囊泡
直径 /μm

胞吐速率
/ ( 个 /min)

胞吞速率
/ ( 个 /min)

青杄 7. 2 29. 373 1. 218 842. 4 0. 237 0. 0475 2015 49778
雪松 5. 13 21. 113 2. 620 1001. 6 0. 21 0. 046 3444 71572
百合 587 13. 28 0. 186 4616. 6 0. 244 0. 035 10121 465370
烟草 32. 3 6. 98 0. 301 222. 3 0. 142 0. 0467 2472 22427

图 1 四种花粉管中 FM4－64 染色的时间变化。A． 青杄; B． 雪松; C． 百合; D． 烟草。Bar= 20 μm
Fig．1 FM4-64-uptake time courses in four species pollen tubes． A． Picea wisonii Mast． pollen tube; B． Cedrus deodara

( Ｒoxburgh) G． Don pollen tube; C． Lilium longiflorum Thunb． pollen tube; D． Nicotiana tabacum L． pollen tube．

2. 2 四种植物花粉管 FM4－64 的时间标记模式

图 1 显示了四种植物花粉管中 FM4－64 的时间

标记模式。结果表明在青杄和雪松花粉管中，染色

2 min 时，FM4－64 集中在质膜上，此时细胞质中未

见有染色; 随后在 5 min 时，顶端细胞质中出现有极

少的染色; 到 10～15 min 时，花粉管顶端细胞质中才

有明显的染色; 而到了 45 min，花粉管中的染色都不

断增强( 图 1A 和 1B) 。在百合和烟草花粉管中 ，染

色 2 min 时，花粉管质膜上染色明显，同时已经见到

有染料进入细胞质中; 10 min 时，花粉管顶端细胞

质中有了明亮的染料聚集; 15 min 时细胞质膜上的

染色明显的减少; 25 min 左右，花粉管顶端染色达

到最大亮度; 其后荧光染色又逐渐降低，但 V 形染

色形状依然还保持( 图 1C 和 1D) 。通过荧光强度

的时间变化也验证裸子植物青杄和雪松花粉管中

FM4－64 逐渐的增强; 而在 25 min 之前，被子植物百

合和烟草花粉管中 FM4－64 荧光强度逐渐升高，而

且荧光强度高于裸子植物的，随后逐渐降低( 图 2) 。
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图 2 四种花粉管中 FM4－64 荧光强度的时间变化。
Fig．2 Variation of fluorescence intensity of FM4－64

in four species pollen tubes．

这些结果说明了裸子植物花粉管胞吞速度小于被

子植物，而胞吐速度大于被子植物。
2. 3 四种植物花粉管 FM4－64 波动特性

FM4－64 波动特性是花粉管胞吞、胞吐、囊泡运

输、顶端生长引起的体积变化等多种因素造成的。
图 3 显示了花粉管顶端的染色形状形成后，在一段

扫描时间内亚顶端部位 ( 图 3A，3C，3E 和 3G 矩形

框显示) 的 FM4－64 呈现的规律性波动。表 2 统计

了四种植物花粉管 FM4－64 波动的周期和振幅。结

果显示青杄、雪松、百合、烟草的波动周期分别为

( 46. 56±11. 18) s、( 41. 00±13. 08) s、( 22. 69±7. 24)

s、( 35. 30 ± 9. 41 ) s; 其 波 动 的 振 幅 分 别 为 3. 89 ±
1. 47、5. 24±3. 14、11. 58±6. 42、20. 89±11. 53。显然

裸子植物花粉管的 FM4－64 波动周期大于被子植物

花粉管，前者的振幅小于后者。

表 2 四种花粉管中 FM4－64 波动周期和振幅

Table 2 The period and amplitude of FM4－64
fluctuation in four species pollen tubes

花粉管类型 周期 / s 振幅

百合 22. 69±7. 24 11. 58±6. 42
烟草 35. 30±9. 41 20. 89±11. 53
青杄 46. 56±11. 18 3. 89±1. 47
雪松 41. 00±13. 08 5. 24±3. 14

2. 4 四种植物花粉管囊泡移动速度的比较

在被子植物花粉管中，细胞壁前体物质被认为

是通过高尔基体产生的囊泡运输的。经过统计发

现，4 种植物花粉管中囊泡的移动情况差异显著。
在间隔 1 min 内，青杄花粉管中只有 28%的囊泡在

移动，雪松花粉管中有 34%的囊泡在移动，百合和

烟草花粉管中的囊泡都在移动中。对于被跟踪到

的囊泡的瞬时移动速度进行归类统计，显示青杄花

粉管中囊泡的瞬时移动速度为 0. 5 ～ 0. 99 μm/s 的

囊泡 占 33. 3%，为 1. 0 ～ 1. 99 μm/s 的 囊 泡 占

38. 1%; 雪松花粉管中囊泡的瞬时移动速度为 0. 5 ～
0. 99 μm/s 的囊泡占 31. 7%，为 1. 0 ～ 1. 99 μm/s 的

囊泡占 37. 8%; 而百合和烟草花粉管中囊泡的瞬时

移动速度都大于 1. 0 μm/s，瞬时移动速度 1. 0 ～
1. 99 μm/s 的囊泡分别占 11. 4%和 19. 2% ( 图 4) 。
连续跟踪一个囊泡的移动显示青杄和雪松花粉管

中囊泡的移动常常停顿 ( 图 5A 和 5B) ; 而百合和烟

草花粉管中囊泡移动速度较稳定( 图 5C 和 5D) 。
然而有趣的是，对于单个囊泡的瞬时最大速度的比

较发现，这四种花粉管中囊泡的最大瞬时移动速度

的差别并不像平均速度那样大: 在青杄、雪松、百

合、烟草中分别为 10. 68 μm/s、11. 38 μm/s、17. 45
μm/s、12. 5 μm/s。

3 讨论

FM4－64 被用于活体观测真核细胞的内吞和囊

泡运输过程。它只能锚定在脂膜双分子层的外页

才能激发强烈的荧光［24］。进行植物细胞 FM4－64
染色后，细胞膜立即染色，随后几分钟内通过胞吞

囊泡进入细胞，随着细胞内膜循环的过程使得高尔

基体和胞吐囊泡等内膜系统都被染色［25］。本研究

通过荧光强度的时间变化显示，与裸子植物青杄和

雪松花粉管比较，被子植物烟草和百合花粉管中

FM4－64 在染色初期出现的更早，在 25 min 之后其

荧光强度更快地降低，揭示了被子植物花粉管的胞

吞和胞吐速率明显高于裸子植物。此外本研究中

观测到 裸 子 植 物 青 杄 和 雪 松 花 粉 管 中 分 别 只 有

28%和 34%的囊泡在移动，且多数囊泡移动速度小

于被子植物烟草和百合花粉管，说明裸子植物花粉

管中单位时间内能移动到顶端进行胞吐作用的囊

泡数量要少于被子植物的。甚者裸子植物花粉管

中 FM4－64 波动的振幅明显小于被子植物花粉管的

观测结果也进一步支持了被子植物花粉管的胞吞

和胞吐速率明显高于裸子植物的结论。
有趣的是，通过透射电子显微镜观测本研究发

现裸子植物青杄和雪松花粉管单位时间内需要增

加的细胞壁体积大于被子植物烟草花粉管; 若这四

种花粉管细胞壁物质主要来自于囊泡的运输，那么

裸子植物青杄和雪松花粉管生长所需要的胞吐速

度和胞吞速度大于烟草花粉管。这显然与 FM4－64
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图 3 花粉管顶端 FM4－64 的波动动态。A． 青杄; C． 百合; E． 雪松; G． 烟草。B，D，F，H． 分别是 A，C，E 和 G 图中方

框处的时间荧光密度图。Bar= 20 μm
Fig．3 Quantitative analysis of the fluctuation of FM4－64 staining in growing pollen tubes． A． Picea wisonii Mast． pollen tube;

C． Lilium longiflorum Thunb． pollen tube; E． Cedrus deodara ( Ｒoxburgh) G． Don pollen tube; G． Nicotiana tabacum L． pollen
tube． B，D，F and G stands for graphs of fluorescence intensity against time for the areas indicated by box in A，C，E and G．

染色观测的结果相矛盾。考虑到通过透射电子显

微镜观测估算花粉管细胞壁体积的变化和所需的

胞吞和胞吐速率的模型分析是以花粉管细胞壁前

体物质主要来自于囊泡的运输为前提条件的［26］，这

种观测结果的矛盾可能暗示着来自运输囊泡的细

胞壁前体物质在裸子植物和被子植物花粉管的细

胞壁中所占的比例不同。构成植物细胞壁的主要

聚合物中，半纤维素、果胶和富含羟脯氨酸的糖蛋

白是在高尔基体中合成而后通过囊泡运输到细胞

生长点参与细胞壁的合成［7］; 而纤维素和胼胝质是

通过细胞膜上相应的酶合成［27］。被子植物花粉管

顶端是由果胶和半纤维素构成的单层细胞壁［28－29］;

而管中的细胞壁为 2 层，内层细胞壁主要由胼胝质

和纤维素构成［9－11］。考虑到花粉管的生长是在顶

端，显然果胶和半纤维素通过囊泡运输和胞吐作用

而堆积成顶端单层细胞壁是被子植物花粉管生长

的主要机制。与被子植物不同的是，裸子植物整根

花粉管只有一层细胞壁［12－13］。荧光标记显示，青扦

和云杉 花 粉 管 顶 端 细 胞 壁 分 布 着 纤 维 素 或 胼 胝

质［30－31］。这暗示着纤维素或胼胝质在花粉管顶端
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图 4 四种花粉管中囊泡移动的平均速度分布 ( n＞650) 。
Fig．4 Frequency distribution of average velocities of vesicle movements in four species pollen tubes ( n＞650) ．

图 5 四种花粉管中典型的囊泡移动速度。A． 青杄; B． 雪松; C． 百合; D． 烟草。
Fig．5 Plots of the X-Y velocity of the typical vesicle movements in pollen tubes． A． Picea wisonii Mast． pollen tube;

B． Cedrus deodara ( Ｒoxburgh) G． Don pollen tube; C． Lilium longiflorum Thunb． pollen tube;

D． Nicotiana tabacum L． pollen tube．
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的合成是裸子植物花粉管生长所需要的，来自囊泡

的细胞壁前体物质的积累只是部分贡献了裸子植

物花粉管顶端细胞壁的增加。因此裸子植物花粉

管和被子植物花粉管生长速度的差异很可能涉及

顶端细胞壁成分的不同及其造成的顶端生长点细

胞壁的延展性等机械性的差异。
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Cytological comparison of pollen tube growth between
gymnosperms and angiosperms

ZHENG Mao-zhong1，2，LIN Li1，2，YE Hong-meng1，2，HUA Wei-ping 1，2

( 1．College of Ecology and Ｒesource Engineering，Wuyi University，Wuyishan Fujian 354300; 2．Fujian Provincial Key
Laboratory of Eco-indurstrial Green Technology，Wuyi University，Wuyishan Fujian 354300，China)

Abstract In order to compare the mechanism underlying pollen tube growth in gymnosperms and angiosperms，laser confocal
microscopy，total internal reflection fluorescence microscopy and transmission electron microscopy were used to observe the time
variation and fluctuation characteristics of FM4－64 staining，the velocities of vesicles，and the increase of cell wall volume per unit
time in pollen tubes of Picea wilsonii Mast．，Cedrus deodara ( Ｒoxburgh) G． Don，Nicotiana tabacum L．，Lilium longiflorum Thunb．．
Our findings show that，compared with those of pollen tubes of Nicotiana tabacum L． and Lilium longiflorum Thunb．，the fluorescence
intensity of FM4－64 in the pollen tubes of Picea wilsonii Mast． and Cedrus deodara ( Ｒoxburgh) G． Don increased more slowly in the
early stage and decreased more slowly in the late stage，indicating that the endocytosis and exocytosis rates of gymnosperm pollen tubes
were significantly lower than those of angiosperms． Secondly，only 28% and 34% of the vesicles in gymnosperms＇ pollen tubes were
moving，and most of the vesicles moved slower than those in tobacco and lily pollen tubes，which revealed that the number of vesicles
in gymnosperms’pollen tubes that could move to the top for exocytosis per unit time was less than that in angiosperms’． However，the
increased cell wall volume of Picea wilsonii Mast． and Cedrus deodara ( Ｒoxburgh) G． Don pollen tubes per unit time was larger than
that of Nicotiana tabacum L． pollen tubes． These results suggest that the accumulation of cell wall precursors from vesicles contributes
differently to the increase of pollen tube apical cell wall in gymnosperms and angiosperms．
Keywords pollen tube; angiosperm; gymnosperm; exocytosis; endocytosis; growth mechanism
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