
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2012, 34(4): 361–365 http://www.cjcb.org

蝴蝶兰合子和胚的分离
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摘要      该文用酶解–振荡法分离蝴蝶兰受精后的胚囊, 然后显微解剖出合子、早期原胚及

接近成熟的球形原胚。酶解液由0.7%~1.3%的纤维素酶、0.6%~1.0%果胶酶和10%甘露醇组成,  
pH5.8, 酶解时间20~30 min。分离的蝴蝶兰早期原胚和接近成熟的球形原胚均发现有发达的胚柄

吸器。
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受精和胚胎发生是植物发育的一个重要过程, 
通过一系列的细胞融合、伸长、分裂和分化, 完成植

物的器官分化。通过分离合子和原胚可以为研究植

物受精和胚胎发生提供很好的实验材料。被子植物

的合子深藏在子房内的胚珠体细胞组织中, 要分离

合子需要排除胚珠细胞的阻碍, 分离技术相对困难, 
目前仅在水稻(Oryza sativa)[1]、玉米(Zea mays)[2]、小

麦(Triticum aestivum)[3]、 烟 草(Nicotiana tabacum)[4]、

蓝猪耳(Torenia fournieri)[5]等少数植物上取得成功。

近年来, 人们结合分子生物学、转基因等技术利用分

离的植物早期原胚开展了水稻[6-7]、玉米[8]、小麦[9]、

烟草[10]、拟南芥(Arabidopsis thaliana)[11-12]等植物的

胚胎发生、基因转化和杂交优势预测等诸多研究。

作为重要观赏植物的兰花迄今未见合子与原

胚分离工作的报道。本文以蝴蝶兰杂交种(Phalaen-
opsis hybrid)为材料, 采用酶解–振荡法分离受精后

的胚囊, 继之以显微解剖分离出合子、早期原胚及

接近成熟的球形原胚。

1   材料与方法
1.1  实验材料

蝴蝶兰杂交种引自中国科学院华南植物园, 栽
培在广州市园林科学研究所的水帘温室。在蝴蝶兰

的开花期间进行人工授粉, 每个花葶授基部2朵花, 
并将花葶其余部分剪除, 温室内正常管理授粉后的

植株, 授粉后60~110 d从发育正常的蒴果内剥取胚

珠作为实验材料。

1.2  实验方法

蝴蝶兰合子与胚的分离实验在厦门大学进行。基

本分离液的成分为: CaCl2 5 mmol/L, KH2PO4 5 mmol/L, 

MnSO4 0.7 mmol/L, 2-N-吗啡啉乙磺酸(MES) 3 mmol/L, 
8%~10%(W/V)的甘露醇。在基本分离液中, 加入果

胶酶(Serva)和纤维素酶(Onozyka R-10), 配成含酶的

分离液(pH5.8)。实验进行了3个酶解浓度: (1)0.7%纤

维素酶+0.6%果胶酶; (2)1.0%纤维素酶+0.9%果胶酶; 
(3)1.3%纤维素酶+1.0%果胶酶。将不同时期、不同

处理的材料置于微振荡仪上室温酶解。为观察酶解

液对珠被细胞分离的效果, 进行酶解振荡0.5, 1, 2, 3 h
的时间梯度实验。合子和早期原胚显微解剖前酶解

–振荡20~30 min, 分离接近成熟的球形原胚不酶解

而是直接进行解剖。之后在倒置显微镜(Leica DM 
IRB)下, 将用于分离的胚珠置于10%甘露醇中, 用自

制玻璃针直接解剖胚囊, 使合子与胚分离出来。应

用1 mg/mL的4,6-二氨基-2-苯基吲哚(4,6-diamidino-
2-phyenylindole, DAPI), 以1/100的量染色细胞核, 采
用蓝色光激发观察荧光, 以数码成相系统进行观察

与摄影。

2   结果
2.1  蝴蝶兰合子的分离

酶解–振荡蝴蝶兰的胚珠0.5 h后, 3个酶解浓度处

理均有珠被细胞被分离出来。随着酶解时间的延长, 
珠被细胞被大量分离。酶解3 h观察, 3组被分离出来

的珠被细胞原生质体均完好, 呈球形, 细胞核居中或

靠边, 并有个别仅具有一层不完整珠被细胞的胚囊被

酶解出来, 但没有见到被分离出来的合子。
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应用1.0%纤维素酶+0.9%果胶酶酶解–振荡0.5 h, 
结合显微解剖分离出蝴蝶兰的受精后胚囊。蝴蝶兰

授粉65~70 d, 在分离胚囊的珠孔端仍有花粉管存在

(图1A)。刺破胚囊的侧壁, 可以分离出合子, 在分离

液甘露醇浓度为10%时分离出来的合子近似圆球形

(图1B)。

A: 解剖的受精后胚囊, 示合子、助细胞、胚乳核、反足细胞和花粉管; B: 解剖的合子; C: 解剖的2-细胞原胚, 示顶细胞、基细胞和退化的胚乳核; D: 
DAPI显示2-细胞原胚的核; E: 解剖的2-细胞原胚, 示顶细胞和基细胞; F: DAPI显示2-细胞原胚, 示基细胞核正在分裂。A~F珠孔端均朝下。An: 
反足细胞; ca: 顶细胞; cb: 基细胞; EN: 胚乳核; pt: 花粉管; S: 助细胞; Z: 合子。 
A: a fertilized embryo sac obtained by micro-dissection, showing the zygote, synergid, antipodals and an entering pollen tube; B: a micro-dissected zy-
gote; C: a micro-dissected two-cell proembryo, showing the apical cell, the basal cell, and the degernerating endospermal nucleus; D: the fluorescence 
of DAPI showing the nuclei of a two-cell proembryo; E: a micro-dissected two-cell proembryo, showing the apical cell and the basal cell; F: the fluores-
cence of DAPI showing the nuclei of a two-cell proembryo, the nucleus of the basal cell was dividing.  Micropylar downward in A~F.  An: antipodals; 
ca: apical cell; cb: basal cell; EN: endospermal nucleus; pt: pollen tube; S: synergid; Z: zygote.  

图1　蝴蝶兰合子和2-细胞原胚的分离 
Fig.1　Isolation of zygote and two-cell proembryo in Phalaenopsis

2.2  蝴蝶兰胚的分离

以酶液浓度为1.0%纤维素酶 +0.9%果胶酶酶

解–振荡20~30 min, 结合人工解剖法, 可以分离出蝴

蝶兰的早期原胚, 接近成熟的球形原胚可以不酶解

而直接解剖出来。

授粉72 d, 可以分离出2-细胞原胚, 此时基细胞
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尚未分裂, 仍可看到正在退化的初生胚乳核(图1C和
图1D)。授粉后73 d, 亦可以分离出2-细胞原胚, 此时

基细胞已经开始分裂, 胚囊内已经见不到胚乳核的

痕迹(图1E和图1F)。

授粉后75~90 d, 可以分离出蝴蝶兰的3-细胞原

胚(图2A)、4-细胞原胚(图2B)、多细胞原胚(图2C和
图2D)及接近成熟的球形原胚(图2E)。

从分离的早期原胚可以看出, 蝴蝶兰合子的第

A: 3-细胞原胚, 示顶细胞和基细胞分裂的两个子细胞; B: 4-细胞原胚, 示顶细胞分裂的两个子细胞和基细胞分裂的两个子细胞; C: 授粉80 d的
多细胞原胚; D: 授粉85 d的多细胞原胚; E: 授粉87 d的接近成熟的球形原胚和胚柄吸器; F: 球形原胚(图2E)放大的胚柄吸器。 除图F外, 珠孔端

均朝下。ca: 顶细胞; ci: 基细胞分裂的一个子细胞; cm: 基细胞分裂的另一个子细胞; c: 顶细胞分裂的一个子细胞; d: 顶细胞分裂的另一个子细

胞; sh: 胚柄吸器。

A: a three-cell proembryo, showing the apical cell and two daughters of the basal cell; B: a four-cell proembryo, cm and ci showing two daughters of 
the apical cell, c and d showing the daughters of the basal cell; C: a multicellular proembryo after pollinated 80 days; D: a multicellular proembryo after 
pollinated 85 days; E: a maturing spherical proembryo and its suspensor haustorium after pollinated 87 days; F: the enlarged suspensor haustorium of 
the spherical proembryo (Fig.2E). Micropylar downward in all figures excepted of  Fig.2F. ca: apical cell; ci: one daughter of the basal cell; cm: another 
daughter of the basal cell; c: one daughter of the apical cell; d: another daughter of the apical cell; sh: suspensor haustorium.

图2　蝴蝶兰原胚的分离

Fig.2　Isolation of proembryo in Phalaenopsis
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一次分裂是横分裂, 形成顶细胞和基细胞, 即2-细胞

原胚(图1C和图1D)。基细胞先于顶细胞进行分裂

(图1E和图1F), 其分裂是斜向的, 从而形成3-细胞原

胚(图2A)。随后, 顶细胞进行一次横向的分裂形成4-
细胞原胚(图2B)。

在分离蝴蝶兰各期原胚的珠孔端均可见到发

达的胚柄吸器, 在接近成熟的球形原胚的胚柄吸器

上还有一个吸管, 管内充满内含物(图2E和图2F)。
虽然在刚受精胚囊中, 其珠孔端可以看到花粉管进

入胚囊(图1A), 但在其后分离的2-细胞至多细胞原

胚中均未见残留的花粉管, 因此该“吸管”(图2F)应不

是残留的花粉管, 而是特化的管状胚柄吸器。

3   讨论
被子植物合子的分离是利用合子进行培养与遗

传转化研究的前提, 也是由此构建其cDNA文库开展

受精前后基因表达研究的起点, 具有重要的意义。在

水稻[1,13-15]、玉米[16]、小麦[9,15,17-18]、烟草[19-20]等植物中, 
由于已成功地开展了合子的分离, 在细胞生物学和分

子生物学研究中取得了新的进展。蝴蝶兰的胚珠虽

然细小, 但由于一个蒴果内含有数以万计的发育基本

同步的胚珠, 可以为合子的分离提供丰富的材料。蝴

蝶兰在开花时雌配子体尚未形成, 需要通过授粉刺

激, 子房才开始膨大, 逐步分化出胚珠原基, 进而分化

出胚囊, 从授粉到胚囊发育成熟约需63 d[21-22], 也即人

工授粉后约需2个月才可以进行合子的分离。但另

一方面, 蝴蝶兰受精后合子通常有一段较长的休眠

时间(约7 d), 这样可以给合子分离比较充裕的时间, 
同时也便于研究合子在休眠期的一系列变化及如何

启动合子分裂等生命起源的基本问题。分离的幼胚

可用于基因转化, 也是对杂交胚发育进行分子生物

学研究的极好材料[6-12]。蝴蝶兰是重要的观赏兰花, 
目前主要通过杂交育种培育新品种。本文通过酶解–
振荡分离出蝴蝶兰胚囊后, 利用显微解剖分离出合

子和原胚, 使分离合子和原胚的离体培养成为可能, 
从而为人们进一步利用离体培养的合子和早期原胚

进行基因转化和定向培育蝴蝶兰新品种打下基础。

蝴蝶兰合子第一次分裂与云南兜兰(Paphiopedi-
lum godefroyae)[23]、墨兰(Cymbidium sinense)[24]、乌

天麻(Gastrodia elata)[25]相同, 均为横分裂, 形成两个

细胞即顶细胞和基细胞。但蝴蝶兰顶细胞和基细胞

的分裂方式与云兰兜兰、墨兰、乌天麻均有较大差

异: 云南兜兰的顶细胞和基细胞均为横向分裂; 墨兰

顶细胞先纵向分裂, 基细胞再横分裂; 而乌天麻是基

细胞先横分裂, 顶细胞再纵向分裂。

蝴蝶兰胚发育的营养来源于哪里呢? 胚和胚乳

同是双受精的产物, 胚最后成为新一代独立生活的

孢子体, 而胚乳则是作为一种特殊的营养组织, 或迟

或早被胚的发育吸收而不复存在。在缺少胚乳的种, 
例如兰科、河苔草科和菱草科的植物, 常常存在特

殊的结构, 代替胚乳的作用, 以保证胚胎发育的营养

来源[26]。在本实验中, 蝴蝶兰胚乳核在2-细胞原胚

时期即退化, 而在蝴蝶兰分离的幼胚和接近成熟的

球形原胚中, 均见到有发达的胚柄吸器, 显示其具有

胚乳那样从周围组织吸收营养的功能。
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Isolation of Zygotes and Embryos in Phalaenopsis

Wu Chenghou1,2, Li Dongmei3, Tian Huiqiao1*  
(1School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen 361005, China; 2Guangzhou Institute of Landscape Gardening, Guangzhou 

510405, China; 3Shunde Polytechinic, Shunde 528300, China)

Abstract        Zygotes, proembryos and maturing spherical proembryos were isolated from Phalaenopsis 
hybrid embryo sacs by the method of manual microdissection after a pretreatment of combinnating enzymatic mac-
eration with shaking the ovules. The enzymatic maceration was under 0.7%~1.3% cellulase, 0.6%~1.0% pectinase, 
10% mannitol, pH5.8 for about 20~30 min. Developed suspensor haustorium was discovered on the micro-dissect-
ed embryos from three-cell stage to maturing spherical.

Key words        Phalaenopsis; zygote; proembryo; suspensor haustorium; isolation
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