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悬铃木花粉微颗粒(SPPs)释放的快速有效观察
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摘要      悬铃木的风媒花粉是春季主要的上呼吸道过敏病症的诱发因素之一。已被鉴定出的

致敏原蛋白包括Pla a1(Platanus allergen 1)、Pla a2和Pla a3三种。和其他花粉蛋白一样, 悬铃木花

粉变应原蛋白能够吸附于细颗粒物上, 并通过呼吸道进入人体而引发过敏反应。但是, 对于悬铃木

花粉细胞内部的这些致敏原蛋白的释放方式和过程却缺乏相应的细致观测和研究。因此, 该研究

主要通过建立快速简便的检测方法和分析不同处理方式对悬铃木花粉中内容物释放的影响, 以确

定悬铃木花粉致敏原的释放方式和条件, 为花粉过敏机制的相关研究积累数据。
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Abstract       Platanus hispanica anemophilous pollen is one of the important factors inducing upper 
respiratory allergic diseases in the spring. The Pla a1 (Platanus allergen 1), Pla a2 and Pla a3 are three main allergen 
proteins, which have been identified in Patanus. Like other pollen proteins, Platanus pollen allergen can cause 
allergic effects, by adhereing to the fine particles and entering the body through the respiratory tract. But there is 
a lack of detailed observation and research on the mode and pathway of release of allergens in the interior of the 
pollen grains. This research mainly established rapid and simple detection method, and analyzed the influence of 
different treatments on the release of the contents from pollen grains. Furthermore, it would determine the method 
and condition of Platanus pollen allergen release and accumulate date for the study of pollen allergy mechanisms.   
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二球悬铃木(Platanus hispanica)属于风媒花被子

植物, 其花粉成熟后通过风力吹散后飘浮于空气中, 
成为空气中主要的致敏原之一[1-4]。在对豚草花粉致

敏原释放的研究中发现, 花粉中的致敏原蛋白主要

通过微小直径的膜包裹形成花粉微颗粒(subpollen 
particles, SPPs)的形式释放[5-6]。在潮湿的空气条件

下或下雨时, 花粉中的内容物释放量会显著增加, 从
而增加进入空气中的花粉致敏原的数量[7-8]。此外, 
大气中的污染物也被报道能影响花粉变应原的致敏

特性[9-11]。为了解悬铃木花粉中是否也存在类似的

过程, 我们通过对花粉水合处理后, 进行显微观察和

微颗粒粒径分析, 并对不同条件处理的花粉中SPPs
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的释放进行比较, 以期建立悬铃木花粉SPPs释放观

察与分析的快速简便方法, 为后续的研究提供技术

支持和数据积累。

1   材料与方法
1.1   植物材料

悬铃木花前3~5 d收集球形花序, 室温条件下放

置在锡箔纸上, 待花粉释放时将其抖落, 并收集到

50 mL的离心管中, –20 °C冻存。

1.2   方法

1.2.1   SPPs的释放和收集      称取30 mg花粉并等分

成3份, 分别用5 mL不同的溶液(ddH2O、0.05 mol/L 
pH8.2的Na2CO3及1% H2O2)浸泡处理花粉, 室温下放

置1.5 h后, 1 600 ×g离心5 min。收集上清液, 13 000 ×g
离心15 min。弃上清, 沉淀用pH7.2的PBS(0.14 mol/L 

Na2HPO4、0.056 mol/L NaH2PO4)溶解, 4 °C存放备用。

1.2.2   SPPs颗粒粒径检测      先用ddH2O和Na2CO3 

(0.05 mol/L pH8.2)及1% H2O2分别浸泡处理悬铃木

花粉2 h, 利用移液器吹打成均匀悬浮液, 然后吸取

1 mL样品悬浮液, 加入到1 L体积的ddH2O中, 利用

Mastersizer 3000激光衍射粒度分析仪进行颗粒粒径

的检测, 同时对粒径检测结果图中的峰图面积进行

计算和比较分析SPPs的释放率。

1.2.3   SPPs释放的观察以及花粉计数      ddH2O、

Na2CO3(0.05 mol/L pH8.2)及1% H2O2浸泡处理2 h的

悬铃木花粉, 加入FAA固定液(30%乙醇׃冰醋酸׃甲
醛=81׃1׃)固定15 min, 轻柔吹吸悬浮后, 制成临时水

封片, 利用莱卡DM2500显微镜进行观察和拍照, 并
对破裂释放SPPs的花粉数量进行计数和统计。

1.2.4   SPPs中蛋白的检测      利用植物蛋白抽提试

剂盒[Plant Total Protein Extraction Kit, 生工生物工

程(上海)股份有限公司]抽提悬铃木花粉以及所收集

到的SPPs样品中的总蛋白, 利用SDS-PAGE凝胶电

泳比较分析蛋白的含量和种类。

1.2.5   统计分析      每个样品在10倍显微镜下随机选

取50个视野, 对其中释放SPPs的花粉数量进行统计。

所得数据均以平均值±标准差(S.D.)的方式表示, 每
组实验取5个样本进行统计, 每个实验作3次独立重

复。并通过STATISTICA 7软件(Stasoft公司, 美国)进
行单因素方差分析。P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   悬铃木花粉水合破裂后主要以粒径为0.1~1 μm
的SPPs形式被释放

对处理后花粉样品的光学显微观察发现, 花粉

被水合处理2 h后, 许多花粉颗粒开始破裂并释放出

大量的微小球状颗粒。这种破裂的方式不仅包括膜

的破裂, 还伴随不同程度花粉壁的破碎, 这与正常的

花粉管生长有着显著的差别(图1A~图1D)。在花粉

释放SPPs的过程中, SPPs是以一种膜包裹的小泡结

A: 完整花粉; B: 箭头表示ddH2O处理花粉释放SPPs; C: 箭头表示Na2CO3处理花粉释放SPPs; D: 箭头表示H2O2处理花粉释放SPPs; E: SPPs和花

粉粒径的测量。

A: intact pollen; B: the arrow indicated that SPPs released from ddH2O treated pollen; C: the arrow indicated that SPPs released from Na2CO3 treated 
pollen; D: the arrow indicated that SPPs released from H2O2 treated pollen; E: measurement of SPPs and pollen grain size. 

图1   花粉中SPPs释放的观察以及粒径检测

Fig.1   Observation of SPPs releases and particle size measurement
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构存在的, 直径大小在0.1~1 μm之间, 而花粉的直径

大小在8~50 μm之间(图1E)。
2.2   环境pH值及氧化剂会影响SPPs的释放 

统计SPPs的释放数量显示, 经ddH2O、1% H2O2

和Na2CO3(0.05 mol/L pH8.2)水溶液处理过的花粉中

SPPs的释放量确有增加, SPPs颗粒在被检总样品中

的含量分别达到了7%、14%和12%(图2A)。考虑到

花粉中SPPs的释放以及后续的回收和处理中可能因

SPPs颗粒的破损会使统计测量的结果产生误差, 因
此, 我们又对破裂花粉数量或比例进行了统计分析。

在显微镜下对破裂花粉数量进行计数, 结果发现, 
1% H2O2和Na2CO3(0.05 mol/L pH8.2)水溶液处理后

的花粉中释放SPPs的比率从ddH2O处理中的12.2%
分别上升到了26.4%和27.3%(图2B)。这说明, 在对

花粉水合处理过程中, 偏碱的pH值和较强的氧化性

对SPPs的释放存在促进效应。

2.3   SPPs中包含了花粉内的部分蛋白

SPPs作为花粉中释放出来的微小颗粒, 其内部

是否含有蛋白, 这种蛋白与花粉之间到底存在怎样

的联系?为了弄清这一问题, 我们又将SPPs和花粉进

行了总蛋白的抽提和电泳分析。结果发现, SPPs中
含有花粉中绝大部分的蛋白成分, 其中一些高分子

量的蛋白以及含量较多的蛋白尤其明显(图3)。这说

明花粉的内容物(主要是细胞内的胞质蛋白)主要是

通过SPPs的形式得以从花粉中被释放出来的。

3   讨论
花粉致敏原蛋白在草本植物和木本植物中都

有广泛的报道, 例如, 葎草中的profilin蛋白、豚草中

的Amb-1(Ambmsia allergen 1)蛋白以及悬铃木中的

Pla a1/2/3蛋白[12-14], 这些致敏原蛋白都无一例外存

在于花粉细胞胞质中。因此, 在引起花粉过敏症时, 
上述的致敏原蛋白就必须要从花粉中被释放出来才

能引发相应的过敏反应。在对豚草的研究中人们已

经证实了花粉通过SPPs实现致敏原的释放。本研究

对水合处理的花粉进行观察, 结果证实悬铃木中也

存在花粉释放SPPs的过程。将SPPs与花粉中所含的

蛋白进行比较分析发现, SPPs中含有花粉中的主要
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A: SPPs颗粒数量与花粉颗粒数量的比率分析; B: 释放SPPs的花粉的比率。n=15, *P<0.05, ** P<0.01。
A: the ratio of the number of SPPs to the number of pollen grains; B: ratio of pollen release SPPs. n=15, *P<0.05, **P<0.01. 

图2   不同处理对SPPs释放的影响

Fig.2    Effects of different treatments on SPPs release

M: 蛋白标记; S: SPPs中抽提的蛋白样品; P: 花粉中抽提的蛋白样品。

箭头用于标注SPPs和花粉中都存在的主要蛋白条带。

M: protein marker; S: protein sample extracted from SPPs; P: protein 
sample extracted from pollens. The arrowheads were used to mark the 
major protein bands found in SPPs and pollens.

图3   SPPs及花粉的蛋白SDS-PAGE电泳分析

Fig.3   SDS-PAGE electrophoresis analysis of protein 
extracted from SPPs and pollens
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蛋白种类, 因此可推测, 悬铃木花粉致敏原蛋白可以

通过SPPs释放到环境中去, 成为引发花粉致敏的诱

因。此外, 通过改变水合处理溶液的pH值和氧化性, 
发现花粉释放SPPs的过程受到了显著影响, 高pH值

和氧化性都能不同程度地促进花粉释放SPPs。环

境污染常常会带来大气和雨水中pH值以及氧化物

质的变化, 而这些变化很可能会通过增加花粉释放

SPPs从而加剧花粉过敏病症的爆发。

另外, 在我们的研究过程中发现, 通过低浓度

的FAA固定液对水合处理后的花粉进行固定, 能使

花粉释放SPPs的过程被较好地保存下来, 对于后续

的观察和计数也十分方便。
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