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组织化学染色技术在植物解剖学和植物发育生物学

实验教学中的应用
覃超  宋佳  王雪  孙爽莉  门淑珍*

(南开大学生命科学学院, 植物生物学和生态学系, 天津 300071)

摘要      被子植物雄配子体(花粉粒)的发育涉及一系列细胞活动, 包括有丝分裂、液泡的动态

变化和花粉管的萌发等。组织化学染色技术是研究植物花药发育和花粉粒活性的常用手段。该文

针对本科生植物学课程中生殖器官的解剖观察设计了相应的实验教学课程。该实验以模式植物拟

南芥(Arabidopsis thaliana)不同发育时期的花药为材料, 经各种试剂染色, 利用光学显微镜或荧光显

微镜观察细胞核、液泡和花粉管的动态变化, 进而判断花粉育性。这些实验可以使学生对拟南芥

的花粉发育过程有较为系统的理解。
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The Application of Histochemical Staining Technology in Experimental 
Course of Plant Anatomy and Plant Developmental Biology

TAN Chao, SONG Jia, WANG Xue, SUN Shuangli, MEN Shuzhen*
(Department of Plant Biology and Ecology, College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin 300071, China)

Abstract       The development of angiosperm male gametophyte (pollen grain) involves a series of cellular 
activities, including mitosis, dynamic changes of vacuoles and germination of pollen tubes. Histochemical staining 
is a common method to study plant anther development and pollen fertility. In this paper, a corresponding experi-
mental course is designed for the anatomical observation of reproductive organs in undergraduate botany course. In 
these experiments, the model plant Arabidopsis thaliana anthers at different developmental stages were stained with 
various reagents. The dynamic changes of nucleus, vacuoles and pollen tubes were observed by bright filed micro-
scope or fluorescence microscope, and then the pollen fertility was determined. These experiments enable students 
to have a systematic understanding of the process of Arabidopsis thaliana anther development.

Keywords        histochemical staining; anther; pollen grain; vacuole; pollen tube; Arabidopsis thaliana 

被子植物在漫长的演化过程中进化出了独特

的生殖结构—花器官。花器官中重要的两个组

分—雌蕊和雄蕊的正常发育对于被子植物完成

由孢子体到配子体, 再由配子体到孢子体的世代

交替过程具有重要的意义[1-2]。拟南芥(Arabidopsis 
thaliana)作为一种模式植物, 在研究雌、雄配子体
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的发育过程中具有一定的优势。许多研究者借助组

织化学染色技术对不同植物花粉的发育过程进行了

详细的观察。而且该技术被广泛应用于雄性败育突

变体的表型分析实验中[3-12]。常用的组织化学染色

技术包括: (1) 用于分析花粉粒活力的亚历山大染色

(Alexander staining)[3-5]; (2) 对细胞核进行荧光观察的

DAPI(4’,6-diamidino-2-phenylindole)染色 [6-7]; (3) 对液

泡进行观察的中性红染色 (neutral red staining)[8-10]; (4) 
对胼胝质 (callose)进行染色的苯胺蓝染色 (Aniline 
blue staining)[11-12]。

在大学生“植物学解剖实验课”教学中, 大多是对

于植物孢子体组织的观察, 例如通过徒手切片观察根

和茎维管组织的结构等。而对于生殖器官的解剖观

察相对较少。因此我们设计了四种实验来填补本科教

学的空白, 并辅助“植物学”理论教学, 使学生可以更加

直观地理解花粉发育过程中的一系列解剖结构变化。

1   实验原理
拟南芥花粉的发育是一个受到多基因调控的

复杂过程。产生具有正常功能的成熟花粉粒需要经

过两个阶段: 小孢子发生和雄配子发生[13-14]。按照

GOLDBERG等[15]的划分标准, 拟南芥花药的发育可

以简单地分为14个时期: 1~8期为孢子体发育阶段, 
完成花药形态的建成, 这个阶段形成了我们所熟悉

的具有四个花粉囊的花药, 小孢子母细胞经过两次

减数分裂形成四个由胼胝质包裹的小孢子, 其被称

为四分体, 随后胼胝质降解而释放小孢子; 9~14期为

配子体发育阶段, 小孢子经过两次有丝分裂产生具

有一个营养细胞和两个精细胞(精细胞被包裹在营

养细胞的胞质中)的成熟花粉粒, 这个过程还伴随着

液泡体积的变化。成熟的花药随后开裂并释放花粉

粒, 花粉粒落在雌蕊的柱头上后发生水合反应, 在胞

内和胞外信号的共同调控下, 萌发的花粉管沿着柱

头向下生长, 受到胚珠释放的信息吸引后到达珠孔

并穿透其中一个助细胞, 花粉管爆裂释放精细胞, 随
后两个精细胞分别与卵细胞和中央细胞融合, 完成

被子植物特有的双受精[16-18]。

花粉的发育过程像是一个受到齿轮严格控制

的精密手表, 任何一环的异常发育均会导致败育花

粉粒的产生。因此对花粉发育过程中一系列组织变

化的观察有助于我们研究其背后的调控机制。亚历

山大染色是一种分析成熟花粉粒活性的方法, 通过

亚历山大染液中孔雀绿和酸性品红产生的对比色, 
可以直观地观察花粉的活力[19-20]。孔雀绿可以对细

胞壁中的纤维素进行染色, 使其呈现绿色, 有活力花

粉的原生质会被酸性品红着色为红色或紫色, 而败育

花粉粒不呈红色, 被染成绿色, 因而亚历山大染色可

以区分活性和败育花粉粒[4-5]。DAPI是一种可以穿透

细胞膜的核酸染料, 其通过疏水键和氢键与DNA双

螺旋小沟中的AT碱基对结合形成DAPI-核酸荧光复

合物, 在紫外光(波长为405 nm)的激发下可以观察到

蓝色荧光, 而且它较其他核染色剂具有更高的光稳定

性。因此, DAPI常被用来对活体组织的细胞核进行

染色[7]。花粉发育过程涉及两次有丝分裂, 通过DAPI
染色不仅可以观察正常花粉粒核的变化, 区分花粉发

育的时期, 还可以判断突变体花粉败育的时期[3]。液

泡的动态发育对于花粉的发育具有重要的意义[21]。

中性红是一种可以将活细胞液泡着色为红色的弱碱

性pH指示剂。在中性或微碱性的环境下, 植物细胞吸

收中性红并向液泡聚集, 随后中性红产生大量阳离子

而呈现红色, 在光学显微镜下就可以观察花粉发育各

个阶段液泡的形态。花粉管壁是花粉粒内壁的延伸, 
主要由胼胝质组成, 苯胺蓝染色液可以对萌发的花粉

管进行染色, 同样在紫外光(波长为405 nm)的激发下

观察到蓝色荧光。经过不同的组织化学染色后, 在显

微镜下可以对花粉发育进行系统的观察[12-13]。

2   教学设计与安排
2.1   教学目的

开设本实验教学课的目的是为了填补本科教

学中对植物生殖发育实验的空白。四种化学染色技

术的学习, 使本科生对拟南芥花粉发育的过程具有

更加清晰的认识与理解, 同时掌握植物组织染色制

片技术和荧光显微镜的操作与使用。

2.2   教学的重点与难点

本实验教学的重点是使本科生熟练掌握四种

组织化学染色技术, 并对拟南芥花药发育过程中核

的变化、液泡的变化、花粉活力鉴定以及花粉的体

内萌发具有更加深入的了解。教学难点是在制片时, 
对雌蕊和雄蕊的分离需要谨慎操作, 保持组织的完

整性; 在对花粉管进行分析时, 人工授粉以及随后的

制片也需要谨慎操作。

2.3   实验材料与设备

2.3.1   实验材料      实验材料为野生型拟南芥哥伦
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比亚生态型(Columbia-0, Col-0)。
2.3.2   实验仪器和用具      实验仪器和用具包括: 正
置荧光显微镜(Leica, 德国)、体式显微镜(Leica, 德
国)、6孔板、移液器、吸头、载玻片、盖玻片和镊

子等。

2.4   教学安排

2.4.1   学时安排      本实验可以分成四个板块进行: 
(1) 取成熟但尚未裂开的花药(11~12期花)进行亚历

山大染色, 并利用光学显微镜进行花粉活力的观察

(4学时); (2) 取7~12期花蕾进行DAPI染色, 并利用荧

光显微镜观察花粉核的变化(12学时); (3) 取10期花

蕾和12期花蕾进行中性红染色实验, 并利用光学显

微镜观察液泡的形态变化(6学时); (4) 取盛花期的拟

南芥植株进行人工授粉, 并进行苯胺蓝染色, 随后利

用荧光显微镜观察花粉管(16学时)。花及花药发育

时期参照SANDER等[22]的划分标准。

2.4.2   课前准备      由于我们进行的是花粉实验, 因
此需使用盛花期的拟南芥植株。助教老师需分批进

行野生型拟南芥的种植, 以保证后续实验的正常进

行。助教老师也需提前购买相关试剂并配制母液。

2.4.3   学生分组      可根据教研室条件将学生每2~4
人分为一个小组, 组员之间协调配合, 共同完成实验

步骤, 分析实验结果, 整理实验数据, 并展开讨论。

3   实验步骤 
3.1   拟南芥种植与培养(由指导老师或助教完成)

将营养土与蛭石以31׃进行混合, 倒入适量水拌

匀后将其分装在培养钵中。在每个培养钵的四个角

撒3~5粒野生型拟南芥种子, 随后用保鲜膜将其覆盖

保湿, 放入温室进行培养, 培养条件为16 h光照, 8 h
黑暗, 光照强度为100 μmol/m2·s1, 温度为(22±1) °C。
待种子萌发子叶展开后, 将保鲜膜取下, 5~7天后间

苗, 每一个角处留下一株发育良好的拟南芥幼苗, 继
续培养至开花即可用于实验。由于实验所需盛花期

的拟南芥, 因此需由助教老师间隔7天连续进行拟南

芥的播种与培养。

3.2   实验试剂的配制 
(1) 亚历山大染液: 乙醇10 mL, 1%孔雀绿(酒精

溶解) 1 mL, 蒸馏水50 mL, 甘油25 mL, 苯酚5 g, 水合

氯醛5 g, 1%酸性品红(水溶) 5 mL, 1%橙黄G(orange 
G, 水溶) 0.5 mL, 冰醋酸1~4 mL。苯酚购自上海阿

拉丁试剂有限公司, 其余试剂均购自上海生工生物

工程股份有限公司。待上述成分溶解后, 溶液应于

室温避光保存。

(2) DAPI购自上海生工生物工程股份有限公司, 
需在–20 °C保存。

(3) 中性红染液购自上海生工生物工程股份有

限公司, 需在4 °C保存。

(4) 苯胺蓝染液: Aniline blue粉末, 购自上海生

工生物工程股份有限公司, 室温保存, 使用时需用

50 mmol/L (pH7.5)的磷酸钾缓冲液配制, 工作浓度

为0.05%(W/V), 避光保存, 现配现用。

3.3   亚力山大染色及显微观察

在1.5 mL离心管中加入500 µL亚历山大染液, 
将盛花期拟南芥处于11~12期的花蕾放入上述离心

管中, 颠倒使其完全浸没在亚力山大染液中, 37 °C
避光染色12 h。翌日, 从离心管中取出花蕾并放置

在载玻片上, 在体式显微镜下将花萼、花瓣和雌蕊

等去除, 将完整的花药取出, 并滴加20 µL 8%的蔗糖

溶液, 轻轻将盖玻片从一侧缓慢放下, 吸除多余液

体, 在正置显微镜明场下用20倍的物镜进行观察并

拍照。

3.4   DAPI染色及显微观察

取7~12期的花苞放到卡诺固定液(乙醇׃氯仿׃
冰醋酸为61׃3׃)中固定过夜。翌日, 将花苞取出并剥

出花药, 向载玻片滴加20 µL DAPI染液, 并用镊子小

心将花粉剥出, 室温黑暗条件下染色30 min, 小心盖

上盖玻片, 在荧光正置显微镜下, 选用蓝色荧光滤光

片, 用60倍油镜进行观察并拍照。

3.5   中性红染色及显微观察

取10~12期的花苞于载玻片上, 用镊子小心将

花药剥出, 并在其上滴加一滴8%的蔗糖溶液, 再用

镊子小心将花药拨开, 使花粉粒散布于液体中, 然后

滴加10 µL中性红染液, 避光染色10 min。小心盖上

盖玻片, 在正置显微镜明场下, 用60倍油镜进行观察

并拍照。

3.6   苯胺蓝染色及显微观察

首先对露白(11期)的花苞进行去雄。翌日, 对
其进行人工授粉, 分别在4 h、8 h、16 h和24 h后收

集雌蕊, 将其放于卡诺固定液(乙醇׃氯仿׃冰醋酸为

中室温固定3 h。去掉固定液, 用蒸馏水清洗(1׃3׃6

2~3次, 加入1 mL 8 mol/L NaOH室温过夜。用1 mL 
50 mmol/L pH 7.5的磷酸钾缓冲液洗3次, 每次5 min。
将雌蕊转移到载玻片上, 加一滴0.05%的苯胺蓝(用
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50 mmol/L pH7.5的磷酸钾缓冲液配制), 轻轻盖上盖

玻片。用荧光显微镜在4倍物镜下观察花粉管并拍

照, 选用蓝色荧光滤光片。

4   实验结果
通过对野生型11~12期花药的亚历山大染色发

现, 在经过12 h染色后野生型花粉可以被染成紫红

色, 证明其具有活力(图1D), 而染色时间较短的花粉

并不能被着色(图1C), 因此需要对花药进行充足的

染色[4]。花粉的活力对于花粉的育性具有重要意义。

当我们想知道某突变体的花粉育性是否有缺陷时, 
首先可以借助亚历山大染色来判断[3]。

拟南芥花粉的发育经过两个过程, 小孢子母细

胞经减数分裂后产生4个单倍体孢子, 这4个孢子由

胼胝质所包裹, 被称为四分体(图2A), 随后小孢子从

四分体中释放出来, 完成第一个过程—小孢子发

生。游离的小孢子(图2B)随后经过第一次不对称有

丝分裂产生一个大的营养细胞和一个小的精细胞

(图2C), 之后精细胞再进行一次有丝分裂产生两个

精细胞, 拟南芥成熟的花粉粒中包括一个营养细胞

和两个精细胞(图2D), 完成第二个过程—雄配子

发生[17-18]。研究发现, 某些基因的突变会导致花粉

有丝分裂发生异常而停滞在单细胞或二细胞期, 因

此DAPI染色可用于分析突变体花粉粒核的数目, 从
而判断其败育的时期[3]。

花粉发育过程中一个显著的变化是液泡的动态

发育。通过中性红染色可以观察液泡的形态。首先

从四分体释放出来的小孢子(单核花粉粒)中存在分

散的小液泡(图3E), 随后小液泡聚合形成大液泡, 伴
随着液泡体积的增大, 花粉粒的体积也逐渐增大, 大
液泡将核挤在小孢子细胞的一侧, 这个时期被称为

单核靠边期(图3A~图3C)。随后小孢子经过有丝分

裂产生一个大的营养细胞和一个小的精细胞。拟南

芥的花粉粒成熟时, 精细胞进行有丝分裂产生两个

精细胞, 因此, 拟南芥的成熟花粉粒为三细胞花粉粒, 
此时营养细胞的液泡从大液泡碎片化为小液泡(图
3B)[21]。液泡的发育对于形成正常有功能的花粉粒具

有重要意义, 而液泡属于内膜系统, 因此, 当我们所

获得突变体与膜系统的发育相关时, 不妨对其进行

中性红染色, 观察其液泡的形态变化是否受到影响。

花粉管壁中主要的物质是胼胝质, 其来源于花

粉内壁的延伸。花粉管通过极性生长, 通过花柱将

精细胞送到胚囊[23-25]。通过苯胺蓝染色, 我们可以

观察花粉粒在柱头上萌发及花粉管在花柱中的伸

长。分别对未受粉和人工授粉4 h、8 h、16 h和24 h
后的花粉管进行了观察, 随着时间的延长花粉管逐

A~B: 野生型拟南芥花序俯拍图(A)和不同发育时期花蕾和盛开花的侧拍图(B上)和俯拍图(B下)。其中数字5至13指示处于不同发育时期的花

蕾和盛开的花。C~D: 11期花药亚历山大染色6 h (B)和12 h (C)后的显微照片。

A,B: col inflorescence (A), side view (top row of B) and vertical view (bottom row of B) of flowers buds at different developmental stages. The num-
bers 5 to 13 indicate flowers buds at different developmental stages; C,D: micrographs of an 11 stage anther after staining with Alexander solution for 6 h 
(B) and 12 h (C).

图1   花药的亚历山大染色

Fig.1   Anther Alexander staining  
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A: 四分体; B: 单核花粉粒; C: 二核花粉粒; D: 三核花粉粒。

A: tetrad pollen grains; B: uninucleate pollen grains; C: binuclear pollen grains; D: trinuclear pollen grains.
图2   DAPI染色

Fig.2   DAPI staining
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渐伸长(图4A~图4E), 并且可以观察到胚珠对花粉管

的吸引(图4G)[11-13]。因此, 通过苯胺蓝染色实验, 我
们可以观察雄性不育突变体的花粉萌发和花粉管伸

长是否异常。

5   讨论
5.1   开设该实验的意义

被子植物有性生殖过程包括开花、传粉、受精

和结实四个部分。花粉粒落在雌蕊的柱头上发生水

合, 在胞内外信号的共同调控下, 花粉粒萌发并长出

花粉管。花粉管在花柱中延伸, 并在胚珠分泌信号

的吸引下穿出花柱道隔膜, 导向胚珠的珠孔, 在穿透

助细胞后花粉管爆裂释放精细胞, 随后两个精细胞

分别与卵细胞和中央细胞融合, 完成双受精。在这

一系列的生理过程中, 植物的雌蕊和雄蕊发挥着重

要的作用, 并且整个过程受到复杂基因网络的调控。

A~C: 单核靠边期花粉粒中液泡的形态; D: 成熟花粉粒中液泡的形态; E: 花粉发育过程中液泡动态变化示意图。V: 液泡, n: 细胞核, G: 生殖细胞, 
S: 精细胞。

A-C: the morphology of vacuoles in uninucleate pollen grains; D: the morphology of vacuoles in mature pollen grains; D: the dynamic changes of vacu-
oles during pollen development. V: vacuole, n: nucleus, G: generative cell, S: sperm cell. 

图3   中性红染色

Fig.3   Neutral red staining
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而它们的正常发育以及之间的相互作用是我们需要

探索的科学问题。该实验课程通过借助特定的组织

化学染色以及显微镜技术, 将植物微小的内部结构

进行着色放大。这可以帮助本科生更直接和形象

地观察到模式植物拟南芥花粉的发育过程及其液

泡的动态变化、花粉粒的萌发和花粉管的伸长等。

在对花粉发育缺陷突变体的表型分析中, 这些染色

技术都是常用的并且行之有效的检测方法。目前

本科实验教学较少涉及对植物配子体发育缺陷突变

体的观察, 如若增加相关实验内容, 将有助于加强学

生对遗传学以及植物细胞生物学相关知识的理解。

例如, MGP1(male gametophyte defective 1)基因是编

码线粒体F1F0-ATP合酶的一个亚基 , mgp1突变体细

胞的线粒体功能紊乱而导致其花粉败育[26]。实验课

上可以安排学生通过亚历山大和DAPI染色, 观察野

生型拟南芥和mgp1突变体植株花粉的发育情况, 比
较正常花粉粒和败育花粉粒的形态和染色情况, 并
且可以启发学生通过模式植物拟南芥雄配子体发

育过程的学习, 类比到其他植物, 利用所学的组织

化学染色和细胞学实验技术, 观察其他植物花粉的

发育过程, 例如雌雄同株异花的重要油料植物—

蓖麻[27]。因此, 将本实验项目加入到本科教学实验

中, 不仅可以使学生们学习到溶液的配制、显微镜

的使用、对拟南芥花蕾解剖等实验操作, 还可以帮

助本科生更好地理解和巩固相关理论知识, 培养学

生的动手能力, 锻炼学生的独立实验能力, 激发学

生对科研的兴趣, 使学生更深入地了解植物生殖发

育的过程。

5.2   该实验项目的教学定位

(1) 对于低年级的本科生, 前期的材料准备, 拟
南芥的培养、样品的取材和试剂的配制、染色和制

片等可由教师完成。学生需掌握各种染色技术的原

理并完成对样品的显微镜观察。

(2) 针对三、四年级的本科生，可以以“综合

性大实验”的形式开设该课程, 前期拟南芥的培养可

由教师完成, 后期的染色剂及固定剂等试剂的配制、

样品的解剖、染色、制片及显微镜的观察等由学生

完成。

(3) 如若将该实验开设成本科生开放实验课程, 
前期的材料准备、样品取材及溶液的配制等可由学

生在课余时间完成, 制片、染色及显微镜的观察等

可在4~12学时内集中完成。

5.3   实验安排的可行性

该实验项目经过本实验室研究生及本科生的

反复试验, 已具有成熟的实验条件, 实验所用的模式

植物拟南芥Col-0植株材料容易获得, 植株培养和试

剂配制等步骤操作简单, 实验周期较短, 结果容易获

得。本实验中所涉及到的染色试剂的配制、花器官

的解剖、样本染色以及显微镜的使用及样本的观察

等实验操作, 很多高校都具备开展相关实验操作的

A: 未受粉雌蕊苯胺蓝染色; B~E: 人工授粉4 h、8 h、16 h和24 h后雌蕊苯胺蓝染色; F~G: 未受粉胚珠(F)和授粉胚珠(G)苯胺蓝染色结果。Mi: 珠孔, 
Ch: 合点。

A: unpollinated pistil aniline blue staining; B-E: 4 h, 8 h, 16 h and 24 h after artificial pollination, pistil aniline blue staining; F-G: aniline blue staining 
of unpollinated ovule (F) and pollinated ovule (G). Mi: micropyle, Ch: chalaza. 

图4   授粉前后雌蕊和胚珠的苯胺蓝染色结果

Fig.4   Aniline blue staining of pistil and ovule before and after pollination
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条件。本实验项目可以让学生在理论知识的学习上

更加深入地了解到植物生殖发育的过程和机理, 巩
固理论知识。

该实验项目在操作上简单, 连贯性不强。作为

低年级本科生的实验课, 仅需显微镜观察即可。作

为综合性大实验课程, 可分为前期植物材料准备、

试剂配制、花粉的亚历山大染色、细胞核的DAPI
染色、液泡的中性红染色和胼胝质的苯胺蓝染色五

个部分进行学习, 在两周之内可以完成全部实验。

作为开放实验课程, 学生可以在课余时间, 在老师的

指导下分步完成上述五个实验部分。在实验课程结

束后, 学生上交实验成果及实验报告, 并进行小组交

流讨论, 共同探讨实验的注意要点, 分享心得体会。

虽然该实验所需植物生长周期较长, 但前期实验材

料准备由老师来完成, 学生只需进行试剂配制、制

片和显微镜观察, 实验内容较简单, 不需要太大的连

贯性, 也可以根据时间安排, 分为几个小的独立实验

进行。此外, 还可以将本门课程与发育生物学相结

合, 通过对植物受精后的胚胎进行组织透明和组织

切片技术, 观察其胚胎发育[28], 可以更好地帮助同学

们理解植物双受精后的生物进程, 夯实对理论知识

的理解。

5.4   该实验的推广与应用

(1) 实验条件: 具备植物培养箱或培养室, 可供

植物正常生长; 具备显微镜, 可供观察植物的显微组

织结构。

(2) 课程安排: 根据不同年级学生所需的培养时

长及培养内容, 灵活选择适合的开设课程方式及授

课学时。

(3) 教师要求: 指导教师或助教应熟练掌握植

物的生殖发育过程, 并熟练掌握溶液配制、组织解

剖及染色、制片以及显微镜操作等实验技术。在实

验开始前为同学们讲解基本实验原理以及实验的要

点、注意事项等。
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