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摘要 : 为探讨毛茛属中是否具有与慈姑属中类似的花粉管再分配现象 , 对小毛茛开花后不同时期柱头的授

粉率和花粉量进行了统计 , 并采用荧光显微术观察了其花粉在雌蕊群中的萌发及花粉管生长过程。该种的

每朵花中含有 39 .2±9 .9 个离生心皮 , 开花过程常持续 4～6 d , 开花 2 d 后 , 柱头授粉率就可达到 100 % ,

平均每柱头的花粉量在 3 d 后达到 17.0±2 .4 粒。虽然开花的当天即有少数柱头落置有花粉粒 , 但花粉萌

发常自开花的次日开始。花粉管先沿各雌蕊之向心一侧的组织中穿行至子房基部后部分花粉管转向胚珠 ,

由珠孔进入珠心。从花粉粒落置于柱头到花粉管进入珠心大约需要 24 h。尽管毛茛属有着与慈姑属类似的

多心皮雌蕊群 , 但大量的荧光显微观察表明 , 与慈姑属植物中不同的是 , 小毛茛的花粉管生长均局限于每

一雌蕊中而不能穿过子房向其他雌蕊生长。雌蕊群的比较解剖发现 : 野慈姑的子房基部有一条通向花托表

面的孔道 , 这正是花粉管由一个雌蕊到另一个雌蕊的通路 , 但小毛茛的子房基部不存在此孔道。
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Abstract: To detect whether the apocarpous gynoecia of Ranunculus exhibits the phenomenon of pollen tube reallocation ,

which was reported in Sagittaria potamogetifolia , the pollination rate and the number of pollen grains deposited on stigmas

of Ranunculus ternatus were examined at different time after flower opening , the pollen germination and the pollen tube

growth in the apocarpous gynoecia were observed with fluorescence microscopy . The number of apocarpous carpels aver-

aged 39 .2±9 .9 per flower , and the florescence lasted 4 to 6 days . Pollination rate could reach 100% 2 days after flower

opening, and the number of pollen grains reached 17 .0±2 .4 per pistil 3 days after flower opening . Generally, a few of

pollen were deposited on stigma in the first day after flower opening , but they germinated next day . Pollen tubes grew

through the centripetal tissues to the base of pistils , and then one of them turned towards ovule , and finally entered the

nucellus . It would take about 24 hours from pollens loading on pistils to pollen tubes entering ovules . The polycarpous gy-

noecium of Ranunculus is similar to that of Sagittaria , however , the observation with fluorescence microscopy indicated

that the pollen tube of R . ternatus grew restrictedly in each pistil and didn’t enter neighboring ovary . A comparative anato-

my of the gynoecia showed that there is a hole on the base of each ovary in S . trifolia , which is the path of pollen tube re-

allocation , but the similar canal in the base of ovary was not found in the pistil of R. ternatus .
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  花粉在雌性器官的落置、萌发、花粉管生长

并到达胚珠是被子植物有性生殖成功的必要条

件 , 传粉效率因此被认为与结实率之间存在着必

然的 因 果 关 系。 Wang 等 ( 2002 ) 在 小 慈 姑

( Sagittaria potamogetifolia Merr .) 的多心皮雌蕊群

中发现花粉管可穿过雌蕊的基部到达花托表层而

后进入另一雌蕊中 , 这种现象被称为“花粉管再

分配 ( pollen tube reallocation)”, 并被认为对多心

皮类的生殖保障有重要意义。此前 , Williams 等

(1993) 也曾在一种八角科植物 Illicium floridanum

中观察到花粉管在心皮间的生长所形成的“功能

性合生心皮”, 并把这理解为从离生心皮向合生

心皮进化的过渡阶段。事实上 , 由离生心皮向合

生心皮的进化 性转变曾 独立的 发生过 17 次

(Ambruster 等 , 2002 ) , 处在被子植物演化的不同

分支中的具多心皮雌蕊群的植物的传粉效率和是

否具有花粉管再分配机制是值得关注的问题。

小毛茛 ( Ranunculus ternatus Thunb .) 是毛茛

科的多年生小草本植物。分布于我国陕西、河南

南部及湖北、湖南、江西、广西等省区 , 日本亦

有分布 (王文采 , 1995 , 1980 )。廖亮等 ( 1991)

曾对其进行过核型分析 ; 张竞男等 (2001) 对其

形态变异作过数量分析 ; 汪小凡等 (2001) 用等

位酶分析方法研究了该种的居群遗传分化 , 并认

为其居群间的遗传距离与空间距离呈正相关 ; 王

金平等 ( 1999 ) 的研究认为该种以虫媒传粉为

主 , 花粉萌发启动较迟缓而花粉活力维持时间较

长。目前 , 该种的传粉效率和花粉管生长途径等

还未见报道。小毛茛花为两性 , 但它具有与慈姑

属植物相似的离生心皮雌蕊群结构。本研究将统

计小毛茛的传粉效率 , 比较观察该种与慈姑属植

物的花粉管生长途径 , 并探讨具离生心皮雌蕊群

的植物的不同的生殖保障机制。

1  材料和方法
1 .1  柱头授粉率的观察和统计

供试材料采自武汉大学校园的小毛茛自然居群。从

花瓣开始张开时计 , 按开花后 0 .5 d , 1. 0 d , 1 .5 d , 2 .0 d ,

3 .0 d 和 4 .0 d 共分 6 个阶段取材 , 每阶段约取花 10 朵 , 在

Olympus SZ-10 体视显微镜下随机观察每朵花雌蕊群上的

20～30 个柱头 , 统计其上落置的同种花粉粒的数量。计

算出每柱头的平均授粉量 , 并统计每朵花的雌蕊群中已

授粉的雌蕊的比例占全部雌蕊的比例 , 即授粉率。

1 .2  花粉管生长途径的荧光显微观察

取不同开花时期的小毛茛花中的雌蕊群 , 以卡诺氏

固定液固定 1 h 后转入 FAA 固定液固定、保存。花粉管

荧光染色方法参照 Kho and Baer ( 1968 )、Guo 等 ( 1990 ) ,

Tangmitcharoen and Owens (1997 ) 及 Wang 等 ( 2002 )。从

固定的雌蕊群中取部分雌蕊 , 材料经蒸馏水漂洗后 , 以

5% NaOH 溶液室温下透明处理 2～4 h , 漂洗 , 以 0 .1%水

溶性苯胺蓝 (以 1�/30 mol�/L K3 PO4 溶液配制 ) 染色 0 .5～1

h ; 染色好的材料置于载玻片上 , 以 50% 甘油 ( 内含

0 .05%水溶性苯胺蓝) 整体装片。在 Olympus X-60 荧光显

微镜下 , 用 390～430 nm 波长的光观察花粉管的生长途径

并拍照。取不同开花时期的野慈姑雌蕊群 , 以相同方法

进行荧光染色并观察其花粉管生长路径 , 作为对比。

1 .3  雌蕊群的比较解剖

取已受粉的小毛茛和野慈姑雌蕊群 , 以卡诺氏固定

液固定 1 h 后转入 FAA 固定液固定、保存。采用常规的

石蜡切片法制片 , 将雌蕊纵切 , 切片厚度为 10μm, 番

红 - 固绿染色 , Olympus X-60 显微镜明场下观察雌蕊群

的结构和花粉管通道并拍照。

2  结果

2 .1  传粉效率

2 .1 .1  柱头授粉率  小毛茛每朵花的雌蕊群中

平均含离生雌蕊 39 .2±9 .9 枚 , 持续开花时间为

4～6 d。小毛茛开花 1 d 内即有约 60%的柱头有花

粉落置 , 而后 , 自然授粉率逐渐增高 , 在正常天

气条件下 , 开花 3 d 后就达到或接近 100% (图

1)。但阴雨天气可能对其授粉率有一定影响。

图 1  小毛茛开花后不同时期雌蕊群的授粉率

Fig . 1  Pollination rates in gynoecia of Ranunculus ternatus in

different time after flower opening

2 .1 .2  落置于柱头的花粉量  从图 2 可以看出 ,

小毛茛开花后的 0 .5～1 d 平均每柱头的花粉量并不
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高 , 在 2 d 后授粉量剧增 , 3 d 时达到较高水平 , 平

均每柱头达 17 .0±2.4 粒 , 此后授粉量仅略有增加。

图 2  小毛茛开花后不同时期柱头上的花粉量

Fig . 2  Number of pollen grains deposited on stigmas of Ranunculus

ternatus in different time after flower opening

2 .2  花粉管生长路径

经 0 .1%水溶性苯胺蓝染色后在荧光显微镜

下观察 , 小毛茛的花粉粒及花粉管均呈现很强的

荧光 , 可以较为方便地看到花粉粒的落置情况和

花粉管的生长路径。在开花后的 1 d 中 , 小毛茛

柱头上虽已落置有少量花粉粒 , 但极少萌发 , 开

花 2 d 的雌蕊群中才观察到花粉大多已萌发出花

粉管。落置在柱头上的花粉萌发后 , 所有花粉管

沿着柱头一侧进入花柱 ( 图 3: A) , 在雌蕊向心

一侧组织中向子房的基部穿行 (图 3: B) , 至子

房基部后 , 其中部分花粉管在胚珠下方绕行至珠

孔 , 最终有 1 根进入珠心 , 以完成受精过程 ( 图

3: C, D )。花粉从落至柱头 , 再到萌发及进入

胚珠整个过程约 24 h。

对照野慈姑的花粉管生长存在着与其同属的

小慈姑中一样的“花粉管再分配”途径 ( Wang

等 , 2002) : 花粉管可以穿过子房基部到达花托

表层 , 进而进入其他相邻雌蕊的子房中 (图 3:

E) 。相比之下 , 小毛茛的花粉管不能穿过子房

基部 , 因而被局限在每一雌蕊内 , 不存在花粉管

的雌蕊间生长途径 ( 图 3: D ) , 其每雌蕊中除 1

根花粉管进入胚珠外 , 其余中止生长。事实上 ,

由于小毛茛具有极高的授粉率 , 因此 , 其雌蕊群

中的每个雌蕊的胚珠都有花粉管进入。

2 .3  花粉管生长的通道

小毛茛和野慈姑具有结构相似的离生心皮雌

蕊群 , 但雌蕊的解剖构造存在着一种重要的差别

(图 3: F , G) : 从雌蕊的纵切面上看 , 野慈姑子房

的下方有一开口 , 对比图 E、G 即可知其雌蕊中的

花粉管正是经过此孔道从子房基部伸出; 而小毛茛

的子房是完全闭合的 , 其底部没有任何开口。可以

认为 , 子房基部是否存在着这一穿孔可能是决定

是否存在花粉管再分配现象的前提条件之一。

3  讨论

3 .1  多心皮雌蕊群的授粉率与繁殖保障

对于一个多心皮雌蕊群而言 , 在自然状态下

其全部柱头是否能得以授粉以及在授粉率不能保

障的情况下如何产生足够多的具有竞争力的子代

是值得关注的问题。在双子叶多心皮植物鹅掌楸

( Liriodendron chinense) 中的研究表明 , 其雌蕊群

中的低授粉率直接导致了低结实率 ( 黄双全等 ,

1998)。而单子叶多心皮类群泽泻科中 , 结实率高

于柱头授粉率则是另一种更为值得注意的事实 :

自然状态下 , 小慈姑的柱头授粉率为 80%～85% ,

结实率却接近 100% , 进一步研究发现 , “花粉管

再分配”作为一种繁殖保障机制在其中起着重要

作用 ( Wang 等 , 2002 )。此外 , 闭花授粉通常被

认为是一种提高传粉效率的机制 , 因而是保障有

性生殖成功的另一途径 ( Lord , 1981; Lloyd and

Schoen, 1992)。小毛茛具有多心皮雌蕊群 , 但并

不具备上述两种生殖保障机制。王金平等 (1999)

的研究表明 , 小毛茛兼具风媒和虫媒传粉方式 ,

而以虫媒传粉为主。本研究发现 , 在正常的天气

条件下 , 该 种 的 自 然 授 粉 率 可 达 到 或 接 近

100% , 说明其传粉机制是有效的。作者认为 ,

小毛茛的极高授粉率与其较长的单花花期和柱头

可授粉期有关 , 该种的每一朵花可持续开放 4～

6 d , 这给每一柱头带来更多的接受花粉的机会。

相比之下 , 小慈姑的柱头可授粉期在 6 h 之内

(Wang 等 , 2002 )。正是由于小毛茛的雌蕊群具

有极高的授粉率 , 尽管它并不具有与慈姑属类似

的花粉管生长途径 , 其结实率依然可得以保障。

3 .2  雌蕊结构与花粉管生长途径

花粉管在花柱中的定向生长被认为是受某种

信号引导的 , 但实质上尚未得到很好 的了解

(Malho and Trewavas , 1996)。已有实验表明多种植

物的雌蕊中 Ca
2 +

梯度与花粉管的定向生长有关

(Hepler, 1997; Wilhelmi and Preuss , 1997) , 其他相
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关因子还包括脂类 (Wolters-Arts 等 , 1998)、葡萄糖

(Reger 等 , 1992) 甚至水份梯度 (Lush 等 , 2000)

等。近些年来 , TTS ( transmitting tissue-specific glyco-

protein) 和 AGPs (Arabinogalactan proteins) 的作用更

是倍受关注 (Wu 等 , 1995; Mollet 等 , 2002)。以往

的研究多集中于某些模式植物 , 它们的花粉管只

是向着各雌蕊的珠心定向生长。而在慈姑属等的

雌蕊群中花粉管可以从一个雌蕊经由花托组织转

向另一个的胚珠 , 对这种特殊的花粉管生长途径

向性机理的探讨是必要的和更有吸引力的。

St : 花柱 ( style ) ; Ov : 胚珠 ( ovule ) ; OW : 子房壁 (ovary wall) ; Po : 花粉 ( pollen) ; PT : 花粉管 ( pollen tube )

图 3  小毛茛和野慈姑的花粉管生长与子房结构 : A, B, C . 小毛茛开花 1 d 后 , 花粉萌发与花粉管生长途径 ; D . 小毛茛的花粉管

生长局限于各雌蕊内 ; E . 野慈姑花粉管进入相邻雌蕊 ; F , G . 雌蕊纵切面 , 示野慈姑子房底部的孔道。 (标尺 = 500μm)

Fig . 3  Pollen tube growth and pistillary structure in Ranunculus ternatus and Sagittaria trifolia : A , B , C . Pollen germination and pollen tube growth

in R. ternatus; D . Pollen tube were limited in each sigle pistil in R . ternatus; E . Pollen tubes enter neighboring ovules in S . trifolia . routine paraffin

embedded sectioning technique ; F , G . The longitudinal section of pistil , showing a hole though the base of ovule in S . trifolia . (Bar = 500μm)
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  本研究的结果则提示 , 雌蕊本身的结构可能

是决定多心皮雌蕊群中花粉管生长途径的另一个

至关重要的因素。野慈姑每个子房基部的穿孔 ,

为花粉管生长提供了通道 , 这至少给花粉管从一

个雌蕊生长到另一个雌蕊带来便利。同样 , Wil-

liams 等 (1993 ) 在报道八角科植物 I. floridanum

的花粉管在雌蕊之间生长这一现象时 , 也提出其

子房基部存在穿孔作为花粉管的通道。而相反 ,

小毛茛的子房则是完全封闭的 , 这样 , 不管其相

邻雌蕊的柱头是否授粉 , 都没有观察到其花粉管

从一个雌蕊生长到另一个雌蕊中。

Ambruster 等 (2002) 指出 , 在被子植物进化

史上 , 由离生心皮向合生心皮的进化性转变就至

少已独立发生过 17 次 , 这种转变带来的可能的

好处是来自花柱中的花粉管可以到达不同心皮的

胚珠中。在原始的离生心皮植物 I. floridanum

中 , 心皮间花粉管生长所形成的“功能性合生心

皮”可以看作是由离生心皮向合生心皮进化过程

中的最初阶段 ( Williams 等 , 1993 )。作者推测 ,

子房基部的穿孔是由于心皮边缘的不完全愈合所

形成的。有趣的是 , 这种结构存在于单子叶植物

慈姑属和双子叶植物八角茴香属 , 却并不存在于

毛茛属中。对更多的具离生心皮雌蕊群的植物类

群的雌蕊结构和花粉管生长途径的研究可能能为

探讨被子植物早期演化提高一些有价值的线索。
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