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Abstract  Using the squash method for chromosomes, cytological characters in pollen 
mother cells (PMC) and pollen development traits of Larix principis-rupprechtii were 
investigated. Our results showed that the PMC meiosis of L. principis-rupprechtii began in 
autumn, remained at the diffuse diplotene stage through the dormancy of the plant during 
winter and re-started the next spring to complete the process. It is mainly characterized by the 
lack of synchronization of meiosis in the same anther and by the relatively quick processes of 
every meiosis stage. After the re-start of meiosis, all the PMCs reached the tetrad stage within 
three days. The main configuration of bivalents were rings caused by more than two 
chromosome exchanges on the arms. Rod-bivalents produced by chromosome exchange on 
only one arm were rarely observed in a few cells. The average configuration was 
10.62II+1.38I. Of meiosis Metaphase II, there were patterns of parallel or perpendicularity, 
forming eudipleural or tetrahedral tetrads, which are also the major tetrad types in the 
monocots and dicots. After one week at the tetrad stage, callose cell walls started to dissolve, 
then the four cells separated, and dispersed into the pollen cell, forming independent 
single-nucleus pollen grains. Afterwards, the haploid nucleolus underwent further cycles of 
mitotic division, resulting in the formation of five-celled pollen with two prothallial cells, one 
tube cell, one stalk cell and one body cell.  
Key words  Larix principis-rupprechtii, meiosis, pollen mother cell (PMC), pollen 
development, chromosome. 
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摘要  采用染色体压片法系统地观察了华北落叶松Larix principis-rupprechtii小孢子母细胞 (PMC) 减
数分裂的细胞学特征和花粉发育过程。结果表明: 华北落叶松PMC减数分裂始于当年秋季, 以弥散双

线期的特殊状态休眠越冬, 次年春天又重新恢复其后续的减数分裂过程。主要特点是在同一花药中, 减
数分裂不同步, 且各阶段分裂速度较快, 3天内全部停留在四分体阶段; 二价体构型主要为两臂共发生

过两次以上交换的环形二价体 , 少数细胞中偶见一臂发生交换的棒状二价体 ; 其平均构型为

10.62II+1.38II; 中期II核分裂相既有平行式样, 又有互为垂直式样, 形成左右对称型和四面体型四分体, 
兼具单、双子叶植物四分体主要类型特点。四分体持续一周后, 细胞壁开始溶解, 4个小孢子分离并游

离在药室中, 成为独立的单核花粉。其后细胞核开始有丝分裂, 最后形成由2个原叶细胞、1个管细胞、

1个柄细胞和1个体细胞共5个细胞组成的成熟花粉。此外, 还观察到成熟花粉当中有13.6%是由4个细胞

组成的。 
关键词  华北落叶松; 减数分裂; 小孢子母细胞; 花粉发育; 染色体 

华北落叶松Larix principis-rupprechtii Mayr是我国亚高山地区非常重要的用材和生

态造林树种, 在工业用材和生态环境保护、防止水土流失等方面占有非常重要的位置, 栽
培面积已超过15万hm2。“十·五”以来, 我国已分别对华北落叶松、日本落叶松L. kaempferi 
(Lamb.) Carr.、长白落叶松L. olgensis Henry、兴安落叶松L. gmelinii (Rupr.) Rupr.以及杂

种落叶松开展了系统的遗传育种与改良研究, 选育出了适于不同地域生长的优良杂种无

性系, 培育出一批生长快、抗逆性强的新品系。研究证实落叶松种间杂交确有巨大的利

用潜力。为此, 如何能准确预测、调控和利用高质量、高生命力的落叶松花粉, 探索其减

数分裂过程和花粉发育机制, 进一步揭示与利用落叶松杂种优势机理, 成为落叶松遗传

育种研究者迫在眉睫的任务。长期以来, 在育种和造林实践中, 一直困扰人们的一个主要

问题是结实率较低(为30%–40%)(贾桂霞, 沈熙环, 2001)。前人(Christiansen, 1960; Ekberg 
et al., 1967; Villar et al., 1984; Owens et al., 1993; 贾桂霞, 沈熙环, 2001) 虽然对落叶松传

粉时间、传粉空间分布、外界环境条件的影响以及人工控制授粉等方面进行了研究, 但
有关花粉生物学本身的研究仍然不足, 而PMC减数分裂中的染色体数目、结构和行为的

变异往往是影响花粉发育和育性的本质问题。本文在前人工作的基础上, 再进行系统的

补充研究与观察。这些研究对落叶松的遗传育种和系统演化研究均具有重要的科学意义

和应用价值。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
华北落叶松小孢子叶球采自河北承德孟滦林局查字落叶松种子园9株20年生植株。采

集时间分为3个阶段: 2004年9月8日至10月15日, 每周采2次小孢子叶球; 2005年3月23日
至4月15日, 每天采1次。每次每株大约采20个小孢子叶球, 当即用卡诺氏固定液固定, 24 
h后换入95%乙醇中保存备用。2005年4月16日至30日, 所采小孢子叶球为室内水培枝条

上, 每隔1天采1次, 每次大约采20个小孢子叶球, 固定和保存方法同上。此外, 为了观察

和核实授粉前成熟花粉核的数目, 2005年4月底, 从该种子园中上述植株上收集成熟的花

粉, 平均每株取约1 g花粉混合后, 随机取样进行观察。 
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1.2  方法 
PMC减数分裂用卡宝品红(Carbol fuchsin)染色和压片。花粉发育用铁矾-苏木精染色, 

用45%乙酸分色和压片。为了更准确显示花粉中核的结构, 成熟花粉改用孚尔根整体染

色法和银染法。详细参照李懋学和张斅方(1991)的方法。 

2  观察结果 

2.1  减数分裂 
华北落叶松PMC减数分裂过程主要有以下特点。 

2.1.1  休眠越冬  华北落叶松PMC减数分裂于每年秋季启动, 9月上旬采集的小孢子叶

球已进入细线和偶线期(图1); 9月中下旬, 已完全进入双线期(图2, 3)。在进入双线期之初, 
着色深浅不同的双线期分裂相混合出现在同一张制片中; 随后, 所有双线期二价体变为

着色浅淡、构型模糊不清的弥散双线期(diffuse diplotene), 表明减数分裂过程暂停而进入

冬季休眠。至次年春天, 约3月下旬至4月上旬, 重新恢复减数分裂的后续过程, 其明显标

志是双线期恢复正常深染状态, 二价体构型和交叉结又变得清晰可辨(图4), 很快便进入

后续的终变期(图5, 6)和中期I (图7, 8)。此外, 我们还注意到在春天采集的小孢子叶球中, 
有部分小孢子叶球的花粉母细胞完全败育和解体, 细胞学检查只见剩下一团不着色的皱

缩的细胞壁残留物。 
2.1.2  持续时间  如果从春天重新恢复后续分裂过程计算, 华北落叶松PMC减数分裂过

程的持续时间只有几天。最初, 弥散的双线期由浅着色状态变为深着色状态, 并且很快进

入终变期, 在终变期停留很短时间便进入中期I, 随即进入后期、末期I。在同一花药中, 几
乎可以见到从双线期到末期I的所有分裂相, 可见其分裂极不同步, 但是又均可在1天内

完成第1次分裂。在第2天检查的小孢子叶球中, 几乎很少见到第1次分裂的图像, 普遍见

到的是从分裂间期至末期II的第2次分裂的图像(图11–17); 至第3–4天, 即全都停留在四

分体阶段。 
2.1.3  二价体  从终变期和中期I (图5–8)的二价体构型看, 绝大部分表现为两臂共发生

过两次或两次以上交换的环形二价体, 少数细胞中偶见只一臂发生过交换的棒状二价体

(图8), 这与其具有较大(8–16 µm)的中部着丝粒和亚中部着丝粒染色体有关(张斅方等, 
1985)。减数分裂中期I染色体价体的平均构型为10.62II+1.38I。从二价体构型的比例来看

每个母细胞的染色体交换频率是比较高的, 这是华北落叶松种内变异的重要来源。 
2.1.4  四分体  从中期II两个核分裂相在赤道面的取向上看, 它们之间既有平行式样(图
13), 又有互为垂直的式样(图14)。因而最终形成的四分体在构型上也有所不同, 前者将形

成左右对称型的四分体(图18, 19), 后者将形成四面体型的四分体, 这种类型的四分体通

常在平面图中只能看到其中的3个(图20)。 
2.2  花粉发育 
2.2.1  发育过程  根据一个基本上适用于各类祼子植物雄配子体发育的程序和命名系

统(Singh, 1978; Moitra & Bhatnagar, 1982), 华北落叶松花粉的发育及其细胞的命名如下:  
单核小孢子分裂(图21–23)产生1个中央细胞(center cell)和第1个原叶细胞(prothallial  
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图1–20  减数分裂  1. 偶线期。2. 双线期(早)。3. 弥散双线期。4. 正常双线期。5. 终变期(早)。6. 终变期(晚)。
7, 8. 中期I; 9. 后期I。10. 末期I。11. 分裂间期。12. 前期II。13, 14. 中期II。15, 16. 后期II。17. 末期II。18. 四分

体。19. 左 右对称四分体。20. 四面体四分体。 
Figs. 1–20.  Meiosis of Larix principis-rupprechtii.  1. Zygotene. 2. Early diplotene . 3. Diffuse diplotene. 4. Normal 
diplotene. 5. Early diakinesis. 6. Late diakinesis. 7, 8. Metaphase I. 9. Anaphase I. 10. Telophase I. 11. Meiosis interphase. 
12. Prophase I. 13, 14. Metaphase II. 15, 16. Anaphase II. 17. Telophase II. 18. Tetrad. 19. Eudipleural tetrad. 20. 
Tetrahedral tetrad. 
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cell), 该原叶细胞移至贴近小孢子壁, 细胞核由圆形变为扁平, 显示退化(图24, 25)。之后, 
中央细胞分裂, 产生第2个原叶细胞和1个精子器原始细胞(antheridial initial)(图26–28) 精
子器原始细胞分裂, 产生1个管细胞(tube cell)和1个精子器细胞(antheridial cell)(图29, 
30)。精子器细胞再分裂一次, 产生1个柄细胞(stalk cell)和1个体细胞(body cell)。最后的

成熟花粉包含2个原叶细胞、1个管细胞、1个柄细胞和1个体细胞, 共5个细胞(图31)。授

粉后, 在花粉管中, 体细胞分裂, 产生2个雄配子体(精子)。 
根据我们对500个成熟花粉的观察统计, 含五细胞的花粉占86.4%, 四细胞的花粉占

13.6%, 推测它们可能是败育花粉。此外, 还观察到, 当用孚尔根染色法染色成熟花粉时, 
除原叶细胞深染外, 其他细胞均染色极淡或不染色, 这一结果与Moitra (1980)在松属

Pinus L.中观察到雄配子体的雄核均呈孚尔根负反应类似。  
2.2.2  原叶细胞的定位  我们在2005年和2006年分别将华北落叶松成熟花粉水培4 h左
右, 用卡宝品红、孚尔根染色法和银染法, 观察成熟花粉的发育状况。通过大量观察发现, 
落叶松花粉的萌发孔有可能是2个原叶细胞所在之处(图32–34), 从图中明显可见2个退化

的原叶细胞, 有如双层盖子封住萌发孔。在培养条件下, 花粉粒明显吸水膨胀, 两原叶细

胞被顶开, 精原细胞从萌发孔溢出。关于萌发孔的真实情况, 留待后续的受精生物学研

究。 
此外, 我们还观察到极少数花粉中的原叶细胞发生错位现象(图35–38), 即不像大多

数正常花粉那样2个原叶细胞互相重叠在一起, 而是错位分离的。这种错位是否暗示这类

花粉可能有两个萌发孔, 亦或是被动位移造成的, 尚不清楚。 

3  讨论 

3.1  减数分裂休眠越冬 
华北落叶松PMC减数分裂过程始于每年秋季, 以弥散双线期的特殊状态休眠越冬, 

次年春天又恢复其后续的分裂过程。已报道的其他几种落叶松的PMC减数分裂也都有此

现象(Ekberg et al., 1967; Owens & Molder, 1971; 俞晓敏, 赵桂仿, 2003), 由此可认为这可

能是落叶松属Larix Mill.共有的特征。在讨论松科Pinaceae的系统演化中, 可能更具鉴别

性价值。 
3.2  减数分裂异常现象 

植物的细胞分裂活动对温度都特别敏感, 减数分裂尤甚。Ekberg等(1967)的系统观察

表明, 其减数分裂的花粉母细胞能否安全越冬, 会受到休眠前气温变化的影响, 如果已

启动减数分裂的秋天气温偏高, 其分裂活动将不会停止于双线期而进入休眠, 而是会快

速继续分裂及至形成四分体, 随即这些四分体又进行一次非正常的细胞分裂, 形成八分

体, 这种无功能的产物只能走向败育。这种高温诱导的“自杀”行为, 反映了调控减数分

裂过程的基因完全失控。反之, 如果秋天已启动减数分裂, 在未进入弥散双线期休眠之

前, 出现骤然降温或霜冻早来, 正处于减数分裂的母细胞便很易遭受冻害而死亡。Ekberg
等(1967)对生长于瑞典4个不同地点的3种落叶松的观察和统计显示: 败育花粉的百分率

最低分别是17.2%、20.3%和35.5%, 最高分别是52%、81.6%和87%, 因地区不同而异。值 
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得注意的是, 该作者指出, 最普遍出现的是整个小孢子叶球的败育, 可见其败育是由不

正常的减数分裂引起的, 而由减数分裂异常现象导致的败育是不可逆的完全败育。因此, 
我们认为, 这可能是落叶松花粉败育率较高而结实率偏低的主要内因。 
3.3  五细胞花粉 

经花粉发育过程的详细观察, 可以确认成熟的落叶松花粉是由五细胞组成, 即2个退

化的原叶细胞、1个管细胞、1个柄细胞和1个体细胞。这一基本结构与松科其他属(松属、

黄杉属Pseudotsuga Carr.、油杉属Keteleeria Carr.)的花粉完全不同(Mergen et al., 1963; 
Sterling, 1963; Favre-Duchartre, 1970; Singh, 1978; 王伏雄, 1978)。从花粉的基本结构特征

而言, 五细胞花粉作为落叶松属与四细胞花粉的松科其他属的鉴别标志, 在系统分类上

也具有重要的价值。 
3.4  PMC减数分裂和花粉发育中的细胞生物学变异的适应价值 

从落叶松的化石研究(Schorn, 1994)已知, 落叶松属在系统演化上是一个年轻的属, 
分布于北极圈两侧、温带和寒温带山区(杨书文等, 1994), 为了适应其严寒的气候环境, 
其生物学特性必然有某些不同于其他松科植物的变异, 例如花粉不具翅, 减数分裂的冬

季休眠以及五细胞花粉的结构等, 可能都与自然选择的调节有关。此外, 落叶松的花粉无

翅, 这一特性可以限制其传粉的空间范围, 在恶劣条件下, 可以保证有一定比例的自交

结实率。例如, 日本落叶松和千岛落叶松L. kamtschatica (Rupr.) Carr.开放授粉时, 其自交

结实率可分别达到50%和70% (杨书文等, 1994)。 
综上所述, 落叶松这些细胞生物学上存在的变异, 表明其至今仍处于适应其生存环

境的过程中。这是其自保生存的适应策略, 也是其败育花粉较多和结实率偏低的重要原

因。 
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