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赤霉素喷洒处理诱导新疆杨 2n 花粉产生

及其对微管骨架的影响

赵一帆      孔    博      程雪桐      李    亮      凌傲宇      李智群      康向阳      张平冬
(林木育种与生态修复国家工程研究中心，林木、花卉遗传育种教育部重点实验室，树木花卉育种生物工程国家林业和草原局重点实验室，

北京林业大学生物科学与技术学院，北京 100083)

摘要:【目的】探究赤霉素喷洒处理诱导新疆杨产生 2n 花粉的可行性及其对花粉母细胞微管骨架的影响，旨在开发诱导效

果好且价格低廉的新型化学诱变剂，构建高效的林木多倍体育种技术体系。【方法】以新疆杨雄花枝为试验材料，利用醋

酸洋红染色法、免疫荧光法等方法，在观察新疆杨花粉母细胞减数分裂进程的基础上，开展了赤霉素喷洒处理诱导新疆

杨 2n 花粉产生及其对花粉母细胞减数分裂微管骨架动态变化的影响研究。【结果】新疆杨花粉母细胞减数分裂历时约 4 d，

且存在明显的不同步性。减数分裂时期、喷洒次数、减数分裂时期和喷洒次数的交互作用、以及喷洒次数和赤霉素浓度

的交互作用均对 2n 花粉诱导率具有显著影响。利用 50 μmol/L的赤霉素溶液于第二次减数分裂时期对新疆杨花粉母细

胞进行 7次喷洒处理是诱导新疆杨花粉染色体加倍的最佳处理组合，2n 花粉诱导率达到（8.83 ± 3.10）%。与对照组相

比，在最佳处理条件下，新疆杨花粉母细胞末期Ⅱ相邻子核之间的辐射状微管部分缺失，导致 2个相邻子核间胞质分裂

失败，从而产生核复原现象，形成三分体，进而发育成一个单倍性配子和一个 2n 配子。【结论】赤霉素喷洒处理可诱导新

疆杨花粉染色体加倍，获得一定比例的 2n 花粉。赤霉素喷洒处理后，花粉母细胞第二次减数分裂末期相邻子核之间的辐

射状微管部分缺失可能是赤霉素处理诱导新疆杨产生 2n 花粉的原因。

关键词：新疆杨；赤霉素；减数分裂；2n 花粉；微管骨架

中图分类号：S792.11       文献标志码：A       文章编号：1000−1522(2023)01−0040−11

引文格式：赵一帆，孔博，程雪桐，等. 赤霉素喷洒处理诱导新疆杨 2n 花粉产生及其对微管骨架的影响 [J]. 北京林业大学

学报，2023，45(1)：40−50.  Zhao Yifan,  Kong Bo,  Cheng Xuetong,  et  al.  Pollen  chromosome doubling  induced  by  gibberellin

spraying  treatment  and  its  effect  on  microtubule  cytoskeleton  in Populus  bolleana[J].  Journal  of  Beijing  Forestry  University,

2023, 45(1): 40−50.

Pollen chromosome doubling induced by gibberellin spraying treatment and its
effect on microtubule cytoskeleton in Populus bolleana

Zhao Yifan　Kong Bo　Cheng Xuetong　Li Liang　Ling Aoyu　
Li Zhiqun　Kang Xiangyang　Zhang Pingdong

(National Engineering Research Center of Tree Breeding and Ecological Restoration, Key Laboratory of Genetics and Breeding in

Forest Trees and Ornamental Plants of Ministry of Education, Tree and Ornamental Plant Breeding and Biotechnology

Laboratory of National Forestry and Grassland Administration, School of Biological Sciences and Biotechnology,

Beijing Forestry University, Beijing 100083, China)

Abstract: [Objective] This work was to discuss the feasibility of produce 2n pollen by inducing 2n pollen
production via gibberellins (GA3) and investigating the effects on meiotic microtubule cytoskeleton of pollen
mother  cells  (PMCs)  in Populus  bolleana,  leading  to  developing  a  more  effective  and  cheaper  chemical
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mutagen  and  establishing  an  effective  system  of  polyploidy  breeding  for  forest  tree.  [Method]  The
observation of the meiotic process of PMCs, the production of 2n pollen induced by GA3 spraying treatment
and  its  effects  on  the  organization  of  microtubule  were  conducted  by  aceto-carmine  (2%)  staining  and
indirect  immunofluorescence  microscopy  using  male  flower  branches  as  experimental  material  in  P.
bolleana. [Result]  It  took about 4 days to complete the meisois of PMCs, and the meiotic process within
different buds was asynchronous. The meiotic stage, spray time, the interaction of meiotic stage × spay time
and spay time × concentration of GA3 had significant effects on the induction rates of 2n pollen. The optimal
treatment combination for inducing pollen chromosome doubling by 50 μmol/L GA3 solution was given 7
time spraying when PMCs were at meiosis Ⅱ.  The highest induction rate was (8.83 ± 3.10) %.  Compared
with  the  control  group,  the  radial  microtubular  structures  between  two  neighboring  nuclei  were  under  the
optimal  conditions,  lacked  in  some  treated  PMCs,  leading  to  the  failure  of  cytokinesis,  nuclear  restitution
and  the  formation  of  triad  and  consequently  a  haploid  gamete  and  a  2n  gamete. [Conclusion]  Spraying
gibberellin  could  induce  chromosome  doubling  of  P.  bolleana  pollen  and  obtain  2n  pollen  in  a  certain
proportion. After PMCs being treated with GA3, the partial absence of radial microtubular structure between
two  neighboring  daughter  nuclei  in  some  PMCs  at  telophase Ⅱ  is  found  to  be  responsible  for  2n  pollen
production.
Key words: Populus bolleana; gibberellins; meiosis; 2n pollen; microtubule cytoskeleton

 

多倍化是一种普遍的自然现象，是植物进化和

物种形成的重要推动力[1]。利用 2n 配子的有性多倍

化是植物多倍化的主要途径之一。但自然界中天然

2n 配子发生频率一般较低，难以应用于植物多倍体

育种实践。为了提高 2n 配子的发生频率，进而提高

多倍体得率，育种学家们常常利用物理或化学方法

进行 2n 配子人工诱导。

秋水仙碱作为一种重要的化学诱变剂，已成功

应用于诱导林木大孢子、胚囊、合子以及体细胞染色

体加倍、选育多倍体的育种实践，获得了数以百计的杨

树（Populus spp.）[2−8]、刺槐（Robinia pseudoacacia）[9]、
杜仲 （Eucommia  ulmoides）[10]、尾叶桉 （Eucalyptus
urophylla）[11]等林木三倍体与四倍体新种质。秋水

仙碱也曾用于诱导杨树 [12−13]、杜仲 [14]以及桉树

（Eucalyptus）[15]等树种的花粉染色体加倍研究，获得

了 20.0% ~ 88.0% 的 2n 花粉。但是，秋水仙碱价格昂

贵，且具有剧毒性，容易导致加倍处理操作人员中毒。

高温是一种有效的物理诱导方法，目前已成功

应用于诱导杨树[16−19]、杜仲[20]、桉树[21]等树种的大孢

子、胚囊以及合子染色体加倍、选育多倍体的育种实践，

获得了大量的毛白杨（Populus tomentosa）[16−17]、‘折
引3号’杨（P. pseudo-simonⅡ × P. nigra ‘Zheyin3#’）[18]、
毛新杨（P.  tomentosa  × P. bolleana）[19]以及银腺杨

（P. alba × P. glandulosa）[19]等杂种三倍体。高温也

曾用于诱导毛新杨[22]、响叶杨（P. adenopoda） [23]、银
白杨（P. alba）[24]及银灰杨（P. canescens）[25]的花粉染

色体加倍研究，确定了高温诱导 2n 花粉的有效时期

为终变期附近，且获得了 60.0% ~ 80.0% 的高频率

2n 花粉。但有研究表明：高温诱导获得的 2n 配子均

为 SDR型 [26]，其遗传亲本的杂合性仅为 FDR型

2n 配子的一半，严重限制了高温在多倍体育种中的

应用。

赤霉素（gibberellins，GA3）是一类重要的内源植

物激素，具有调控细胞分化、种子萌发、叶片扩展、

毛状体发育、花粉成熟以及开花转换等方面的功

能 [27−30]。赤霉素还是一种非生物逆境应激信号分

子，水稻（Oryza sativa）经历冷胁迫时，通过降低内源

赤霉素水平以抑制根系生长，并阻滞花粉发育 [31]。

此外，赤霉素能够调节拟南芥（Arabidopsis thaliana）
小孢子发生和花粉发育 [32]，具有诱导拟南芥产生

2n 花粉的功能[33]。但赤霉素是否能够有效地诱导杨

树产生 2n 花粉尚不清楚。

减数分裂是植物有性生殖过程中配子形成的必

要阶段。在植物花粉母细胞减数分裂过程中，微管

骨架参与纺锤体和成膜体的形成，以及核周和胞质

微管网络的构建，从而决定同源染色体和姐妹染色

单体分离以及细胞质的正常分裂[34−36]。有研究表明：

植物天然 2n 花粉的产生与花粉母细胞减数分裂以

及胞质分裂的异常密切相关[37]，而这些异常的现象

均受细胞内微管网络系统的严格调控。研究赤霉素

喷洒处理后新疆杨（Populus bolleana）花粉母细胞微

管骨架的异常变化，可为赤霉素喷洒处理诱导新疆

杨 2n 花粉的发生机制提供有力的细胞学依据。

新疆杨为杨柳科（Salicaceae）杨属（Populus）白
杨派乔木，是银白杨的变种，广泛种植于新疆、内

蒙、北京、陕西、辽宁等省市。新疆杨是分布区内生
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态防护林建设和城市绿化的主要树种之一，在防风

固沙和涵养水源方面具有重要作用。但有关新疆杨

多倍体育种研究的报道甚少。本研究以新疆杨花粉

母细胞为研究对象，在掌握新疆杨花粉母细胞减数

分裂规律的基础上，研究赤霉素喷洒处理诱导新疆

杨产生 2n 花粉的可行性及其对花粉母细胞微管骨

架的影响，旨在为开发诱导效果好且价格低廉的新

型化学诱变剂、构建高效的林木多倍体育种技术体

系奠定重要的理论和实践基础。

 1   材料和方法

 1.1    试验材料

每年冬季落叶后，从内蒙古自治区包头市国家

杨树良种基地采集新疆杨雄花枝，塑料布包裹后运

输至北京林业大学温室待用。

 1.2    研究方法

 1.2.1    新疆杨花粉母细胞减数分裂进程观察

新疆杨雄花枝水培于 10 ~ 20 ℃ 的温室，每隔 2 ~
3 h摘取 2 ~ 3个花芽，去除鳞片后，将其放于 5 mL
的离心管内，利用新配的卡诺固定液进行固定。在

4 ℃ 冰箱固定 24 h后，摘取花药，利用醋酸洋红染

色法观察花粉母细胞减数分裂进程。染色体制片具

体操作参照鲁敏等[23]的方法。在 Olympus BX-51光
学显微镜下观察花粉母细胞减数分裂进程[38]，并运

用 Olympus DP70数码摄像系统进行照相。

 1.2.2    新疆杨雄花芽的赤霉素喷洒处理

以育性良好的新疆杨雄花芽为材料，于花粉母

细胞、第一次减数分裂和第二次减数分裂时期，使用

浓度为 50、100、200 μmol/L的赤霉素对花芽分别进

行 3、5、7次喷洒处理。当观察到大部分新疆杨花粉

母细胞发育至第二次减数分裂时，使用水对花芽分

别进行 3、5、7次喷洒处理作为对照（表 1）。处理后

的雄花芽继续在温室中水培至花粉成熟，按照不同

处理收集花粉，放置于 1.5 mL的离心管中，添加适

量的变色硅胶，密封保存于–20 ℃ 的冰箱。

 1.2.3    新疆杨 2n 花粉发生频率的统计

用镊子分别夹取少量不同处理组合的花粉，均

匀地洒在滴有醋酸洋红的载玻片上制作临时涂片，

在 Olympus BX-51光学显微镜下随机选取 5个视野

观察并进行拍照，进一步利用 Image J软件测量花粉

粒直径。以对照组花粉粒平均直径的 1.28倍作为判

别 2n 花粉的标准 [39]，统计每个视野中总花粉粒数

与 2n 花粉粒的数量，以 2n 花粉占花粉粒总数的百

分比作为 2n 花粉发生频率，计算出不同处理组合

的 2n 花粉发生频率。试验重复 3次，每次重复测量

200 ~ 300个花粉粒。

 1.2.4    新疆杨成熟花粉精核和营养核的细胞学观察

用镊子夹取少量不同处理组合的花粉，均匀的

洒在滴有蒸馏水的载玻片上水合 2 h，用 DAPI（4,6-
diamidino-2-phenylindole）对细胞核进行染色，用

Olympus BX-51荧光显微镜观察新疆杨单倍性与

2n 花粉粒精核与营养核的形态差异。

 1.2.5    新疆杨花粉母细胞减数分裂微管骨架的免疫

荧光标记

摘取赤霉素处理后的新疆杨雄花芽新鲜花药，

迅速投入 PEM缓冲液（50 mmol/L PIPES，5 mmol/L
EGTA，1 mmol/L MgSO4，pH 6.8）配制的 4% 多聚甲

醛固定液中固定 45 min后，参考 Brown等 [40]的方

法，开展赤霉素处理对新疆杨花粉母细胞减数分裂

 

表 1    新疆杨雄花芽的赤霉素喷洒处理

Tab. 1    GA3 spraying treatment of flower buds
in P. bolleana

减数分裂时期
Meiotic stage

赤霉素浓度
Concentration of
GA3/(μmol· L−1)

喷洒次数
Spraying time

花粉母细胞时期
Pollen mother cell (PMC) stage

50

3
5

7

100

3
5

7

200

3
5

7

第一次减数分裂
Meiosis Ⅰ

50

3
5

7

100

3
5

7

200

3
5

7

第二次减数分裂
Meiosis Ⅱ

50

3
5

7

100

3
5

7

200

3
5

7

第二次减数分裂（对照）
Meiosis Ⅱ (control) 0

3
5

7
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微管骨架的影响研究，利用激光共聚焦扫描显微镜

观察并照相。

 1.2.6    数据处理方法

2n 花粉诱导率等百分比数据经反正弦变换 [41]

后，利用 SPSS18.0统计软件进行差异显著性分析和

多重比较。

 2   结果与分析

 2.1    新疆杨雄花芽减数分裂进程的观察

温室水培条件下，新疆杨花粉母细胞由减数分

裂细线期发育至四分体时期历时约 4 d（图 1，表 2）。

其花粉母细胞的减数分裂是一个连续而非同步的过

程（表 2）。温室水培 96 h后，花粉母细胞开始进入

减数分裂，大部分花粉母细胞发育至细线期（65.5%）

（图 1A），此时期染色体呈细丝状，分布杂乱无章。

水培至 124 h，减数分裂发育至粗线期（40.0%）（图 1B），
染色体收缩变粗，形态较细线期明显。水培 136 h
后，大部分花粉母细胞进入双线期（47.5%）（图 1C），
染色体进一步缩聚，可明显观察到同源染色体非姊

妹染色单体间的交叉。水培 144 h后，大部分花粉母

细胞进入终变期（46.0%）（图 1D），此时染色体长度

继续缩短，核仁缩小乃至消失，染色体缩聚呈点状，
 

A B C

D E F

G H I

J K L

M N O

A. 细线期；B. 粗线期；C. 双线期；D. 终变期；E. 中期Ⅰ；F. 后期Ⅰ；G. 末期Ⅰ；H. 前期Ⅱ；I. 中期Ⅱ；J. 后期Ⅱ；K ~ L. 末期Ⅱ；M. 末期Ⅱ多核

仁现象；N. 四分体；O. 三分体。标尺 = 10 μm。A, leptotene; B, pachytene; C, diplotene; D, diakinesis; E, metaphase I; F, anaphase I; G, telophase
I; H, prophase Ⅱ; I, metaphase Ⅱ; J, anaphase Ⅱ; K-L, telophase Ⅱ; M, multi-nucleoli phenomena at telophase Ⅱ; N, tetrad; O, triad. Bar = 10 μm.

图 1    新疆杨花粉母细胞减数分裂进程

Fig. 1    Meiotic process of PMC in P. bolleana
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形态清晰可见。水培至 152 h时，花粉母细胞发育至

中期Ⅰ（27.0%）（图 1E），联会的同源染色体整齐地

排列在赤道板中央。水培 160 h后，大部分花粉母细

胞进入后期Ⅰ（22.5%）和末期Ⅰ（37.5%），联会的同

源染色体开始分离，移向细胞的两极（图 1F）。当染

色体抵达细胞的两极后，开始解聚（图 1G），随后核

仁重新出现，形成 2个子核，标志着第一次减数分裂

结束。新疆杨花粉母细胞完成第一次减数分裂大约

需要 64 h。
第一次减数分裂结束后，花粉母细胞未进行细

胞质分裂，继续开始第二次分裂。当雄花枝水培至

168 h时，花粉母细胞发育至前期Ⅱ（34.0%）（图 1H），
此时 2个子核区的染色体重新缩聚，核仁逐渐消

失。水培 174 h后，大部分花粉母细胞进入中期

Ⅱ（37.0%）（图 1I），2组染色体整齐地排列在子细胞

的赤道板上。水培 180 h后，大部分花粉母细胞进入

后期Ⅱ（39.0%）（图 1J），姐妹染色单体开始分开，移

向子细胞的两极。水培 186 h后，花粉母细胞发育至

末期Ⅱ（50.5%）（图 1K），染色单体抵达子细胞的两

极，染色体解螺旋，核仁重新出现（图 1L），此时期部

分花粉母细胞存在多核仁现象（图 1M）。水培 192 h
后，绝大部分花粉母细胞进入四分体时期（81.0%）

（图 1N）。此时期还可以观察到少量的三分体存在

（图 1O）。第二次减数分裂经历的时间明显少于第一

次减数分裂，仅需要 32 h。
 2.2    新疆杨 2n 花粉的赤霉素诱导

新疆杨雄花芽经不同浓度的赤霉素喷洒处理

后，部分花芽因赤霉素的刺激而生长发育过快，导致

干枯死亡或提早脱落（图 2A），未收集到花粉。存活

花芽继续水培于温室，直至花药成熟开裂，均可收集

到一定量的花粉。花粉经 2% 的醋酸洋红染色后，在

光学显微镜下进行花粉粒镜检，可观察大部分花粉

粒被染成红色，且着色均匀，这说明该花粉粒具有较

好的生活力。通过花粉粒形态比较可以发现：新疆杨

对照组中存在少量的天然 2n 花粉（图 2B），其发生

频率为 0.11% ~ 0.42%（表 3）。
不同赤霉素处理组合中，均可观察到一定比例

的 2n 花粉（图 2C）。花粉粒经 DAPI染色后，无论是

单倍性花粉粒（图 2D）还是 2n 花粉粒（图 2E），均可

观察到 1个较大的营养核和 2个高度凝缩的精核。

但 2n 花粉粒的营养核和精核明显大于正常的单倍

性花粉。这说明赤霉素喷洒处理诱导产生的大花粉

的确是 2n 花粉。

从表 3可以看出：不同处理组合的 2n 花粉诱导

率存在明显的差异，其中以 50 μmol/L的赤霉素于第

二次减数分裂时期喷洒处理 7次的效果最好，平均

2n 花粉诱导率达到（8.83 ± 3.10）%；以 50 μmol/L的

赤霉素于花粉母细胞时期喷洒处理 3次的效果最

差，平均 2n 花粉诱导率仅为（0.40 ± 0.26）%。不同处

理组合 2n 花粉诱导率的方差分析结果表明（表 4）：
处理次数（F = 9.600，P < 0.001）对新疆杨 2n 花粉诱

导率具有极显著影响；处理时期（F  =  4.426，P  =
0.017）对 2n 花粉诱导率具有显著影响；赤霉素浓度

（F = 2.538，P = 0.088）对 2n 花粉诱导率的影响不显

著。处理时期和处理次数的多重比较结果表明

（表 5）：第二次减数分裂时期的 2n 花粉诱导率显著

高于花粉母细胞时期和第一次减数分裂时期；赤霉

素喷施 7次的 2n 花粉诱导率显著高于 3次和 5次。

表 2    新疆杨花粉母细胞的减数分裂进程

Tab. 2    Meiotic process of PMC in P. bolleana %

减数分裂时期
Meiotic stage

水培时间 hydroponics time/h

96 110 124 136 144 152 160 168 174 180 186 192

细线期 Leptotene 65.5 28.5 9.0 3.5
偶线期 Zygotene 25.5 51.5 36.5 14.5 5.0

粗线期 Pachytene 9.0 16.5 40.0 27.5 18.0 12.5

双线期 Diplotene 3.5 14.5 47.5 22.0 14.0

终变期 Diakinesis 7.0 46.0 20.5

中期Ⅰ Metaphase Ⅰ 9.0 27.0 8.5 6.0

后期Ⅰ Anaphase Ⅰ 10.0 22.5 8.5

末期Ⅰ Telophase Ⅰ 12.0 37.5 13.0 5.5 2.0

前期Ⅱ Prophase Ⅱ 4.0 21.0 34.0 28.0 11.0 5.5 0.5

中期Ⅱ Metaphase Ⅱ 10.5 30.5 37.0 25.5 6.5 2.0

后期Ⅱ Anaphase Ⅱ 8.0 21.0 39.0 10.5 2.5

末期Ⅱ Telophase Ⅱ 8.5 19.5 50.5 14.0

四分体 Tetrad 3.0 27.0 81.0

注：表中数据为所在时期花粉母细胞比例。 Note: data in the table are the proportion of PMCs in the period.
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表 3    不同赤霉素喷洒处理组合的新疆杨 2n 花粉诱导率

Tab. 3    Induction rates of 2n pollen with different combinations of GA3 spraying treatments in P. bolleana

减数分裂时期 Meiotic stage
赤霉素浓度

Concentration of GA3/（μmol· L−1）
喷洒次数

Spraying time
2n花粉诱导率

Induction rate of 2n pollen/%

花粉母细胞时期 PMC stage

50
3 0.40 ± 0.26
5 1.03 ± 0.92
7 5.01 ± 1.74

100
3 3.01 ± 0.36
5 4.69 ± 0.44
7 5.04 ± 2.16

200
3 3.22 ± 0.40
5 4.89 ± 0.53
7 5.00 ± 3.63

第一次减数分裂 Meiosis Ⅰ

50
3 2.15 ± 1.18
5 2.12 ± 0.21
7 5.98 ± 1.35

100
3 2.67 ± 1.76
5 2.55 ± 0.80
7 4.98 ± 3.78

200
3 5.53 ± 1.64
5 4.03 ± 1.29
7 4.72 ± 0.44

第二次减数分裂 Meiosis Ⅱ

50
3 4.72 ± 1.83
5 5.50 ± 1.89
7 8.83 ± 3.10

100
3 4.08 ± 1.25
5 3.09 ± 0.96
7 3.04 ± 2.75

200
3 4.25 ± 2.13
5 5.66 ± 1.29
7 5.22 ± 1.35

第二次减数分裂（对照） Meiosis Ⅱ （control） 0
3 0.11 ± 0.04
5 0.42 ± 0.27
7 0.26 ± 0.11

 

A B

C 20 μm 10 μm 10 μm

20 μm1 cm

D E

A. 赤霉素处理后干瘪的花芽；B. 天然 2n 花粉（箭头指向）；C.赤霉素诱导的 2n 花粉（箭头指向）；D. DAPI染色后的单倍性花粉；E. DAPI染
色后的赤霉素诱导的 2n 花粉。A, the dry flower buds after GA3 treatment; B, natural 2n pollen (arrow); C, induced 2n pollen by GA3 treatment
(arrow); D, haploid pollen after DAPI staining; E. induced 2n pollen by GA3 treatment after DAPI staining.

图 2    赤霉素喷洒处理诱导新疆杨 2n 花粉及其对花芽发育的影响

Fig. 2    2n pollen induced by GA3 and its effects on the development of male flower buds in P. bolleana
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因此，当花粉母细胞发育至第二次减数分裂时，以

50 μmol/L的赤霉素进行 7次喷洒处理是诱导新疆

杨花粉染色体加倍的最佳处理组合。

 2.3    赤霉素喷洒处理对新疆杨花粉母细胞减数分裂

微管骨架的影响

在新疆杨花粉母细胞减数分裂过程中，其微管

骨架的分布总体表现出规律性变化（图 3A ~ L）。花

粉母细胞进入减数分裂前期Ⅰ时，网状核周微管分

布于细胞质中，包裹着细胞核（图 3A ~ B）。花粉母

细胞发育至终变期时，微管发生方向改变，原来分布

于胞质中的微管减少，逐步转向细胞核内，包围着细

胞核内的染色体（图 3C）。当花粉母细胞进入中期

Ⅰ时，从两极发出的细而长的极丝微管和与着丝粒

相连的短而粗的着丝粒微管聚集形成狭窄的纺锤体

维管束，连接着排列在赤道板上的染色体（图 3D）。
花粉母细胞发育至后期Ⅰ时，纺锤体微管牵引着同

源染色体移向细胞两极（图 3E）。同源染色体抵达细

胞两极后，花粉母细胞进入末期 I，此时微管又一次

转向，分布至整个细胞质区域（图 3F）。
第一次减数分裂结束后，花粉母细胞不进行细

胞质分裂，立即进入第二次减数分裂。花粉母细胞

发育至前期Ⅱ时，核周微管移向 2个子细胞核内，与

染色体相连（图 3G）。随着微管的进一步聚合，2个
子细胞核内分别出现纺锤体微管，连接着排列在赤

道板上的染色体，此时花粉母细胞已发育至中期

Ⅱ（图 3H）。当花粉母细胞发育至后期Ⅱ时，子细胞

内的纺锤体微管牵引着姐妹染色体单体移向两极

（图 3I），当姐妹染色体抵达子细胞的两极后，辐射状

微管在核膜处扩散，延伸至整个细胞质，联系着 4个
子核，标志着第二次减数分裂结束（图 3J）。在辐射

状微管的驱动下，自细胞周沿发生向心胞质分裂，形

成四分体（图 3K），偶尔还可观察到三分体（图 3L）。
与对照组相比，在第二次减数分裂时期赤霉素

喷洒处理 7次的处理组中，其微管骨架除末期Ⅱ呈

现异常外（图 3P ~ S），其他减数分裂时期的微管变

化规律与对照组相似（图 3M ~ O）。在新疆杨花粉母

细胞第二次减数分裂时期赤霉素喷洒处理 7次后，

末期Ⅱ相邻子核之间的辐射状微管发生部分缺失

（图 3P ~ S），与对照组末期Ⅱ的微管骨架明显不同。

末期Ⅱ辐射状微管的部分缺失可导致 2个相邻子核

间胞质分裂失败，从而产生核复原现象，形成三分体

（图 3T），进而发育成 1个单倍性配子和 1个 2n 配子。

 3   讨　　论

新疆杨花粉母细胞减数分裂具有连续而不同步

性，这可能是植物性母细胞减数分裂过程中的一种

普遍现象。研究人员曾在银灰杨[25]、毛白杨[42]、通辽

杨（Populus simonⅡ × P. nigra ‘Tongliao’）[43]、响叶

表 4    不同处理组合新疆杨 2n 花粉诱导率的方差分析

Tab. 4    Variance analysis on induction rates of GA3-induced 2n pollen in P. bolleana under different treatment combinations

变异来源 Source of variation df F P

减数分裂时期 Meiotic stage 2 4.426* 0.017

喷洒次数 Spraying time 2 9.600** 0.000

赤霉素浓度 Concentration of GA3 2 2.538 0.088

减数分裂时期 × 喷洒次数 Meiotic stage × spraying time 4 0.940 0.448

减数分裂时期 × 赤霉素浓度 Meiotic stage × concentration of GA3 4 5.103** 0.001

喷洒次数 × 赤霉素浓度 Spraying time × concentration of GA3 4 3.565* 0.012

减数分裂时期 × 喷洒次数 × 赤霉素浓度
Meiotic stage × spraying time × concentration of GA3

8 0.562 0.804

注：**代表差异极显著（P < 0.01），*代表差异显著（P < 0.05）。Notes: ** represents extremely significant differences (P < 0.01), * represents significant
differences (P < 0.05).

表 5    不同减数分裂时期和不同喷洒次数新疆杨 2n 花粉诱导率的多重比较

Tab. 5    Multiple comparisons in induction rates of 2n pollen under different meiotic stages and
different spraying times in P. bolleana

减数分裂时期
Meiotic stage

平均2n花粉诱导率
Average induction rate of 2n pollen/%

喷洒次数
Spraying time

平均2n花粉诱导率
Average induction rate of 2n pollen/%

花粉母细胞时期 PMC stage 3.59 ± 2.18b 3 3.34 ± 1.85b

第一次减数分裂 Meiosis Ⅰ 3.86 ± 2.03b 5 3.73 ± 1.78b

第二次减数分裂 Meiosis Ⅱ 4.93 ± 2.33a 7 5.31 ± 2.54a

注：不同小写字母代表差异显著（P < 0.05）。 Note: different lowercase letters represent significant differences (P < 0.05).
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杨 [44]、美洲黑杨 （Populus  deltoides）[45]以及胡杨

（Populus euphratica）等[46]物种的花粉母细胞减数分

裂的研究中均发现不同步性。同一花枝不同部位花

芽，其花粉母细胞减数分裂进程不同；同一花芽的不

同小花内花粉母细胞减数分裂时期亦不相同；甚至

同一小花内的不同花粉母细胞，其减数分裂进程也

不相同。在恶劣环境条件下，这种复杂的花芽发育

不同步性可以延长花期，有利于增强两性功能的有

效作用时间，对其种群繁殖后代有利[47]。

利用化学诱变剂人工诱导植物花粉染色体加倍

获得 2n 花粉时，诱变剂浓度、处理方式和处理时期

是影响 2n 花粉得率的关键影响因素。李赟等[48]利

用 0.5% 的秋水仙碱于细线末期至粗线期时对银白

杨花粉母细胞进行 7次注射处理，获得了高达

82.33% 的 2n 花粉。Zhou等 [49]利用 0.5% 的秋水仙

碱于粗线期时对银灰杨花粉母细胞进行 11次注射

处理，获得了 30.3 % 的 2n 花粉。本研究利用 50、

100、200 μmol/L赤霉素于花粉母细胞、第一次减数

分裂以及第二次减数分裂时期对新疆杨雄花芽进行

喷洒处理，不同处理组合均可获得一定比例的 2n 花

粉，说明利用赤霉素处理诱导杨树 2n 花粉是可行

的。其中，以 50 μmol/L赤霉素于第二次减数分裂时

期喷洒处理 7次的最佳处理组合仅获得 8.83% 的

2n 花粉，原因主要包括 2个方面：一是当花粉母细

胞发育至第二次减数分裂前后，花芽一直被芽鳞包

被，喷洒的赤霉素未能直接与花药接触而被蒸发，降

低了赤霉素的处理效果；另一方面则是新疆杨同一

花芽不同花药内花粉母细胞减数进程同步性差，影

响了赤霉素的处理效果。

微管骨架在细胞分裂过程中发挥着重要作用。

植物减数分裂的正常进行与微管骨架的有序分布和

动态变化密切相关[47]。王君[18]对通辽杨的减数分裂

免疫荧光分析研究发现：减数分裂末期Ⅱ细胞成膜

体缺失导致胞质分裂失败，细胞内子核未能正常分

 

A B C D

E F G H

I J K L

M N O P

Q R S T

A. 细线期；B. 偶线期；C. 终变期；D. 中期Ⅰ；E. 后期Ⅰ；F. 末期Ⅰ；G. 前期Ⅱ；H. 中期Ⅱ；I. 后期Ⅱ；J. 末期Ⅱ；K. 四分体；L. 三分体；M. 赤霉

素处理后的前期Ⅱ；N. 赤霉素处理后的中期Ⅱ；O. 赤霉素处理后的后期Ⅱ；P ~ S. 赤霉素处理后的末期Ⅱ；T. 赤霉素诱导的三分体。标尺 =
10 μm。 A, leptotene; B, zygotene; C, diakinesis; D, metaphase I; E, anaphase I; F, telophase I; G, prophase Ⅱ; H, metaphase Ⅱ; I, anaphase Ⅱ; J,
telophase Ⅱ;  K,  tetrad;  L,  triad;  M,  prophase Ⅱ by  GA3  treatment;  N,  metaphase Ⅱ by  GA3  treatment;  O,  anaphase Ⅱ by  GA3  treatment;  P–S,
telophase Ⅱ in treated PMCs by GA3 treatment; T, induced triad by GA3 treatment. Bar = 10 μm.

图 3    新疆杨花粉母细胞减数分裂过程中微管骨架的动态变化

Fig. 3    Dynamic changes of microtubule cytoskeleton during meiosis of PMCs in P. bolleana
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离而共存于同 1个小孢子内，形成二分体和三分体，

进一步发育形成 2n 花粉。鲁敏 [23]在响叶杨天然

2n 花粉发生机制的研究中发现：减数分裂后期Ⅱ纺

锤体微管缺失导致姐妹染色单体不分离，末期Ⅱ成

膜体微管缺失导致胞质分裂异常，二者是天然 2n 花

粉产生的细胞学机制。张平冬等[50]在胡杨减数分裂

过程中观察到平行纺锤体、三极纺锤体和融合纺锤

体，这些异常的纺锤体与胡杨天然 2n 花粉发生密切

相关。Liu等[33]对拟南芥施加赤霉素处理后研究发

现：减数分裂末期Ⅱ相邻子核间的微管缺失，导致子

核聚集在同 1个小孢子中，发育形成 2n 花粉。本研

究通过免疫荧光技术探索了赤霉素处理对新疆杨花

粉母细胞微管骨架构建及分布的影响，发现赤霉素

处理可导致减数分裂末期Ⅱ辐射状微管产生部分缺

失，致使相邻子核间胞质分裂失败，从而产生核复原

现象，形成三分体，进而发育成 1个单倍性配子和

1个 2n 配子。

针对杨树花药被芽鳞包被而导致赤霉素喷洒处

理效果不理想的问题，下一阶段的工作应聚焦于赤

霉素处理方式、药剂浓度以及处理时间等技术条件

优化研究，旨在提高赤霉素诱导 2n 花粉的效率。

 4   结　　论

在温室水培条件下，新疆杨花粉母细胞完成减

数分裂历时约 4 d，且存在明显的不同步性。利用浓

度为 50、100、200 μmol/L赤霉素于花粉母细胞、第

一次减数分裂以及第二次减数分裂时期分别对新疆

杨雄花芽进行喷洒处理，不同处理组合均可获得一

定比例的 2n 花粉，说明利用赤霉素处理诱导新疆杨

获得 2n 花粉是可行的。其中以 50 μmol/L赤霉素于

第二次减数分裂时期喷施处理 7次为最佳处理组

合，可以获得 8.83% 的 2n 花粉。在最佳处理组合条

件下，新疆杨雄花芽经赤霉素喷洒处理可导致减数

分裂末期Ⅱ辐射状微管产生部分缺失，致使相邻子

核间胞质分裂失败，从而产生核复原现象，形成三分

体，进而产生 2n 花粉。
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