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摘要: 筛选并利用优化的染色和透明实验方法, 结合激光共聚焦扫描显微镜观察油茶成熟胚囊内部结构。结果表明, 采用

1%曙红染色1 h并用水杨酸甲酯透明5 d是观察油茶成熟胚囊较好的实验处理方案, 胚囊内细胞轮廓清晰, 对所需观察的目

标有很好的表现力。基于该优化体系, 构建了油茶胚囊的三维结构, 为油茶及山茶属植物胚囊发育、受精机理等方面的研

究提供了更加快速、高效的观察方法。
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技术与方法  Techniques and Methods

被子植物的胚囊是雌性生殖细胞发育的场所, 
是一个具有珠孔-合点轴极性的腔体。成熟胚囊中

的一个卵细胞、两个助细胞和一个中央细胞构成

了雌性生殖单位, 这些细胞相互合作完成种子植

物世代繁衍中最重要的双受精过程, 并继续在胚

囊中完成胚和胚乳的发育, 这些生殖生物学事件

复杂而精巧, 具有严密的时间和空间特征, 一直是

植物胚胎学研究中的热点(Lord和Russell 2002; 
Russell 1992)。被子植物的胚囊深埋于子房的胚珠

中, 受到层层体细胞组织的包裹保护, 使得我们对

胚囊的实验操作受到较大阻碍, 特别是对结构与功

能的研究较难开展, 难以获得理想结果。目前对胚

囊的实验观察手段较多的是基于光学显微镜或透

射电镜, 运用切片法(石蜡切片、超薄切片)、酶解

分离法和染色透明法等进行 (杨鹭生和李国平

2004)。切片法虽然是经典的观察方法, 但最大的问

题是制样过程繁琐, 耗费大量的时间, 并且只能获

得二维图像, 需要一定经验才能理解胚囊的结构。

酶解法在对珠被和珠心体细胞的解体过程中, 时间

很难把握, 针对不同的植物没有成熟的经验可循。

染色透明法虽然不用去掉胚囊外的体细胞, 节省了

制样耗费的时间, 但染色的深浅也很难把握, 在光

镜观察下不容易区分体细胞和胚囊细胞, 特别是对

一些厚珠被的胚珠材料, 观察效果也大打折扣。

油茶原产中国, 属于山茶科(Theaceae)山茶属

(Camellia)植物, 为常绿灌木或小乔木, 是我国南方

重要且特有的木本食用油料树种(庄瑞林2008)。
本研究组前期在对油茶生殖发育进行的大量研究

(高超等2015; Liao等2014), 主要以胚囊为对象, 运

用石蜡切片法制片观察分析胚囊中的生殖生物学

事件, 虽然取得较理想的结果, 但在实验过程中耗

费了大量时间、人力和物力, 更多精细的观察和

更深入的研究推进迟缓, 这一棘手的实验难题亟

待破解。油茶为完全花, 胚珠深埋在子房中, 同时

具双珠被、薄珠心、体积大等特点。本研究针对

油茶胚珠的结构特征, 利用整体染色透明结合激

光共聚焦扫描显微镜观察技术, 对其胚囊的观察

体系进行优化, 并对油茶成熟胚囊的三维结构进

行重建, 获得了比石蜡切片更加清晰、可靠的图

片, 为油茶及山茶属植物胚囊发育、受精机理等

方面的研究提供了更加快速、高效的观察方法。

材料与方法

1  材料

选择生长健壮、能正常开花结果的油茶(Ca-
mellia oleifera Abel.)为试验材料, 材料种植于湖南

省长沙市望城区东城镇(113°21' E, 28°05' N)。基

地年平均降水量1 380 mm, 年平均气温19.3°C , 年
积温5 463°C, 年平均无霜期276~291 d, 年平均日

照时数1 762 h, 光热充足, 冬寒期短, 属典型中亚热

带季风性湿润气候。土壤为红壤, 肥力中等, pH 
5.5左右, 常规水肥管理。
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2  整体染色透明结合激光共聚焦扫描显微镜观察

将开花当天未授粉的油茶雌蕊从树体上取下

后, 在解剖镜下剥出胚珠, 立即投入卡诺氏(Car-
noy’s)固定液[95%乙醇:冰醋酸(V/V)=3:1]中固定6 
h, 后转入到70%的酒精溶液中并置于4°C冰箱保存

备用。

在前期的预实验中, 我们发现染液浓度和透

明时间是影响观察效果最主要的因素, 其他因素

对观察效果影响不大, 因此本研究在此基础上分

别用0.5%、1%和1.5%曙红溶液(70%酒精配制)染
色1 h, 漂洗干净染色液, 经各浓度酒精逐级脱水, 
水杨酸甲酯分别透明3种浓度染液染色后的材料

各1、3和5 d (3种3个处理, 共9个组合参数)后待观

察使用。

由于油茶胚珠体积较大且有一定厚度, 在观

察时将胚珠置于凹面载玻片的凹面内, 滴加数滴

水杨酸甲酯在胚珠周围, 轻盖上盖玻片, 用小块封

口膜绑缚盖玻片边缘固定, 这里使用凹面载玻片

的另一优点在于可以更好的收集光线, 提高亮度

便于在激光共聚焦扫描显微镜下清晰成像。用激

光共聚焦扫描显微镜(Leica SP8, Germany)对整个胚

珠进行分层扫描, 观察并获取图像。用63×油镜镜

头观察, 所用激发光的波长为543 nm。再利用仪

器自带软件对多张图像进行三维重建。

实验结果

1  油茶胚囊观察体系的优化

通过对不同浓度染液和不同透明时间处理后

的材料进行对比观察发现, 采用1%曙红溶液对材

料进行染色后再通过水杨酸甲酯透明处理5 d是对

油茶胚囊观察较优的处理方案。而通过其他组合

处理后的材料着色深浅不一, 透明程度也存在很

大差异, 在激光共聚焦扫描显微镜下观察效果不

佳, 不能获得胚囊较理想的图像。从筛选出的较

优组合处理后获得的图像来看, 光学切片非常干

净, 胚囊内细胞轮廓清晰, 颜色深浅适中, 明暗适

宜, 较好地兼顾了对比度和亮度, 对所需观察的目

标对象有很好的表现力(图1)。通过观察油茶胚囊

内的雌性生殖单位发现(图1-A), 2个助细胞细胞质

浓厚, 均匀分布在细胞中, 分别具有2个明显的细

胞核, 核膜轮廓清晰, 核仁大而明显, 同时可以观

察到被染色较深的丝状器在助细胞的珠孔端; 卵
细胞中细胞质很少, 一个较大的细胞核清晰可见, 
核周围有少量细胞质分布, 细胞两侧具有较厚的

细胞壁; 油茶胚囊内的中央细胞非常大, 占据了胚

囊内的大部分面积, 2个极核核仁大而明显, 可以明

显分辨出上极核和下极核, 中央细胞周围可以观

察到有清晰的细胞质索出现, 并分布在四周。胚

珠体细胞较小, 但排列紧密, 细胞核被染为较深的

颜色, 占据了大部分面积。

2  油茶胚囊三维结构重建

在筛选出较为优化的处理组合后对材料进行

处理, 利用激光共聚焦扫描显微镜的三维重建功

能, 对油茶成熟胚囊进行三维结构重建, 获得了油

茶胚囊的3D立体图像(图1-B)。从该三维立体图像

可以看出, 油茶的“卵器” (2个助细胞与1个卵细胞)
呈“品”字型的三角结构排列, 3个细胞紧密相邻, 均
为洋梨形, 位于胚囊珠孔端, 占据胚囊约1/4的体

积。从三维结构中同样可以观察到助细胞与卵细

胞存在较大差异, 卵细胞中细胞质很少, 助细胞中

则充满细胞质, 并在合点端有较大的液泡存在。

中央细胞高度液泡化, 这些液泡占据了大部分空

间, 并将细胞质挤到周缘区, 以极核为辐射中心的

细胞质索穿过大液泡, 连接细胞的珠孔端和合点

端, 并把极核包裹在中间, 使之位于卵器下方。三

维结构可以在激光共聚焦扫描显微镜成像系统中

任意角度翻转后拍照获得立体图像进行观察, 能
够从不同角度直观地观察到胚囊内各细胞的体积

大小和各细胞间的空间位置关系(图1-C和D)。
另外, 在实验中还构建并观察了胚囊中发生

双受精后97 d的受精卵与游离胚乳核的结构图像

(图1-E和F)。此时的助细胞已完全退化, 仅残存一

些痕迹。受精卵的壁增厚, 此时的细胞质仍然较

少, 细胞核位于中间, 合子还处于休眠状态; 受精

卵外零星分布着游离胚乳核, 呈团状, 为合子发育

提供营养准备。

讨　　论

胚珠是被子植物中种子的前体物, 是显花植

物中最重要的生殖器官, 同时也是被子植物雌配

子体的载体和发育场所, 在被子植物的有性生殖

过程和后代繁衍中占有重要地位(胡适宜2005; Shi
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和Yang 2011)。在胚囊中, 雌配子体发育形成分为

大孢子发生和雌配子体发生两个时期, 大孢子发

生是雌配子体发生的前阶段, 是从孢原细胞分化, 
形成大孢子, 直至功能大孢子的成熟; 雌配子体发

图1  油茶胚囊及其三维结构观察

Fig.1  The observation of embryo sac and its three-dimentional structure in C. oleifera
A: 胚囊中的雌性生殖单位(一个光学切面, 二维图像), 卵细胞与助细胞差异显著, 极核位于卵器下方; B: 胚囊的三维结构图像, 卵细胞

与两个助细胞呈三角排列; C、D: 在共聚焦显微镜成像系统中从不同角度拍照观察胚囊的立体结构; E: 双受精后97 d的受精卵与游离胚乳

核的三维结构图像, 助细胞仅残存痕迹, 胚乳核分布在合子周围; F: 双受精后97 d的游离胚乳核零星分布在胚囊内(一个光学切面, 二维图

像)。S: 助细胞;  CS: 细胞质索; PN: 极核; EC: 卵细胞; Z: 受精卵; FEN: 游离胚乳核。

生时期是从大孢子有丝分裂到细胞化, 直到雌配

子体成熟(Reiser和Fischer 1993)。双受精和胚胎发

育则是在成熟胚囊形成后在其中发生的最重要的

生殖生物学事件。本研究组曾就油茶胚囊内发生
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的双受精过程和早期胚胎发育进行了详细报道

(Gao等2015; 廖婷等2014), 但都是基于传统的石蜡

切片技术结合普通光学显微镜观察, 这一方法耗

费了研究者大量的时间, 在一定程度上阻碍了后

续对油茶受精机理、合子长时间休眠后激活及自

交不亲和性等方面的研究。在前期进行大量预实

验探索并不断优化实验体系的基础上, 找到了染色

浓度和透明时间是决定观察效果的较为重要的因

素, 通过本研究中对二者不同组合的实验观察发现, 
采用1%曙红染色1 h并透明5 d是观察油茶成熟胚囊

较好的实验处理方案, 能够获得优质的图像。基于

该优化的观察体系, 通过该方法处理的材料并结合

激光共聚焦扫描显微镜观察得出的胚囊三维结构

的结果和前期对油茶胚囊在二维层面上的观察结

果基本一致, 并且对胚囊内各细胞的立体结构和空

间分布特征有了更加清晰的认识。

对植物胚囊结构与功能的研究是植物生殖生

物学研究的一个重要方面, 已有学者利用激光共

聚焦扫描显微镜技术观察了水稻 (郭海滨等

2006)、甜樱桃(朱东姿等2014)、蓝猪耳(李德明等

2007)、枸杞(杨淑娟等2014)和苹果(李林光等

2011)等植物胚囊的发育特征, 观察效果明显优于

使用其他方法。通常对胚囊结构的研究中使用最

多的是石蜡切片结合光学显微镜观察显微结构, 
或者树脂切片结合透射电镜观察超微结构, 这都

是通过细胞的二维结构特征推测细胞的生理功能

(Russell 1990)。切片法的操作过程繁琐、实验周

期长、工作量大, 且观察到的是胚囊的二维图像, 
需要丰富的经验通过观察到的二维图像建立胚囊

内各细胞的三维立体空间结构。随着激光共聚焦

显微镜在植物胚胎学研究中的运用, 使得这一操

作简单, 节省时间, 所得到的图像具有高反差、高

清晰度、定位准确, 具有强大的优势, 同时利用共

聚焦显微镜中三维结构重建的功能, 可以把胚囊

内生殖细胞的立体形态直观展现出来, 对探讨胚

囊结构与功能的关系具有重要的意义。
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Observation system optimization and three-dimentional reconstruction of em-
bryo sac in Camellia oleifera
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1Institute for Forest Resources & Environment of Guizhou, Guizhou University, Guiyang 550025, China; 2Key Laboratory of Cul-
tivation and Protection for Non-Wood Forest Trees of Ministry of Education, the Key Laboratory of Non-Wood Forest Products of 
Forestry Ministry, Central South University of Forestry and Technology, Changsha 410004, China

Abstract: The internal structure of mature embryo sac in Camellia oleifera was observed using confocal laser 
scanning microscope, based on choosing and utilizing the optimized staining and clearing experimental meth-
ods. The experiment methods, the samples were stained with 1% eosin solution for 1 h and treated with methyl 
salicylate transparent material for 5 d for embryo sac observation, was better than others. The embryo sac clear-
ly showde cell configuration. According to the optimized experimental methods, the three-dimentional structure 
of C. oleifera embryo sac was reconstructed for the first time. The results provided  an effective method  for re-
searching the development of embryo sac and the fertilization mechanism in C. oleifera.
Key words: Camellia oleifera; embryo sac; three-dimentional structure; confocal laser scanning microscope
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