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摘要 武汉大学有性生殖研究由杨弘远院士和周嫦教授开创, 经过四十年的努力, 在未受精子房培养和性细胞离

体操作等方面取得了突出的成果, 形成了鲜明的实验生殖生物学的研究特色. 这些成果集中收录在《植物有性生

殖实验研究四十年》论文集中, 成为武汉大学, 乃至我国植物生殖生物学从描述性研究转向实验性研究的一个标

志性例证. 师从杨弘远先生的孙蒙祥教授在武汉大学继续从事植物生殖发育研究, 迄今也有四十年之久. 其间, 适
逢国际上该领域从植物生殖生物学向植物生殖发育生物学的快速转变期. 该时期的研究特点是基于分子生物学

和细胞生物学基本技术, 按照发育生物学理念思考、探讨植物生殖过程的分子调控机理. 该团队经过十余年的痛

苦转型, 跟上了国际发展大势, 并在继承武汉大学植物有性生殖研究特色的基础上, 在拓展研究思路和深度等方

面进行了不懈的努力. 本文试图对这两个相互交叠的四十年的研究进行大致梳理与反思, 以期反映武汉大学植物

有性生殖研究在不同时期发展的一个侧面. 谨以此文祝贺武汉大学生命科学学院百年院庆.
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我国第一届植物生殖生物学学术讨论会于1985年
10月在武汉召开, 在这之前以王伏雄先生、胡适宜先

生为首的植物生殖生物学家们已经成立了中国植物学

会生殖生物学专业委员会, 标志着我国植物生殖生物

学研究进入了一个快速发展时期. 20世纪80年代的植

物生殖生物学脱胎于植物胚胎学, 而传统胚胎学属于

形态学的范畴, 大部分研究者仍然从事描述性胚胎学

研究工作, 开展对各种植物的大、小孢子发生, 雌、

雄配子体发育, 受精与种子发育过程的观察. 受国际

上新的发展方向的影响, 杨弘远先生、胡适宜先生等

研究团队率先在国内开展了性细胞的分离和离体研

究, 推动了我国植物实验生殖生物学的发展, 并在国际

上产生了较大的影响. 此后, 随着分子生物学研究的兴

起, 植物生殖生物学逐渐向植物生殖发育生物学深化,
并在近20年历经了第二个快速发展时期. 经过两代人

的努力, 当代中国植物生殖生物学研究已远非昔日可

比, 在很多方面已跻身国际前沿, 成为国际上该领域

中一支不可忽视的力量. 在此期间, 武汉大学植物生

殖生物学研究团队始终参与其中. 杨弘远、周嫦两位

先生编纂的《植物有性生殖实验研究四十年》集中反

映了武汉大学研究团队参与第一个生殖生物学快速发

展时期的研究历程
[1]. 此后, 师从杨弘远先生的孙蒙祥

教授及其研究团队继续在该领域不断探索, 又积极参

与了第二个快速发展时期, 迄今, 也有四十年的历程.
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值武汉大学生命科学学院百年院庆之际, 本文试

图记录与评述这两个团队的工作, 藉此反映半个多世

纪以来武汉大学植物生殖生物学研究的发展, 特别是

在新时期发展的某些侧面. 回顾发展历程, 追溯科研

轨迹, 成败得失兼有, 梳理当时对一些研究方向的思

考与选择, 虽曲直对错已无计更改, 或可对年轻学者

有所裨益.

1 武汉大学植物实验生殖生物学研究: 杨
弘远先生团队四十年的实践与思考

武汉大学植物生殖生物学研究是杨弘远、周嫦两

位先生开创的, 并坚持了四十年之久. 杨弘远先生于

1954年于武汉大学生物系毕业后留系工作. 从20世纪

50年代开始, 杨弘远先生研究被子植物胚胎学, 开设

植物胚胎学课程, 成为我国这一领域研究与教学的开

拓者之一. 这期间, 杨先生先后在《植物学报》、

《遗传学集刊》等刊物发表了多篇论文, 重点研究植

物授粉受精过程, 受到国内学术界的重视. “文革”期
间, 相关研究被迫中断, 但杨弘远先生忍辱负重, 以惊

人的毅力坚持学习, 以阅读英文版《毛泽东选集》的

形式学习英语, 并努力了解国际科研动态, 为日后恢

复科研奠定了很好的基础, 是“文革”后我国为数不多

的率先将学术影响由国内扩大到国际的科学家之一.
20世纪70年代末, 杨弘远、周嫦两位先生在水稻

花药培养实验中, 意外观察到子房中出现了异常的变

化, 他们抓住这一偶然发现, 由未传粉子房中培养出

单倍体植株, 并于1980年在《遗传学报》上发表了这

一研究结果
[2]. 他们敏感地意识到这是一片未开垦之

地, 果断地作了研究战略的“大转移”, 放弃了传统描

述性工作, 由此开始了长达十余年的关于离体雌核发

育的实验研究. 他们先后在多种植物中通过未传粉子

房与胚珠培养诱导出单倍体植株, 并进而揭示了“离体

孤雌生殖”与“离体无配子生殖”两种类型无融合生殖

单倍体的发生与发育规律. 1981年, 在国际刊物Plant
Science Letters发表了这方面的第一篇英文论文

[3];
1982年, 在Theoretical and Applied Genetics上又发表

了首篇关于这方面的综述
[4], 其研究深度和广度都超

过了当时国际同行的工作, 引起了广泛关注.
此后, 杨弘远先生审时度势, 倡导多学科交叉, 推

陈出新, 推动我国实验胚胎学迈向实验生殖生物学. 在

子房培养成功的基础上, 受一篇俄文文献的启发, 他们

开始探索子房内的胚囊的分离. 胚囊是被子植物的雌

配子体, 是受精和胚胎发生的场所. 胚囊的分离不仅

提供了一种整体、原位观察胚囊成员细胞的手段, 而

且提供了直接人工操作生活胚囊的可能性. 1982年,
杨弘远先生和周嫦先生合作, 创建了由经过化学固定

的胚珠中分离出胚囊的技术. 他们采用酶处理辅以机

械振荡的方法首次分离出了完整的胚囊, 由此可以清

楚地观察到胚囊内部所有成员细胞的三维形态与相对

位置. 这对当时只能用大量切片才能看到残缺不全的

胚囊内部结构的生殖生物学研究者来说, 是个相当大

的鼓舞. 该成果发表在当时的国内权威杂志《植物学

报》上
[5]. 很快, 他们又于1985年在国际刊物Planta上

发表了首篇生活胚囊分离的论文
[6]. 此后, 国内外不少

单位都相继开展了分离胚囊的研究. 北京大学胡适宜

先生团队独辟蹊径, 首次分离出了生活的卵细胞
[7]. 这

些开创性的工作引领了国际上后来如火如荼的性细胞

操作的热潮, 开创了植物有性生殖实验研究的崭新时

代. 1992年, 杨弘远先生在American Journal of Botany
上以特邀论文形式发表了《植物实验生殖生物学与生

殖细胞操作: 现在与未来》一文
[8]. 他认为植物生殖生

物学研究可以向实验生殖生物学研究和生殖工程研究

两个方向拓展. 这一战略思考引导了他们将后续工作

的重点都放在了性细胞离体实验操作方面.
此后, 他们的主要研究兴趣又由雌性细胞向雄性

细胞扩展, 系统而扎实地开展了一系列别开生面的研

究, 并在雌性与雄性生殖系统两个方面都形成了自己

的研究特色. 20世纪80年代末90年代初, 分子生物学

在国内已现端倪, 但大多数生殖生物学研究者都还没

有接触到分子生物学. 杨弘远先生擅长超微结构研究,
而周嫦先生专长于组织培养. 因而, 团队很自然地将性

细胞体外操作研究思路向超微结构观察和体外培养实

验两个方向上拓展, 形成了他们实验生殖生物学研究

的特色. 他们相继开展了大量精细胞、花粉原生质体

的分离、培养与超微结构观察研究, 取得了一系列成

果. 发现精细胞已然高度特化, 且在离体培养条件下

很难脱分化, 其全能性迄今仍未能证实. 花粉原生质

体的体外培养也发现有趣的结果, 去掉花粉壁的原生

质体也可以产生花粉管样的结构. 似乎外壁上的萌发

孔并不是花粉管伸出的必要条件. 考虑到花粉与柱头

识别很可能是基于外壁蛋白的作用, 去除花粉的外壁
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有可能是一项克服杂交过程中花粉-柱头不亲和障碍

的技术. 因而, 这一发现很可能比诱导花粉原生质体成

苗具有更重要的实践意义. 上述研究独树一帜, 为当时

国际生殖生物学研究领域开辟了一片新天地.
杨弘远、周嫦两位先生的系列工作是我国描述性

胚胎学研究走向实验生殖生物学研究的极具代表性的

范例, 诠释了武汉大学植物生殖生物学研究的鲜明特

色. 实际上也是我国“文革”后植物生殖生物学研究从

恢复到兴起, 再到形成自己特色这一不平凡发展历程

的一个缩影. 他们的系列成果已具体呈现于两位先生

所编纂的《植物有性生殖实验研究四十年》一书中
[1],

其中体现出的勤于思考与勇于创新的精神是支持武汉

大学植物生殖生物学研究不断发展的宝贵财富.

2 武汉大学植物生殖发育生物学研究: 孙
蒙祥教授团队四十年的继承与发展

孙蒙祥教授1982年作为植物学教师参加工作, 开

始接触植物有性生殖, 迄今也已届四十年. 早期曾先

后开展了山明桐育性、水稻反足细胞发育以及水稻无

融合生殖现象的研究. 他通过这些工作积累了对植物

生殖过程的认识与研究经验. 当时, 国内该领域较有

新意的工作大致有三个方面: 一是结合超微结构观察

技术的工作, 因为需要电子显微镜和专门的经验与技

术, 做起来费时费力, 但很容易发文章; 二是结合组织

培养技术的工作, 当时植物器官的离体培养方兴未艾,
给传统描述性工作增加了实验和人工调控的理念, 吸

引了一大批学者; 三是性细胞分离的工作, 武汉大学

周嫦先生率先尝试了酶法分离胚囊, 北京大学胡适宜

先生首次分离了生活卵细胞, 这些工作走在了国际同

行前面, 是该领域最引人瞩目的亮点, 对于每天埋头

石蜡切片的年轻人有很大的吸引力. 但由于这些技术

尚是初创, 重复的难度很大, 令人望而却步. 分析这些

领域内的发展趋势, 如何选择学术上的主攻方向, 是一

件很困难的事. 孙蒙祥教授早年最终选择了到杨弘远

先生实验室学习, 开展性细胞操作相关研究, 并被安

排主攻离体受精. 由此, 进入到集中探讨植物受精生

物学的研究阶段. 基于杨弘远先生团队的前期工作,
如何保持原有特色、坚持发展和不断创新是武汉大学

植物生殖生物学研究要考虑的首要问题. 几十年来, 孙
蒙祥教授团队将研究兴趣集中到受精与早期胚胎发生

过程(图1), 并用自己不懈的努力承前启后, 开创了植

物生殖发育研究的新局面. 上述努力集中体现在以下

几个方面的研究中.

2.1 关于植物受精机制的探索

受精过程的研究是孙蒙祥教授团队关注最久的课

题. 真正投入精力开展专门的研究是从植物体外受精

系统的建立开始. 这在当时是一个创新性极强的题目,
也是一个到今天看来都极具挑战性的课题. 实现植物

体外受精是当时几代植物学家的梦想. 完成体外受精

有三个基本技术要突破: 首先是卵细胞分离技术, 其

次是精卵融合技术, 然后是单细胞培养技术. 建立了

稳定的、可重复操作的这三项技术, 才有可能开展体

外受精的后续相关研究. 该团队首先选择烟草为材料

开展工作. 因为烟草细胞经过培养最容易再生植株,
这对于融合产物的培养无疑是非常有利的. 鉴于一般

认为单细胞培养可能是最难的一关, 当时对烟草材料

的选择不能说是有误, 但始料不及的是烟草胚珠很小,
很容易氧化变色, 因而使得酶解胚珠分离卵细胞的工

作异常艰难. 经过一年多的时间才先后解决了去氧

化、酶解、解剖、识别等具体障碍, 利用低渗膨胀原

理使胚囊从胚珠中释放出来, 再通过解剖得到准确无

误的卵细胞. 这一工作进行了很长的时间, 但在操作

细节上积累了宝贵的经验, 以致后来分离玉米、水稻

等具有大胚珠植物的卵细胞时就非常容易了(图2). 精

卵细胞体外融合技术虽然依旧困难, 但较之卵细胞分

离相对简单. 当时已有两种用于原生质体融合的技术

可以参考: 一是电融合技术, 二是化学融合技术. 但这

两种技术都无法做到一对一的定向融合. 该项目竞争

者德国团队采用了前一种技术, 用计算机控制的步进

马达操控微量移液系统, 可在电场中仅放置一对细胞,

图 1 植物有性生殖的中心过程: 配子发生, 受精, 早期胚胎
发生
Figure 1 The central process of sexual plant reproduction: gameto-
genesis, fertilization and early embryogenesis
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再利用铂金丝制作的微电极释放电脉冲使精卵细胞融

合. 武汉大学当时不仅没有经费购买这一套设备, 甚至

连计算机都没有. 为推进研究的进展, 孙蒙祥教授团队

土法上马,将聚乙二醇(PEG)诱导的原生质体小规模融

合法改进为单对细胞融合法. 通过手工操作, 在PEG的
微滴中投入单对细胞, 也可以很快实现单对细胞的融

合. 这一简易办法解决了精卵融合的一项关键技术,
重要的是价格很优惠, 有可操作性. 该技术不仅可以

诱导精卵融合, 也可以介导一个叶绿体融合到一个没

有叶绿体的细胞中去, 为胞外自主细胞器的母性遗传

研究提供了新思路. 至此, 武汉大学实验室实际上已

经能够做精卵细胞的离体融合了. 当时, 德国研究人

员已在玉米中首次实现了植物的离体受精. 武汉大学

的相关工作虽然经过几年奋力拼搏, 已有长足进展,
但已然落后了. 此时, 该团队通过几年的实践已经意

识到, 离体受精虽然有非常重要的细胞工程意义, 但

作为受精机理的研究系统有很大的局限性, 无法排除

人为操作的影响. 这与原来的预期有很大差距. 因此,
最终决定放弃继续攻克融合产物的培养技术, 转向利

用该技术探讨一些感兴趣的科学问题. 因为建立该系

统的初衷还是希望能解决原来体内研究无法解决的困

难, 能看到体内看不到或看不清楚的发育过程. 因而,
接下来的几年, 孙蒙祥教授的工作重点放在了探讨受

精过程的一些基本现象, 如受精前后卵细胞质的运动

状态、细胞核的融合动态和时间进程、细胞体积对细

胞融合的影响、精卵融合过程中细胞膜的变化等. 这

些现象在体内是无法观察到的, 也凸显了体外受精的

独特优势. 当时利用体外融合技术观察到的一些现象

至今仍觉得十分有趣, 如发现融合的两个细胞体积差

别很大时, 不仅融合可以很快完成, 融合成功率也很

高, 使得融合过程受各种不利因素影响的可能性大大

降低. 这可能解释了为什么进化过程中植物有性生殖

方式的演化进入到卵式生殖阶段后精子和卵细胞的体

积由原来的基本相似演变成差别巨大的原因. 这些工

作后来都总结在胡适宜、杨弘远两位先生主编的《被

子植物生殖生物学》一书, 以及孙蒙祥教授撰写的一

篇综述中
[9]. 此外, 博士生彭雄波等人

[10]
在此期间建立

了更加接近体内微环境条件的体外受精技术, 博士生

房克凤等人
[11]

发现卵细胞、中央细胞膜表面糖蛋白

存在极性分布. 受精卵的单细胞培养工作也有了进展,
博士生何玉池等人

[12]
成功地将受精卵培养成一个完

整可育的植株. 同时, 考虑到国际上该领域的发展趋

势, 实验室积极准备条件开展分子生物学研究. 通过

各种渠道积累经费, 购置PCR仪、离心机等基本仪器,
并在2000~2002年陆续建立了单细胞PCR技术、单个

胚囊的突变体表型筛查技术、单细胞荧光标记技术、

单个胚胎和单个花粉的基因表达动态观察技术等. 这

些技术为少量性细胞发育的分子机制研究奠定了技术

基础. 由于没有足够的经费支持, 工作不能全面铺开,
这方面进展非常缓慢. 直到2002年后, 孙蒙祥教授获得

国家杰出青年科学基金项目资助的80万元, 才开始了

有组织、有计划地探讨一些思考了很久的有关受精过

程的重要科学问题. 这一阶段的工作继承了杨弘远、

周嫦两位先生在受精领域利用离体操作技术开展研究

的特色, 细化、改进了相关技术, 并为向植物生殖发育

研究方向的转型奠定了基础.

2.2 关于父母亲本起源基因作用的研究

思考受精过程时首先遇到的一个重要科学问题是

精子和卵融合后除了使单倍体世代转入二倍体世代,
完成世代交替外, 还有什么其他的发育生物学意义?
特别是精细胞的融入带来了什么信息? 这些信息起了

什么作用? 因为正常发育情况下的未受精卵细胞是不

能启动胚胎发育的, 其在受精后才能被激活并启动胚

胎发生. 所以, 首先能想到的是精细胞信息的激活作

用. 那么, 精细胞携带的激活因子是什么? 这些因子激

活了卵细胞内哪些途径才启动胚胎发生? 这些问题无

图 2 酶解-解剖法分离的玉米卵细胞群体
Figure 2 Maize egg cell population isolated by enzymolysis-dissec-
tion method
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疑是研究受精机制首先要回答的基本科学问题. 要回

答这些问题, 一个可行的途径是首先明确受精前后基

因表达的差异, 以便找出卵细胞不表达的, 受精时由

精子带来的, 因而只在受精卵中才出现的某些因子.
然而, 考察动物受精相关研究发现, 受精后早期胚胎

发育过程中, 精细胞携带来的父本基因实际上不起作

用, 而是由卵细胞中业已表达或储存的蛋白或转录本

控制着早期胚胎发生, 即早期胚胎发育实际上是母本

控制的. 胚胎发育到多细胞囊胚时才转入由父母双方

基因组合并而成的合子基因组控制. 这一过程被称为

胚胎发生的母本控制向合子基因组控制的转换(mater-
nal-zygotic transition). 植物中是否也是这样, 当时不得

而知. 第一篇相关报道于2000年在Nature发表, 认为植

物与动物一样, 受精后发育早期也是母本控制的, 父本

基因在早期胚胎不表达. 这一观点成为此后二十年的

主流观点. 但若果真如此, 则想要筛查受精前后卵细

胞基因表达差异以便探讨卵细胞激活因子的技术思路

就不会取得预期的结果. 因此, 孙蒙祥教授团队基于卵

细胞分离和少量细胞PCR技术, 首先检测了受精卵中

是否有精细胞特异基因表达. 结果发现, 受精后在合

子发育期间父本基因就已经开始转录了. 反复验证,
结果皆如此. 由此, 开启了该团队长达二十年的父母

亲本起源基因在受精与胚胎发生中的作用的思考与探

讨, 以及与国际权威意见的持续争论. 这些研究涉及几

个有趣的科学问题, 即受精后父本基因组何时表达或

合子基因组何时激活(zygotic genome activation)? 受

精后发育中母本控制向合子基因组控制的转换是何时

发生的? 在不同的合子与早期胚胎发育阶段父母亲本

基因组是否都有相同的贡献? 受精过程中雌雄配子带

来了哪些遗传调控信息? 这些遗传调控信息的具体作

用是什么? 显然, 这些问题都是理解受精与胚胎发生

机制的核心问题, 也是非常基本的发育生物学问题.
不先了解这些基本知识, 就无法回答更深层次的科学

问题, 如胚胎发生的发育途径是如何选择和限定的等.
孙蒙祥教授团队博士生宁珏从烟草精、卵细胞的

分离做起, 先后收集了卵细胞与受精卵, 用当时刚刚出

现的Suppression subtractive hybridization (SSH)和Mir-
ror orientation selection (MOS)相结合的技术筛查出受

精前后差异表达的基因, 并用半定量PCR进一步验证

了这些差异基因. 结果证实了原先的想法, 合子基因

组在合子分裂前已经被激活. 这一工作在今天看来仍

是非常严谨而可靠的. 不仅用MOS技术消除了SSH可
能的背景与非特异性扩增, 而且在分离细胞时用了

RNA合成抑制剂, 很大程度上避免了在细胞分离过程

中机械刺激与环境胁迫诱导的基因表达. 因此, 结果

是可信的. 因为是首次在单细胞转录谱水平揭示了父

本基因在合子中的表达, 该结果无疑具有明显的创新

性. 但遗憾的是这一结论与当时如日中天的权威及其

众多追随者意见相悖, 文章投出去屡屡受挫. 最后, 在
同意修改结论、修改文章题目的情况下, 才以一个简

报的形式发表
[13]. 考虑到此前的研究都是基于有限数

量的基因在受精后的表达情况分析父母亲本等位基因

的转录本出现与否, 并不适合于对整个基因组活动的

情况予以客观地评价, 因此, 少量基因的表达行为能

否代表整个基因组的活动规律仍是疑问. 为了彻底明

确地回答合子基因组激活的时间问题, 博士生辛海平

等在彭雄波博士的帮助下决心不畏权威, 在当时很困

难的条件下开展了单细胞转录组的工作, 分离、收集

了159个卵细胞、143个合子、149个二胞原胚、4200
对精细胞, 构建cDNA文库. 通过表达序列标签(ex-
pressed sequence tag)比对, 转录本存在的验证, 发现

受精后一方面卵细胞原有的转录本在受精后逐渐降

解, 另一方面新的转录本会逐渐出现. 在烟草合子中优

势表达的15个聚类中, 有9个在卵细胞与精细胞中均无

表达, 说明它们是受精后重新转录生成的. 这些结果进

一步证实了合子基因激活始于合子时期. 不仅如此, 博
士生赵婧同样花了很大精力开展了单细胞培养研究,
采用过去建立的合子离体培养系统, 结合转录抑制剂

处理, 证实了受精后新转录本的产生是合子发育与胚

胎发生必需的. 这一工作至今仍是该领域研究的前沿

技术. 但这一结果仍遭受到强烈的反对, 经过几番抗

争才发表在当时较有影响的植物领域的刊物Plant
Journal上[14], 但较之前受到的待遇还是有所改善. 通

过这些工作, 孙蒙祥教授团队在单细胞的分离、培

养、基因表达分析, 乃至转录组分析方面逐渐积累了

经验, 成熟了技术. 最重要的是, 用了十余年的时间,
实现了从主要从事描述性胚胎学的实验室转型为可以

开展细胞生物学、分子生物学、单细胞显微操作等技

术较全面的实验室. 同时, 研究者们对科学问题的认识

也明显前进了一步
[15], 为后面探讨一些生殖发育的重

要科学问题奠定了基础.
鉴于当时分子生物学的主流工作都是基于模式植
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物拟南芥, 孙蒙祥教授团队之前的研究都是用烟草为

材料, 两种模式植物的胚胎发生调控机制是否完全一

致也是个疑问. 于是, 该团队在拟南芥中重新建立了

所有技术体系. 拟南芥的胚珠较烟草更小, 分离卵细

胞的困难可想而知, 同时, 随着时代进步, 对分离细胞

的质量要求更高. 团队的研究者们克服了诸多技术瓶

颈, 终于在拟南芥中完成了转录组分析. 赵鹏博士等

人
[16]

以详细的分析明确无误地确定了在合子分裂前

合子基因组已经激活, 证实植物与动物不同, 父本基因

参与了胚胎发生早期过程, 说明母本基因组控制向合

子基因组控制的转换在合子分裂前已经启动. 这些结

论对于认识杂交后父母亲本的作用、解析远源杂交不

育等基本问题的研究有重要的指导意义, 相关文章发

表在Developmental Cell上. 对这一问题的讨论过程表

明, 科学研究领域里的公平待遇也是需要努力争取的,
正确的认识终会被公认. 研究者本身需要做的只能是

更努力、更严谨、更实事求是.
此后, 在上述工作基础上, 周雪妹博士、赵鹏博士

进一步证实了不仅在胚胎细胞的转录组中父母亲本的

贡献是同等的, 在由合子衍生的胚柄细胞的转录组中

父母亲本也有同等贡献, 明确了胚柄细胞的存在不可

能是前人得出“胚胎早期发育由母本控制”这一错误结

论的原因
[17]. 周雪妹博士等人

[18]
同时发现尽管父母亲

本对转录组的贡献是相等的, 但胚柄的发育具有明显

的母本特征, 表明父母亲本对转录组的贡献不等于对

发育的同等控制. 这个结果纠正了该领域的一个认识

误区, 为下一步的研究指明了方向. 上述工作使植物

生殖生物学界对胚胎发生的母本控制向合子基因组控

制的转换的概念和与植物发育的关系有了较为清楚的

认识. 孙蒙祥教授团队
[19,20]

陆续提出了对该问题的明

确看法, 纠正了过去的错误认识.
通过上述讨论, 孙蒙祥教授团队也意识到今后研

究的重点应该放在父母亲本起源基因对受精与胚胎发

生的实际贡献上. 有了明确的指导思想, 该团队基于业

已获得的转录组信息, 很快筛查出一系列精、卵细胞

特异表达的基因, 以及受精后合子基因组表达的基因,
开始重点探讨父母亲本的具体作用, 以及胚胎发生启

动的机理. 这一战略调整使团队的工作进入了一个新

的发展阶段. 博士生邬建军
[21]

的工作已经表明卵细胞

内部建立的一些独特机制很可能对受精后发育是必须

的, 而要明确受精本身及受精后发育的调控机理, 探讨

精、卵细胞特异表达的基因功能很可能是个有效切入

点. 目前, 这一领域几近空白. 孙蒙祥教授团队最近的

研究进一步确定了这一选择思路. 博士后禹小波、博

士生张雪成和赵鹏博士等人
[22]

发现两个在卵细胞特

异表达的基因, 不仅对防止多精入卵, 保持植物遗传稳

定性有重要作用, 而且对胚胎发育具有长远的影响. 有
趣的是, 该蛋白在合子分裂后就完全降解, 但其对发育

的调控有持续的影响, 提示了探讨胚胎发生调控机制

的新思路. 这些工作为武汉大学在受精研究领域的研

究带来了新的面貌.

2.3 有性生殖过程中细胞命运决定机制的研究

研究植物有性生殖的过程中, 特别是关注受精机

制的探讨, 不可避免地会注意到细胞命运决定的问题,
如在小孢子中一次有丝分裂怎么就形成了两个发育命

运截然不同的精细胞和营养细胞, 而在胚囊里, 卵器的

三个细胞中, 卵细胞的命运如何确定, 以及它和其余两

个助细胞彼此如何分化为两种不同类型的细胞等基本

问题. 此外, 精卵融合后, 合子一次分裂会产生两个发

育命运截然不同的顶细胞与基细胞, 顶细胞发育为胚

胎, 而基细胞则主要发育为胚柄. 顶细胞与基细胞又

是如何分化的? 孙蒙祥教授团队在关于早期胚胎发生

的研究中始终关注着这些问题. 对这些问题的研究并

非易事, 因为缺乏合适的切入点, 长期以来相关研究

进展甚微. 受兴趣的驱使, 该团队二十年来陆续开展

了一系列探索性工作.
较之配子发育命运的决定机制, 二胞原胚可能是

一个更适于研究细胞分化的模型. 因为合子是二倍体

世代的第一个细胞, 一次分裂形成了两个发育命运不

同的子细胞. 这是新一代孢子体细胞分化的起点, 推

测在相对短的时间里分化程度有限, 分析起来会较为

简单. 而且观察方便, 特别是细胞分离相对容易, 可以

在转录组水平考察顶、基细胞基因表达的差异及合子

分裂前后的变化, 也可以借助单细胞培养技术考察其

发育动态. 基于上述考虑, 该团队先从二胞原胚做起,
进行了一些探索. 实际上, 对于顶、基细胞发育命运的

决定机制历史上早就有过种种假说, 较有影响的有:
(1) 位置假说, 认为基细胞与母体组织相接, 而顶细胞

被悬于胚囊中, 这种位置的差别导致了其发育命运的

差别; (2) 细胞命运决定子假说, 认为合子中存在细胞

命运的决定因子, 合子分裂后, 不同的决定子被分配到
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不同的子细胞, 引导不同的发育命运; (3) 核质比假说,
认为顶、基细胞的核质比有明显差别, 可能是其发育

命运不同的原因. 这些假说迄今都没有任何证据支持.
基于过去对二胞原胚的观察, 博士生何宇清通过超微

结构研究发现烟草合子的细胞壁是不均匀的, 顶端薄

而基端厚. 而合子分裂时决定分裂面的细胞核位置恰

好位于两种细胞壁的交界处. 由此, 推测细胞壁的机

械力有可能是决定细胞分裂面的因子, 进而决定子细

胞的核质比或细胞质组分的分配. 博士生何玉池等

人
[12]

通过合子离体培养也发现合子细胞壁的存在与

否的确影响细胞分裂的模式. 于是, 博士生曲良焕等

人
[23]

利用一个精巧的单细胞活体观察系统测试了机

械力对细胞核位置的调控作用, 结果发现细胞核对外

施机械力非常敏感且反应迅速. 由于无法改变体内合

子的细胞壁状态, 因而无法进一步单因子验证细胞壁

对合子分裂和细胞命运决定的作用, 该团队又选择了

一个类比系统, 即小孢子胚胎发生系统, 开展了进一

步的研究. 烟草和油菜的小孢子可以在培养条件下经

胚胎发生途径发育为完整的植株. 20世纪80年代该技

术就已经比较成熟了. 为了能有效地用于早期胚胎的

实验, 硕士生田辉等人
[24]

进一步提高了诱导频率以便

于后期对小孢子分裂的观察. 因为那时还没有任何标

记基因可用, 博士生汤行春等人
[25]

尝试了各种可能鉴

别细胞命运变化的标记方法, 做了尽可能的技术准备.
在小孢子培养过程中观察到一个很有趣的现象: 如果

小孢子壁是完整的, 则小孢子分裂是均等的, 直接发

育成球形胚; 如果小孢子外壁破裂, 则出现不均等分

裂, 并可以观察到胚柄的分化. 这与合子胚胎发生过

程非常相似. 考虑到可以很容易地获得大量小孢子,
这一系统可能是一个探讨顶、基细胞系的发育命运决

定的难得的替代系统. 因此, 汤行春等人
[26]

又改进了

裂外壁小孢子的制备和培养技术, 特别是建立了一套

可以定点追踪单个小孢子发育的观察技术. 细心观察

在不同程度裂外壁的小孢子中细胞分裂面的位置, 细

胞极性与胚柄分化的关系, 有两个重要发现: 一是小

孢子分裂是否均等取决于裂外壁的程度, 表明外壁的

机械压力参与调控了细胞分裂面的位置; 二是小孢子

裂外壁的过程诱导细胞产生了明显的极性, 即便是均

等分裂, 也会产生胚柄的分化. 这些结果暗示了极性

的建立, 而非细胞不均等分裂, 是导致不同细胞命运

更本质的因素
[26]. 这一认识对于考察细胞不等分裂后

的细胞命运决定有重要的启示作用.
严格意义上, 小孢子胚胎发生是一个合子胚胎发

生的替代系统, 已有的认知与设想是否可以诠释体内

的发育调控规律，还是要回到体内合子胚胎发生过程

加以检验. 孙蒙祥教授团队进一步从两个方面布局, 展
开了基于体内系统的探讨. 一方面建立了顶细胞、基

细胞分离技术, 这是一项非常精细的工作
[27]. 在此基

础上, 进行了顶、基细胞差异基因的筛查. 解析最初

是哪些分子机制参与了顶、基细胞不同发育命运的调

控
[28]. 另一方面, 筛查在合子中特异表达的, 参与合子

分裂面调控的重要基因. 这是一项费时费力的工作, 常
常劳而无功, 但筛查到的基因都有重要作用. 博士生赵

晶等人
[29]

发现细胞分裂面所在位置的改变的确可以

改变顶基细胞的发育命运, 甚至调低某些基因的表达

可以让合子分裂面由横向转为纵向, 由此导致裂生双

胚, 而且来自一个合子的两个胚胎都有正常的极性.
这些结果支持了极性的建立较之分裂面的位置选择对

于细胞分化更为重要的想法, 而且提示了这一过程似

乎与核质比没有关系. 然而, 继续研究遇到两个必须

要回答的问题. 一是极性建立的根本标志是什么, 怎

样检测极性对细胞命运决定的作用. 博士生宁珏曾花

了相当长的时间建立了单细胞原位杂交技术, 并看到

的确有在合子中极性分布的RNA. 这是一个非常好的

结果, 但重复性较差, 至今仍未拿出去发表. 迄今, 国
际上也没见到类似的报道. 二是无法确定合子分裂后

顶、基细胞发育命运是否就已经决定了. 尽管顶、基

细胞后来发育成了不同的结构, 但没有任何证据表明

细胞命运在何时决定的. 一个有趣的实验启发我们认

识到顶、基细胞不是孤立的, 而是相互关联的. 博士

生李世升等人
[30]

构建了一个光诱导基因表达系统用

以观察胚胎发生过程中的细胞谱系. 结果发现某些蛋

白可以在顶-基细胞间穿行. 这说明两者间的联系很可

能参与了其发育命运的决定. 发育生物学中有个判断

细胞发育命运决定的规则, 即一个细胞的发育命运如

已经决定了, 那么将这一细胞从原位取出后, 它仍能

按照原来体内的发育途径继续发育. 而且, 在体内该

细胞发育的原有结构会缺失, 不能被其他细胞替代.
这就是所谓细胞发育命运的自主特化(autonomous cell
fate specification). 按照这一思路, 博士生曲良焕等

人
[31]

经过艰苦努力建立了一套活细胞激光切割技术,
可将二胞原胚无损伤地分离开来, 并分别单独培养, 定
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点追踪观察其发育动态, 结果发现离体的基细胞可以

发育为和体内一样的胚柄, 形态和细胞数目都相似.
前提是必须保持原有的细胞壁. 说明合子分裂后, 基

细胞的发育命运已经自主决定了. 进而, 博士生刘媛

等人
[32]

在胚珠体内用激光原位切割胚胎细胞, 发现胚

柄最上一个细胞仍然可以具有胚胎发生能力, 再生出

新的胚胎(图3). 验证了顶细胞来源的胚胎有抑制胚柄

细胞胚胎发生能力的假说, 也表明胚柄细胞具有条件

细胞命运特化(conditional cell fate specification)的能

力. 这些工作揭示, 胚胎细胞命运决定的机制远比我们

想象的复杂. 细胞的遗传基础、细胞间的相互作用等

多因素共同制约着细胞的发育方向, 而且能随微环境

的变化而调整, 从而确保生殖的成功与后代的延续.
基细胞发育而来的胚柄是植物胚胎发生与动物胚

胎发生最大的不同. 胚柄细胞命运决定的另一个特点

是胚胎尚在幼胚(32个细胞)阶段就开始细胞死亡并最

终降解. 胚柄在功能上类似哺乳动物的脐带, 为胚胎运

输营养和激素. 胚柄为什么要在胚胎早期就降解, 这一

发育命运是如何决定? 这也是植物胚胎学中一个老大

难问题, 苦于没有可行的切入点, 一直无法探究. 博士

生赵鹏等人
[33]

在顶基细胞差异表达基因的筛查中发

现一个只在基细胞中表达的基因, 而且只在胚柄降解

前高表达. 该基因编码一个半胱氨酸蛋白酶抑制剂.
通过该蛋白的功能分析, 发现该蛋白和其直接底物蛋

白酶形成了一个双分子开关调控胚柄细胞程序性死亡

的起始. 这一工作为探讨胚柄细胞命运决定提供了切

实可行的切入点. 进一步, 博士生史册、罗盼等人
[34]

揭示了胚柄的死亡信号实际上是赤霉素(GA), 而决定

胚柄死亡命运的实际上是其相邻的母体组织. 通过紧

邻胚柄的珠心组织内GA的瞬时升高, 触发了胚柄细胞

程序性死亡信号途径. 这一系列工作不仅为一个长期

未能解答的问题提供了较为完整的答案, 也为parent-
offspring conflict理论提供了更有趣的例证. 这一工作

的创新性与可靠性, 技术的精巧与细致集中体现了该

团队科研工作的特色及长期以来的追求. 通过这一工

作的开展, 研究者对细胞命运决定机制的认识和研究

技术均提高了一大步. 由此展开, 该团队又开始关注

精细胞、卵细胞命运的决定机制. 最近, 博士生孙扬

等人
[35]

通过细致的观察发现, 卵细胞在胚囊内的精确

位置对其卵细胞的命运决定至关重要, 提示了位置信

息在配子分化中的作用. 通过调整位置, 可以使助细

胞变成第二个卵细胞. 两个卵细胞都可以受精并发育

为胚胎. 黄小荣博士等人
[36]

则发现在精细胞发育命运

决定中组蛋白的甲基化状态至关重要. 组蛋白H3的27
位赖氨酸三甲基化(H3K27me3)是维持营养细胞发育

与功能特化必需的, 在营养细胞中擦除H3K27me3使
已经分化的营养细胞可以向精细胞转变, 表明这是引

导营养细胞和精细胞走向不同发育命运的调控节点.
孙蒙祥教授团队近年对这些传统难点问题的探索展示

了这一领域的无穷魅力, 也进一步突出了武汉大学在

植物生殖发育中的研究特色.

3 总结与展望

回顾武汉大学有关研究团队两个相互交叠的四十

年的研究历程, 有可喜的收获, 也有诸多教训. 两个阶

图 3 胚柄细胞仍具有胚胎发生能力. A: 激光切割后, 胚柄
顶端细胞开始分裂; B: 如果切割位点在最顶端的胚柄细胞,
则胚根原不能形成; C: 胚柄细胞形成的胚胎分裂模式常不
规则; D: 切割时保留顶端胚柄细胞时胚胎可以保持顶-基轴
向的分化
Figure 3 Suspensor cells have the potential for embryogenesis. A:
After laser ablation, the cell at the top of the suspensor begins to divide.
B: If the cutting site is in the apical suspensor cell, the hypophysis
cannot be formed. C: The pattern of embryo division formed by
suspensor cells is often irregular. D. When the apical suspensor cells are
retained during cutting, the embryo can maintain apical-basal axial
differentiation
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段的研究分别适逢我国植物实验生殖生物学和植物生

殖发育生物学的兴起. 反映了不同时代武汉大学研究

者所面临的不同困境与努力. 秉承不因循守旧, 不断

创新的精神, 杨弘远、周嫦两位先生开拓了植物实验

生殖学的新局面并赋予武汉大学在该领域研究的鲜明

特色. 随着国际上该领域的快速发展, 孙蒙祥教授团队

历经痛苦的转型, 在继承传统研究特色的基础上, 推动

了实验生殖生物学研究跃迁到全面结合细胞生物学、

分子生物学、单细胞离体操作等多学科技术的生殖发

育生物学研究, 跟上了国际发展大势, 并谱写了新的篇

章. 关注科学问题与不断创新, 是两个阶段工作始终坚

持的共同理念. 在条件艰苦的年代, 超前选择了需要刻

苦攻关才能回答的科学问题作为研究主题, 而不是单

纯追求发表论文, 也是两个阶段研究的共同特点. 正

是因为能继承和发展, 两代人持之以恒地不断探索,
武汉大学植物生殖领域相关研究才能从落后到竞争再

到平视国际同行, 并有能力思考国际同行尚未触及的

科学问题. 这一发展历程正是我国植物科学现代发展

历程的一个缩影和例证. 今天, 武汉大学的年轻学者

们的拼搏精神, 尤其是其科学素养与眼界, 尤胜前辈.
继承不断创新的精神, 再奋斗四十年, 届时植物生殖发

育生物学的发展将是怎样的一个面貌, 着实令人神往.
未来植物生殖发育的研究无疑将进入围绕核心科

学问题的更深、更细、更全面的新阶段, 需要更多学

科的交叉融合. 可以预见, 动态的甚至是瞬时的、局

域性的考察分子机制的实际作用将逐渐成为必备的手

段. 因此, 研究者也将面临新一轮快速的研究理念与技

术的更新和挑战. 同时, 以前轻细胞重分子的现象也将

成为过去, 基于理解单个分子作用机制的形态发生与

细胞发育调控规律将在更综合、更整体的层次上展开

讨论. 涉及形态结构、单细胞操作、组织培养、细胞

生物学、分子生物学、多组学与大数据分析技术以及

可视化与建模分析技术将成为迎接新挑战不可或缺的

基础与优势. 历史的经验表明, 只要潜心研究, 发挥自

己的优势, 坚持自己的特色, 不为急功近利所惑, 植物

生殖发育研究领域必将迎来新的辉煌, 未来可期.
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Two forty-years for researches on sexual plant reproduction in
Wuhan University

PENG XiongBo, ZHAO Peng & SUN Meng-Xiang
College of Life Sciences, Wuhan University, Wuhan 430072, China

Investigations on sexual plant reproduction in Wuhan University was promoted by Prof. Hong-Yuan Yang and Prof. Chang Zhou.
After forty-years’ effort remarkable progress has been made in experimental sexual reproductive biology, especially in the field of
unfertilized ovule culture and in vitro sexual cell manipulation. Their contributions in this field have been summarized in a Prof.
Yang-edited book named “forty-year researches on experimental sexual plant reproduction”, which is a remarkable indicator of the
transition from traditional descriptive sexual plant reproduction to experimental sexual plant reproduction in China. As a student of
Prof. Yang, Prof. Meng-xiang Sun has been also working in this field for forty years and experienced a quick transition from sexual
plant reproductive biology to developmental biology of sexual plant reproduction, in which regulatory mechanism of sexual
reproduction process is deeply investigated under the guidance of basic theory of developmental biology and based on the
combination of molecular and cell biological techniques. After years’ effort they finally catch up with the moving frontier of the field
and add new pages in the book of sexual plant reproduction research in Wuhan University. This paper summarizes what they
experienced, what they thought and what they did in the two overlapped forty-years respectively, to present some aspects of the
researches in Wuhan University.

sexual plant reproduction, fertilization, embryogenesis, Wuhan University
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