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摘要: 使用扫描电子显微镜(SEM)观察了路易斯安那鸢尾(Louisiana Iris)品种‘梦娣达爷(‘Mentida爷)和红籽鸢尾

(Iris foetidissima Linn.)的花粉形状、外壁纹饰和大小;同时,以路易斯安那鸢尾为母本、红籽鸢尾为父本进行杂交和

路易斯安那鸢尾自交,分析了杂交和自交授粉后花粉管生长状况及雌蕊中保护酶(包括 SOD 和 POD)活性和内源

激素(包括 IAA、GA3、ZR 和 ABA)含量的动态变化。 结果表明:路易斯安那鸢尾花粉粒近扁球形,外壁纹饰为细网

状,极轴和赤道轴长度分别为 81. 71 和 58. 00 滋m;红籽鸢尾花粉粒近长球形,外壁纹饰为显著粗网状,极轴和赤道

轴长度分别为 91. 80 和 38. 23 滋m,表明二者的花粉形态差异明显。 与自交组相比,杂交组的花粉萌发和花粉管生

长相对滞后,授粉后 48 h 仅有少量花粉管到达花柱基部,且伴有花粉管末端弯曲及在柱头表面回转、盘结等现象。
在授粉后 2 h 内自交组雌蕊的 SOD 和 POD 活性和 IAA 含量均高于杂交组;授粉后 8 ~ 12 h 自交组雌蕊的 IAA 含量

低于杂交组;授粉后 12 ~ 24 h 自交组雌蕊的 GA3和 ZR 含量均低于杂交组;授粉后多数时段自交组雌蕊的 ABA 含

量低于杂交组。 说明雌蕊中的高水平 SOD 和 POD 活性以及 IAA 含量和低水平 ABA 含量有利于柱头识别花粉及

花粉萌发,而雌蕊中的低水平 IAA、GA3和 ZR 含量则有利于花粉管的生长。 综合分析结果表明:路易斯安那鸢尾和

红籽鸢尾种间杂交存在一定程度的受精前障碍,可能是导致其种间杂交不亲和的原因之一。
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Abstract: Shape, extine ornamentation and size of pollens of Louisiana Iris ‘ Mentida 爷 and Iris
foetidissima Linn. were observed by scanning electron microscope ( SEM), meanwhile, interspecific
hybridization using Louisiana Iris as female parent and I. foetidissima as male parent and self pollination
of Louisiana Iris were carried out, and pollen tube growth status and dynamic changes of protective
enzyme ( including SOD and POD) activity and endogenous hormone ( including IAA, GA3, ZR and
ABA) content in pistil after hybrid and self pollinations were analyzed. The results show that pollen grain
of Louisiana Iris is suboblate with fine reticulate extine ornamentation, lengths of its polar and equatorial
axes are 81. 71 and 58. 00 滋m, respectively; pollen grain of I. foetidissima is subprolate with obviously
rough reticulate extine ornamentation, lengths of its polar and equatorial axes are 91. 80 and 38. 23 滋m,
respectively, indicating that there are obvious differences between their pollen morphology. Compared to
self group, pollen germination and pollen tube growth of hybrid group are relatively backward, and only a
few pollen tubes reach the base of style after pollination 48 h and accompany with phenomena of terminal
bending, rotating and wind round in stigma surface, etc. After pollination in 2 h, SOD and POD
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activities and IAA content in pistil of self group all are higher than those of hybrid group; after pollination
8-12 h, IAA content in pistil of self group is lower than that of hybrid group; after pollination 12-24 h,
both GA3 and ZR contents in pistil of self group are lower than those of hybrid group; and at most times
after pollination, ABA content in pistil of self group is lower than that of hybrid group. It is meant that
high level of SOD and POD activities and IAA content, low level of ABA content in pistil are beneficial to
stigma to recognize pollen and pollen germination, while low level of IAA, GA3 and ZR contents in pistil
favors growth of pollen tube. The comprehensive analysis result indicates that there is pre鄄fertilization
barrier at a certain degree in interspecific hybrid of Louisiana Iris and I. foetidissima, it might be one of
reasons leading to their interspecific hybrid incompatibility.

Key words: Iris Linn.; interspecific hybridization; pollen morphology; pollen tube growth; protective
enzyme activity; endogenous hormone content

摇 摇 鸢尾属( Iris Linn.)植物大多具有较高的观赏价

值,既可观花又可观叶,是优良的庭园绿化材料[1]。
中国拥有丰富的鸢尾属植物资源,但仅有少数种类被

充分利用,大多数种类尚未得到挖掘、开发和应用,并
且目前国内应用的鸢尾属植物的主要栽培品种多数

引自国外[2]。
种间杂交可以打破物种间的界限,藉此获得更加

丰富的变异类型,是植物种质创新研究和培育新品种

的重要手段之一。 然而,鸢尾属植物普遍存在种间远

缘杂交不亲和障碍,种间杂交的亲和力极弱,很难获

得杂交种子[3-7]。 不亲和障碍主要分为受精前障碍和

受精后障碍两大类型,其中,受精前信号能否被有效

传导是花粉管能否顺利进入胚囊并完成受精的关键

环节[8]。 目前,关于鸢尾属植物远缘杂交不亲和障碍

的研究主要集中在授粉后花粉管行为观察、提前授粉

及激素涂抹柱头破除其杂交不亲和障碍等方面[9-11],
而关于鸢尾属植物杂交亲本的花粉形态和外壁纹饰

对花粉萌发和受精进程的影响、不亲和授粉引起的保

护酶系统和内源激素的协同变化等方面的研究尚未

见报道。
红籽鸢尾( Iris foetidissima Linn.)原产于西欧和非

洲北部等地,具有较高的观赏价值,是集观花、观叶和

观果为一体的常绿地被植物,并且具有耐寒性强、在
长江中下游地区四季常绿、适应性强及耐粗放管理等

优良特性;但红籽鸢尾的花朵较小且花色单一(只有

黄色和淡紫色),在一定程度上影响了该种的推广和

应用。 路易斯安那鸢尾(Louisiana Iris)是鸢尾属植物

中最具观赏价值的类群之一,不仅花大、色艳、花色丰

富,还兼具适应性强、耐寒、耐旱及水生等多种特性,
在国外早已被广泛应用。 为此,作者所在项目组尝试

利用杂交手段将路易斯安那鸢尾优良的花部性状转

入红籽鸢尾中,以期获得花大且花色丰富的杂种后

代。 前期的实验结果表明:以红籽鸢尾为母本、路易

斯安那鸢尾为父本进行杂交,可以获得少量的杂交种

子,但反交后却未能获得杂交种子。
为了明确路易斯安那鸢尾与红籽鸢尾间的杂交

不亲和障碍机制,作者对路易斯安那鸢尾和红籽鸢尾

的花粉形态及大小进行了观察比较,并以路易斯安那

鸢尾为母本、红籽鸢尾为父本进行杂交实验,同时对

路易斯安那鸢尾进行自交实验,对杂交和自交授粉后

花粉管生长状况以及雌蕊中保护酶活性和内源激素

含量的变化进行比较研究,以期探讨二者反交时低亲

和性的机制,为克服鸢尾属植物种间杂交的不亲和障

碍和成功获得具有优良观赏性状的杂种后代提供实

验依据。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

供试的红籽鸢尾和路易斯安那鸢尾品种‘梦娣

达爷(‘Mentida爷)均种植于江苏省·中国科学院植物

研究所鸢尾种质资源圃。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 花粉形态观察摇 随机选取路易斯安那鸢尾和

红籽鸢尾的鲜花各 3 朵,待花药开裂后收集花粉;花
粉于 40 益条件下干燥,用解剖针将干燥花粉均匀地

弹在黏有双面导电胶的金属载台上,用 IB-5 型离子

溅射仪(日本 EIKO 公司)镀金后,在 Hitachi S-3000N
扫描电子显微镜(日本 Hitachi 公司)下分别观察花粉

的形状和外壁纹饰,并测量花粉极轴和赤道轴的长

度。 每种植物选 5 粒花粉粒,均重复观测 3 次。
1. 2. 2摇 杂交授粉方法 摇 以路易斯安那鸢尾为母本、
红籽鸢尾为父本进行种间杂交,并以路易斯安那鸢尾

自交作为对照。 在母本开花前 2 d 对母本的花进行人
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工去雄套袋处理;在母本开花当天柱头分泌大量黏液

(8:00 至 11:00)时,收集父本的新鲜花粉并混匀;用
毛笔将新鲜花粉涂抹在母本的柱头上进行人工授粉,
授粉后立即对母本继续套袋隔离,杂交组和自交组均

授粉 40 朵花以上。分别于授粉后 2、4、8、12、24 和

48 h 取母本的雌蕊,用 FAA 固定液(甲醛、冰乙酸和

体积分数 70%乙醇按体积比 1颐1颐18 配制)固定后,置
于 4 益条件下保存,用于花粉管生长的观察;取未授

粉及授粉后 2、4、8、12 和 24 h 的母本雌蕊,用液氮速

冻后置于-70 益条件下保存,用于保护酶活性和内源

激素含量的测定。
1. 2. 3摇 花粉管生长的观察摇 参照毕晓颖等[9]和 Teng
等[12]的方法观察杂交授粉和自交授粉后花粉管的生

长状况。 将雌蕊从 FAA 固定液中取出,用蒸馏水冲

洗 3 次,加入 1 mol·L-1NaOH 溶液并置于 60 益水浴

中软化至透明;用质量体积分数 0. 1% 水溶性苯胺蓝

溶液(用 0. 1 mol·L-1K3PO4溶液配制)染色过夜;甘
油封片后,在 Zeiss Axioskop 40 荧光显微镜 (德国

Zeiss 公司)下观测并拍照。 每个处理取 3 朵花,每朵

花选取 3 个雌蕊分别进行观察。
1. 2. 4摇 保护酶活性及内源激素含量的测定摇 对雌蕊

中的超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化物酶(POD)活
性以及生长素 ( IAA)、赤霉素 ( GA3 )、玉米核苷素

(ZR)和脱落酸(ABA)含量进行测定。 其中,SOD 活

性测定采用氮蓝四唑(NBT)光还原法[13]167-168;POD
活性测定采用愈创木酚法[13]164-165;IAA、GA3、ZR 和

ABA 含量测定采用酶联免疫法(ELISA) [14],均由中

国农业大学农学与生物技术学院完成。每个处理取

3 朵花,每朵花选取 1 个雌蕊进行各项指标测定。
1. 3摇 数据处理及分析

用 EXCEL 2010 和 SPSS 17. 0 软件对数据进行统

计和分析,并绘制相关图表。

2摇 结果和分析

2. 1摇 花粉粒形态特征比较

在扫描电镜下路易斯安那鸢尾与红籽鸢尾的花

粉粒形状和外壁纹饰有明显差异。 路易斯安那鸢尾

的花粉粒近扁球形(图 1-A),外壁纹饰为细网状,且
网眼中无颗粒(图 1-B);红籽鸢尾的花粉粒近长球形

(图 1-C),外壁纹饰为显著粗网状,且网眼中具有稀

疏颗粒(图 1-D)。
由测量结果(表 1)可见:路易斯安那鸢尾和红籽

鸢尾的花粉大小也有明显差异。 红籽鸢尾花粉的赤

道轴长度为 38. 23 滋m,小于路易斯安那鸢尾(58. 00
滋m);而红籽鸢尾花粉的极轴长度(91. 80 滋m)和极

轴 /赤道轴长度比值(2. 41)均大于路易斯安那鸢尾

(分别为 81. 71 滋m 和 1. 41)。

A: 路易斯安那鸢尾花粉形状 Pollen shape of Louisiana Iris; B: 路易斯安那鸢尾花粉外壁纹饰 Extine ornamentation of pollen of Louisiana Iris; C: 红
籽鸢尾花粉形状 Pollen shape of Iris foetidissima; D: 红籽鸢尾花粉外壁纹饰 Extine ornamentation of pollen of Iris foetidissima.

图 1摇 路易斯安那鸢尾和红籽鸢尾的花粉形状和外壁纹饰的比较
Fig. 1摇 Comparison on shape and extine ornamentation of pollens of Louisiana Iris and Iris foetidissima Linn.

表 1摇 路易斯安那鸢尾和红籽鸢尾花粉极轴(P)和赤道轴(E)长度比
较(軍X依SE)
Table 1摇 Comparison on lengths of polar axis (P) and equatorial axis
(E) of pollens of Louisiana Iris and Iris foetidissima Linn. (軍X依SE)

类群 Taxon
长度 / 滋m摇 Length

P E
P / E

Louisiana Iris 81. 71依1. 90 58. 00依0. 96 1. 41依0. 02
Iris foetidissima 91. 80依3. 12 38. 23依1. 42 2. 41依0. 14

2. 2摇 杂交及自交授粉后花粉管的生长状况

路易斯安那鸢尾和红籽鸢尾杂交及路易斯安那

鸢尾自交授粉后花粉管的生长状况见图 2。 观察结果

表明:路易斯安那鸢尾与红籽鸢尾杂交授粉后 2 h,少
量花粉开始萌发(图 2-A);授粉后 4 ~ 8 h,大量花粉

已经萌发,形成成簇的花粉管,并有少部分花粉管穿

过柱头(图 2-B,C);授粉后 24 h,大量花粉管已经穿
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100 ƒ�m 100 ƒ�m 100 ƒ�m

100 ƒ�m 100 ƒ�m 100 ƒ�m

100 ƒ�m 100 ƒ�m 100 ƒ�m

A: 杂交授粉后 2 h After hybrid pollination 2 h; B: 杂交授粉后 4 h After hybrid pollination 4 h; C: 杂交授粉后 8 h After hybrid pollination 8 h; D: 杂
交授粉后 24 h,箭头示花粉管弯曲 After hybrid pollination 24 h, the arrow shows pollen tube bending; E: 杂交授粉后 48 h After hybrid pollination 48 h;
F: 自交授粉后 2 h After self pollination 2 h; G: 自交授粉后 4 h After self pollination 4 h; H: 自交授粉后 24 h After self pollination 24 h; I: 自交授
粉后 48 h,箭头示花粉管到达花柱基部 After self pollination 48 h, the arrow shows pollen tube reaching the base of style.

图 2摇 路易斯安那鸢尾与红籽鸢尾杂交及路易斯安那鸢尾自交授粉后花粉管的生长状况
Fig. 2摇 Growth status of pollen tube after hybrid pollination of Louisiana Iris with Iris foetidissima Linn. and self pollination of Louisiana Iris

过柱头进入花柱,但仅有极少量(1 或 2 条)花粉管仍

然继续生长,并有部分花粉管的先端出现弯曲现象

(图 2-D);授粉后 48 h,仅有少量花粉管能到达花柱

基部,尚未进入花柱的花粉管在柱头表面回转、盘结

(图 2-E)。
路易斯安那鸢尾自交授粉后 2 h,大量花粉已经

在柱头萌发(图 2-F);授粉后 4 h,萌发的花粉形成成

簇的花粉管,并开始进入花柱(图 2-G);授粉后 24 h,
花粉管伸长至花柱约 1 / 3 处(图 2-H);授粉后 48 h,
大量花粉管到达花柱基部(图 2-I)。

2. 3摇 杂交及自交授粉后雌蕊中保护酶活性及内源激

素含量的变化

路易斯安那鸢尾自交及其与红籽鸢尾杂交授粉

后 24 h 内雌蕊中 SOD 和 POD 活性的变化见图 3;授
粉后 24 h 内雌蕊中内源激素 IAA、GA3、ZR 和 ABA 含

量的变化见图 4。
2. 3. 1摇 SOD 和 POD 活性的变化摇 由图 3 可见:授粉

后 4 h 内,自交组和杂交组雌蕊的 SOD 活性均呈先上

升后下降的变化趋势,并在授粉后 2 h 达到峰值,且自

交组雌蕊的 SOD 活性一直高于杂交组;授粉 8 h 后,
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—荫—: 杂交组 Hybrid group; —茵—: 自交组 Self group.

A: SOD 活性变化 Change of SOD activity; B: POD 活性变化 Change of POD activity.

图 3摇 路易斯安那鸢尾与红籽鸢尾杂交及路易斯安那鸢尾自交授粉后雌蕊中 SOD 和 POD 活性的变化
Fig. 3摇 Change of SOD and POD activities in pistil after hybrid pollination of Louisiana Iris with

Iris foetidissima Linn. and self pollination of Louisiana Iris

—荫—: 杂交组 Hybrid group; —茵—: 自交组 Self group.

A: IAA 含量变化 Change of IAA content; B: GA3含量变化 Change of GA3 content;
C: ZR 含量变化 Change of ZR content; D: ABA 含量变化 Change of ABA content.

图 4摇 路易斯安那鸢尾与红籽鸢尾杂交及路易斯安那鸢尾自交授粉后雌蕊中内源激素含量的变化
Fig. 4摇 Change of endogenous hormone content in pistil after hybrid pollination of Louisiana Iris with

Iris foetidissima Linn. and self pollination of Louisiana Iris
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自交组雌蕊的 SOD 活性持续上升,而杂交组雌蕊的

SOD 活性则呈现先升高后下降的变化趋势,且自交组

雌蕊的 SOD 活性在授粉后 8 ~ 12 h 低于杂交组,而在

授粉后 24 h 则高于杂交组。
由图 3 还可见:授粉后 2 h 内,自交组雌蕊的 POD

活性上升而杂交组雌蕊的 POD 活性却下降;授粉 8 h
后,自交组和杂交组雌蕊的 POD 活性均呈先下降后

升高的变化趋势,并且授粉后 12 h 自交组雌蕊的

POD 活性低于杂交组,而授粉后 8 和 24 h 自交组雌

蕊的 POD 活性则均高于杂交组。
2. 3. 2摇 内源激素含量的变化摇 由杂交及自交授粉后

雌蕊中 IAA 含量的变化(图 4 -A)可见:授粉后 4 h
内,自交组雌蕊的 IAA 含量一直高于杂交组;而授粉

后 8 ~ 12 h,自交组雌蕊的 IAA 含量则低于杂交组,且
授粉后 12 h,自交组和杂交组雌蕊的 IAA 含量均降至

最低;此后,自交组和杂交组雌蕊的 IAA 含量上升,至
授粉后 24 h 自交组雌蕊的 IAA 含量水平不但已高于

授粉前期或与授粉前期持平,而且也明显高于杂交

组。
由杂交及自交授粉后雌蕊的 GA3和 ZR 含量变化

(图 4-B,C)可见:自交组雌蕊的 GA3含量随着授粉后

时间的延长呈现“下降—升高—下降—升高冶的变化

趋势,而杂交组雌蕊的 GA3含量以及自交组和杂交组

雌蕊的 ZR 含量均呈现“下降—升高—下降冶的变化

趋势。 授粉后 2 h,自交组雌蕊的 GA3和 ZR 含量均低

于杂交组;授粉后 4 ~ 8 h,自交组雌蕊的 GA3含量均

高于杂交组,ZR 含量则在授粉后 4 h 低于杂交组、在
授粉后 8 h 高于杂交组;授粉 8 h 后,自交组雌蕊的

GA3和 ZR 含量均低于杂交组。
由杂交及自交授粉后雌蕊的 ABA 含量变化(图

4-D)可见:授粉后 2 h,自交组和杂交组雌蕊的 ABA
含量均下降,且杂交组 ABA 含量的下降幅度高于自

交组;授粉后 4 ~ 8 h,自交组和杂交组雌蕊的 ABA 含

量均下降至最低,但授粉后 8 h 自交组雌蕊的 ABA 含

量高于杂交组;授粉 8 h 后,自交组和杂交组雌蕊的

ABA 含量均呈先上升后下降的变化趋势,且自交组雌

蕊的 ABA 含量均低于杂交组。

3摇 讨论和结论

花粉形状、大小和外壁纹饰对柱头识别花粉、花
粉萌发以及受精进程等均具有明显影响,并且植物的

种间杂交受精前障碍通常表现为花粉在柱头表面不

能萌发、花粉管行为异常以及柱头乳突细胞和花粉通

道的胼胝质反应等现象。 本研究中,路易斯安那鸢尾

和红籽鸢尾的花粉形状和外壁纹饰差异明显,花粉大

小也存在一定差异。 与路易斯安那鸢尾自交组花粉

管的生长状况相比,路易斯安那鸢尾与红籽鸢尾杂交

组的大部分花粉能够正常萌发,但是花粉萌发及花粉

管伸长速率较自交组相对滞后,杂交授粉后 24 h 仅有

1 或 2 条花粉管能够继续在花柱中生长,并且在花粉

管伸长过程中还伴随花粉管末端弯曲、回转、盘结等

异常行为。 说明路易斯安那鸢尾和红籽鸢尾的杂交

存在一定程度的受精前障碍,并且上述形态结构上的

差异可能是导致路易斯安那鸢尾和红籽鸢尾杂交不

亲和以及存在受精前障碍的主要原因之一。
杜文文等[15]认为亚洲百合品种‘Brunello爷(Asian

lily ‘ Brunello 爷) 和铁炮百合品种 ‘ 新铁炮 2 号 爷
(Longiflorum lily ‘Formolongi 域爷)种间杂交不亲和的

部位主要是柱头和花柱 2 个部位,表现为授粉后柱头

乳突细胞和花粉管中产生胼胝质沉淀且花粉管异常

生长。 本研究中仅发现杂交组的花粉管在花柱中存

在异常行为,据此推断路易斯安那鸢尾和红籽鸢尾的

种间杂交不亲和障碍可能主要存在于花柱中。 毕晓

颖等[9]采用在柱头上涂抹 NAA 或 6-BA 的方法成功

促进了马蔺( Iris lactea var. chinensis Koidz.)和溪荪

( I. sanguinea Hormen.)杂交后花粉管的生长,显著提

高了杂交后的结实率;Wang 等[16] 认为切割柱头是克

服百合科 ( Liliaceae) 植物 Lilium longiflorum 和 L.
lophophorum var. linearifolium 杂交受精前障碍、提高

结实率的有效方法。 然而,上述方法能否有效克服路

易斯安那鸢尾和红籽鸢尾杂交的受精前障碍并获得

种间杂种,尚待进一步研究。
SOD 和 POD 是植物细胞膜保护系统的重要组成

部分。 王保成等[17] 的研究结果表明:SOD 和 POD 活

性变化与亲和基因的调控有关。 授粉可以使雌蕊中

的 SOD 和 POD 活性上升,且亲和授粉的酶活性高于

不亲和授粉[8,18]。 路易斯安那鸢尾自交授粉后,在花

粉与柱头的识别和萌发阶段(授粉后 2 h 内),雌蕊中

的 SOD 和 POD 活性均明显升高且高于杂交组,据此

可以推测在该阶段亲和机制及亲和基因对雌蕊中

SOD 和 POD 活性变化的调控较为明显。 虽然亲和授

粉及不亲和授粉都会引起雌蕊中 SOD 和 POD 活性的

上升,但二者的上升幅度并不一致,说明 SOD 和 POD
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活性变化与授粉亲和性有一定的关系[17]。 本研究

中,授粉后 24 h 杂交组雌蕊的 SOD 和 POD 活性均显

著低于自交组,推断这可能是由于不亲和授粉抑制了

SOD 和 POD 活性,还可能与杂交授粉后 24 h 只有极

少量花粉管在花柱中生长,且部分花粉管先端出现弯

曲导致生长受阻有关。
内源激素在植物花粉萌发及花粉管生长过程中

起重要作用。 本研究中,路易斯安那鸢尾自交后雌蕊

中 IAA 含量在授粉后 4 h 内一直高于杂交组而在授

粉后 8 ~ 12 h 低于杂交组,GA3、ZR 和 ABA 含量则在

授粉后 12 ~ 24 h 低于杂交组,说明在花粉附着和萌发

阶段高浓度 IAA 有利于亲和授粉,而在花柱生长阶段

低浓度 IAA、GA3和 ZR 可能有利于花粉管的生长。 杨

晓苓等[18] 和张鹏[19] 认为高浓度 ABA 与植物不亲和

授粉有关,本研究中授粉后大部分时间杂交组雌蕊的

ABA 含量高于自交组,表明低浓度 ABA 有利于亲和

花粉在柱头上萌发,但柱头是否在抑制不亲和花粉生

长时启动了其他反应系统并造成内源激素含量上升,
则有待进一步研究。

综上所述,路易斯安那鸢尾和红籽鸢尾的花粉形

态和大小差异明显,其种间杂交存在一定程度的受精

前障碍,且种间杂交及自交授粉均能够引起雌蕊体内

保护酶活性和内源激素含量发生明显变化,但杂交组

和自交组的变化幅度并不相同,这可能是导致其杂交

不亲和的主要原因。
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