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乌蕨卵细胞发育的超微结构观察
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摘要: 为了探究鳞始蕨科(Ｌｉｎｄｓａｅａｃｅａｅ)代表种乌蕨〔Ｏｄｏｎｔｏｓｏｒｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｊ. Ｓｍ.〕的演化地位ꎬ采用透射电

镜对乌蕨的卵细胞发育过程进行超微结构观察ꎮ 结果表明:乌蕨的卵细胞发育过程主要包括幼卵、发育卵和成熟

卵 ３ 个时期ꎮ 幼卵时期ꎬ卵细胞与腹沟细胞以及腹沟细胞与颈沟细胞均通过胞间连丝紧密相连ꎮ 发育卵时期ꎬ在
卵细胞和腹沟细胞间形成分离腔ꎬ分离腔内含有不定形物质ꎬ分离腔自两侧向中央扩大延伸ꎬ卵细胞和腹沟细胞中

间相连位置为孔区ꎬ最后孔区与腹沟细胞分离形成受精孔ꎬ受精孔位于卵细胞中央ꎬ其分离腔的形成方式较为进

化ꎬ但受精孔位置较为原始ꎻ分离腔中的不定形物质沉积在卵细胞膜表面形成较为进化的网状结构卵膜ꎻ并且出现

腹沟细胞具 ２ 个细胞核和颈沟细胞具 ４ 个细胞核的原始现象ꎮ 成熟卵时期无核外突ꎬ表明乌蕨在有性生殖上表现

出原始特征ꎮ 因此ꎬ从有性生殖角度看ꎬ乌蕨的演化地位较为进化ꎬ但有一定的原始性ꎮ
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第 ６ 期 孙　 锐ꎬ 等: 乌蕨卵细胞发育的超微结构观察

　 　 卵细胞发育是蕨类植物有性生殖的重要阶段ꎮ
曹建国等[１－２]在水蕨〔Ｃｅｒａｔｏｐｔｅｒｉｓ ｔｈａｌｉｃｔｒｏｉｄｅｓ (Ｌｉｎｎ.)
Ｂｒｏｎｇｎ.〕卵细胞发育过程中发现了受精孔ꎬ精子通过

受精孔进入卵细胞ꎬ完成受精过程ꎮ 随后ꎬ学者们对

部分薄囊蕨类的卵细胞发育过程进行了研究ꎬ结果表

明:蕨类植物的卵细胞发育过程基本都经过幼卵、发
育卵和成熟卵 ３ 个时期ꎬ但发育过程中的一些细节有

所不同ꎬ如分离腔的形成方式、卵膜的有无和结构、受
精孔的有无和位置以及是否形成核外突等ꎮ 核心薄

囊蕨类的卵细胞成熟后均能够形成受精孔ꎬ且卵细胞

表面 出 现 较 厚 的 卵 膜[３－４]ꎻ 而 在 薄 囊 蕨 类 紫 萁

(Ｏｓｍｕｎｄａ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｔｈｕｎｂ.)的卵细胞发育过程中并未

观察到受精孔和典型的卵膜结构[５]ꎬ 在海金沙

〔Ｌｙｇｏｄｉｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｓｗ.〕的卵细胞发育过

程中仅观察到孔区ꎬ但未观察到受精孔和卵膜[６]ꎮ
从卵膜和受精孔的有无来看ꎬ海金沙可能是介于紫萁

和核心薄囊蕨类之间的过渡种类ꎮ 研究认为ꎬ蕨类植

物的受精孔和卵膜的演化过程可能从无到有、从简单

到复杂[７]ꎬ并且ꎬ成熟卵细胞产生核外突是蕨类植物

有性生殖过程中较为进化的特征[３]ꎮ 因此ꎬ研究不

同蕨类植物卵细胞发育过程中上述结构的有无和特

征差异对于完善蕨类植物分类系统及探究蕨类植物

进化方向具有重要意义ꎮ
鳞始蕨科(Ｌｉｎｄｓａｅａｃｅａｅ)是蕨类植物的一个特

殊类群ꎬ在蕨类植物的分类历史上长期归属于骨碎补

科( Ｄａｖａｌｌｉａｃｅａｅ )ꎬ 在 形 态 分 类 上 曾 作 为 碗 蕨 科

(Ｄｅｎｎｓｔａｅｄｔｉａｃｅａｅ)的一个亚科ꎬ而在分子系统(ＰＰＧ
Ｉ)中则被置于水龙骨科(Ｐｏｌｙｐｏｓｉａｃｅａｅ) [８]ꎮ 迄今为

止ꎬ鳞始蕨科的演化地位仍未确定ꎬ亟待研究ꎮ
乌蕨〔Ｏｄｏｎｔｏｓｏｒｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｊ. Ｓｍ.〕是鳞

始蕨科的代表种[９－１０]ꎮ 包家茜等[１１]发现乌蕨颈卵器

的发育需经过原始细胞、初生细胞、中央细胞、卵细胞

形成及卵细胞逐渐发育成熟等过程ꎬ其分离腔形成采

取由两侧向中央逐渐扩大的方式ꎬ并发现了受精孔和

卵膜ꎬ但关于卵膜具体结构、受精孔位置、卵细胞有无

核外突以及卵细胞内细胞器和物质变化等详细特征

均未知ꎬ因此ꎬ无法确定乌蕨的演化地位ꎮ 鉴于此ꎬ笔
者对乌蕨卵细胞发育过程进行了透射电镜观察ꎬ以期

阐明乌蕨卵细胞发育的详细过程及细胞学机制ꎬ并对

乌蕨与其他蕨类植物的卵细胞发育特征进行比较ꎬ为
鳞始蕨科植物的生殖生物学研究提供基础资料ꎬ为鳞

始蕨科植物演化地位确定提供有性生殖证据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试乌蕨孢子为黄褐色的成熟孢子ꎬ于 ２０１２ 年

８ 月采自湖北省恩施市凤凰山国家森林公园ꎬ并保存

在 ４ ℃冰箱中ꎮ 凭证标本保存于上海师范大学植物

标本馆ꎬ标本号为 ２０１２０８１５０１ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 孢子消毒及培养　 采用陈倩等[１２]的方法处理

并培养孢子ꎮ 具体操作如下:将成熟孢子用体积分数

５％ＮａＣｌＯ 溶液消毒 ３ ｍｉｎꎻ用无菌超纯水清洗 ３ 次ꎬ
每次 ３ ｍｉｎꎻ随后将孢子接种到改良的 Ｋｎｏｐｓ 固体培

养基(琼脂质量浓度 １０ ｇＬ－１ꎬｐＨ ７.０)上ꎬ并置于

ＺＲＸ－３００Ｅ 型智能人工气候培养箱(杭州钱江仪器设

备有限公司)中培养ꎬ培养条件为光照度 ２ ０００ ｌｘ、光
照时间 １８ ｈｄ－１、昼温 ２５ ℃、夜温 ２０ ℃ꎮ
１.２.２ 　 卵细胞超微结构观察 　 待颈卵器开始发育

(即接种 ４０ ~ ５０ ｄ)ꎬ使用 ＳＭＺ１５００ 解剖镜 (日本

Ｎｉｋｏｎ 公司)观察配子体发育情况ꎮ 选取不同发育阶

段的颈卵器ꎬ先用体积分数 ３％戊二醛溶液固定 ６ ｈꎬ
再用浓度 ０. １ ｍｏｌＬ－１ 磷酸缓冲液( ｐＨ ７. ４) 冲洗

３ 次ꎬ每次 ３０ ｍｉｎꎻ然后ꎬ用体积分数 ２％锇酸溶液固

定 ２ ｈꎬ再用上述磷酸缓冲液冲洗 ３ 次ꎬ每次 ２０ ｍｉｎꎻ
接着ꎬ依次用体积分数 ５０％、７０％、９０％、１００％丙酮溶

液脱水 １０ ｍｉｎꎻ用 Ｓｐｕｒｒｓ 树脂进行渗透包埋ꎬ于

７３ ℃聚合 ９ ｈ 以上ꎬ得到包埋块ꎻ经半薄切片(厚度

５００ ｎｍ)定位ꎬ选择不同发育阶段的卵细胞进行超微

结构观察ꎻ超薄切片(厚度 ７０ ｎｍ)经饱和乙酸铀溶液

染色 ３０ ｍｉｎ 及饱和柠檬酸铅染色 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ使用

Ｈｉｔａｃｈｉ－ ６００ 透射电镜 (日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司) 观察和

拍照ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 性器官形成

观察发现ꎬ乌蕨孢子在接种后约 １２ ｄ 开始萌发ꎬ
经丝状体、片状体阶段(共约 ２５ ｄ)长出原叶体(图版

Ⅰ－１)ꎬ再经 １５ ｄ 左右长出精子器和颈卵器ꎬ二者长

在同一原叶体上且距离较近(图版Ⅰ－２)ꎮ 其中ꎬ颈
卵器通常长在生长点下方ꎬ在配子体上呈放射状分

布ꎬ幼嫩颈卵器的颈部较长且直立ꎬ成熟颈卵器的颈

１８
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部向基部弯曲ꎻ精子器呈圆球形ꎬ通常沿着中肋分布ꎮ
２.２　 卵细胞发育过程

２.２.１　 幼卵时期　 乌蕨颈卵器原始细胞经多次分裂

最终形成 １ 个幼卵细胞、１ 个腹沟细胞和 １ 个双核颈

沟细胞ꎬ且 ３ 个细胞紧贴着颈卵器周围的壁细胞(图
版Ⅰ－３)ꎮ 随后ꎬ双核颈沟细胞明显伸长ꎬ胞内 ２ 个

细胞核大、基本为圆形ꎬ且距离较近ꎻ细胞核周围质体

和囊泡丰富ꎬ质体内淀粉粒丰富ꎬ并存在片层结构ꎻ颈
沟细胞通过胞间连丝与腹沟细胞相连(图版Ⅰ－４)ꎮ
腹沟细胞内高尔基体较多ꎬ与卵细胞通过发达的胞间

连丝相连ꎬ且在胞间连丝附近的线粒体较为发达(图
版Ⅰ－５)ꎮ 卵细胞位于颈卵器底部ꎬ近椭圆形ꎬ细胞

核大ꎬ核仁明显ꎻ细胞核周围质体和囊泡丰富ꎬ囊泡内

存在嗜锇性物质ꎬ质体内含有淀粉粒和片层结构ꎬ线
粒体发达ꎬ卵细胞与周围壁细胞之间无胞间连丝ꎬ仅
通过加厚的细胞壁相连(图版Ⅰ－６)ꎮ
２.２.２　 发育卵时期

２.２.２.１　 分离腔和孔区的形成　 在发育卵时期ꎬ卵细

胞开始略向下凹陷ꎬ呈月牙形ꎬ且卵细胞与腹沟细胞

连接处两侧的边缘细胞壁加厚ꎬ胞间连丝逐渐消失ꎬ
开始向下凹陷形成分离腔(图版Ⅰ－７)ꎮ 分离腔内存

在絮状物ꎬ腔下方的卵细胞内细胞器丰富ꎬ可见大量

的线粒体、高尔基体及嗜锇性囊泡(图版Ⅰ－８)ꎮ 随

后ꎬ分离腔由两侧向中间逐渐扩大ꎬ内部充满不定形

物质ꎬ中央具直径 ２ ~ ３ μｍ 的孔区ꎬ孔区连接腹沟细

胞和卵细胞ꎬ分离腔下方聚有囊泡ꎬ且孔区囊泡较多ꎮ
此时ꎬ腹沟细胞出现 ２ 个细胞核(图版Ⅱ－１)ꎬ颈沟细

胞出现 ４ 个细胞核且纵向排列(图版Ⅱ－２)ꎮ
随着分离腔的形成ꎬ卵细胞继续下陷ꎬ细胞核略

有凸起和凹陷ꎬ细胞器开始发生改变ꎬ但初期变化不

明显ꎬ在细胞核上方聚有大量线粒体ꎬ且线粒体较大ꎬ
在分离腔形成位置产生许多小泡ꎮ 卵细胞下部和两

侧的细胞器(如高尔基体、线粒体等)数量较多且分

布较密集ꎬ质体内仍有淀粉粒存在ꎬ但主要分布在细

胞核的周围(图版Ⅱ－３)ꎮ
２.２.２.２　 卵膜和受精孔的形成　 随着分离腔从两侧

向中间的凹陷扩大ꎬ腔内不定形物质不断积累ꎬ导致

卵细胞上方质膜的染色逐渐加深ꎬ特别是孔区的嗜锇

性明显增强(图版Ⅱ－４)ꎬ并在卵细胞表面、分离腔下

方产生网状卵膜ꎬ孔区及分离腔内胞间连丝消失ꎬ孔
区下方聚有囊泡ꎬ还存在部分高尔基体等膜性细胞

器ꎮ 卵膜形成后ꎬ分离腔内的不定形物质开始减少ꎻ

卵细胞和细胞核变为碗形ꎬ分离腔上方、腹沟细胞下

部加厚的细胞壁开始分解ꎬ卵细胞上方的质膜释放出

小泡(图版Ⅱ－５)ꎮ 卵膜形成时ꎬ孔区无卵膜覆盖ꎬ仅
有质膜ꎬ随后卵细胞与腹沟细胞在孔区分离ꎬ形成受

精孔ꎮ 受精孔位于卵细胞中间ꎬ受精孔正下方有大量

囊泡ꎬ受精孔附近的卵膜有 ２ ~ ３ 层囊泡堆叠ꎮ 卵细

胞内细胞核上部的内质网、高尔基体等膜性细胞器增

加ꎻ有质体ꎬ但淀粉粒含量减少ꎮ 腹沟细胞中囊泡数

量增多ꎬ仍有部分质体存在ꎬ腹沟细胞开始退化(图
版Ⅱ－６)ꎮ
２.２.３　 成熟卵时期 　 卵细胞成熟时ꎬ腹沟细胞与卵

细胞在受精孔处完全分离ꎬ分离腔内的不定形物质逐

渐消失ꎬ且未见到核外突(图版Ⅱ－７)ꎻ卵膜为网状结

构ꎬ卵膜下方的内质网和高尔基体明显ꎬ存在大量高

尔基小泡ꎬ线粒体发达ꎬ卵膜染色浅且具有大小不一

的腔(图版Ⅱ－８)ꎮ 卵成熟后ꎬ腹沟细胞和颈沟细胞

完全退化ꎬ内部物质排出ꎬ为精子进入卵细胞完成受

精过程提供了通道ꎻ卵细胞与周围壁细胞分离ꎬ卵细

胞中间凹陷、两端隆起ꎬ上部和边缘仍有部分囊泡ꎬ内
部细胞器已退化ꎬ淀粉粒消失(图版Ⅱ－９)ꎮ

３　 讨论和结论

超微结构观察结果表明:乌蕨卵细胞发育过程主

要包括幼卵、发育卵和成熟卵 ３ 个时期ꎬ其中发育卵

过程中分离腔和孔区的形成、卵膜和受精孔的形成ꎬ
以及整个卵细胞发育过程中颈卵器的变化最为重要ꎮ
３.１　 分离腔和孔区的形成

在发育卵时期ꎬ卵细胞与腹沟细胞之间形成分离

腔ꎬ而分离腔的形成是蕨类植物发育卵阶段的一个明

显特征ꎮ 蕨类植物的分离腔有 ２ 种形成模式:一种是

较为进化的方式ꎬ即随着卵细胞的发育ꎬ分离腔由卵

细胞与腹沟细胞连接的外侧逐渐向中央扩大延伸ꎬ腹
沟细胞和卵细胞之间起初有一处相连ꎬ使两边细胞形

成漏斗状ꎬ相连的位置即孔区ꎬ如水蕨[１－２]、阔鳞瘤蕨

〔Ｐｈｙｍａｔｏｓｏｒｕｓ ｈａｉｎａｎｅｎｓｉｓ (Ｎｏｏｔ.) Ｓ. Ｇ. Ｌｕ〕 [３]等ꎻ另
一种是较为原始的方式ꎬ即随着腹沟细胞与卵细胞之

间细胞壁的不断加厚ꎬ胞间连丝被阻断ꎬ在卵细胞上

方ꎬ腹沟细胞与卵细胞的连接处几乎同时分离ꎬ形成

分离腔ꎬ如紫萁[５]ꎮ 本研究发现ꎬ乌蕨的分离腔是从

腹沟细胞和卵细胞连接的边缘开始向内扩展ꎬ并在中

央连接处形成孔区ꎬ胞间连丝在卵细胞发育近成熟后

２８
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断裂ꎬ据此认为乌蕨的分离腔形成方式较为进化ꎮ
３.２　 卵膜和受精孔的形成

Ｂｅｌｌ 等[１３]首次发现了蕨类植物卵膜的存在ꎬ之
后的研究发现ꎬ蕨类植物的卵膜是由分离腔内絮状不

定形物质沉积在卵细胞上表面ꎬ与嗜锇性囊泡共同作

用形成[３]ꎬ并且ꎬ卵膜位于质膜外ꎬ主要由脂类物质

组成[１４]ꎮ 本研究发现ꎬ乌蕨在卵细胞发育过程中形

成网状结构的卵膜ꎬ与系统演化上较为进化的种类阔

鳞 瘤 蕨[３]、 栗 蕨 〔 Ｈｉｓｔｉｏｐｔｅｒｉｓ ｉｎｃｉｓａ ( Ｔｈｕｎｂ.) Ｊ.
Ｓｍ.〕 [１５] 和华东安蕨 〔 Ａｎｉｓｏｃａｍｐｉｕｍ ｓｈｅａｒｅｒｉ ( Ｂａｋ.)
Ｃｈｉｎｇ〕 [１６]等的卵膜结构相同ꎮ 研究发现ꎬ水蕨[１７] 和

扇叶铁线蕨(Ａｄｉａｎｔｕｍ ｆｌａｂｅｌｌｕｌａｔｕｍ Ｌｉｎｎ.) [１８] 等的卵

膜是在卵细胞质膜内附着内质网而形成的多层结构ꎬ
紫萁[５]没有卵膜形成ꎬ而海金沙[６] 在卵细胞发育过

程中仅出现孔区ꎬ并未形成卵膜ꎮ Ｃａｏ 等[１９] 认为ꎬ卵
膜从无到有、从简单多层结构到复杂网状结构ꎬ对于

阻止蕨类植物多精受精、保护卵细胞可能均起到重要

作用ꎮ 因此ꎬ从卵膜结构来看ꎬ乌蕨表现出进化特性ꎮ
受精孔是精子进入卵细胞形成受精卵的重要通

道ꎮ 从受精孔的形成位置看ꎬ阔鳞瘤蕨[３]、华东安

蕨[１６] 和扇叶铁线蕨[１８] 等受精孔的形成均有腹沟细

胞参与ꎬ与腹沟细胞相连的孔区位置并不在分离腔的

中心ꎬ因而ꎬ形成的受精孔位于卵细胞上方偏离中心

的位置ꎬ致使受精过程中精子对受精孔的直接撞击可

能会减少ꎬ从而阻止多精受精[３ꎬ１５－１９]ꎮ 而金毛狗

〔Ｃｉｂｏｔｉｕｍ ｂａｒｏｍｅｔｚ (Ｌｉｎｎ.) Ｊ. Ｓｍ.〕 [４] 和乌蕨的受精

孔则位于卵细胞的中央ꎬ在受精孔位置上表现出原始

特性ꎮ
３.３　 颈卵器的发育

淀粉粒是颈卵器发育过程中变化最明显的结构ꎮ
比较发现ꎬ乌蕨颈卵器发育过程中淀粉粒的变化与紫

萁[５]等蕨类植物相同ꎬ随着颈卵器的发育进程ꎬ质体

逐渐变大ꎬ淀粉粒含量也随之增加[１１]ꎮ 卵细胞发育

成熟后ꎬ中间凹陷、两端隆起ꎬ呈现不规则的杯状ꎬ质
体内的淀粉粒逐渐变小ꎬ直至消失ꎮ 然而ꎬ水蕨[１－２]

等蕨类植物成熟卵细胞的质体内仍有淀粉粒存在ꎮ
由此判断ꎬ乌蕨在颈卵器发育上表现出原始特征ꎮ

Ｎｉｓｈｉｄａ 等[２０]在比较原始的同型孢子蕨类植物

中观察到含有 ２ 个颈沟细胞或 ２ 个腹沟细胞的异常

颈卵器ꎬ而在系统分类上较为进化的真蕨类植物的颈

卵器发育往往只形成 １ 个双核颈沟细胞和 １ 个腹沟

细胞ꎮ 本研究发现ꎬ在乌蕨颈卵器发育过程中ꎬ虽然

颈沟细胞和腹沟细胞各只有 １ 个ꎬ但会出现腹沟细胞

具有 ２ 个细胞核、颈沟细胞具有 ４ 个细胞核的现象ꎮ
Ｃａｏ 等在桂皮紫萁(Ｏｓｍｕｎｄａ ｃｉｎｎａｍｏｍｅａ ｖａｒ. ａｓｉａｔｉｃａ
Ｆｅｒｎａｌｄ)颈卵器发育过程中观察到 ２ 个颈沟细胞同

时存在[２１]ꎻ在问荆(Ｅｑｕｉｓｅｔｕｍ ａｒｖｅｎｓｅ Ｌｉｎｎ.)颈卵器发

育过程中也观察到 ２ 个腹沟细胞同时存在的情况ꎬ但
出现这种情况的几率较小[２２]ꎻ在地钱 (Ｍａｒｃｈａｎｔｉａ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ Ｌｉｎｎ.) [２３] 颈卵器发育过程中会出现颈沟

细胞分裂形成 ４ 个颈沟细胞的现象ꎮ 进一步说明乌

蕨在系统演化上表现出原始性ꎮ
核外突的产生被认为是性细胞发生过程中一种

核质之间的交流[２４]ꎮ 卵细胞发育成熟时产生核外突

是蕨类植物有性生殖中较为进化的特征ꎬ如阔鳞瘤

蕨[３]和扇叶铁线蕨[１８]等在卵细胞近成熟时会产生囊

状核外突ꎬ且蕨类植物的核外突内部常具有嗜锇性物

质[３ꎬ１８]ꎬ华东安蕨的囊状核外突具有大量褶皱[１６]ꎮ
然而ꎬ部分蕨类植物在卵细胞发育过程中不会产生核

外突ꎬ如紫萁[５] 和乌蕨ꎮ 由此可见ꎬ从核外突上看ꎬ
乌蕨属于无核外突类型ꎬ在系统演化上较为原始ꎮ
３.４　 结论

卵细胞发育观察结果表明:乌蕨的分离腔形成方

式为从两边向中间扩展ꎬ属于较为进化的分离腔形成

方式ꎻ乌蕨的卵膜具有网状结构ꎬ属于进化特征ꎻ乌蕨

有受精孔ꎬ且受精孔位于卵细胞的中央ꎬ受精孔位置

较为原始ꎻ卵细胞发育成熟时乌蕨的淀粉粒消失ꎬ卵
细胞发育过程中腹沟细胞出现 ２ 个细胞核ꎬ颈沟细胞

出现 ４ 个细胞核ꎬ且未出现核外突ꎬ均表现出原始性ꎮ
综上所述ꎬ从有性生殖角度看ꎬ乌蕨的演化地位较为

进化ꎬ但有一定的原始性ꎮ 因此ꎬ关于乌蕨的确切演

化地位仍需结合多方面的研究证据进行全面的研究

和探讨ꎮ
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７: 分离腔形成ꎻ ８: 分离腔扩展.
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