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摘要:运用石蜡切片法 ,在透射电子显微镜和光学显微镜下观察华南五针松 ( Pinus kwangtungensis )种皮的形

态结构和发育 ,用 PAS反应显示细胞内淀粉粒分布 ,研究细胞内淀粉粒的含量。结果表明 ,华南五针松的种皮

的发育开始在大孢子母细胞发育的时期 ,开始时在雌配子体的周围形成比较薄而且致密 ,颜色较深的几层 ;随

着种子的不断发育 ,从种子的横切面可见 ,种皮可以明显分为外种皮 ,中种皮和内种皮三部分。这三部分种皮

的形态结构各有不同:外种皮是几层扁平状硬化薄壁细胞 ;中种皮细胞较多 ,细胞层较厚 ,细胞较大 ,形状不规

则 ,壁厚 ;内种皮细胞受到发育的胚的挤压 ,比较扁小 ,排列紧密。另外 , PAS反应显示出 ,中种皮与内种皮所

含的淀粉粒比较丰富 ,特别是在种子发育的初期 ,形成了一层富含淀粉粒的细胞层 ,这层细胞所含的淀粉粒随

着种子的发育越来越少 ,这与种子发育过程需要分解淀粉粒为细胞分裂提供能量有关。
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Abstract: Paraffin section technique w as applied in the study of the development of the seed coat

of Pinus kwangtungensis. The results show ed that the development of seed coat follow s with the

development of the megaspore mo ther cell. In the development of female gametophyte, a thin,

dense and da rk layer of cells fo rmats around the female gametophy te. With the development of

seed, f rom the cross section, the seed coat is normally composed of three layers: an outer layer,

a middle layer and an inter layer. The structures of these three lay ers are dif ference. The outer

layer of the seed coat consists of sev eral layers of sclerified parenchyma cells w hose majo r axis are

flat. The middle layer of the seed coat is thicker in which the cells a re bigg er and irregular.

Squeezed by the developmental embryo, the cells which arrange closely in the inter layer of seed

coat are f lat and small. In addition, the method of PAS w as applied to appear the circumstance of

dist ribution of starch grains. The conclusion show s that the inter layer and the middle layer of

seed coats have a lot of starch g rains. Especially in the early period of the seed development, i t

fo rmats a layer which contains many starch grains. These starch g rains w ill reduce g raduate with

the seed 's development. This may be relate w ith the need of energ y to support the cells division

which provided by the resolve of the sta rch g rains.

Key words: seed coat, development, starch grains, Pinus kwangtungensis

　　松科 ( Pinaceae)植物在我国分布广 ,是我国最有

价值的一类工业用材及荒山造林树种。国内外对松

科植物的研究呈现多样化 ,包括茎、叶、球果的解剖

学观察 [1～ 9 ]、形态结构的综合观察 [10 ]、以及树脂道的

发生发育的研究
[11, 12 ]

,等等。前人对松属植物种子
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的形态结构也有一些研究报道 ,比如:用扫描电子显

微镜对部分裸子植物假种皮的微观形态进行研

究 [13 ] ,对种子、种皮外部形态进行观察和研究 [14, 15 ]。

但是 ,这些研究多只涉及种子表面形态的观察 ,对于

种皮内部结构的变化尚未谈到。作为中国特有的二

级保护植物华南五针松 (Pinus kwangtungensis Chun

ex Tsiang )
[1 6]
,是生于广东、湖南、广西等地海拔 700

～ 1700 m的山地针叶 -阔叶混交林或悬崖上的保护

植物。华南五针松又名广东松或广东五针松 ,属裸子

植物松科松属常绿乔木 ,喜温暖湿润气候 ,适合生长

在多石的山顶和山脊 ,耐干旱瘠薄 ,在土层深厚、排

水良好的酸性土壤中生长最快。目前华南五针松已

经处于渐危状态 [ 17]。因此 ,不少学者对华南五针松

的生理特性
[18 ]
、种群动态

[ 19]
、群落特征

[17, 20, 21 ]
等方

面进行研究 ,有学者对华南五针松在舜皇山国家森

林公园完好保存的原因进行了研究 ,认为当地华南

五针松保存完好与当地古地理、古地层、古气候及当

地人文有关系 [ 22]。但是 ,目前华南五针松形态结构

方面的报道仅有 1篇 [23 ] ,种子方面的研究没有见报

道。本实验主要从形态学角度 ,通过对华南五针松种

皮的不同发育期进行解剖学研究 ,总结、归纳其种皮

发生的特点和生长发育规律 ,揭示其适应生长在特

定环境的结构特征 ,为进一步了解华南五针松的生

存和发育状况 ,从而更好地保护华南五针松的生长、

繁殖 ,防止物种衰退提供理论依据。

1　材料与方法

实验用的华南五针松不同发育时期的胚珠、种

子 ,采自广东乳源南岭国家级自然保护区。采集地点

海拔为 1080～ 1320m。2005年 3月到 11月期间 ,采集

不同生长期的华南五针松大孢子叶球和成熟球果 ,

即时用卡诺氏固定液固定或用戊二醇固定液固定 ,

低温保存 ,备用。根据不同的观察目的 ,采用不同的

制片方法制作玻片观察。

1. 1　形态结构观察材料制片

用卡诺氏固定液固定 ,爱氏苏木精整体染色 ,常

规石蜡切片法切片 ,切片厚度为 10μm,中性树胶封

固 ,置于 Olympus显微镜下观察并摄影。

1. 2　组织化学观察材料制片

用卡诺氏固定液固定 ,按常规石蜡切片法切片 ,

切片厚度 10μm, PAS反应法 (高碘酸-席夫反应法 )

染色 ,鉴定淀粉粒 ,中性树胶封固 ,用 Olympus显微

镜观察并摄影。

1. 3　透射电子显微镜观察材料制片

取珠被、种皮材料 ,用戊二醇-锇酸双重固定 ,系

列酒精脱水 ,环氧丙烷过渡 , Epon812环氧树脂包

埋 , Philips-400型透射电子显微镜观察并摄影。

2　观察结果

2. 1　受精前珠被发育的特点

华南五针松大孢子叶球发育早期胚珠比较幼

嫩 ,从早期大孢子叶球上取下的珠鳞还不能看到明

显成型的胚珠 ,只能看到珠鳞基部有白色微突出的

结构 ,这时通过珠鳞横切面可以看到雌配子体已经

开始发育。在大孢子母细胞时期 ,围绕大孢子母细胞

的细胞形状近似圆形 ,细胞质浓厚 ,如原分生组织 ;

珠心组织紧靠在这些细胞外 ,细胞的切向轴比径向

轴稍大 ,细胞质不如雌配子体细胞浓厚 ;珠被细胞位

于珠心组织细胞外 ,多层 ,由外到内分化程度逐渐减

弱 ,随着发育和分化的深入 ,区别更加明显 (图 1)。此

时用 PAS反应显示淀粉的分布情况可以看出 ,在幼

嫩胚珠时期 ,雌配子体细胞没有淀粉粒的分布 ,珠被

外层细胞有少量淀粉粒的分布。

图 1　珠鳞横切面 (× 600)

Fig. 1　 T ransver se of ovuliferous scale(× 600)

　　 In:珠被 , N c:珠心。In: Integument, Nc: Nucellus.

　　在透射电子显微镜下可见:幼嫩珠被的外层细

胞尚处于分化阶段 ,细胞壁较薄 ,其大液泡还没有形

成 ,仅有小而分散液泡 ,细胞核电子密度较大 ,核质

分布较为均匀 ;细胞质浓厚 ,细胞具丰富的具膜细胞

器 ,这些细胞器散布、较多靠边分布 (图 2A) ;线粒体

较小 ,呈近球形 ,有的两层膜尚未发育完善 ,细胞器

内具双层膜结构 (图 2B)。同时可以看见明显的噬锇

颗粒 ,脂质体也开始形成。

2. 2　种皮分化期发育的特点

在大孢子母细胞进行减数分裂时 ,雌配子体细

胞、珠心组织细胞和珠被组织细胞快速分裂 ,形成致

密的细胞群 ,在珠鳞腹面形成明显突起 ,此时发育进
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入种皮分化期。随着珠鳞的发育 ,从大孢子叶球上取

下的珠鳞已经可以看到明显的胚珠 ,这时从珠鳞的

腹面可以看到胚珠的外形 ,颜色较浅就是胚珠 ,能与

珠鳞明显区别。从珠鳞基部的横切面可见: 珠被细胞

多层 ,细胞分裂速度没有珠被早期分裂那么快 ,但是

细胞体积开始增大 ,细胞壁逐渐增厚 ,珠被细胞较珠

心细胞排列紧密 (图 3A)。此时用 PAS反应显示淀

粉的分布情况可以看出 ,在靠近珠心的珠被细胞内

的淀粉粒含量非常丰富。

图 2　外层珠被细胞超微结构

Fig. 2　 Ultra-structure of integument cell of outer lay er

A:× 2300; B: × 24000; M:线粒体。M: M itochondrium.

　　随着受精的开始和种鳞的发育 ,原珠被外层细

胞开始出现加厚 ,雌配子体细胞、珠心细胞的细胞壁

薄 ,雌配子体细胞与珠心细胞 ,珠心细胞与珠被细胞

之间产生明显的间隙 ,此时珠被细胞开始出现分化 ,

先形成可明显区别的外层区、中层区、内层区 ,以后

这三个区域的细胞在细胞壁、细胞形态等方面出现

较大的变化而形成明显的外种皮 ,中种皮 ,内种皮三

部分 ,他们分别由受精前珠被的外层区、中层区、内

层区细胞发育而来的 ,开始外种皮 2～ 4层 ,分化程度

最高 ,细胞壁不均匀加厚明显 ,细胞质稀疏 ;中种皮 4

～ 8层细胞核大 ,细胞排列紧密 ,切向轴与径向轴的

比值不如外种皮大 ;内种皮 3～ 5层分化程度最低 ,切

向轴与径向轴的比值在三层种皮最小 (图 3B)。以后

种皮继续发育 ,层数也逐渐增加。通过 PAS反应显

示 ,内种皮和中种皮细胞内的淀粉粒数量较发育早

期要少 ,外种皮细胞基本不含淀粉粒 (图 4)。

图 3　珠鳞横切面

Fig . 3　 Transverse o f ovuliferous scale

A: × 580, B: × 280。 In: 珠被 , N c: 珠心。 In: Integument,

Nc: Nucellus.

图 4　种皮横切面 (× 540)

Fig. 4　 t ransverse of seed coat(× 540)

Ent: 内种皮 , M s:中种皮。Ent: Endotesta , Ms: meso testa.

　　在透射电子显微镜下可见幼嫩的种皮外层细

胞: 细胞壁出现加厚 ,其大液泡没有形成 ,小液泡数

量变少、体积增大 ,细胞核电子密度分布不均匀 ;细

胞质浓厚 ,具脂质体、双层膜的小泡及少量线粒体、

内质网等细胞器 (图 5) ;淀粉粒较大 ,包被在膜内 ;线

粒体较小 ,呈近球形 ,两层膜比较清晰 ,内膜向内折

叠。以后的外层细胞 ,细胞壁加厚明显 ,并呈现念

珠状。

2. 3　种皮分化后期发育的特点

在种皮分化后期 ,种子逐渐成熟 ,从种鳞的横切

433广西科学　 2008年 11月　第 15卷第 4期



面可见:种皮三层结构分化清晰 ,这个时期外层、中

层种皮细胞的细胞壁明显加厚 ,细胞也较前期大 ,外

种皮细胞排列紧密 ,切向轴大于径向轴 ,细胞壁形成

不规则加厚 ,成为硬化的薄壁细胞 ,但加厚的程度远

低于中层 ;中种皮细胞层数较多 ,细胞较大 ,细胞壁

较厚 ,形成特殊“厚壁组织” ,细胞形态不规则 ;细胞

核开始较大 ,内含物较多 ,颜色较深。内种皮 ,细胞比

较扁平 ,细胞切向轴较大 ,细胞壁较薄 ,排列紧密 (图

6、图 7A、图 7B)。种皮细胞从分化前期进入分化期经

历了一个逐渐变化的过程 ,种皮细胞分化前期 ,细胞

体积较小 ,由于分裂速度比较快 ,所以细胞致密 ,显

微镜下可见呈现较深的颜色 ,随着细胞逐渐分化 ,细

胞体积逐渐增大 ,分裂放缓 ,细胞逐渐分裂成多层 ,

各层细胞形态开始有所不同 ,外层、中层细胞壁逐渐

加厚 ,种皮细胞形态也与开始有所区别 ,外层细胞壁

形成不规则突起 ,中层细胞壁逐渐增厚 ,排列也较其

紧密 ,内层细胞快速增大。

图 5　早期外层种皮细胞超微结构 (× 2730)

　　 Fig. 5　 Ultra-st ructure o f y oung seed coat cell of outer

lay er(× 2730)

CW: 细胞壁。CW: Cell w all.

图 6　种鳞横切面 (× 560)

　　 Fig. 6　 T ransver se of seminifer ous scale(× 560)

　　通过 PAS反应显示 ,在种皮分化后期的早段 ,

内种皮和中种皮细胞内的淀粉粒数量较前一时期要

少 ,外种皮细胞基本不含淀粉粒 (图 7C)。在种皮分

化后期的后段 ,仅在内层种皮的部分细胞含有少量

淀粉粒。

图 7　种皮横切面 (× 270)

Fig. 7　 T ransverse of seed coat(× 270)

Ent: 内种皮 , M s:中种皮 , Ex t:外种皮。

Ent: Endotesta , Ms: Meso testa, Ex t: Exotesta.

　　在透射电子显微镜下可见外层种皮细胞: 细胞

核电子密度较高 ,呈均匀分布 ;中央大液泡已经形

成。含有较多脂质体、淀粉以及多种细胞器 ;细胞器

中 ,线粒体数量多 ,形态大小各异 ,松散的分布在细

胞质中 ,呈近圆形、椭圆形、长形 (图 8A) ,并且可以

观察到内膜内折所形成的嵴 ;内质网形成扁平的条

状或分枝 ,分布亦非常广泛。细胞具有许多噬锇颗

粒 ,嗜锇颗粒数量不等 ,大小不一 ,着色灰暗 ,近球

形 ,有的电子密度较大 ,有的电子密度中等。细胞壁

不均匀增厚明显 ,具较为明显凹陷区域 ,有部分区域

厚度超过 5μm ,并可以看见明显的胞间连丝 (图

版 8B)。
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图 8　外层种皮细胞超微结构

Fig. 8　 Ultra-structure of seed coa t cell of outer lay er

A:× 11300; B:× 3000, M:线粒体 , CW:细胞壁。

M: Mitochondrium, CW: Cell wa ll.

3　讨论

3. 1　种皮发育的特点

华南五针松种皮由珠被发育而来。种皮的结构

在各种植物的差异较大 ,既取决于珠被细胞层的数

目 ,也取决于种皮在发育中的变化
[ 10]
。在光学显微

镜下可以看到 ,华南五针松的种皮从大孢子母细胞

开始有珠被发育 ,特别是在发育早期 ,珠被迅速发

育 ,随着胚珠发育的不断成熟 ,珠被逐渐出现分化 ,

形成的种皮可分化为三层结构:外种皮 ,中种皮 ,内

种皮。三层种皮结构不同 ,与其不同的功能有关 ,外

种皮位于种子最外层 ,开始是薄壁细胞 ,以后细胞壁

逐渐增厚 ,形成不规则的致密结构 ,成为硬化的薄壁

细胞层 ;从 PAS反应的情况看 ,细胞的淀粉粒含量

在整个发育阶段出现较少 ,消失较快 ,说明这层细胞

不为胚的发育提供营养物质 ;且这部分细胞层数少 ,

位于最外层 ,起着保护的作用。中种皮细胞个体较

大 ,细胞层数多 ,细胞壁加厚较快 ,细胞核解体较慢 ;

从 PAS反应的情况看 ,在种子发育的初期这部分细

胞含有较多的淀粉粒 ,以后逐渐变少 ,这是因为种子

的发育 ,分解了一部分淀粉粒 ,提供给胚发育时所需

要的能量 ,这部分细胞与胚发育时能量的提供有关 ,

起着保护种子及抵抗机械力量的作用。最内层种皮

由几层薄壁细胞组成 ,这部分含的淀粉粒是最多的 ,

细胞壁较薄 ,在靠近珠心的种皮细胞内的淀粉粒含

量非常丰富 ,有利于物质的传递 ,这部分细胞由于胚

的发育 ,常常被压扁 ,这些特点都有利于作为能量提

供的场所 ,说明内种皮的主要功能在于为种子发育

提供能量。

3. 2　华南五针松种皮结构对其繁殖的影响

华南五针松种皮位于种子的最外部 ,它的结构

特点、细胞壁厚薄变化所导致的对物质通透性的变

化以及细胞所含的成分的特点 ,都直接影响到种子

的进一步发育 ,特别是外层的硬化种皮和中层的厚

壁种皮对水分的进入具有较大的影响。华南五针松

中种皮的特性既是其对生态环境
[17, 20, 21 ]

和生理
[18 ]

变化的适应 ,同时也影响到其的整体生长情况 ,从而

形成在华南五针松群落中 ,华南五针松种群属于中

衰至衰退种群 [17, 19～ 21 ]。但是也有学者提出 [22 ]不同地

区的华南五针松种群的形成和发展具有各自的特

性 ,因此保护濒危植物首要的手段是保护其生境 ,此

外如何在多石的山顶和山脊上 ,在干旱、瘠薄的土

层 ,形成有深厚、排水良好的酸性土层 ,是提高其自

然繁殖的关键 ,只有使其种群的演替达到稳定 ,才能

更好的了解和保护华南五针松这种处于渐危状态的

保护植物。
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抑制作用。种子萌发对物种延续非常重要 ,种子发芽

率和发芽速度的降低直接影响到本地植物在生态系

统中的对资源和土壤养分上与其它物种及外来入侵

植物的竞争能力
[ 17]
,将会破坏该生态系统的多年来

形成的物种之间平衡。
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