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被子植物雌雄配子及早期胚胎的分离与研究应用

罗 岸∗ꎬ 覃建兵
(长江大学生命科学学院ꎬ 湖北荆州 ４３４０２３)

摘　 要: 被子植物的有性生殖过程复杂精巧并深藏于母体组织内进行ꎬ 一直以来难以对该过程进行直接的细胞学

和分子生物学研究ꎮ 如今在多种植物中获得了有活力而无污染的配子细胞和早期胚胎ꎬ 结合少量细胞 ｍＲＮＡ 提

取技术、 基因组深度测序以及离体授精系统等技术ꎬ 人们已能对被子植物受精过程中的配子识别、 配子融合、
合子激活等重要发育事件进行深入分析ꎮ 本文对有代表性的被子植物配子和早期胚胎的分离技术及其在受精作

用研究中的应用、 存在的问题和前景进行了总结ꎬ 旨在为植物生殖发育研究提供帮助ꎮ
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　 　 被子植物的有性生殖过程中ꎬ 雌、 雄配子形成

于单倍体的配子体世代ꎮ 卵细胞位于胚囊中ꎬ 精细

胞则存在于花粉或萌发的花粉管中ꎮ 精细胞经由花

粉管传导至胚囊ꎬ 分别与卵细胞和中央细胞结合完

成双受精ꎮ 不同于动物ꎬ 被子植物的整个受精过程

都发生在体内深层组织中ꎬ 这导致难以对植物受精

过程中的许多事件进行观察并调查其分子机制ꎮ
２０ 世纪初ꎬ 人们利用光学显微镜对多种植物

雌雄配子的发育过程、 结构和配子融合的时间进程

等做了较细致的研究ꎮ 随着细胞分离技术的进步ꎬ
现已可在相对广泛的植物种类ꎬ 比如玉米 (Ｚｅａ
ｍａｙｓ Ｌ.)、 烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ.)、 拟南芥



(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｌａ (Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ)、 水稻(Ｏｒｙｚａ
ｓａｔｉｖａ Ｌ.)和大麦(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ.)中分离到

有活力且纯净的雌、 雄配子和早期胚胎[１－５]ꎮ 这使

得研究配子的生理生化特性成为可能ꎬ 并能直接运

用于与配子识别相关的离体研究中ꎮ 而构建雌、 雄

配子和早期胚胎的 ｃＤＮＡ 文库或者进行基因组范

围的转录谱分析ꎬ 能够获得受精过程中的特异表达

基因ꎬ 为通过反向遗传学研究受精作用的分子机制

提供了新的可能ꎻ 此外ꎬ 基于配子分离和合子培养

技术建立的离体受精系统ꎬ 也为精确研究受精过程

中的重要事件ꎬ 如质膜融合和核融合等提供了强有

力的保障ꎮ 本文对目前比较有代表性的植物雌、 雄

配子和早期胚胎的分离技术及其在植物受精和胚胎

发育研究领域的应用、 存在的问题和前景作一

概述ꎮ

１　 雌雄配子及早期胚胎的分离与纯化

１􀆰 １　 雄配子的分离纯化

植物的雄配子体(花粉)的发育过程精密复杂ꎮ
花药中的小孢子母细胞经过减数分裂成为小孢子ꎮ
小孢子经历一次不等分裂形成两个细胞ꎬ 较大的称

为营养细胞ꎬ 较小的称为生殖细胞ꎬ 营养细胞将生

殖细胞整体包围ꎮ 这时的花粉称为二细胞花粉ꎮ 在

有些植物中ꎬ 生殖细胞会在花粉成熟前再进行 １ 次

有丝分裂形成 ２ 个精细胞ꎬ 这时花粉包含 １ 个营养

细胞和 ２ 个精细胞ꎬ 称为三细胞花粉(图 １)ꎮ 根据

花粉类型不同ꎬ 精细胞的分离、 收集方式灵活多

样ꎬ 但关键是要尽可能提高精细胞的产率和纯度ꎬ
减少分离时间和步骤ꎬ 保持细胞原始状态ꎮ
１􀆰 １􀆰 １　 从花粉中直接获得精细胞

对三细胞花粉而言ꎬ 精细胞太过微小且被营

养细胞包裹ꎬ 难以通过解剖获取ꎬ 故常利用渗透

压变化、 机械破碎等方法处理花粉使精细胞释放

出来ꎮ 渗透压冲击法的原理是将花粉置于渗透压

较低的缓冲液中ꎬ 花粉迅速吸水ꎬ 从而使花粉壁

被涨破以释放出精细胞ꎮ Ｃａｓｓ[６] 于 １９７３ 年首次

报道用低渗冲击法分离大麦精细胞的研究ꎬ 其后

多种三细胞花粉的精细胞采用此法被成功分离ꎮ
例如ꎬ Ｒｕｓｓｅｌｌ[７] 将白花丹 ( Ｐｌｕｍｂａｇｏ ｚｅｙｌａｎｉｃａ
Ｌ.)的成熟花粉粒放入 ２０％的蔗糖溶液中利用渗透

压的冲击获得了完整的精细胞ꎮ 经过离心富集的精

细胞浓度可达到 ８􀆰８ × １０６ ｃｅｌｌ / ｍＬꎬ 且收集到的精

细胞能在 ２４ ｈ 内保持完好ꎮ 随后玉米[８]、 甜菜

(Ｂｅｔａ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌ.) [９]、 多年生黑麦草(Ｌｏｌｉｕｍ ｐｅ￣
ｒｅｎｎｅ Ｌ.) [１０]和水稻[１１] 的精细胞也通过类似方法

相继获得ꎮ
但某些植物的花粉对渗透压变化不敏感ꎬ 或渗

透压变化容易导致精细胞发生破裂ꎬ 因此对花粉进

行机械破碎收集精细胞是另一种选择ꎮ 该方法相对

简单ꎬ 对花粉的生活状态和发育状况要求不高ꎮ
Ｓｏｕｔｈｗｏｒｔｈ 和 Ｋｎｏｘ[１２]最早使用组织匀浆器对非洲

菊(Ｇｅｒｂｅｒａ ｊａｍｅｓｏｎｉｉ Ｂｏｌｕｓ)的花粉进行破碎分离

出精细胞ꎮ 后来莫永胜和杨弘远[１３] 发现将紫菜苔

(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ ｖａｒ. ｐｕｒｐｕｒｅａ)花粉放在等
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图 １　 植物花粉精细胞形成示意图
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｅｒｍ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｐｏｌｌｅｎ
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渗蔗糖液中水合后ꎬ 再在含保护剂的培养基中用玻

璃匀浆器轻轻研磨花粉获得的精细胞效果最佳ꎮ 应

用改良的研磨法ꎬ 花粉破裂率最高为 ５３％ꎬ 生活精

细胞分离率为 ２６％ꎬ 生活力最长能保持 ２４ ｈꎮ 但

机械破碎通常容易导致大量杂质ꎬ 且分离效果不稳

定ꎬ 影响精细胞纯度ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 花粉萌发后获取精细胞

二细胞花粉中只含有 １ 个营养细胞和 １ 个生殖

细胞ꎬ 所以不能直接通过破碎花粉获得精细胞ꎮ 另

外有些三细胞花粉置于低渗溶液中很难涨破ꎬ 如欧

洲油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.)的花粉ꎬ 亦难以直接

通过破碎花粉得到精细胞[１４]ꎮ
针对这种情况ꎬ 必须使用新的技术方法ꎮ 第一

种方法称为渗透冲击二步法: 即先将花粉置于花粉

萌发液中萌发长出较短的花粉管ꎬ 再将花粉置于渗

透压较低的缓冲液或酶液中使对渗透压变化更敏感

的花粉管破裂从而释放出精细胞ꎮ 欧洲油菜[１４]、
蓝猪耳(Ｔｏｒｅｎｉａ ｆｏｕｒｎｉｅｒｉ Ｌｉｎｄｅｎ.) [１５] 的精细胞可

用此方法获得ꎮ 第二种方法是活体 －离体技术: 对

预先去雄的花进行人工授粉ꎬ 花粉萌发后花粉管在

花柱中生长一段时间后生殖细胞分裂为两个精细

胞ꎮ 估算此时花粉管的生长长度ꎬ 切下比花粉管生

长长度稍长的花柱ꎬ 将花柱切口置于花粉萌发液中

等待花粉管继续生长ꎮ 当花粉管长出切口后ꎬ 将其

置于渗透压较低的缓冲液或酶液中使花粉管破裂释

放出精细胞ꎮ Ｓｈｉｖａｎｎａ 等[１６] 首次利用此方法分离

到大量杜鹃(Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ ｓｉｍｓｉｉ Ｐｌａｎｃｈ.)和唐

菖蒲(Ｇｌａｄｉｏｌｕｓ ｇａｎｄａｖｅｎｓｉｓ Ｖａｎｉｏｔ Ｈｏｕｔｔ)的精细

胞ꎬ 之后玉帘(Ｚｅｐｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｃａｎｄｉｄａ Ｈｅｒｂ.)等多

种植物的精细胞也成功获得[１５ꎬ１７]ꎮ 活体 －离体技

术相较于其他分离方法ꎬ 最大优点是得到的精细胞

所处时期较为一致ꎬ 比较均一ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 收集纯化与鉴定

精细胞一旦被释放出来ꎬ 即处于非细胞环境ꎬ
在缓冲液中放置时间过长会影响精细胞的状态ꎬ 因

此在后续操作中保持精细胞的活性、 减少实验环

节、 提高收集速度十分重要ꎮ 而根据实验目的和要

求的不同ꎬ 收集方式也有区别ꎮ
(１)大量细胞的收集

经过花粉(管)破碎产生的精细胞通常会附带

许多杂质ꎬ 比如细胞碎片、 细胞质团等ꎮ 要获得纯

度较高的精细胞必须经过纯化ꎬ 一般使用一定孔径

的过滤装置去除较大的杂质ꎬ 再采用 Ｐｅｒｃｏｌｌ 密度

梯度离心进行收集ꎮ 由于操作简单、 收集产物的纯

度和数量都比较理想ꎬ Ｐｅｒｃｏｌｌ 密度梯度离心是最

常用的精细胞分离纯化方法ꎮ 有时也可以利用该方

法获得含有精细胞的粗提物ꎬ 再使用流式细胞仪进

行纯化[１ꎬ１８]ꎬ 但分选过程必须利用荧光标记ꎬ 即所

谓 ＦＡＣＳ ( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｉｎｇ) 技

术ꎮ 比如 Ｅｎｇｅｌ 等[１] 以 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染料标记玉米精

细胞 ＤＮＡꎻ 拟南芥通常使用 ＧＦＰ(ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ)绿色荧光蛋白标记精细胞[１８－２０]ꎮ
(２)少量细胞的收集

收集大量精细胞须使用大型仪器设备ꎬ 且难以

对精细胞进行个性化区分ꎬ 而使用显微操作则可做

到对特定类型精细胞的收集ꎬ 在显微镜下使用微管

进行收集即可ꎮ 比如 Ｇｏｕ 等[２１] 将百花丹花粉放入

分离溶液中使其破裂释放出精子ꎬ 然后利用微管ꎬ
根据大小、 形状、 相对位置和与营养核的联系分离

出两种类型的精细胞ꎮ 同理亦分离得到烟草和蓝猪

耳的二型性精细胞[２２ꎬ２３]ꎮ 此法虽获得的精细胞纯

度高ꎬ 且能够将具有二型性的精细胞分开ꎬ 但收集

效率相对较低ꎮ
(３)细胞鉴定

经上述不同方式收集到的精细胞ꎬ 一般需使用

ＦＤＡ 染色确认其活性ꎬ 并对精细胞的纯度进行检

测ꎬ 以确定收集产物不含杂质颗粒ꎮ 可使用显微镜

进行镜检[１]ꎬ 也可以使用细胞染料如 ＤＡＰＩ 和醋酸

洋红进行染色观察[２４ꎬ２５]ꎮ 使用分子生物学手段进

行检测则更加精确ꎬ 利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术对收集产物

中精细胞和营养细胞等的特异表达基因进行检测ꎬ
可判断收集产物中是否存在非精细胞组分的污

染[１ꎬ１８ꎬ２６]ꎮ
１􀆰 ２　 雌配子及早期胚胎的分离纯化

植物雌配子体的发生场所位于胚珠中ꎬ 雌配子

体由大孢子母细胞发育而来ꎬ 又被称为胚囊ꎬ 一般

包括 １ 个卵细胞、 １ 个中央细胞、 ２ 个助细胞和 ３
个反足细胞ꎮ 植物卵细胞和早期胚胎通常包裹于胚

珠中难以获取ꎮ 但雌配子与早期胚胎的形态较精细

胞大ꎬ 容易观察并进行显微操作ꎮ 一般使用切割或

酶解等方式破碎胚珠得到胚囊ꎬ 进而通过显微操

作ꎬ 使用微针、 微管分离和收集卵细胞或者早期胚

胎ꎬ 用 ＦＤＡ 染色检测细胞活性ꎮ 卵细胞及早期胚

胎有许多异于体细胞和其他胚囊细胞的细胞学特
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征ꎬ 在显微镜下可根据折光率、 液泡和细胞大小、
形状以及核的数目与形态将卵细胞和早期胚胎与其

他细胞区分开ꎮ 目前已从十几种植物中分离得到了

生活状态良好的卵细胞或早期胚胎ꎮ 在分离过程

中ꎬ 酶的种类和浓度以及酶液和分离液的渗透压都

可直接或间接的影响分离后的细胞状态ꎮ 分离卵细

胞或早期胚胎的方法一般有 ２ 种: 酶解—解剖法和

解剖法ꎮ
(１)酶解—解剖法

此法是使用酶液处理胚珠ꎬ 待其变松软后ꎬ 在

显微镜下借用微针、 微管或其他机械力量将卵细胞

或早期胚胎分离出来ꎮ 胡适宜等[２７]在 １９８５ 年采用

酶解压片法ꎬ 利用崩溃酶处理胚珠后ꎬ 首次从高等

植物烟草中成功地分离出生活卵细胞ꎮ 此后

Ｈｕａｎｇ 和 Ｒｕｓｓｅｌｌ[２８] 使用纤维素酶、 半纤维素酶、
果胶酶、 β￣葡(萄)糖苷酸酶和果胶酶 Ｙ￣２３ 处理生

活的白花丹胚珠ꎬ 在显微镜下收集得到卵细胞ꎮ 采

用类似方法ꎬ 使用不同的酶组合和处理时间ꎬ 相继

获得了玉米[２９]、 烟草[３０ꎬ３１]、 蓝猪耳[３２]、 水稻[３３]

等十几种植物的卵细胞、 合子或早期胚胎[３４－４１]ꎮ
(２)解剖法

使用非酶解的方式也可以得到卵细胞或早期胚

胎ꎮ 解剖法即不经过酶解ꎬ 直接进行显微解剖ꎬ 从

胚珠中将细胞分离出来ꎮ 直接解剖可避免酶液对细

胞的不利影响ꎬ 使分离出的细胞更接近体内状态ꎮ
Ｈｏｌｍ 等[４２] 首次直接解剖出小麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉ￣
ｖｕｍ Ｌｉｎｎ.)和大麦的卵细胞和合子ꎮ 其将解剖针直

接刺入小麦或大麦胚珠的中央细胞ꎬ 引起了胚囊内

膨压巨变而导致卵细胞和合子溢出ꎮ 韩红梅等[４３]

通过解剖法也获得水稻卵细胞与合子ꎮ 蓝猪耳卵细

胞[３２]、 小麦原胚[４４]ꎬ 百花丹卵细胞[４５]ꎬ 拟南芥

早期胚胎[４６]也可通过非酶解获得ꎮ Ｗｕｅｓｔ 等[４７] 将

拟南芥雌蕊固定后使用激光显微切割技术获得了雌

配子中的各种细胞ꎬ 包括卵细胞、 助细胞和中央细

胞ꎮ 不过这种获取方式易导致轻微的组织污染ꎮ
激光显微切割与前文提到的 ＦＡＣＳ 技术ꎬ 以及

在 ＦＡＣＳ 技术基础上发展起来的 ＦＡＮＳ ( ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｓｏｒｔｉｎｇ)技术都是针对微

小的难于分离的特异细胞或组织进行分析的技术方

法ꎮ 但这 ３ 种方法对仪器设备要求较高ꎮ 此外激光

显微切割不能分离活细胞ꎬ 不能完全排除组织污

染ꎻ ＦＡＣＳ、 ＦＡＮＳ 技术需要提前用荧光标记所需

细胞的 ＤＮＡꎻ 且 ＦＡＮＳ 技术只针对细胞核进行分

析不能反映细胞的完整信息ꎮ 因此目前 ３ 种技术没

有广泛应用于雌雄配子和早期胚胎的分离ꎮ

２　 分离技术的应用

２􀆰 １　 合子激活前后基因和蛋白表达的研究

合子是由卵细胞和精细胞融合而成ꎬ 精、 卵融

合不仅导致双方基因组的融合ꎬ 而且许多细胞质组

分也会相互融合ꎮ 如线粒体一般由母本遗传ꎬ 但烟

草受精卵中亦发现有精细胞的线粒体[４８]ꎮ 研究表

明动物的合子储存着大量卵细胞携带的母本转录

本ꎬ 其在合子基因组激活前参与了许多发育过程ꎬ
包括胚胎极性形成、 细胞分化、 模式形成等ꎮ 一旦

受精激活细胞内基因表达谱就将发生显著改变ꎬ 随

后胚胎发育秩序得以建立ꎮ 但目前对植物合子激活

前精、 卵细胞质携带的转录本和蛋白质在受精和早

期胚胎发生中的作用以及合子自身基因组激活的时

间点和激活后的效应还认识的不多ꎮ
(１)精细胞转录本和蛋白质组的分析

精细胞的结构比较简单ꎬ 包括细胞核和少量

细胞质ꎮ 由于精细胞基因组高度浓缩ꎬ 通常认为

其转录不活跃ꎬ 对于早期胚胎发育不重要ꎬ 这种

观点在动物中得到支持是因为受精卵中几乎所有

的 ｍＲＮＡｓ 都来自卵细胞[４９]ꎮ 但精细胞可能在被

子植物早期胚胎发生中有重要作用: 一是 Ｚｈａｎｇ
等[５０]发现玉米精细胞中的某些蛋白质含量会随着

分离时间的变化而发生上调或下调ꎻ 二是通过检测

ＲＮＡ 中放射性 ＵＴＰ (ｕｒｉｄｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ)的含量

证实分离纯化的玉米精细胞核具有转录活性[５１]ꎮ
目前新的证据再次表明精细胞中确实存在多种转

录本ꎬ 因此精细胞高度浓缩的染色质仍有转录活

性ꎮ 例如水稻、 烟草、 玉米和白花丹的精细胞被

分离以构建 ｃＤＮＡ 文库ꎬ 获得了大量表达标签序

列[１ꎬ２１ꎬ２４ꎬ５２ꎬ５３]ꎮ 另外基因组范围的基因表达也在许

多植物中进行了研究ꎬ 如使用基因芯片对水稻和拟

南芥精细胞转录组进行调查[１８ꎬ２６ꎬ５４]ꎻ 使用基因组

深度测序技术对水稻精细胞的转录组进行调查ꎮ 这

些结果均显示各物种的精细胞 ｍＲＮＡ 的组成广泛

而丰富ꎬ 参与诸如 ＤＮＡ 修复、 泛素 /蛋白酶系统、
细胞循环和表观遗传等不同调控途径[４]ꎬ 且与花

粉粒和母体组织的转录谱有明显差别ꎮ 而对烟草、
拟南芥和玉米精细胞的转录本进行比较后发现ꎬ 只
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有 ３５ 个基因为这 ３ 个物种所共有ꎮ 这 ３５ 个基因

均参与了精细胞许多基本的细胞通路和生化过程ꎬ
比如代谢、 转录、 翻译、 信号传导和细胞间运

输等[５３]ꎮ
基因要参与具体的生物学过程一般需要翻译成

蛋白质ꎬ 随着单细胞蛋白质组检测技术的进步ꎬ 对

精细胞所含的蛋白质组进行调查的可行性已变得越

来越高ꎮ Ｚｈａｏ 等[２５]通过使用双向凝胶电泳和光谱

测定对百合精细胞和生殖细胞的蛋白质组进行了比

较ꎬ 发现两者之间有 １０１ 个差别表达的蛋白存在ꎬ
涉及不同的细胞生活过程和代谢途径ꎮ 通过分析蛋

白表达变化ꎬ 他们认为在精细胞的发育和功能特化

中ꎬ 参与 ＳＣＦ(Ｓｋｐ１￣Ｃｕｌ１￣Ｆ￣ｂｏｘ)蛋白复合物介导

的蛋白质降解途径、 ＤＮＡ 修复及细胞周期调控相

关蛋白之间存在明显的关联[２５]ꎮ Ａｂｉｋｏ 等[５５] 利用

高度敏感的液相色谱仪和串联质谱法对水稻单细胞

蛋白质组进行检测ꎬ 共测定了 ２１７９ 个在精细胞中

表达的蛋白ꎬ 其中 ７７ 个是精细胞特异的ꎻ 对部分

编码精细胞特异蛋白的基因进行突变体分析发现了

明显的发育缺陷ꎮ
(２)卵细胞和早期胚胎的转录本和蛋白质组的分析

通过分离卵细胞和早期胚胎进行 ｃＤＮＡ 文库

构建ꎬ 基因芯片分析或者基因组深度测序ꎬ 也在许

多植物卵细胞和早期胚胎中发现了大量而丰富的转

录本ꎬ 其功能类型也是多种多样ꎮ Ｄｒｅｓｓｅｌｈａｕｓ[５６]

首次通过分离玉米卵细胞构建了 ｃＤＮＡ 文库ꎬ 随后

结合体外受精合子的 ｃＤＮＡ 文库进行分析、 筛选

得到一系列卵细胞特异表达基因[５７ꎬ５８]ꎮ Ｋｕｍｌｅｈｎ
等[５９]则通过构建小麦有性生殖的卵细胞和单性生

殖卵细胞的 ｃＤＮＡ 文库筛选出一些卵细胞特异和

与单性生殖相关的基因ꎮ 随后对卵细胞整体转录状

况的分析在不同物种中相继展开ꎮ 如 Ｓｐｒｕｎｃｋ
等[４４]利用分离的小麦卵细胞构建了 ｃＤＮＡ 文库ꎬ
发现的基因类型主要涉及细胞代谢ꎬ ｍＲＮＡ 翻译

和蛋白质翻转ꎮ 有趣的是烟草卵细胞 ｃＤＮＡ 文库

的分析结果也表明了卵细胞转录本的多样性[２ꎬ６０]ꎮ
此外ꎬ 基因芯片技术也被用于分析拟南芥[４７]、 水

稻[５４ꎬ６１]和小麦卵细胞的转录谱[５]ꎮ 而利用基因组

深度测序技术分析水稻卵细胞[４]ꎬ 共检测到约

２７ ０００ 个基因的表达ꎬ 涉及诸多生理生化过程ꎬ
包括小 ＲＮＡ 合成途径相关基因[６２]ꎮ 分析还发现卵

细胞转录谱与精细胞和营养细胞的转录谱差异较

大[４]ꎬ 而比较拟南芥和水稻卵细胞的转录谱ꎬ 发

现这两个物种卵细胞之间的基因表达也有较大差

异[６１]ꎮ
卵细胞的受精产物是合子ꎬ 继而发育成原胚ꎮ

由于合子或原胚的分离方法与卵细胞类似ꎬ 所以在

对小麦[５ꎬ４４]、 烟草[６０]、 水稻[５４]卵细胞转录谱进行

分析的同时ꎬ 研究者也分析了合子或原胚的转录谱

以便对受精前后基因差异表达进行比较ꎮ 所有的结

果表明在受精后合子或原胚的转录谱相对卵细胞转

录谱有了较大的改变ꎬ 一些特定基因会上调或者下

调ꎮ Ａｂｉｋｏ 等[５４] 在基因组范围内的分析证实水稻

合子相比卵细胞而言ꎬ 萜烯、 类黄酮、 氨基酸等合

成途径的基因下调ꎻ 而细胞壁、 生长素和乙烯合成

途径及受体激酶等相关信号转导途径的基因被激

活ꎻ 同源框基因和一些转录因子的表达高度上调ꎻ
染色体 / ＤＮＡ 组织和装配相关基因也有所上调ꎮ 除

利用完整的细胞进行转录谱分析ꎬ Ｓｌａｎｅ 等[６３] 还

利用 ＦＡＮＳ 技术对拟南芥的完整早期胚胎、 胚体和

胚柄细胞细胞核的转录状况分别进行调查ꎮ 基因芯

片数据显示早期胚胎发生时期ꎬ 胚体和胚柄的基因

表达有明显差别ꎮ 这说明胚体、 胚柄形态和功能上

的不同是基因表达谱差异的体现ꎬ 而数据显示胚体

显然比胚柄有着更强的细胞活性ꎮ
２００４ 年 Ｏｋａｍｏｔｏ 等[６４] 发现了玉米卵细胞包

含 ６ 种主要蛋白质ꎬ 其中膜联蛋白 ｐ３５ 在卵细胞

中特异表达ꎬ 并参与 Ｃａ２＋介导的细胞壁形成ꎮ 之

后又分离出水稻卵细胞富含的 ３ 种蛋白ꎬ 包括分子

伴侣和过氧化物酶[６５]ꎮ 不过这些分析都不是对卵

细胞蛋白质的整体分析ꎬ 最近 Ａｂｉｋｏ 等[５５] 对水稻

卵细胞的蛋白质组进行检测ꎬ 共测定出 ２１３８ 个在

卵细胞中表达的蛋白ꎬ 其中 １０２ 个是卵细胞特异

的ꎬ 而部分蛋白的缺陷会导致发育障碍ꎮ 综上所

述ꎬ 精细胞蛋白质组的检测和精细胞特异蛋白的鉴

定数据将有助于解析精、 卵细胞特化、 精卵融合、
合子激活等早期胚胎发育事件ꎮ
(３)配子传递的转录本在早期胚胎中的作用

多年来ꎬ 植物科学家一直想知道精细胞转录

本是否通过受精作用传递到合子中ꎬ 以及在合子

或早期胚胎发生中起何作用ꎮ Ｎｉｎｇ 等[６０] 研究发

现烟草授粉后 ９６ ｈ 的合子中存在精细胞特异转录

本ꎮ 之后ꎬ Ｘｉｎ 等[５３]在烟草中发现两种未知功能

的精细胞特异转录本出现在受精后 １０ ｈ 的合子
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中ꎬ 这暗示其极可能是受精过程中由精子携入ꎮ
相似的研究[５４ꎬ６６] 认为ꎬ 水稻基因 Ｏｓ０７ｇ０１８２９００
在精细胞中大量表达ꎬ 但在卵细胞中不表达ꎬ 该转

录本在受精后 １０ ~ ２０ ｍｉｎ 的合子中即被检测到ꎬ
暗示这个转录本也是通过精卵细胞融合传递至合

子ꎮ Ｏｓ０７ｇ０１８２９００ 基因编码 ＤＮＡ 甲基转移酶

(ＭＥＴ１)ꎬ 可能在合子向二细胞原胚的转变中起作

用ꎮ 结合已被证实的由父本传递到合子中的拟南芥

ＳＳＰ 转录本在合子不等分裂中所起的作用[６７]ꎬ 有

理由相信精细胞传递的转录本对于胚胎发生有重要

作用ꎮ
目前ꎬ 卵细胞转录本在合子和早期胚胎中的作

用还不十分清楚ꎮ 虽然玉米、 烟草、 拟南芥的研究

显示合子基因组从头合成的转录本在受精后几个小

时就被激活ꎬ 但卵细胞中储存的转录本依然在合子

发育的起始阶段起着关键作用[２ꎬ３ꎬ６８]ꎮ 利用分离的

烟草合子进行研究ꎬ 发现转录受到抑制的合子发育

能够不依赖新合成的转录本而支撑到授粉后 ７２ ｈꎮ
包括配子融合、 合子体积的减小、 完整细胞壁的形

成、 大液泡的消失等早期发育事件均可由配子携带

的转录本控制完成[２]ꎮ 这与拟南芥中观察到的结

果一致ꎬ 利用 ＲＮＡ 干扰抑制拟南芥胚胎中 ＲＮＡ 合

成酶Ⅱ从而抑制转录的进行ꎬ 拟南芥胚胎的发育仍

然能够进行到早球形胚时期[６９]ꎮ 此外雌雄配子中

小 ＲＮＡ 介导的转座子沉默被认为是一种重要的调

控机制ꎬ Ａｎｄｅｒｓｏｎ 等[４] 检测了水稻卵细胞转录组

中 ｍｉＲＮＡ 和 ｓｉＲＮＡ 通路中相关基因的表达ꎬ 发现

相关通路中的所有重要组分都有活性ꎬ 认为卵细胞

中产生的小 ＲＮＡ 介导了自身转座子沉默ꎬ 而且卵

细胞中的小 ＲＮＡ 还可传递到合子中介导其转座子

沉默ꎮ
(４)合子发育中父母本基因组的激活

目前普遍认为ꎬ 动物合子继承了卵细胞中储存

的大量来自母本基因组的产物ꎬ 其控制着早期胚胎

发育ꎬ 直到胚胎基因组激活[７０]ꎮ 但植物中父母本

基因组对胚胎发育的贡献还有争论ꎮ 有报道称植物

早期胚胎中的转录本大部分来自母本基因组ꎬ 而父

本基 因 组 的 转 录 则 被 推 迟 启 动[７１ꎬ７２]ꎮ Ｂａｒｏｕｘ
等[７３]则认为植物早期胚胎发生像动物一样是受母

本控制的ꎬ 母本转录产物足够维持胚胎发生直到原

胚时期ꎮ 也有研究证实父本基因组在早期胚胎发生

时期就被激活[７４]ꎮ

Ｓｃｈｏｌｔｅｎ 等[７５]首次利用体外受精技术证实受

精后 ６ ｈ 的合子即存在父本基因组的转录活性ꎮ 随

后 Ｍｅｙｅｒ 和 Ｓｃｈｏｌｔｅｎ[６８]对分离出的玉米合子中父

母本转录本的相对水平进行量化ꎬ 认为父母本基因

组对早期合子发育有着相同的贡献ꎮ 他们还发现杂

种早期胚胎高度的杂种优势与父本基因组的广泛激

活相关ꎮ 为了解来自父母双方的基因是否对早期胚

胎的贡献一致ꎬ Ｚｈａｎｇ 等[３８] 对烟草远缘杂交的合

子和早期胚胎中的父母本基因进行了检测ꎬ 证实父

母双方的基因在不同发育事件中各自行使自己的功

能ꎮ 使用基因组深度测序技术ꎬ Ａｕｔｒａｎ 等[４６] 认为

拟南芥早期胚胎中父母本基因组都有贡献ꎬ 但母本

转录本显然在早期胚胎中较多ꎮ 随着发育的进行ꎬ
父本基因组的贡献会逐渐上升ꎬ 显示了胚胎基因组

的全面激活ꎮ 但是 Ｎｏｄｉｎｅ 和 Ｂａｒｔｅｌ[３] 认为前者的

研究因缺乏反交实验而有局限性ꎬ 他们认为拟南芥

中来自父母双方的等位基因在早期胚胎发生中的贡

献是等同的ꎮ 最新的研究认为可能是两个实验所采

用的拟南芥生态型不同ꎬ 从而导致了两个不同的结

论[７６]ꎮ 尽管由于分离合子和早期胚胎的困难导致

了许多有争议的结论ꎬ 但植物父本基因组在合子或

早期胚胎时期已被激活这一观点已成为共识ꎮ Ｌｅｌ￣
ｊａｋ￣Ｌｅｖａｎｉｅ 等[７７]发现一些合子基因组转录产生的

基因编码蛋白类似于分泌型信号肽和与 Ｃｕｌｌｉｎ ３ 相

关的泛素 ３ 连接酶的底物结合受体ꎬ 这暗示在合子

形成和早期胚胎发生中ꎬ 细胞间的通讯和有目的的

蛋白质降解ꎬ 可能是合子基因组参与的重要事件ꎮ
动物不同物种中合子基因组激活 ( ｚｙｇｏｔｉｃ

ｇｅｎｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ)的时间点差异很大ꎬ 有时胚胎的

基因组甚至在二细胞胚或中囊胚时期才开始转录ꎬ
此时从头合成的转录本才开始掌控胚胎的发育ꎮ 但

目前对植物的合子激活研究不多ꎬ 通过比较卵细胞

和二胞原胚基因表达的变化ꎬ Ｏｋａｍｏｔａｏ 等[７８] 发

现 １２ 个在卵细胞中不表达而在受精后表达的基

因ꎬ 推测玉米的合子激活发生在第一次分裂前ꎮ 而

烟草中ꎬ Ｎｉｎｇ 等[６０]和 Ｚｈａｏ 等[２] 则通过检测合子

和卵细胞差异表达基因、 观察 ｍＲＮＡ 从头合成受

阻的合子发育后也认为ꎬ 烟草合子基因的激活发生

于合子第一次分裂前ꎮ 支持该结果的还有对小麦的

研究ꎬ 小麦合子和卵细胞基因表达谱的差异表明小

麦中合子基因激活发生在合子第一次分裂前[５ꎬ７７]ꎮ
当然植物合子基因激活的时间点是否早于动物还有
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待于更多的实验证实[２ꎬ６０]ꎮ
(５)顶基细胞差异表达与顶基细胞命运决定

在大多数被子植物中ꎬ 合子的第一次分裂是横

向不均等分裂ꎮ 这次不均等分裂会产生一个具有顶

基轴向的二细胞原胚ꎬ 包括顶细胞和基细胞ꎮ 两者

的形态和发育命运完全不同ꎬ 顶细胞将发育成为胚

体ꎬ 而基细胞则发育成为胚柄ꎮ 一直以来研究者们

都在思考为什么来自合子的两个子细胞的命运会如

此不同ꎮ 有两种理论来解释这一现象ꎬ 一是不等分

裂造成子代细胞中含有不同的发育决定子[７９]ꎻ 二

是子代细胞不同的相对位置导致其迥异的发育命

运[８０]ꎬ 但目前还没有定论ꎮ
胞质决定子显然具有重要作用ꎬ 早前已发现拟

南芥 ＡｔＭＬ１ 基因只在顶细胞中表达[８１]ꎬ 红花菜豆

的 Ｇ５６４ 和 Ｇ５４１ 两个基因只存在于四细胞原胚时

期的两个基细胞中[７９]ꎬ 而拟南芥的两个转录因子

ＷＯＸ２ 和 ＷＯＸ８ 被发现分别特异存在于二细胞原

胚的顶基细胞中[８２]ꎮ 这些结果表明合子不等分裂

产生的两个子细胞可能有着不同的转录谱ꎬ 因此直

接获得顶、 基细胞的转录谱进行比对分析是解决这

个难题的有效办法ꎮ 通过分离出二胞原胚的顶细胞

和基细胞进行检测ꎬ Ｏｋａｍｏｔｏ 等[７８] 发现玉米顶、
基细胞相对于合子而言有部分基因的表达水平发生

了变化ꎬ 他们认为顶基细胞中的某些基因可能早就

存在于合子的不同区域中并随着不等分裂而被分配

到不同的子代细胞ꎬ 或者合子分裂后某些基因的转

录本在特定子代细胞中被迅速降解掉ꎬ 从而造成了

顶、 基细胞间基因表达的差异ꎮ 随后 Ｈｕ[８３] 等和

Ｍａ[８４]等相继对烟草顶、 基细胞的胞转录本进行分

析比较ꎬ 发现顶、 基细胞中各自存在着特异的转录

本ꎮ 而合子不等分裂导致的这种基因表达差异可能

是顶基细胞不同发育命运的原因[８３ꎬ８４]ꎮ 有趣的是ꎬ
特异位于基细胞中的 ＮｔＣＹＳ 基因被证实调控了基

细胞的细胞程序性死亡ꎬ 证明基因差异表达决定了

顶、 基细胞不同的发育方向[８５]ꎮ 尽管顶、 基细胞

之间有明显的表达差异ꎬ 但是两者之间依然存在着

大分子的交流ꎬ 顶基细胞中存在着从基细胞向顶细

胞的单向蛋白质运输ꎬ 而胞间连丝可能是其运输通

道ꎮ 要指出的是ꎬ 顶、 基细胞的发育命运也不是一

成不变的ꎬ 尽管 Ｓｌａｎｅ 等[６３] 发现早期胚胎发生时

期胚体和胚柄的基因表达有明显差别ꎬ 但最新研究

显示胚柄的细胞属性是由胚体来控制ꎬ 一旦去掉胚

体ꎬ 在生长素的参与下ꎬ 胚柄还可以重新发育成胚

体[８６ꎬ８７]ꎮ
２􀆰 ２　 配子识别机制的探索

雌雄配子相互融合形成合子是植物个体发育的

起点ꎮ 被子植物具双受精特征ꎬ 在受精过程中 ２ 个

精细胞与卵细胞和中央细胞如何相互识别对于植物

正常受精十分重要ꎮ 早期发现 ２ 个精细胞之间有差

异ꎬ 但目前被子植物的雌雄配子间是否存在识别作

用仍未得到证据ꎮ 对拟南芥突变体 ｃｄｋａ１[８８]、
ｌａｃｈｅｓｉｓ( ｌｉｓ) [８９] 和 ｅｏｓｔｅ[９０] 的研究表明ꎬ 雌雄配

子的结合可能存在某种识别机制ꎮ 相反对拟南芥突

变体 ｃａｆ１[９１]和 ｒｂｒ１[９２]的研究则认为雌雄配子的结

合不存在特异识别ꎮ
(１)配子表面特异识别蛋白

利用配子分离技术获得精、 卵细胞进行生理生

化和分子生物学检测是解决配子识别问题的一个突

破口ꎮ 早前的研究主要利用生化手段检测分离出的

精细胞膜表面是否存在可特异结合的单克隆抗

体[９３－９６]或特异的膜蛋白[９７]ꎬ 特别是与受精有密切

相关的糖蛋白组分ꎬ 取得了一些研究进展[９８－１０２]ꎮ
利 用 植 物 凝 集 素 对 糖 蛋 白 的 专 一 性ꎬ Ｆａｎｇ
等[１０３ꎬ１０４]亦在蓝猪耳和烟草的卵细胞表面发现有糖

蛋白组分的存在ꎬ 而且首次发现卵细胞和中央细胞

中细胞核的位置与某些糖蛋白的极性分布紧密相

关ꎮ 这些结果暗示了精、 卵细胞膜表面存在着特异

蛋白ꎬ 并对受精识别有潜在作用ꎮ
由于精、 卵细胞蛋白质的提取量和纯度相对有

限ꎬ 为了更好地寻找配子识别相关蛋白ꎬ 研究者开

始分离植物精卵细胞或生殖细胞ꎬ 构建 ｃＤＮＡ 文

库寻找配子特异表达基因ꎮ Ｘｕ 等[１０５] 首先在麝香

百合(Ｌｉｌｉｕｍ ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ Ｔｈｕｎｂ.)中分离到位于雄

性生殖细胞表面的特异表达基因 ＬＧＣ１ꎬ ＬＧＣ１ 蛋

白特异定位于生殖细胞的质膜ꎬ 推测可能是编码与

精卵相互作用有关的蛋白ꎮ 随后 Ｍｏｒｉ 等[１０６] 在百

合中分离到位于雄性生殖细胞表面的特异表达基因

ＧＣＳ１ꎬ ＧＣＳ１ 蛋白特异定位于生殖细胞的质膜ꎮ
在拟南芥 ｇｃｓ１ / ｈａｐ１ 突变体中ꎬ 雌雄配子无法融

合ꎬ 导致雄性败育ꎬ 暗示 ＧＣＳ１ 蛋白可能在配子

识别中具有重要作用[１０６ꎬ１０７]ꎮ 最近 ＧＥＸ２ 基因的发

现更表明了精细胞膜表面蛋白对于受精的重

要性[１０８]ꎮ
相对于精细胞ꎬ 虽然卵细胞的分离相对较难、
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数量较少ꎬ 但依然可通过构建 ｃＤＮＡ 文库寻找特

异表达基因ꎮ Ｄｒｅｓｓｅｌｈａｕｓ 等[５６－５８ꎬ１０９] 首次利用玉

米卵细胞和体外受精合子构建 ｃＤＮＡ 文库筛选特

异表达基因[１０９]ꎮ 还有研究对烟草、 小麦、 水稻等

物种中卵细胞与合子或原胚 ｃＤＮＡ 文库进行差减

分析[５ꎬ４４ꎬ５４ꎬ６０]ꎻ 对玉米卵细胞与中央细胞 ｃＤＮＡ 文

库进行差减分析[１１０]ꎻ 对水稻精卵转录谱进行分析

比对[４]ꎬ 这都有助于筛选出与配子识别相关的配

子特异表达基因ꎮ 引人注目的是ꎬ Ｓｐｒｕｎｃｋ 等[１１１]

基于小麦卵细胞 ｃＤＮＡ 文库中检测到的转录本ꎬ
在拟南芥中发现了其同源基因 ＥＣ１ꎮ ＥＣ１ 积累在

拟南芥卵细胞的液泡中ꎬ 经胞吐作用向外分泌ꎬ 与

精子质膜表面的 ＧＣＳ１ 蛋白的相互作用导致配子

融合ꎮ 这些探索为认识植物雌雄配子识别机制指明

了方向ꎮ
(２)倾向性受精与精子二型性

被子植物独特的双受精过程中ꎬ ２ 个精细胞与

卵细胞和中央细胞的结合是随机还是有倾向性一直

是植物生殖过程中最有趣的问题ꎮ Ｆａｕｒｅ[１１２] 提出

了 ３ 种模型来解释精、 卵细胞间结合的可能性(图
２)ꎮ 研究发现有些被子植物花粉产生的两个精细

胞有差异ꎬ 两者可能在大小、 形态、 细胞器种类和

数量上ꎬ 乃至染色体数量上有差别[１１３－１１５]ꎮ 这种差

别称为精子的二型性ꎬ 但至今只在约 １０ 种植物中

发现了此类现象ꎮ 后来发现有二型性的两个精细胞

在与卵细胞和中央细胞的结合上具有倾向性ꎬ 最初

倾向性受精只在白花丹和玉米中得到证实[１１５ꎬ１１６]ꎬ
近年来拟南芥中的研究结果暗示配子融合存在识别

机制ꎬ 且表现出受精倾向性[１１７－１２０]ꎮ 但是也有反面

的证据显示拟南芥的受精过程中两个精细胞都具有

结合卵细胞的能力[１２１]ꎬ 且精细胞与卵细胞和中央

细胞的结合没有明显的倾向性[１２２]ꎮ 总之精子二型

性与倾向性受精的发现暗示了双受精过程中配子特

异性结合的可能ꎮ 而同时进入胚囊中的 ２ 个精细胞

分别与卵细胞和中央细胞融合的现象说明有一种机

制确保 ２ 个融合过程ꎮ 至于被子植物中是否广泛存

在精细胞二型性及倾向性受精ꎬ 及其内在的分子机

制仍需更多研究结果予以证实ꎮ
利用精细胞分离纯化技术对具有精子二型性的

植物的精细胞进行分类收集研究ꎬ 是破解这一问题

的良方ꎮ 目前研究者可以分离白花丹[１２３]、 蓝猪

耳[２３]、 烟草[２２]和五唇兰(Ｄｏｒｉｔｉｓ ｐｕｌｃｈｅｒｒｉｍａ) [１７]

!"#$
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% #$
Egg cell

& #$
Sperm cell

'()*+,-+
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A B C

Ａ. 融合没有特异识别ꎬ 两个精细胞形态一样且带有相同的配体ꎬ
均可以和卵细胞融合ꎻ Ｂ. 精卵识别存在特异性ꎬ 特定精细胞才与
卵细胞融合ꎻ Ｃ. 两个精细胞表面带不同的配体ꎬ 决定其不同的融
合命运ꎮ
Ａ. Ｎｏ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｅｘｉｓｔｓ ｉｎ ｅｇｇ￣ｓｐｅｒｍ ｆｕｓｉｏｎꎻ ｔｗｏ ｓｐｅｒｍ
ｃｅｌｌｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｗｉｔｈ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｌｉｇａｎｄｓꎬ ｓｏ ｂｏｔｈ ｃａｎ ｆｕｓｅ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｅｇｇ ｃｅｌｌ. Ｂ. Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｅｘｉｓｔｓ ｉｎ ｅｇｇ￣ｓｐｅｒｍ ｆｕｓｉｏｎꎻ
ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ ｓｐｅｒｍ ｃｅｌｌ ｃａｎ ｆｕｓｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｇｇ ｃｅｌｌ. Ｃ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｉｇａｎｄｓ ａｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｗｏ ｓｐｅｒｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅｎ ｆｕｓｅ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｇｇ ｃｅｌｌ ｏｒ ｃｅｎｔｒａｌ ｃｅｌｌ.

图 ２　 配子识别假说的三种模型(引自 Ｆａｕｒｅ[１１２] )
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｇａｍｅｔｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ

(ｃｉｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｆａｕｒｅ[１１２] )

等具有精子二型性的物种的精细胞ꎮ Ｓｏｕｔｈｗｏｒｔｈ
等[１２４]首次对分离的白花丹二型性精细胞的膜表面

进行超微结构观察ꎬ 发现虽然两者所含细胞器确有

不同ꎬ 但 是 膜 表 面 没 有 表 现 出 明 显 差 别ꎮ 而

Ｚｈａｎｇ 等[１２３]对白花丹二型性精细胞表面肌球蛋白

和电荷进行了检测ꎬ 发现倾向于卵细胞融合的精细

胞与倾向于中央细胞融合的精细胞表面所带电荷不

同ꎮ 而二型性精细胞表面电荷的差异同样在烟草中

被证实[２２]ꎮ Ｈｉｒａｎｏ 等[１２５] 在垂筒花 (Ｃｙｒｔａｎｔｈｕｓ
ｍａｃｋｅｎｉｉ)中还发现微管对于维持二型性精细胞的

细胞核型态上的差异非常重要ꎮ 除了形态上的差别

以外ꎬ Ｓｉｎｇｈ 等[１２６] 通过分析精细胞和生殖细胞差

异表达基因ꎬ 发现有一种多聚泛素蛋白在白花丹的

一种精细胞类型中特异高表达ꎮ Ｇｏｕ 等[２１] 利用白

花丹精子的二型性ꎬ 分离到两种精细胞ꎬ 通过比较

不同类型精细胞的基因表达模式分析倾向性受精的
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分子机理ꎬ 发现两种精细胞的基因表达模式差异较

大ꎬ 倾向与卵细胞结合的精细胞中转录和翻译相关

基因的表达上调ꎬ 而与中央细胞结合的精细胞在激

素合成类的基因表达上调ꎮ 这种差异化的基因表达

模式与受精后的胚胎与胚乳可能的基因表达模式不

谋而合ꎬ 暗示 ２ 个精细胞可通过受精作用将细胞质

中不同的转录本传递给受精产物影响其发育ꎬ 证明

了倾向受精的结果ꎮ Ｆａｕｒｅ 等[１２７] 利用同一个花粉

管中产生的携带或不携带 Ｂ 染色体的两个精细胞

进行体外受精ꎬ 发现两者对于与卵细胞结合没有偏

向性ꎮ 总的来说ꎬ 虽然对精细胞二型性的研究结果

相对较少ꎬ 相互之间也有矛盾之处ꎬ 但这些研究为

探索配子识别ꎬ 尤其是倾向受精机理打下了基础ꎮ
２􀆰 ３　 胚胎印迹基因的寻找

哺乳动物和开花植物中基因组印迹是一个普遍

的表观遗传机制ꎬ 其参与调控父母本等位基因的印

迹表达ꎮ 母本印迹表达的基因称为 ＭＥＧｓ(ｍａｔｅｒ￣
ｎａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｍｐｒｉｎｔｅｄ ｇｅｎｅｓ) ꎬ 而父本印迹

表达基因称为 ＰＥＧｓ(ｐａｔｅｒｎａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｍｐｒｉｎ￣
ｔｅｄ ｇｅｎｅｓ)ꎮ
(１)胚胎中的印迹基因

现已从胚乳中鉴定出数百个印迹基因ꎬ 而玉米

Ｍｅｅ１ 基因的发现还是首次证实胚胎中存在印迹基

因ꎮ Ｊａｈｎｋｅ 和 Ｓｃｈｏｌｔｅｎ[１２８]检测了玉米 Ｍｅｅ１ 基因

父母本等位基因在精卵细胞、 合子、 早期胚胎与胚

乳中的表达情况及甲基化状态ꎮ 发现 Ｍｅｅ１ 基因在

早期胚胎和胚乳中存在母本印迹表达ꎬ 而这可能是

由于 Ｍｅｅ１ 基因父母本等位基因之间不同的甲基化

状态导致的ꎮ 但目前 Ｍｅｅ１ 基因参与了何种胚胎发

育过程尚未报道ꎮ 随后对拟南芥、 玉米和水稻进行

全基因组范围内的基因表达分析[１２９－１３２]ꎬ 又发现了

一些疑似的胚胎印迹基因ꎬ 但由于组织污染等可能

的原因ꎬ 这些基因是否存在还需要进一步确认ꎮ
近期ꎬ Ｒａｉｓｓｉｇ 等[１３３]利用拟南芥不同生态型杂

交后获得的胚胎构建 ｃＤＮＡ 文库筛选到 １１ 个

ＭＥＧｓ 和 １ 个 ＰＥＧꎮ 研究者将候选印迹基因的启

动子连接 ＧＵＳ(β￣ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ)报告基因后构建

转基因植株ꎬ 并与野生型正反杂交ꎬ 杂种 Ｆ１胚胎

的染色结果证实有 ６ 个 ＭＥＧｓ 不是具有完全印迹

表达就是有强烈的母本表达偏向ꎮ 而且研究者还证

实不同的生态型杂交或不同的胚胎发育时期对大多

数印迹基因的表达模式不造成影响ꎮ 因此这些结果

暗示基因组印迹可能并不限制于胚乳中ꎬ 而是在胚

胎中也有广泛存在[１３３]ꎮ 虽然这些拟南芥印迹基因

的突变体中没有明显异常的胚胎表型ꎬ 但一些

ＭＥＧｓ 参与细胞代谢ꎬ 且所有 ＭＥＧｓ 在胚珠中表

达ꎬ 有 ７ 个 ＭＥＧｓ 在胚胎下部和胚柄还有轻微的

偏向性表达ꎮ 因此研究者认为这些 ＭＥＧｓ 可能在

胚胎和母体组织的连接处起作用ꎬ 参与连接珠被和

胚胎之间的代谢ꎬ 并将之置于母本控制下[１３３]ꎮ 当

然对于胚胎中的印迹基因还需继续搜寻并研究ꎬ 以

了解基因组印迹在胚胎发育中的功能和在植物进化

上的意义ꎮ
(２)胚胎印迹基因的调控

ＤＮＡ 甲基化和组蛋白修饰是两种不同的表观

遗传机制ꎮ ＤＮＡ 糖基化酶 ＤＥＭＥＴＥＲ (ＤＭＥ) 的活

性和甲基转移酶 ＭＥＴ１ 的表达抑制共同调控了 ＣＧ
位点上 ＤＮＡ 的去甲基化ꎮ 但对某些基因而言ꎬ
ＤＮＡ 甲基化不足以建立起印迹标记ꎬ 还需要多梳

抑制复合体 ＰＲＣ２(ｐｏｌｙｃｏｍｂ ｒｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｃｏｍｐｌｅｘ
２)的参与ꎮ ＰＲＣ２ 复合物可催化组蛋白 Ｈ３ 的 ２７
号赖氨酸的三甲基化从而建立表观印迹ꎮ Ｒａｉｓｓｉｇ
等[１３３]调查了拟南芥胚胎中印迹基因的分子机制ꎬ
发现 ｆｉｅ 基因(ＰＣＲ２ 组分之一)功能的缺失能够改

变 ２ 个 ＭＥＧｓ 和 １ 个 ＰＥＧ 的印迹表达ꎬ 但 ｍｅｔ１
基因的功能缺失对 ＭＥＧｓ 的影响不大ꎮ 因此 Ｒａｉｓ￣
ｓｉｇ 等[１３２]认为胚胎印迹的表达不是由 ＤＮＡ 甲基化

造成ꎮ 这与之前在玉米中的研究类似ꎬ Ｊａｈｎｋｅ 和

Ｓｃｈｏｌｔｅｎ[１２８]发现合子和晚期胚乳中 Ｍｅｅ１ 基因甲

基化程度和 Ｍｅｅ１ 的表达不一致ꎬ 因此推测 ＤＮＡ
甲基化可能不是该基因首要的印迹标记ꎬ 而有其他

未发现的机制参与了胚胎印迹的建立ꎮ
２􀆰 ４　 体外受精与合子体外培养系统的建立与应用

因为被子植物的受精和受精后发育事态都发生

在子房组织中深藏不露ꎬ 这导致很难直接研究其受

精和胚胎发生中的细胞学过程和分子学机制ꎮ 但是

近年来ꎬ 体外受精系统的建立已成为研究这一过程

的有效工具ꎮ 研究者可应用离体培养技术在人工可

控的条件下研究受精前后的发育事件和早期信号ꎮ
(１)体外受精系统

通过电融合、 高钙高 ｐＨ、 聚乙二醇、 钙离子

或 牛 血 清 白 蛋 白 介 导 等 方 式ꎬ 有 学 者 对 玉

米[１３４－１３８]、 烟草[１３９ꎬ１４０]、 水稻[１４１] 和小麦[１４２] 的配

子融合研究进行了许多有益的尝试ꎮ 通过钙离子介
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导玉米配子的融合ꎬ Ｄｉｇｏｎｎｅｔ 等[１４３]首次发现体外

精卵融合会引起胞内钙离子浓度变化ꎬ Ａｎｔｏｉｎｅ
等[１４４]进一步发现配子融合导致的钙流可诱导细胞

壁的形成ꎬ 并描述了胞内钙离子变化和胞外钙流对

配子融合和卵细胞激活的作用ꎮ Ｓｕｎ 等[１４５] 利用显

微录像跟踪记录了聚乙二醇介导的烟草配子融合和

相互作用ꎬ 并研究了多精入卵阻断机制[１４６]ꎮ 但是

通过钙流和聚乙二醇介导融合得到的烟草合

子[１４０ꎬ１４５]和通过钙流介导融合的玉米合子都没有完

全发育成可育植株[１３６]ꎬ 因此想通过化学融合的方

法获得状态良好的合子进行胚胎发育研究还需进一

步优化实验条件ꎮ
Ｋｒａｎｚ 和 Ｌöｒｚ[１３５]首次使用分离的玉米配子和

电融合方式成功构建了体外受精系统ꎮ 体外融合产

生的玉米合子能够通过胚胎发生ꎬ 按照体内相似的

发育进程ꎬ 从合子发育成为有育性的植株ꎮ 因此ꎬ
玉米中体外受精系统被用于观察和分析受精后的各

种事件ꎬ 包括利用图像分析技术研究卵细胞和体外

受精产物的特征[１４７]、 核融合[１４８]、 合子发育[１４９]、
合子中父本基因组的激活[７５]、 倾向性受精[１２７]、
合子微管结构的变化[１５０] 和受精诱导的基因的筛

选[７８]等ꎮ 利用电融合介导小麦精、 卵细胞融合却

没有完全成功ꎬ 虽然受精卵能够发育成多细胞团ꎬ
但没有得到有育性的植株[１５１]ꎮ 利用小麦体外受精

系统也作了一些研究ꎬ Ｐóｎｙａ 等[１５２] 观察了小麦体

外受精过程中细胞内微丝的变化ꎬ 卵细胞内质网与

钙离子的关系[１５３]ꎬ 并对体外受精中卵细胞出现的

钙振荡做了详细研究[１５４]ꎮ 之后 Ｕｃｈｉｕｍｉ 等[３３ꎬ１５５]

成功建立了水稻体外受精系统ꎬ 能够产生人工合

子ꎬ 并使之发育成有育性的植株ꎮ 水稻体外培养系

统也用于观察合子发育过程中极性变化[１５６]ꎬ 体外

受精中精卵融合点和合子第一次分裂面的关

系[１５７]ꎮ 最近 Ｏｈｎｉｓｈｉ 等[６６]利用带有荧光标记的融

合蛋白标记配子的核和核膜ꎬ 在水稻中研究了受精

前后精卵核融合的动态变化和分子机制ꎮ 发现配子

融合 ５ ~ １０ ｍｉｎ 后精核依赖微丝迁移至卵核ꎬ ３０~
７０ ｍｉｎ 后精细胞染色体开始去致密化合成新转录

本ꎬ 合子不同发育阶段的精确时间节点被一一设

定ꎮ 除了种内配子融合外ꎬ 利用体外受精进行种间

远缘杂交也有尝试ꎬ 如: 高梁(Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ
(Ｌ.) Ｍｏｅｎｃｈ)、 薏苡(Ｃｏｉｘ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｔｏｄ.)、 小

麦、 大麦等禾本科植物的精细胞被用于与玉米卵细

胞融合ꎬ 其融合组合的产物都能发育至多细胞

团[１５８]ꎬ 这在远缘杂交中可能有重要应用ꎮ 但由于

离体配子融合受多种因素影响ꎬ 虽然在玉米和水稻

中均已成功建立了体外受精系统ꎬ 但双子叶植物配

子体外融合的离体受精系统尚需进一步完善ꎮ
(２)合子体外培养系统

除了上述体外受精形成的合子可通过体外培养

进行观察研究ꎬ 体内分离的自然合子同样适用ꎮ
Ｈｏｌｍ 等[４２]利用解剖法分离出大麦的合子原生质

体ꎬ 并利用大麦小孢子作为饲养物进行合子培养ꎬ
大麦合子可成功发育成胚状物ꎬ 其中一半继而成长

为可育植株ꎮ 将大麦小孢子作为饲养物还可使小麦

合子和玉米合子也通过类似方式产生了可育植

株[４２ꎬ１５９ꎬ１６０]ꎬ 最近 Ｋｕｍｌｅｈｎ 等[１６１]改用胚性花粉与

合子进行共培养大大提高了小麦合子体外培养的效

率ꎮ 而利用水稻悬浮细胞作为饲养物ꎬ Ｚｈａｎｇ
等[１６２]使粳稻和籼稻两个品种的合子都成功长成可

育植株ꎮ 在双子叶植物中ꎬ 目前只有烟草中建立了

有效的体外合子培养体系ꎮ 孙蒙祥课题组通过使用

受精的胚珠作为饲养物ꎬ 使合子通过胚胎发生发育

成为有育性的植株ꎬ 其中合子原始细胞壁的完整性

是体外培养中合子保持顶基轴向和正常细胞分离方

向的关键[１６３]ꎮ 由于双子叶模式植物的发育有更清

晰的细胞分裂模式和可用于追踪早期胚胎发生的细

胞系ꎬ 因此在研究合子发育重要事件中更显重要ꎮ
除基础研究外ꎬ 体外合子培养还可用于遗传育种ꎬ
如发展 ＤＮＡ 显微注射技术对合子进行转基因操

作[１６０ꎬ１６４ꎬ１６５]ꎬ 通过培养可直接获得转基因植株ꎬ
能避免愈伤培养导致的周期长等缺点ꎮ 一旦找到绿

色高效的筛选手段ꎬ 该技术未来将在农业生产方面

发挥重要作用ꎮ 此外体外合子培养亦可用于研究外

源添加物对合子或原胚发育的影响[１６６ꎬ１６７]ꎬ 体内自

然合子和体外培养合子发育的比较[１６８]、 体内自然

合子和体外培养合子基因差别表达的分析[１６９] 等诸

多方面ꎮ

３　 结语

全面了解被子植物受精过程是植物发育生物

学的重要理论课题ꎬ 虽然目前对被子植物受精过

程的研究取得了很大的进步ꎬ 但是相对于动物和

低等植物而言还有很大差距ꎮ 包括精、 卵细胞的

发育、 倾向性受精、 配子识别的分子机制、 配子
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携带的转录本在合子发育中的作用、 合子激活等

诸多植物生殖发育生物学领域的前沿课题都期待

着有更多的突破性进展ꎮ 随着短时高效的精、 卵

细胞和早期胚胎分离技术和双子叶植物体外受精

体系的完善ꎬ 再加上基因组深度测序、 单细胞测

序和蛋白质组检测技术的应用ꎬ 结合包括拟南芥

和水稻等更多植物物种基因组序列的数据ꎬ 高效

的受精和早期胚胎相关基因筛选方法的建立[１７０] ꎬ
植物受精过程中的分子生物学过程将更加清晰ꎬ
且目前尚未完全涉及的精、 卵细胞中积累的蛋白

质、 线粒体与质体基因组所扮演的遗传角色也将

会得到关注ꎮ 当然基于生殖发育障碍突变体的体

内研究和基于细胞分离技术的离体研究各有所

长ꎬ 将两种研究方法的优势结合将能更全面地认

识植物复杂的生殖发育过程ꎮ
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ｌｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｄａｕｇｈｔｅｒ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｔｏｂａｃｃｏ ｚｙｇｏｔｅ
ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｉｃａｌ ａｎｄ
ｂａｓａｌ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌꎬ ２０１０ꎬ １０: １６７.

[８４] 　 Ｍａ Ｌꎬ Ｘｉｎ Ｈꎬ Ｑｕ Ｌꎬ Ｚｈａｏ Ｊꎬ Ｙａｎｇ Ｌꎬ Ｚｈａｏ Ｐꎬ Ｓｕｎ Ｍ.
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈａｔ ｚｙｇｏｔｉｃ ｄｉｖｉｓｉｏｎ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｕｎｅｖｅｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｉｎ ａｐｉ￣
ｃａｌ / ｂａｓａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ[ Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１１ꎬ ６(１):
ｅ１５９７１.

[８５] 　 Ｚｈａｏ Ｐꎬ Ｚｈｏｕ ＸＭꎬ Ｚｈａｎｇ ＬＹꎬ Ｗａｎｇ Ｗꎬ Ｍａ ＬＧꎬ Ｙａｎｇ
ＬＢꎬ Ｐｅｎｇ ＸＢꎬ Ｂｏｚｈｋｏｖ ＰＶꎬ Ｓｕｎ ＭＸ. Ａ ｂｉｐａｒｔｉｔｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｏｄｕｌｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｓａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ￣
ａｇｅ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ [ Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｂｉｏｌꎬ ２０１３ꎬ １１ ( ９ ):
ｅ１００１６５５.

[８６] 　 Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｌｉ Ｘꎬ Ｚｈａｏ Ｊꎬ Ｔａｎｇ Ｘꎬ Ｔｉａｎ Ｓꎬ Ｃｈｅｎ Ｊꎬ Ｓｈｉ Ｃꎬ
Ｗａｎｇ Ｗꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ Ｆｅｎｇ Ｘꎬ Ｓｕｎ ＭＸ. Ｄｉｒｅｃｔ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｔｈａｔ
ｓｕｓｐｅｎｓｏｒ ｃｅｌｌｓ ｈａｖｅ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈａｔ ｉｓ ｓｕｐ￣
ｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏ ｐｒｏｐｅｒ ｄｕｒｉｎｇ ｎｏｒｍａｌ ｅｍｂｒｙｏｇｅ￣
ｎｅｓｉｓ [ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ ２０１５ꎬ １１２ ( ４０):
１２４３２－１２４３７.

[８７] 　 Ｇｏｏｈ Ｋꎬ Ｕｅｄａ Ｍꎬ Ａｒｕｇａ Ｋꎬ Ｐａｒｋ Ｊꎬ Ａｒａｔａ Ｈꎬ Ｈｉｇａｓｈｉｙａ￣
ｍａ Ｔꎬ Ｋｕｒｉｈａｒａ Ｄ. Ｌｉｖｅ￣ｃｅｌｌ ｉｍａｇｉｎｇ ａｎｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｍａｎｉｐｕｌａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｅａｒｌｙ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ [ Ｊ] . Ｄｅｖ Ｃｅｌｌꎬ
２０１５ꎬ ３４(２): ２４２－２５１.

[８８] 　 Ｎｏｗａｃｋ ＭＫꎬ Ｇｒｉｎｉ ＰＥꎬ Ｊａｋｏｂｙ ＭＪꎬ Ｌａｆｏｓ Ｍꎬ Ｋｏｎｃｚ Ｃꎬ
Ｓｃｈｎｉｔｔｇｅｒ Ａ. Ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｉｇｎａｌ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｇｇ ｃｅｌｌ ｓｅｔｓ ｏｆｆ ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍ
ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｇｅｎｅｔꎬ ２００６ꎬ ３８(１): ６３－６７.

[８９] 　 Ｇｒｏｓｓ￣Ｈａｒｄｔ Ｒꎬ Ｋäｇｉ Ｃꎬ Ｂａｕｍａｎｎ Ｎꎬ Ｍｏｏｒｅ ＪＭꎬ Ｂａｓｋａｒ
Ｒꎬ Ｇａｇｌｉａｎｏ ＷＢꎬ Ｊüｒｇｅｎｓ Ｇꎬ Ｇｒｏｓｓｎｉｋｌａｕｓ Ｕ. ＬＡＣＨＥＳＩＳ
ｒｅｓｔｒｉｃｔｓ ｇａｍｅｔｉｃ ｃｅｌｌ ｆａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｅ ｏｆ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｐｌｏｓ Ｂｉｏｌꎬ ２００７ꎬ ５(３): ｅ４７.

[９０] 　 Ｐａｇｎｕｓｓａｔ ＧＣꎬ Ｙｕ ＨＪꎬ Ｓｕｎｄａｒｅｓａｎ Ｖ. Ｃｅｌｌ￣ｆａｔｅ ｓｗｉｔｃｈ ｏｆ
ｓｙｎｅｒｇｉｄ ｔｏ ｅｇｇ ｃｅｌｌ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｅｏｓｔｒｅ ｍｕｔａｎｔ ｅｍｂｒｙｏ
ｓａｃｓ ａｒｉｓｅｓ ｆｒｏｍ ｍｉｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＢＥＬ１￣ｌｉｋｅ ｈｏｍｅ￣
ｏｄｏｍａｉｎ ｇｅｎｅ ＢＬＨ１ [ Ｊ ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２００７ꎬ １９ ( １１ ):
３５７８－３５９２.

[９１] 　 Ｃｈｅｎ Ｚꎬ Ｔａｎ ＪＬꎬ Ｉｎｇｏｕｆｆ Ｍꎬ Ｓｕｎｄａｒｅｓａｎ Ｖꎬ Ｂｅｒｇｅｒ Ｆ.
Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｆａｃｔｏｒ １ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｂｕｔ
ｎｏｔ ｃｅｌｌ ｆａｔｅ ｄｕｒｉｎｇ ｍａｌｅ ｇａｍｅｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ｔｈａｌｉａｎａ[Ｊ] . Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ２００８ꎬ １３５(１): ６５－７３.
[９２] 　 Ｉｎｇｏｕｆｆ Ｍꎬ Ｓａｋａｔａ Ｔꎬ Ｌｉ Ｊꎬ Ｓｐｒｕｎｃｋ Ｓꎬ Ｄｒｅｓｓｅｌｈａｕｓ Ｔꎬ

Ｂｅｒｇｅｒ Ｆ. Ｔｈｅ ｔｗｏ ｍａｌｅ ｇａｍｅｔｅｓ ｓｈａｒｅ ｅｑｕａｌ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｆｅｒ￣
ｔｉｌｉｚｅ ｔｈｅ ｅｇｇ ｃｅｌｌ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ [ Ｊ] . Ｃｕｒｒ Ｂｉｏｌꎬ
２００９ꎬ １９(１): Ｒ１９－２０.

[９３] 　 Ｈｏｕｇｈ Ｔꎬ Ｓｉｎｇｈ ＭＢꎬ Ｓｍａｒｔ ＩＪꎬ Ｋｎｏｘ ＲＢ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉ￣
ｇｅｎｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｃｅｌｌｓ ｂｏｕｎｄ ｔｏ ｐｏｌｙｃａｒｂｏｎａｔｅ
ｍｅｍｂｒａｎｅｓ[Ｊ] . Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ １９８６ꎬ ９２(１): １０３－
１０７.

[９４] 　 Ｐｅｎｎｅｌｌ ＲＩꎬ Ｒｕｓｓｅｌｌ ＳＤ. Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒ￣
ｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｅｌｉｃｉｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｐｅｒｍ ｏｆ
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Ｐｌｕｍｂａｇｏ ｚｅｙｌａｎｉｃａ[ Ｊ] . Ｂｏｔ Ｇａｚꎬ １９８７ꎬ １４８(４): ４０１－
４０６.

[９５] 　 Ｋｎｏｘ ＲＢꎬ Ｓｉｎｇｈ ＭＢ. Ｔａｎｓｌｅｙ ｒｅｖｉｅｗ ｎｏ. ６１ ｍａｌｅ ｇａｍｅｔｅｓ
ａｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍｓ [ Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌꎬ １９９３ꎬ
１２５(４): ６７９－６９４.

[９６] 　 Ｓｏｕｔｈｗｏｒｔｈ Ｄꎬ Ｋｗｉａｔｋｏｗｓｋｉ Ｓꎬ Ｓｍｉｔｈ ＡＲꎬ Ｍａｒｕｓｉｃｈ Ｍ. Ａｎ￣
ｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ￣ｐｌａｎｔ ｓｐｅｒｍ[Ｊ] . Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｍａꎬ １９９９ꎬ
２０８(１): １１５－１２２.

[９７] 　 Ｂｌｏｍｓｔｅｄｔ ＣＫꎬ Ｘｕ Ｈꎬ Ｓｉｎｇｈ ＭＢꎬ Ｋｎｏｘ ＲＢ. Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｓｏｍａｔｉｃ ａｎｄ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｏｆ ｌｉｌｙ ａｎｄ ｒａｐｅｓｅｅｄ[ Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌ
Ｐｌａｎｔａｒｕｍꎬ １９９２ꎬ ８５(２): ３９６－４０２.

[９８] 　 Ｓｏｕｔｈｗｏｒｔｈ Ｄꎬ Ｋｗｉａｔｋｏｗｓｋｉ Ｓ. Ａｒａｂｉｎｏｇａｌａｃｔａｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｔ
ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｓｐｅｒｍ ａｎｄ Ｌｉｌｉｕｍ ｓｐｅｒｍ ａｎｄ
ｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｓｅｘ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｐｒｏｄꎬ １９９６ꎬ ９ ( ５):
２６９－２７２.

[９９] 　 Ｘｕ ＨＰꎬ Ｔｓａｏ ＴＨꎬ Ｃａｏ ＺＸ. Ｌａｂｅｌｉｎｇ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｖｉａｂｌｅ ｓｐｅｒｍ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ. ｂｙ ｆｌｕｏｒｏ￣
ｐｈｏｒｅ￣ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ｌｅｃｔｉｎｓ[Ｊ] . Ａｃｔａ Ｐｈｏｔｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉ￣

ｃａꎬ １９９７ꎬ ２３(４): ３９９－４０４.
[１００] 　 Ｘｕ ＨＰꎬ Ｔｓａｏ ＴＨ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ

ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｓｐｅｒｍ
ｃｅｌｌ[Ｊ] . Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｍꎬ １９９７ꎬ １９８(１９８): １２５－１２９.

[１０１] 　 Ｓｕｎ ＭＸꎬ Ｋｒａｎｚ Ｅꎬ Ｍｏｓｃａｔｅｌｌｉ Ａꎬ Ｙａｎｇ ＨＹꎬ Ｌｏｒｚ Ｈꎬ Ｃｒｅｓ￣
ｔｉ Ｍ. Ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｆｏｒ ｄｉｒｅｃｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｃｔｉｎ ｂｉｎ￣
ｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｌｉｖｉｎｇ
ｓｐｅｒｍ ｃｅｌｌ ｉｎ ｍａｉｚｅ [ Ｊ] . Ｓｅｘ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｐｒｏｄꎬ ２００２ꎬ １５
(１): ５３－５５.

[１０２] 　 Ｆａｎｇ ＫＦꎬ Ｓｕｎ ＭＸ. Ｐｒｏｂｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｎ ｉｓｏｌａ￣
ｔｅｄ ｖｉａｂｌｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ａｎｄ ｓｐｅｒｍ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ [ Ｊ] .
Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉꎬ ２００５ꎬ １６８(５): １２５９－１２６５.

[１０３] 　 Ｆａｎｇ ＫＦꎬ Ｓｕｎ ＭＸꎬ Ｋｒａｎｚ Ｅꎬ Ｚｈｏｕ Ｃ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｓｉｔｕ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎ Ａ ａｎｄ ｗｈｅａｔ ｇｅｒｍ ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｔｏｒｅｎｉａ

ｆｏｕｒｎｉｅｒｉ Ｌ􀆰[Ｊ] . Ｉｓｒａｅｌ Ｊ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉꎬ ２００３ꎬ ５１(２): ８３－９０.
[１０４] 　 Ｆａｎｇ ＫＦꎬ Ｙａｎ ＴＴꎬ Ｓｕｎ ＭＸ. Ｍｏｓａｉｃｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆ Ｃｏｎ Ａ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｆｅ￣
ｍａｌｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ[Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌꎬ ２００５ꎬ
１６７(３): ７４３－７５０.

[１０５] 　 Ｘｕ Ｈꎬ Ｓｗｏｂｏｄａ Ｉꎬ Ｂｈａｌｌａ ＰＬꎬ Ｓｉｎｇｈ ＭＢ. Ｍａｌｅ ｇａｍｅｔｉｃ
ｃｅｌｌ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ ] .
Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ １９９９ꎬ ９６(５): ２５５４－２５５８.

[１０６] 　 Ｔ Ｍｏｒｉꎬ Ｈ Ｋｕｒｏｉｗａꎬ Ｔ Ｈｉｇａｓｈｉｙａｍａꎬ Ｔ Ｋｕｒｏｉｗａ. ＧＥＮ￣
ＥＲＡＴＩＶＥ ＣＥＬＬ ＳＰＥＣＩＦＩＣ １ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍ
ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２００６ꎬ ８(１): ６４－７１.

[１０７] 　 Ｗｏｎｇ ＪＬꎬ Ｌｅｙｄｏｎ ＡＲꎬ Ｊｏｈｎｓｏｎ ＭＡ. ＨＡＰ２ (ＧＣＳ１) ￣ｄｅ￣
ｐｅｎｄｅｎｔ ｇａｍｅｔｅ ｆｕｓｉｏｎ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｈａｒｇｅｄ
ｃａｒｂｏｘｙ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅｔꎬ ２０１０ꎬ １９: ６
(３): ｅ１０００８８２.

[１０８] 　 Ｍｏｒｉ Ｔꎬ Ｉｇａｗａ Ｔꎬ Ｔａｍｉｙａ Ｇꎬ Ｍｉｙａｇｉｓｈｉｍａ ＳＹꎬ Ｂｅｒｇｅｒ Ｆ.
Ｇａｍｅｔｅ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ＧＥＸ２ ｆｏｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｆｅｒｔｉｌｉ￣
ｚａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｃｕｒｒ Ｂｉｏｌꎬ ２０１４ꎬ ２４(２): １７０－

１７５.
[１０９] 　 Ｍáｒｔｏｎ ＭＬꎬ Ｃｏｒｄｔｓ Ｓꎬ Ｂｒｏａｄｈｖｅｓｔ Ｊꎬ Ｄｒｅｓｓｅｌｈａｕｓ Ｔ. Ｍｉ￣

ｃｒｏｐｙｌａｒ ｐｏｌｌｅｎ ｔｕｂｅ ｇｕｉｄａｎｃｅ ｂｙ ｅｇｇ ａｐｐａｒａｔｕｓ １ ｏｆ
ｍａｉｚｅ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００５ꎬ ３０７(５７０９): ５７３－５７６.

[１１０] 　 Ｌê Ｑꎬ Ｇｕｔｉèｒｒｅｚ￣Ｍａｒｃｏｓ ＪＦꎬ Ｃｏｓｔａ ＬＭꎬ Ｍｅｙｅｒ Ｓꎬ Ｄｉｃｋｉｎ￣
ｓｏｎ ＨＧꎬ Ｌöｒｚ Ｈꎬ Ｋｒａｎｚ Ｅꎬ Ｓｃｈｏｌｔｅｎ Ｓ. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｓｕｂｔｒａｃｔｅｄ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｆｒｏｍ ｌｉｍｉｔｅｄ ｐｏｐ￣
ｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｃｅｌｌｓ: ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍａｉｚｅ ｅｇｇ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｅｎｔｒａｌ ｃｅｌｌｓ
[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｊꎬ ２００５ꎬ ４４(１): １６７－１７８.

[１１１] 　 Ｓｐｒｕｎｃｋ Ｓꎬ Ｒａｄｅｍａｃｈｅｒ Ｓꎬ Ｖｏｇｌｅｒ Ｆꎬ Ｇｈｅｙｓｅｌｉｎｃｋ Ｊꎬ
Ｇｒｏｓｓｎｉｋｌａｕｓ Ｕꎬ Ｄｒｅｓｓｅｌｈａｕｓ Ｔ. Ｅｇｇ ｃｅｌｌ￣ｓｅｃｒｅｔｅｄ ＥＣ１
ｔｒｉｇｇｅｒｓ ｓｐｅｒｍ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｄｏｕｂｌｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１２ꎬ ３３８(６１１０): １０９３－１０９７.

[１１２] 　 Ｆａｕｒｅ ＪＥ. ｄｏｕｂｌｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐｌａｎｔｓ: ｏｒｉｇｉｎꎬ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｎｅｗ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ
[Ｍ] . Ｂｅｒｌｉｎ: Ｓｐｒｉｎｇｅｒ￣Ｖｅｒｌａｇꎬ １９９９: ７９－８９.

[１１３] 　 Ｍａｈｅｓｈｗａｒ Ｐ. Ａｎ ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｌｏｇｙ ｏｆ
ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍｓ[Ｍ] . Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ: ＭｃＧｒａｗ￣Ｈｉｌｌ Ｂｏｏｋ ＣｏＩｎｃꎬ
１９５０: １９０４－１９６６.

[１１４] 　 Ｒｕｓｓｅｌｌ ＳＤ. Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｒｍ ｏｆ ｐｌｕｍｂａｇｏ ｚｅｙ￣
ｌａｎｉｃａ: Ⅱ. ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｙｔｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔａꎬ １９８４ꎬ １６２(５): ３８５－３９１.

[１１５] 　 Ｒｏｍａｎ Ｈ. Ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｍａｉｚｅ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ

Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ １９４８ꎬ ３４(２): ３６－４２.
[１１６] 　 Ｒｕｓｓｅｌｌ ＳＤ. Ｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｌｕｍｂａｇｏ￣ｚｅｙｌａｎｉ￣

ｃａ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｇａｍｅｔｅ￣ｌｅｖｅｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ｉｎ ａｎ ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ １９８５ꎬ
８２(１８): ６１２９－６１３２.

[１１７] 　 Ｇｕｓｔｉ Ａꎬ Ｂａｕｍｂｅｒｇｅｒ Ｎꎬ Ｎｏｗａｃｋ Ｍꎬ Ｐｕｓｃｈ Ｓꎬ Ｅｉｓｌｅｒ Ｈꎬ
Ｐｏｔｕｓｃｈａｋ Ｔꎬ Ｄｅ Ｖｅｙｌｄｅｒ Ｌꎬ Ｓｃｈｎｉｔｔｇｅｒ Ａꎬ Ｇｅｎｓｃｈｉｋ Ｐ.
Ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｆ￣ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ＦＢＬ１７ ｉｓ ｅｓｓｅｎ￣
ｔｉａｌ ｆｏｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｍｉｔｏｓｉｓ ｄｕｒｉｎｇ
ｐｏｌｌｅｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ [ Ｊ ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２００９ꎬ ４ ( ３ ):
ｅ４７８０.

[１１８] 　 Ｆｒａｎｋ ＡＣꎬ Ｊｏｈｎｓｏｎ ＭＡ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ
Ａ ｓｕｂｕｎｉｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＨＡＰ２ ( ＧＣＳ１ ) ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｂｌｏｃｋｓ
ｓｐｅｒｍ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｅｓ ｓｉｎｇｌｅ ｓｐｅｒｍ￣ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ
ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２００９ꎬ １５１(３):
１３９０－１４００.

[１１９] 　 Ｐａｇｎｕｓｓａｔ ＧＣꎬ Ｙｕ ＨＪꎬ Ｓｕｎｄａｒｅｓａｎ Ｖ. Ｃｅｌｌ￣ｆａｔｅ ｓｗｉｔｃｈ
ｏｆ ｓｙｎｅｒｇｉｄ ｔｏ ｅｇｇ ｃｅｌｌ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｅｏｓｔｒｅ ｍｕｔａｎｔ ｅｍ￣
ｂｒｙｏ ｓａｃｓ ａｒｉｓｅｓ ｆｒｏｍ ｍｉｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＢＥＬ１￣ｌｉｋｅ ｈｏ￣
ｍｅｏｄｏｍａｉｎ ｇｅｎｅ ＢＬＨ１[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２００７ꎬ １９(１１):
３５７８－３５９２.

[１２０] 　 Ｋｏｎｇ ＪＸꎬ Ｌａｕ Ｓꎬ Ｊüｒｇｅｎｓ Ｇ. Ｔｗｉｎ ｐｌａｎｔｓ ｆｒｏｍ ｓｕｐｅｒｎｕ￣
ｍｅｒａｒｙ ｅｇｇ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｃｕｒｒ Ｂｉｏｌꎬ ２０１５ꎬ ２５
(２): ２２５－２３０.

[１２１] 　 Ｉｎｇｏｕｆｆ Ｍꎬ Ｓａｋａｔａ Ｔꎬ Ｌｉ Ｊꎬ Ｓｐｒｕｎｃｋ Ｓꎬ Ｄｒｅｓｓｅｌｈａｕｓ Ｔꎬ
Ｂｅｒｇｅｒ Ｆ. Ｔｈｅ ｔｗｏ ｍａｌｅ ｇａｍｅｔｅｓ ｓｈａｒｅ ｅｑｕａｌ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ
ｆｅｒｔｉｌｉｚｅ ｔｈｅ ｅｇｇ ｃｅｌｌ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ [ Ｊ] . Ｃｕｒｒ

Ｂｉｏｌꎬ ２００９ꎬ １９(１): Ｒ１９－２０.
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[１２２] 　 Ｃｈｅｎ Ｚꎬ Ｔａｎ ＪＬꎬ Ｉｎｇｏｕｆｆ Ｍꎬ Ｓｕｎｄａｒｅｓａｎ Ｖꎬ Ｂｅｒｇｅｒ Ｆ.
Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｆａｃｔｏｒ １ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｂｕｔ
ｎｏｔ ｃｅｌｌ ｆａｔｅ ｄｕｒｉｎｇ ｍａｌｅ ｇａｍｅｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ｔｈａｌｉａｎａ[Ｊ] . Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ２００８ꎬ １３５(１): ６５－７３.
[１２３] 　 Ｚｈａｎｇ Ｚꎬ Ｘｕ Ｈꎬ Ｓｉｎｇｈ ＭＢꎬ Ｒｕｓｓｅｌｌ ＳＤ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｓｐｅｒｍ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｐｏｌｌｅｎ ｏｆ Ｐｌｕｍｂａｇｏ ｚｅｙｌａｎｉｃａ[ Ｊ] . Ｚｙｇｏｔｅꎬ １９９８ꎬ ６
(４): ２９５－２９８.

[１２４] 　 Ｓｏｕｔｈｗｏｒｔｈ Ｄꎬ Ｓｔｒｏｕｔ Ｇꎬ Ｒｕｓｓｅｌｌ ＳＤ. Ｆｒｅｅｚｅ￣ｆｒａｃｔｕｒｅ ｏｆ
ｓｐｅｒｍ ｏｆ Ｐｌｕｍｂａｇｏ ｚｅｙｌａｎｉｃａ Ｌ. ｉｎ ｐｏｌｌｅｎ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

[Ｊ] . Ｓｅｘ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｐｒｏｄꎬ １９９７ꎬ １０(４): ２１７－２２６.
[１２５] 　 Ｈｉｒａｎｏ Ｔꎬ Ｈｏｓｈｉｎｏ Ｙ. Ｓｐｅｒｍ ｄｉｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｎｕ￣

ｃｌｅａｒ ｓｈａｐｅ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｃｙｒｔａｎｔｈｕｓ

ｍａｃｋｅｎｉｉ[ Ｊ] . Ｓｅｘ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｐｒｏｄꎬ ２０１０ꎬ ２３(２): １５３ －
１６２.

[１２６] 　 Ｓｉｎｇｈ ＭＢꎬ Ｘｕ Ｈꎬ Ｂｈａｌｌａ ＰＬꎬ Ｚｈａｎｇ ＺＪꎬ Ｓｗｏｂｏｄａ Ｉꎬ
Ｒｕｓｓｅｌｌ ＳＤ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｇｅｎｅ￣
ｒａｔｉｖｅ ａｎｄ ｓｐｅｒｍ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｓｅｘ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｐｒｏｄꎬ ２００２ꎬ １４
(６): ３２５－３２９.

[１２７] 　 Ｆａｕｒｅ ＪＥꎬ Ｒｕｓｃｈｅ ＭＬꎬ Ｔｈｏｍａｓ Ａꎬ Ｋｅｉｍ Ｐꎬ Ｄｕｍａｓ Ｃꎬ
Ｍｏｇｅｎｓｅｎ ＨＬꎬ Ｒｏｕｇｉｅｒ Ｍꎬ Ｃｈａｂｏｕｄ Ａ. Ｄｏｕｂｌｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａ￣
ｔｉｏｎ ｉｎ ｍａｉｚｅ: ｔｈｅ ｔｗｏ ｍａｌｅ ｇａｍｅｔｅｓ ｆｒｏｍ ａ ｐｏｌｌｅｎ ｇｒａｉｎ
ｈａｖｅ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｆｕｓｅ ｗｉｔｈ ｅｇｇ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｊꎬ ２００３ꎬ
３３(６): １０５１－１０６２.

[１２８] 　 Ｊａｈｎｋｅ Ｓꎬ Ｓｃｈｏｌｔｅｎ Ｓ. Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｓｅｔｔｉｎｇ ｏｆ ａ ｇｅｎｅ ｉｍ￣
ｐｒｉｎｔｅｄ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｓ[Ｊ] . Ｃｕｒｒ Ｂｉｏｌꎬ ２００９ꎬ １９(１９):
１６７７－１６８１.

[１２９] 　 Ｇｅｈｒｉｎｇ Ｍꎬ Ｍｉｓｓｉｒｉａｎ Ｖꎬ ａｎｄ Ｈｅｎｉｋｏｆｆ Ｓ. Ｇｅｎｏｍｉｃ ａｎａｌｙ￣
ｓｉｓ ｏｆ ｐａｒｅｎｔ￣ｏｆ￣ｏｒｉｇｉｎ ａｌｌｅｌｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ｔｈａｌｉａｎａ ｓｅｅｄｓ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１１ꎬ ６(８): ｅ２３６８７.
[１３０] 　 Ｈｓｉｅｈ ＴＦꎬ Ｓｈｉｎ Ｊꎬ Ｕｚａｗａ Ｒꎬ Ｓｉｌｖａ Ｐꎬ Ｃｏｈｅｎ Ｓꎬ Ｂａｕｅｒ

ＭＪꎬ Ｈａｓｈｉｍｏｔｏ Ｍꎬ Ｋｉｒｋｂｒｉｄｅ ＲＣꎬ Ｈａｒａｄａ ＪＪꎬ Ｚｉｌｂｅｒｍａｎ
Ｄꎬ Ｆｉｓｃｈｅｒ ＲＬ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｐｒｉｎｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ[Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ
２０１１ꎬ １０８(５): １７５５－１７６２.

[１３１] 　 Ｌｕｏ Ｍꎬ Ｔａｙｌｏｒ ＪＭꎬ Ｓｐｒｉｇｇｓ Ａꎬ Ｚｈａｎｇ Ｈꎬ Ｗｕ Ｘꎬ Ｒｕｓｓｅｌｌ
Ｓꎬ Ｓｉｎｇｈ Ｍꎬ Ｋｏｌｔｕｎｏｗ Ａ. Ａ ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ｓｕｒｖｅｙ ｏｆ ｉｍ￣
ｐｒｉｎｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ
ｏｃｃｕｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅｔꎬ ２０１１ꎬ ７(６):
ｅ１００２１２５.

[１３２] 　 Ｗａｔｅｒｓ ＡＪꎬ Ｍａｋａｒｅｖｉｔｃｈ Ｉꎬ Ｅｉｃｈｔｅｎ ＳＲꎬ Ｓｗａｎｓｏｎ￣Ｗａｇｎｅｒ
ＲＡꎬ Ｙｅｈ ＣＴꎬ Ｘｕ Ｗꎬ Ｓｃｈｎａｂｌｅ ＰＳꎬ Ｖａｕｇｈｎ ＭＷꎬ Ｇｅ￣
ｈｒｉｎｇ Ｍꎬ Ｓｐｒｉｎｇｅｒ ＮＭ. Ｐａｒｅｎｔ￣ｏｆ￣ｏｒｉｇｉｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｉｚｅ ｅｎｄｏ￣
ｓｐｅｒｍ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２０１１ꎬ ２３(１２): ４２２１－４２３３.

[１３３] 　 Ｒａｉｓｓｉｇ ＭＴꎬ Ｂｅｍｅｒ Ｍꎬ Ｂａｒｏｕｘ Ｃꎬ Ｇｒｏｓｓｎｉｋｌａｕｓ Ｕ. Ｇｅ￣
ｎｏｍｉｃ ｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｅｍｂｒｙｏ ｉｓ ｐａｒｔｌｙ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＰＲＣ２ [ Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅｔꎬ ２０１３ꎬ ９ ( １２):
ｅ１００３８６２.

[１３４] 　 Ｋｒａｎｚ Ｅꎬ Ｂａｕｔｏｒ Ｊꎬ Ｌöｒｚ Ｈ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅꎬ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｇａｍｅｔｅｓ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｆｕｓｉｏｎ

[Ｊ] . Ｓｅｘ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｐｒｏｄꎬ １９９１ꎬ ４(１): １２－１６.
[１３５] 　 Ｋｒａｎｚ Ｅꎬ Ｌöｒｚ Ｈ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｉｓｏｌａｔｅｄꎬ ｓｉｎ￣

ｇｌｅ ｇａｍｅｔｅｓ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｚｙｇｏｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｆｅｒ￣
ｔｉｌｅ ｍａｉｚｅ ｐｌａｎｔｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ １９９３ꎬ ５(５): ７３９－７４６.

[１３６] 　 Ｋｒａｎｚ Ｅꎬ Ｌöｒｚ Ｈ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｂｙ ｓｉｎｇｌｅ
ｅｇｇ ａｎｄ ｓｐｅｒｍ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｆｕｓｉｏｎ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ
ｃａｌｃｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｐＨ[ Ｊ] . Ｚｙｇｏｔｅꎬ １９９４ꎬ ２(２): １２５－
１２８.

[１３７] 　 Ｆａｕｒｅ ＪＥꎬ Ｄｉｇｏｎｎｅｔ Ｃꎬ Ｄｕｍａｓ Ｃ. Ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ
ａｄｈｅｓｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｇａｍｅｔｅｓ [ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ
１９９４ꎬ ２６３(５１５３): １５９８－１６００.

[１３８] 　 Ｐｅｎｇ ＸＢꎬ Ｓｕｎ ＭＸꎬ Ｙａｎｇ ＨＹ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ
ｇａｍｅｔｅ ｆｕｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｉｚｅ [ Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｒｅｓꎬ ２００５ꎬ １５ ( ９):
７３４－７３８.

[１３９] 　 Ｓｕｎ ＭＸꎬ Ｙａｎｇ ＨＹꎬ Ｚｈｏｕ Ｃꎬ Ｋｏｏｐꎬ ＨＵ. Ｓｉｎｇｌｅ ｐａｉｒ ｆｕ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｅｍａｌｅ ｇａｍｅｔｏ￣
ｐｌａｓｔｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｉｎ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ[ Ｊ] .
Ａｃｔａ Ｂｏｔ Ｓｉｎꎬ １９９５ꎬ ３７(１): １－６.

[１４０] 　 Ｔｉａｎ ＨＱꎬ Ｒｕｓｓｅｌｌ ＳＤ. Ｍｉｃｒｏｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅ￣
ｍａｌｅ ｇａｍｅｔｅｓ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ: Ⅱ. Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ａｔ￣
ｔｅｍｐｔｓ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｇｇ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ[ Ｊ] .
Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐꎬ １９９７ꎬ １６(９): ６５７－６６１.

[１４１] 　 Ｋｈａｌｅｑｕｚｚａｍａｎ Ｍꎬ Ｈａｑ Ｎ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｕｓｉｏｎ ｏｆ
ｅｇｇ ａｎｄ ｓｐｅｒｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２００５ꎬ ４３(１): ６９－７５.

[１４２] 　 Ｋｕｍｌｅｈｎ Ｊꎬ Ｋｏｖáｃｓ Ｍꎬ Ｌöｒｚ Ｈꎬ Ｋｒａｎｚ Ｅ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａ￣
ｔｉｏｎ ｉｎ ｗｈｅａｔ (Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.) ｖｉａ ｅｌｅｃｔｒｏｆｕｓｉｏｎ ｏｆ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｅｇｇ ａｎｄ ｓｐｅｒｍ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ
１９９６ꎬ ６９: １０８.

[１４３] 　 Ｄｉｇｏｎｎｅｔ Ｃꎬ Ａｌｄｏｎ Ｄꎬ Ｌｅｄｕｃ Ｎꎬ Ｄｕｍａｓ Ｃꎬ Ｒｏｕｇｉｅｒ Ｍ.
Ｆｉｒｓｔ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｃａｌｃｉｕｍ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐｌａｎｔｓ
ａｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ １９９７ꎬ １２４(１５): ２８６７－
２８７４.

[１４４] 　 Ａｎｔｏｉｎｅ ＡＦꎬ Ｆａｕｒｅ ＪＥꎬ Ｄｕｍａｓ Ｃꎬ Ｆｅｉｊó ＪＡ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ Ｃａ２＋ ａｎｄ Ｃａ２＋ ｉｎｆｌｕｘ ｔｏ ｇａｍ￣
ｅｔｅ ｆｕｓｉｏｎ ａｎｄ ｅｇｇ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｍａｉｚｅ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ
２００１ꎬ ３(１２): １１２０－１１２３.

[１４５] 　 Ｓｕｎ ＭＸꎬ Ｍｏｓｃａｔｅｌｌｉ Ａꎬ Ｙａｎｇ ＨＹꎬ Ｃｒｅｓｔｉ Ｍ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｏｕｂ￣
ｌｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ (Ｌ.): ｆｕｓｉｏｎ ｂｅｈａｖｉｏｒ
ａｎｄ ｇａｍｅｔｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｔｒａｃｅｄ ｂｙ ｖｉｄｅｏ￣ｅｎｈａｎｃｅｄ ｍｉ￣
ｃｒｏｓｃｏｐｙ[ Ｊ] . Ｓｅｘ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｐｒｏｄꎬ ２０００ꎬ １２(５): ２６７－
２７５.

[１４６] 　 Ｓｕｎ ＭＸꎬ Ｍｏｓｃａｔｅｌｌｉ Ａꎬ Ｙａｎｇ ＨＹꎬ Ｃｒｅｓｔｉ Ｍ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｏｕｂ￣
ｌｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ ( Ｌ.): ｐｏｌｙｇａｍｙ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｉｎｇｌｅ ｐａｉｒ ｓｏｍａｔｉｃ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ
ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｆｕｓｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｓｅｘ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｐｒｏｄꎬ ２０００ꎬ １３
(２): １１３－１１７.

[１４７] 　 Ｔｉｒｌａｐｕｒ ＵＫꎬ Ｋｒａｎｚ Ｅꎬ Ｃｒｅｓｔｉ Ｍ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｌａ￣
ｔｅｄ ｅｇｇ ｃｅｌｌｓꎬ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ ｚｙｇｏｔｅｓ ｏｆ
Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ. ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｏｆ ｉｍａｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ
ｃｏｎｆｏｃａｌ ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ[Ｊ] . Ｚｙｇｏｔｅꎬ １９９５ꎬ
３(１): ５７－６４.
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[１４８] 　 Ｆａｕｒｅ ＪＥꎬ Ｍｏｇｅｎｓｅｎ ＨＬꎬ Ｄｕｍａｓ Ｃꎬ Ｌｏｒｚ Ｈꎬ Ｋｒａｎｚ Ｅ.
Ｋａｒｙｏｇａｍｙ ａｆｔｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｅｇｇ ａｎｄ ｓｐｅｒｍ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｆｒｏｍ ｍａｉｚｅ: ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ
ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ １９９３ꎬ ５(７): ７４７－７５５.

[１４９] 　 Ｋｒａｎｚ Ｅꎬ ｖｏｎ Ｗｉｅｇｅｎ Ｐꎬ Ｌｏｒｚ Ｈ. Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ
Ｐｌａｎｔ Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｉｎ Ｖｉｔｒｏ Ｆｕｓｅｄ Ｉｓｏｌａｔｅｄ Ｇａｍｅｔｅｓ
ｏｆ Ｍａｉｚｅ[Ｍ] . Ｂｅｒｌｉｎ: Ｓｐｒｉｎｇｅｒ Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓꎬ １９９５: ２０１－
２０６.

[１５０] 　 Ｈｏｓｈｉｎｏ Ｙꎬ Ｓｃｈｏｌｔｅｎ Ｓꎬ ｖｏｎ Ｗｉｅｇｅｎ Ｐꎬ Ｌｏｒｚ Ｈꎬ Ｋｒａｎｚ Ｅ.
Ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌａｒ ａｒｃｈｉ￣
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