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低温对茶树花粉管抑制作用与 NO 关系的研究 
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（1南京农业大学茶叶科学研究所，南京 210095；2江苏省茶学博士后科研工作站，江苏苏州 215128） 

摘  要：以无性系茶树品种‘龙井 43’花粉为材料，研究了低温对茶树花粉萌发和花粉管伸长的影

响及其与一氧化氮（NO）的关系。结果显示低温显著抑制了茶树花粉萌发和花粉管伸长，且表现出明显

的时间依赖性；外源 NO 供体硝普钠（SNP）产生类似的抑制效应，并表现出明显的浓度依赖性，其抑制

效应被 NO 清除剂（cPTIO）和一氧化氮合酶（NOS）抑制剂（L-NNA）所缓解。此外，低温处理促进茶

树花粉管 NO 释放并伴随着 NOS 活性的提高。上述研究结果表明，低温抑制茶树花粉萌发和花粉管伸长

与其诱导 NO 释放有关，且低温诱导的 NO 释放部分依赖于 NOS 催化产生。 
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A Study on the Involvement of Nitric Oxide in Inhibiting Pollen Tube 
Growth of Tea Plant（Camellia sinensis）Under Low-temperature  

WANG Wei-dong1，JIANG Xin1，DU Yu-lin1，WANG Yu-hua1,2,*，and LI Xing-hui1,2,*  

（1Tea Research Institute，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China； 2The Post-Doctoral Research Station 
for Tea Science of Jiangsu Province，Suzhou，Jiangsu 215128，China） 

Abstract：The pollen germination and pollen tube growth of tea plant，as well as their relationship 

with nitric oxide（NO）under low-temperature were studied using pollen of culivar‘Longjing 43’. The 

results showed that low-temperature significantly inhibited the tea pollen germination and pollen tube 

growth in a time-dependent manner. Similar inhibitory effects in a dose-dependent manner were observed 

with exogenous NO donor（Sodium Nitroprusside，SNP）. Both NO scavenger（cPTIO）and nitric oxide 

synthase（NOS）inhibitor（L-NNA）partially alleviated this inhibitory effect. Furthermore，the NO releasing 

along with the NOS activity were promoted in tea pollen tubes under low-temperature. The results 

indicated that the inhibitory effects of low-temperature treatment on tea pollen germination and pollen tube 

growth are related to NO generating from NOS activity. 
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目前茶树[Camellia sinensis（L.）O. Kuntze]育种的主要方法仍然是有性杂交（董丽娟，2001）。

由于茶树盛花期一般处于 10 月中下旬至 11 月中旬，期间经常会遭遇寒冷天气危害，致使花粉活力 

                     



1536                                       园   艺   学   报                                  40 卷 

降低。花期低温在果树上研究较为广泛：低温导致桃树花粉萌发率低，花粉管生长缓慢（李晓林，

2005；王华东和唐红，2009）；低温能明显降低李树花粉的萌发率，尤其会减慢花粉萌发和花粉管伸

长（张义 等，2003）。然而，关于茶树花期低温的影响及其机制研究尚少。 

NO 作为重要的信号分子，在植物对生物和非生物胁迫反应、细胞程序性死亡（PCD）、呼吸作

用、光形态建成、果实成熟、叶片伸展、气孔关闭、衰老、种子萌发、开花调控、根发育和激素反

应等过程中起着重要的调节作用（Gould et al.，2003；Wendehenne et al.，2004；Delledonne，2005；

Lamotte et al.，2005； Wilson et al.，2007；张少颖 等，2007；Besson-Bard et al.，2008）。相关研究

表明 NO 参与调控花粉管极性生长：Prado 等（2004）对百合花粉的研究结果表明，NO 可以调节百

合花粉管生长方向，并且这种方向调控可以被 NO 清除剂 2–（4–羧基苯）–4,4,5,5–四甲基咪

唑–1–氧–3–氧化物（cPTIO）消除；He 等（2007）运用 NO 释放剂和清除剂对不同剂量 UV-B

照射的泡桐花粉研究表明，NO 介导了 UV-B 对花粉萌发和花粉管伸长的抑制作用；通过应用显微注

射、非损伤微测、免疫荧光标记等技术，Wang 等（2009）发现，NO 释放剂促进白皮松花粉萌发和

花粉管伸长，并且具有浓度效应，而抑制剂则抑制白皮松花粉萌发和花粉管生长，同时使花粉管顶

端膨大，丧失极性。 

本试验中在人工气候箱中模拟花期低温环境，并施加外源 NO 供体、NO 清除剂和一氧化氮合酶

（NOS）抑制剂，以探讨低温对茶树花粉萌发和花粉管伸长的影响以及与 NO 的关系，旨在为低温

条件下保持茶树花粉活力提供科学依据和理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料 

茶树供试材料为栽植于南京市中山陵茶园的 5 年生‘龙井 43’品种。于 2012 年 10 月至 11 月

上旬茶树盛花期期间，下午 16—17 时采摘处于蕾白期（花蕾膨大欲展开，色白）的花蕾，置于硅胶

干燥器内干燥 15 h 左右，用毛笔将花粉轻轻刷下至硫酸纸上，收集备用（陈暄 等，2010）。 

1.2  花粉培养及萌发率、花粉管长度检测 

称取 0.05 g 新收集的茶树花粉，用毛笔轻轻抖入 20 mL 花粉培养液中，分别置于常温（25 ℃）

和低温（4 ℃）人工气候箱中避光悬浮培养 1、2 和 3 h，检测萌发率和花粉管长度。常温（25 ℃）

条件下，以含不同浓度 SNP（0、50、100、200 和 1 000 µmol · L-1）的花粉培养液作为对照组，终浓

度为 200 µmol · L-1 的 NO 清除剂（cPTIO）和 300 µmol · L-1的 NOS 抑制剂 Nω–硝基–L–精氨酸

（L-NNA）分别与上述不同浓度的 SNP 共培养茶树花粉 2 h。均设 3 次重复。花粉培养液的配制参

照陈暄等（2010）所述。 

吸取适量培养后的花粉悬浮液于普通光学显微镜（JNOEC XS-212-103，10 × 10 倍）下进行观察，

以花粉管的长度达到花粉粒直径的 1/2 以上视为花粉萌发（Vaknin & Eisikowitch，2000；向旭 等，

2000），每片观察 6 个视野。花粉萌发率（%）= 萌发花粉粒数/观察花粉总粒数 × 100。  

随机选取 200 个萌发的花粉，在 4 倍物镜或 10 倍物镜下用测微尺测量花粉管的长度，根据校正

尺的校正换算成花粉管的实际长度（10 × 4 倍镜下，测微尺一小格换算成实际长度为 25 µm；10 × 10

倍镜下，测微尺一小格换算成实际长度为 9.8 µm）。 

1.3  NO 释放量检测 

分别在含 cPTIO（200 µmol · L-1）、L-NNA（300 µmol · L-1）、SNP（200 µmol · L-1）和对照组花
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表 1  低温对茶树花粉萌发和花粉管伸长的影响 

Table 1  Effects of low temperature on tea pollen germination 

and pollen tube growth 

温度/℃ 

Temperature

时间

/h 
Time

萌发率/% 
Pollen germination 

花粉管长度/μm 
Pollen tube length  

1 10.51 ± 0.63 e 55.65 ± 1.68 f 
2 30.73 ± 3.22 d 186.85 ± 2.35 e 

4 

3 55.87 ± 0.98 c 533.33 ± 10.32 c 
25 1 85.72 ± 2.36 b 332.92 ± 7.36 d 
 2 90.41 ± 0.84 ab 875.35 ± 12.21 b 

 3 92.82 ± 0.79 a 1253.33 ± 19.29 a 

注：不同字母表示在 P < 0.05 水平上显著性差异，下同。 

Note：Different letters are significantly different at P < 0.05. The 

same below. 

粉培养液中轻轻抖入 0.02 g 新收集的茶树花粉，分别置于常温（25 ℃）和低温（4 ℃）人工气候箱

中避光悬浮培养 2 h。设 3 次重复。 

NO 释放量的检测参照 Murphy 和 Noack（1994）、Clarke 等（2008）和 Hu 等（2005）所述方

法并作适当改进：过滤收集培养后的茶树花粉，用花粉培养液以 0.02 g · mL-1 浓度重新悬浮，加入

100 U 的 CAT 和 100 U 的 SOD 以除去 ROS 的干扰；5 min 后加入氧合血红素（HbO2）至终浓度为

10 µmol · L-1，暗培养 5 min，4 ℃、10 000 g 离心 30 s，收集上清液于分光光度计上检测 401 nm 和

421 nm 处吸光值。将所得数据代入公式 CNO =（A401–A421）/εb。ε = 77 L · mmol-1 · cm-1，b = 1 cm。 

HbO2 贮存液的制备参照 Clarke 等（2008）所述方法：将 25 mg 血红素溶于 1 mL 磷酸缓冲液（pH 

7.2），加入 4 mg Na2S2O4至溶液变为紫红色，于空气中氧化至溶液变为亮浅红色。溶液通过 1 cm × 20 

cm，填料柱为 SephdexG-25 的层析柱脱盐，用磷酸缓冲液（pH 7.2）洗脱，流速约为 1 mL · min-1， HbO2

大约 10 min 时流出，收集后置于冰上避光保存。 

1.4  花粉管中 NOS 活性测定 

依次称取 0.05 g 新收集的茶树花粉，轻轻抖入含 L-NNA（300 µmol · L-1）和对照组花粉培养液

中，分别置于常温（25 ℃）和低温（4 ℃）人工气候箱中避光悬浮培养 2 h。试验设 3 次重复。 

酶粗提物的获得参照 Corpas 等（2004）所述方法并作适当改进：将培养后的茶树花粉过滤收集

于研钵中，于液氮下匀浆并迅速加入 1 mL 提取液[50 mmol · L-1 Hepes（pH 7.2），5% 蔗糖，1 mmol · L-1 

EDTA，1 mmol · L-1 胃酶抑素，1 mmol · L-1 亮抑酶肽，10 mmol · L-1 还原型谷胱甘肽，1 mmol · L-1 

PMSF 和 1 mmol · L-1 DTT]混匀，4 ℃、10 000 g 离心 20 min，收集上清液，冰上保存。 

NOS 活性的测定参照 Murphy 和 Noack（1994）、Hevel 和 Marletta（1994）所述方法并作适当改

进：取 1 mL 上述上清液，加入 HbO2至终浓度为 10 µmol · L-1，分别测定 0、5 和 10 min 时的 401

和 421 nm 处吸光值。将所得数据代入 1.3 中的公式。 

采用考马斯亮蓝（G-250）法（Bradford，1976）测定蛋白质浓度。 

1.5  数据统计分析 

使用 Excel 2010 和 SPSS 19 软件对数据进行整理和统计学分析，用 Duncan’s 新复极差法进行多

重比较。 

2  结果与分析 

2.1  低温对茶树花粉萌发和花粉管伸长的影

响 

由表 1 可知，茶树花粉经过低温处理 1 ~ 3 

h，花粉萌发率分别比常温处理下低 75.21%、

59.68%和 36.95%，花粉管长度分别比常温处理

下短 277.27、688.50 和 720.00 µm，表明低温

对茶树花粉萌发和花粉管伸长均具显著的抑制

效应，并表现出明显的时间依赖性。 

2.2  NO 对茶树花粉萌发和花粉管伸长的影响 

SNP 作为常用的 NO 供体经常被用于研究
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表 2 不同浓度 SNP 对茶树花粉萌发和花粉管生长的影响 

Table 2  Effects of different concentration of SNP on tea pollen 

germination and pollen tube growth 

处理/(µmol · L-1) Treatment 

SNP cPTIO L-NNA 

萌发率/% 
Pollen germination 

花粉管长度/μm 
Pollen tube length 

0 200 0 91.41 ± 0.92 a 1 172.28 ± 32.01 a 

0 0 300 91.54 ± 1.68 a 1 164.15 ± 26.43 ab

0 0 0 88.87 ± 2.45 ab 1 161.25 ± 36.61 ab

50 200 0 90.94 ± 1.53 a 1 160.50 ± 29.58 ab

50 0 300 88.71 ± 3.70 ab 1 156.50 ± 20.79 ab

50 0 0 83.80 ± 5.57 bc 1 068.00 ± 25.82 cd

100 200 0 89.37 ± 2.46 ab 1 122.00 ± 32.65 ab

100 0 300 87.20 ± 5.23 ab 1 100.50 ± 24.64 abc

100 0 0 80.64 ± 9.08 cd 1 035.50 ± 29.35 d 

200 200 0 87.26 ± 4.45 ab 1 067.00 ± 30.37 bc

200 0 300 83.06 ± 3.87 bc 1 058.25 ± 27.57 bc

200 0 0 74.19 ± 3.14 e 1 010.75 ± 32.20 d 

1000 200 0 77.07 ± 8.22 de 1 020.25 ± 26.49 d 

1000 0 300 72.96 ± 5.84 e 1 008.25 ± 24.14 d 

1000 0 0 61.31 ± 7.77 f 866.75 ± 29.48 e 

NO 在植物体中的生理效应（Neill et al.，2002；

Murgia et al.，2004）。表 2 显示，不同浓度的

SNP 处理均抑制了茶树花粉的萌发和花粉管的

伸长，且表现出明显的浓度依赖性，以 1 000 

µmol · L-1 抑制效应最大。NO 清除剂 cPTIO 和

NOS 抑制剂 L-NNA 缓解了 SNP 对茶树花粉萌

发率和花粉管伸长的抑制效应，且 200 µmol · L-1

的 cPTIO 对 SNP 抑制的缓解效用高于 300 

µmol · L-1 L-NNA 的缓解效用。 

2.3  低温下茶树花粉管 NO 释放速率的变化 

如图 1 所示，低温处理下茶树花粉管 NO

释放速率明显高于常温处理。与对照组相比，

无论是低温处理还是常温处理，添加 NO 清除

剂 cPTIO 或 NOS 抑制剂 L-NNA 均使茶树花粉

管 NO 释放速率显著下降，而添加 NO 释放剂

SNP 导致茶树花粉管 NO 释放速率显著上升。分析表明，低温和外源 NO 释放剂 SNP 均可促进茶树

花粉管 NO 的释放，而 cPTIO 和 L-NNA 从一定程度上抑制了 NO 的释放。 

2.4  低温下茶树花粉管中 NOS 活性的变化 

如图 2 所示，经低温培养 2 h 后，茶树花粉中的一氧化氮合酶（NOS）活性从 1.88 增长到 3.50 

nmol · min-1 · mg-1。常温处理下，添加 300 µmol · L-1 的 L-NNA，茶树花粉管中 NOS 活性降低到 1.73 

nmol · min-1 · mg-1；低温处理下，添加 300 µmol · L-1 L-NNA，茶树花粉管中 NOS 活性降低到 2.82 

nmol · min-1 · mg-1。表明低温使茶树花粉管中 NOS 活性升高，L-NNA 抑制了茶树花粉管中 NOS 的

活性。  

 

 

 

 

3  讨论 

植物花期遭遇早春寒和晚霜等低温天气，致使坐果率低下，减产严重等一系列的问题，其实质

是由于低温降低了花粉在柱头上的萌发率以及花粉管生长速度（王白坡 等，1989；李晓林，2005）。

图 1 低温对茶树花粉管 NO 释放速率的影响 

Fig. 1  Effect of low-temperature on NO release of tea  

pollen tubes 

图 2 低温和 L-NNA 对茶树花粉管中 NOS 活性的影响 

Fig.2  Effect of low-temperature and L-NNA on NOS activity in 

tea pollen tubes  
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本试验研究结果表明，低温能够明显抑制茶树花粉的萌发和花粉管伸长，与王华东和唐红（2009）、

李晓林（2005）及张义等（2003）研究低温抑制花粉萌发和花粉管生长结论一致。 

有报道指出，NO 可以调节花粉管生长方向并且可以作为花粉管主轴延长生长的负反馈调节因

子，即适量的外源 NO 释放剂 SNAP 可以降低花粉管的生长速率（Prado et al.，2004）。本试验结果

显示，施加外源 NO 释放剂 SNP 可以降低花粉的萌发率并延缓花粉管的伸长，NO 清除剂 cPTIO 和

NOS 抑制剂 L-NNA 在一定程度上缓解了 SNP 的抑制效应，表明 NO 至少在花粉管生长过程中是一

个生长负调节子，这与 He 等（2007）研究外源 NO 对泡桐花粉的萌发和花粉管伸长具有抑制作用的

结果一致。 

在植物体中，NO 的功能具有二元性：低浓度的 NO 对植物体具有一定的保护作用，而高浓度

NO 则会严重伤害植物组织和细胞（肖强和郑海雷，2004）。大量的研究表明，植物在受到生物或非

生物胁迫时，均伴随着 NO 的产生和 NOS 活性的增加：超声波诱导紫杉细胞积累 H2O2和启动程序

性死亡，此过程能被 SNP 加强，而被 cPTIO 和 L-NNA 部分阻断（Wang et al.，2006）；细菌、真菌

或病毒与植物互作过程中，有一个 NO 爆发性的产生过程，并伴随着 NOS 活性的增加（李翠 等，

2009）。本试验结果显示，低温处理下，茶树花粉管 NO 释放量显著增加，而 cPTIO 和 L-NNA 均可

以降低茶树花粉管 NO 的释放，这与低温导致拟南芥叶片中 NO 含量上升的结论（Zhao et al.，2009）

一致。同时，低温处理使茶树花粉管中 NOS 活性显著增强，而被抑制剂 L-NNA 所缓解，这与低温

胁迫下高山离子芥悬浮细胞中 NOS 活性增强的结论（Liu et al.，2010）一致。由此表明，低温诱导

茶树花粉管释放 NO 可能部分来源于 NOS 催化产生。 

综上所述，低温显著抑制了茶树花粉的萌发和花粉管伸长；NO 参与了低温抑制茶树花粉萌发

和花粉管伸长的生理过程，且低温处理下茶树花粉管中 NO含量的升高部分依赖于 NOS活性的增加。 
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