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摘要 

 

    本研究欲探討異種植物在授粉作用時防止雜交的機制。我們選定鐵砲百合柱頭分泌物及

劍蘭花粉作為實驗探討之對象。 

研究結果顯示：鐵砲百合柱頭分泌物對劍蘭花粉之萌發有明顯的抑制作用，當溫度超過

50℃將會破壞柱頭分泌物對花粉萌發之抑制作用。而以不同孔徑分子篩(Microcon)離心柱頭

分泌物之實驗結果顯示：柱頭分泌物中，抑制劍蘭花粉萌發的物質其分子量介於30-50kDa之

間。接著，以Trypsin作用柱頭分泌物，發現處理過後的柱頭分泌物對劍蘭花粉的抑制效果

明顯降低，表示此抑制物質會被蛋白酶所分解。 

綜合以上結論，再經SDS-PAGE電泳的結果確認：鐵砲百合柱頭分泌物中，抑制劍蘭花粉

萌發的物質為一種蛋白質，其分子量約在45kDa左右，且該種抑制蛋白的活性在溫度50℃-55

℃會被破壞。 

將此種蛋白質做蛋白質定序，結果顯示:此種蛋白質為一種Peroxidase。 
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壹、研究動機 

從小就對百合花的大柱頭和滿滿的花粉留下深刻的印象，也喜歡幫忙把花粉都沾到柱頭

的黏液上，記得有一次不小心將別種花的花粉灑到百合花的柱頭上，當下惶恐的我趕緊用棉

花棒將這些外來花粉清理掉。現在想來，自然界中這樣的情況應是非常普遍易見，那這些外

來的花粉是否能在百合花的柱頭上萌發？倘若能順利萌發，之後的命運為何？若無法萌發，

則是否在百合花的柱頭上具有可以抑制異種雜交的物質？該物質成分為何？為解決心中疑

惑，並進一步探討植物如何防止異種雜交，於是我們展開以下對鐵砲百合之探討實驗。 
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貳、研究目的 

一、 探討鐵砲百合柱頭分泌物對劍蘭花粉萌發之影響。 

 

二、探討不同方式處理後之鐵砲百合柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發之影響。 

(一)不同溫度處理之鐵砲百合柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發率之影響。 

(二)以不同孔徑「分子篩」離心後之鐵砲百合柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發率之影響。          

(三)以蛋白酶作用後之鐵砲百合柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發率之影響。 

 

三、探討鐵砲百合柱頭分泌物中，影響劍蘭花粉萌發的物質為何。 
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參、研究設備與器材 

一、研究材料 

(一)鐵砲百合柱頭分泌物 (取自中研院趙光裕教授實驗室，以下僅以柱頭分泌物代稱) 

(二)花粉種類 : 大花馬齒莧(Portulaca grandiflorahook) 

          劍蘭      (Gladiolus hybridus) 

          野薑花    (Hedychium coronarium koenig) 

          日日春    (Vinca rosea) 

          非洲鳳仙花(Impatiens walleriana) 

          安石榴    (Punica granatum) 

          紫錦草    (Setcreasea purpurea) 

          菊花      (Chrysanthemum morifolium) 

          夏枯草    (Prunella uulgaris L.) 

二、研究設備 

(一)器材 

   

 

 

 

 

 

 

 

 Microcon(分子篩) 

21. 量筒  2. 玻璃板 

 3. 燒杯  4. 1SDS電泳槽 

 5. 塑膠培養皿  6. 磁石 

 7. 載玻片  8. 玻璃紙 

 9. 蓋玻片 10. 鑄膠器 

11. 玻璃乳頭滴管 12. 樣品槽模板(Comb) 

13. 微量吸管Pipettement200μl 14. 白色氧化鋁板 

15. 微量離心管 16. 間隔條(Spacer) 

17. 玻璃固定夾 18. 濾紙 

19. 塑膠染色盒               20. 刀片 

21. 離心超濾裝置(分子篩)Microcon 10kDa,30kDa,50kDa 
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(二)儀器 

           

 

        

 

 

 

 

(三)藥品 

    1. 花粉培養液(以下僅以培養液代稱)： 

CaCl2 6.35 x10-6 

H3BO3 8.1x10-7 

KNO3 4.95x10-6 

蔗糖 5g 

加dd water至總體積 50ml 

    2. Trypsin 

3. 10 X Tank Buffer： 

                    

                   

        

     

 

4. 1%Bromophenol Blue( BPB )： 

              

 

 

5. 1.25 M Tris-HCl, pH6.8： 

                     

 

 

 

  

21. 數位相機(Nikon E995)  2. 烘箱 

 3. 光學顯微鏡 

(Olympus CH20) 

 4. 排煙櫃

(CONCEPT.Biotech.inc.) 

 5. 恆溫水槽

(Lead-Biotech.inc.) 

 6. 電磁加熱攪拌器 

(Corning) 

 7. 1pH儀(Suntex)  8. 看片箱(light box, topbio) 

19. 微量電子精密分析天平(METTLER AB54-S/A) 

10. 小型乾式恆溫機(Type 17600, Thermolyne) 

11. 離心機(Sigma-202MK, Bo Yan.inc.) 

12. 震盪器Reciprocating Shaker (Model 321 Sun Chion. ) 

13. 電源供電器(EPS3501xL, Amersham Biosciences) 

14. 桌上型全自動高壓滅菌器 (EAT-650, 群育CHEMIST) 

Tris 15.14 g 

Glycine 72.06 g 

SDS 5 g 

加dd water至總體積 500 ml 

BPB  0.1 g 

加dd water至總體積 100 ml 

Tris 15.14 g 

dd water 80 ml 

HCl pH = 6.8 

加dd water至總體積 100 ml 
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6. 30% Acrylamide : Bis-acrylamide (30%, 0.8%)： 

                     

 

         

 

7. 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8： 

                    

 

        

 

 

8. 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8： 

                     

 

 

 

 

9. 10 % SDS： 

                  

 

         

10. 10 % Ammonium Persulfate ( APS )： 

APS 0.5 g 

加 dd water至總體積 5 ml 

11. TEMED (keep at room temperature) 

12. 4X Sample Buffer: 

SDS  0.8 g 

2-mercaptoethanol  0.2 ml 

0.1 % Bromophenol Blue 1.6 ml 

Glycerol 4 ml 

1.25 M Tris-HCl,pH 6.8 2 ml 

加dd water至總體積 10 ml 

  

            13. Running Buffer： 

10 X Tank Buffer 100 ml 

加dd water至總體積 1000 ml 

 

 

Acrylamide 30 g 

Bis-acrylamide 0.8 g 

加dd water至總體積 100 ml  

Tris 90.83 g 

dd water 400 ml 

加HCl至 pH = 8.8 

加dd water至總體積  500 ml 

Tris 6.06 g 

dd water 80 ml 

加HCl至 pH = 6.8 

加dd water至總體積  100 ml 

SDS 10 g 

加dd water至總體積 100 ml 
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14. Stain Solution：  

 

 

 

 

         

15. Destain Solution I：  

        

 

 

 

16. Destain Solution II：  

         

 

 

             17.Methonal 

  

Methanol 500 ml 

Acetic acid 100 ml 

dd water 400 ml 

Coomassie Blue 1.25 g 

Methanol 500 ml 

Acetic acid 100 ml 

dd water 400 ml 

Methanol 50 ml 

Acetic acid 70 ml 

dd water 880 ml 
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肆、研究過程與方法 

一、前測實驗：  

    (一)目的：觀察不同種花粉在純培養液中與含柱頭分泌物培養液的萌發情形，以選取

適於探討鐵砲百合防止異種雜交機制的物種。 

    1. 配製培養液： 

        (1)配置成分如下之混合溶液： 

CaCl2 1.27mM 

H3BO3 0.162mM 

KNO3 0.99mM 

         (2)取5ml之混合溶液加入蒸餾水至40ml，再加入5g蔗糖使其完全溶解，最後

加入去離子水至50ml。 

               (3)以KOH調整溶液的pH值到pH=5. 2，即為最適鐵砲百合花粉萌發的培養

液。                          

    2. 在塑膠培養皿中置入2 ml 的培養液。 

    3. 各加入新鮮的花粉〈劍蘭、野薑花、馬齒莧、日日春、非洲鳳仙、安石榴、紫

草、夏菇草、菊花〉。 

    4. 觀察並紀錄花粉萌發情形。 

      *說明: 萌發的定義: 以花粉長出花粉管謂之萌發。 

    5. 結果顯示： 

在上述九種植物中，非洲鳳仙、日日春、夏菇草、紫錦草、劍蘭、野薑花等6

種花粉可在3小時內萌發。 

      (二)鐵砲百合柱頭分泌物對不同種花粉萌發的影響： 

          1. 吸取0.4ml的柱頭分泌物放入塑膠培養皿中，再加入2ml的培養液。 

          2. 分別加入非洲鳳仙、日日春、夏菇草、紫錦草、劍蘭與野薑花的新鮮花粉，並

置於震盪器上使其均勻分布。 

          3. 於一、三、五小時後觀察並紀錄花粉萌發情形。 
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4. 結果顯示： 

    非洲鳳仙花、日日春花粉萌發率不受影響，而夏枯草、劍蘭花粉萌發率明顯

下降。 

因劍蘭的花粉粒較大而多且易於觀察，又可在短時間內看出影響，故選擇劍

蘭作為探討鐵砲百合防止異種雜交實驗的對象。 

二、探討鐵砲百合柱頭分泌物對劍蘭花粉萌發的影響 

      (一) 劍蘭在培養液中的萌發情形： 

          1. 於培養皿中加入2ml培養液，並加入新鮮的劍蘭花粉，將培養皿放置於震盪器

上使其混合均勻。 

          2. 於一、三、五小時後觀察並紀錄劍蘭花粉之萌發率。 

3.說明： 

萌發率之計算法：在顯微鏡的視野下任意選取6個區塊，分別算出每個區塊的

萌發率(萌發數/總數 × 100％)，再求平均值。 

      (二) 劍蘭在加入柱頭分泌物後之培養液中的萌發情形： 

          1. 於培養皿中加入2ml培養液，並加入新鮮的劍蘭花粉及柱頭分泌物，將培養皿

放置於震盪器上使其混合均勻。 

          2. 於一、三、五小時後觀察並紀錄劍蘭花粉之萌發率。 

三、探討不同方式處理後之鐵砲百合柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發之影響 

      (一) 不同溫度處理之鐵砲百合柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發率的影響。 

          1. 將0.4ml之柱頭分泌物置於微量離心管中，共五管。 

          2. 將微量離心管分別置於不同溫度(40℃、45℃、50℃、55℃、60℃)恆溫水槽

10分鐘。 

          3. 取出上述5管後靜置於恆溫水槽(溫度控制在25℃)24小時。 

          4. 於培養皿中加入2ml培養液，再加入步驟3改變後的柱頭分泌物，以及 

             新鮮的劍蘭花粉，將培養皿放置於震盪器上使其混合均勻。 

        5. 於一、三、五小時觀察並紀錄劍蘭花粉之萌發率。 
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(二)不同孔徑分子篩離心後之鐵砲百合柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發率之影響               

1. 實驗一 

(1) 將0.4ml之柱頭分泌物置於Microcon-50上層。 

(2) 利用離心機將柱頭分泌物離心12分鐘(轉速13000rpm/min)。  

(3) 分別取出上層液及下層液，將其體積以培養液調整至0.4 ml，置入 

    塑膠培養皿中。 

(4) 加入新鮮的劍蘭花粉及2ml培養液。 

(5) 於一、三、五小時觀察並紀錄劍蘭花粉之萌發率。 

2. 實驗二 

(1) 將0.4ml之柱頭分泌物置於Microcon-30上層。 

(2) 重複實驗一步驟(2)~(5)。 

3. 實驗三 

(1) 將0.2ml之柱頭分泌物置於Microcon-50上層，共兩管。 

(2) 利用離心機將柱頭分泌物離心15分鐘(轉速13000rpm/min)。 

(3) 每管加入0.2ml培養液作為緩衝液於上層，並離心25分鐘(轉速  

13000rpm/min)。 

(4) 取出下層液(＜50KDa)，將下層液置於Microcon-30上層。 

(5) 利用離心機將步驟(4)離心15分鐘(轉速13000rpm/min)。 

(6) 重複步驟(3)後分別取出上層液(30-50kDa)及下層液(＜30kDa)，將兩管之 

 上層液集中在一起，並將體積以培養液調整至0.4ml，置入塑膠培養皿中。 

(7) 重複實驗一步驟(4) ~ (5)。 

(8) 將步驟(6)之下層液，置於Microcon-10上層，共兩管。 

(9) 利用離心機將柱頭分泌物離心35分鐘(轉速13000rpm/min)。 

(10) 每管加入0.2ml培養液作為緩衝液於上層，並離心50分鐘(轉速

13000rpm/min)。 
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(11) 取出上層液(10-30KDa)，將兩管之上層液集中在一起，並將體積以 

     培養液調整至0.4ml，置入塑膠培養皿中。  

            (12) 重複實驗一步驟(4) ~ (5)。 

 (三)以蛋白酶Trypsin處理後之鐵砲百合柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發率的影響 

    1. 量取0.01克Trypsin加入500ml的水。 

    2. 取0.2mlTrypsin溶液加入0.4ml柱頭分泌物，使其作用24小時。 

    3. 將步驟2溶液加入培養皿，並置入新鮮的劍蘭花粉及2ml培養液。 

    4. 於一、三、五小時觀察並紀錄花粉萌發情形。 

三、探討鐵砲百合柱頭分泌物中影響花粉萌發的物質為何 

   (一)離體電泳(SDS-PAGE)： 

      1. 製作樣品： 

        (1) 將0.4ml之柱頭分泌物置於微量離心管中，共四管。 

        (2) 將微量離心管分別置於不同溫度(25℃(控制組)、40℃、50℃、60℃) 

           恆溫水槽10分鐘。 

        (3) 取出上述4管後，再靜置於恆溫水槽(溫度控制在25℃)24小時。 

        (4) 以奇異筆在微量離心管上標註樣品內容。 

      2. 使用離體電泳： 

        (1) 組合鑄膠器、玻璃板、白色氧化鋁板及間隔條 

         *在組合之前需使用70% EtOH 清潔所有器材。 

        (2) 配置下層膠 

           (2-1)取1.5MTris, pH 8.8 , 2.5ml 加入50 ml燒杯。 

           (2-2)加入 dd water 3.53 ml。 

           (2-3)加入 30%Acrylamide:Bis 3.84 ml。 

           (2-4)加入10% SDS 0.1 ml。 

           (2-5)加入 10% APS 100μl。 

           (2-6)將整杯溶液放在電磁加熱攪拌器上攪拌使其混合均勻。 

           (2-7)加入TEMED 10μl快速攪拌使其均勻後，迅速將其注入玻璃板 

               間空隙達5.5公分左右，再注入去離子水至上緣以隔絕空氣， 
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               靜置到溶液凝結成膠。 

        (3) 樣品前處理 

            (3-1)取15μl的樣品與5μl 4X Sample Buffer 混合置於微量離心管  

                中並標註。 

            (3-2)取5μl Marker、3μl 4X Sample Buffer 與4μl去離子水混合 

                置於微量離心管中並標註。 

            (3-3)置於95℃ 乾式恆溫機中約3分鐘。 

            (3-4)以13,000轉速離心約三分鐘。 

         (4) 配置上層膠 

            (4-1)將鑄膠器上層的水倒掉，以濾紙吸乾水分。 

            (4-2)取0.5MTris, pH 6.8 , 1ml 加入50 ml燒杯。 

            (4-3)加入 dd water 2.3 ml。 

            (4-4)加入 30%Acrylamide:Bis 0.63 ml。 

            (4-5)加入10% SDS 40μl。 

            (4-6)加入 10% APS 60μl。 

            (4-7)將整杯溶液放在電磁加熱攪拌器上攪拌使其混合均勻。 

            (4-8)加入TEMED 6μl快速攪拌使其均勻後，迅速將其注入玻璃板 

                間空隙至上緣，並插入樣品槽模板，靜置到溶液凝結成膠。 

         (5) 小心拔出樣品槽模板，上方梳形樣品槽以去離子水清洗，沖走凹槽 

            內的膠體，趕走下貯槽玻璃板縫隙間的氣泡，避免電流不穩定。 

         (6) 將玻璃自鑄膠器上拿下。 

         (7) 電泳操作 

             (7-1)將running buffer倒入電泳槽中。 

             (7-2)分別將處理好的4樣品與Marker注入孔內。 

             (7-3)蓋上電泳槽，連接電極線於電源供應器，調整電壓至200 V， 

                 開始跑電泳。 
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             (7-4)由追蹤染劑觀察蛋白質泳動情形，接近膠體底部時停止電泳。 

             (7-5)小心將玻璃片拆開，將上下層膠分離，並在下層膠截角作記 

                 號以標示正反面。 

             (7-6)將膠片置入塑膠染色盒內，加入Stain Solution到液面蓋過膠 

                 片為止，將其放置於震盪器上約一小時。 

             (7-7)倒掉Stain Solution，加入Destain Solution I，並放置於震 

                 盪器上約45分鐘。 

             (7-8)倒掉Destain Solution I，加入Destain Solution II，將其放 

                 置於震盪器上至膠片背景褪色至透明為止。 

          (8) 將膠片置於看片箱上拍照。 

          (9) 封膠 

             (9-1)選取一片比膠片大的玻璃板。 

             (9-2)在玻璃板上鋪滿水。 

             (9-3)將玻璃紙泡水軟化，鋪在玻璃板上。 

             (9-4)把膠片置於玻璃版中央(玻璃紙上)，再鋪滿水份。 

             (9-5)再蓋上一層玻璃紙，以長尾夾夾緊四角。 

             (9-6)整個玻璃板拿到排煙櫃風乾。 

             (9-7)待玻璃紙變硬後，即可自玻璃板上取下觀察結果。 

     (二)蛋白質定序  

         1.滅菌 

           (1)用燒杯取適量的Methonal。 

           (2)將所需的微量離心管及配置藥品所需的tips用Methanol清洗乾淨。 

           (3)置入烘箱烘乾約兩小時。 

           (4)將烘乾過的微量離心管及tips置入桌上型全自動高壓滅菌器滅菌約 

             兩小時。 

           (5)在置入烘箱烘乾約二十四小時。 
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         2.使用離體電泳 

           (1)重覆研究過程與方法三之(一)之2的步驟(1) ~ (8) 。 

         3.挖膠 

           (1)將刀片及玻璃以EtOH擦拭乾淨。 

           (2)於排煙箱中將膠片從塑膠染色盒中取出並至於玻璃上。 

           (3)以刀片分別挖取66.0kDa及45.0kDa之蛋白質並放入微量離心管中。 

           (4)分別加入200μl滅菌水保存。 

         4. 送至成功大學蛋白質體核心實驗室作蛋白質定序。 
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伍、研究結果 

一、探討鐵砲百合柱頭分泌物對劍蘭花粉萌發之影響： 

   (一)比較劍蘭花粉在純培養液與加入柱頭分泌物之培養液中的萌發情形： 

         

純培養液中1小時之萌發情形            加入柱頭分泌物中1小時萌發情形 

     (    ： 萌發    ：未萌發) 

  (二)劍蘭花粉在純培養液與加入柱頭分泌物培養液中之萌發率：      
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〈圖一〉劍蘭花粉在不同成分培養液中之萌發率 

   根據上圖結果顯示： 

1. 不論在純培養液中或柱頭分泌物培養液中，劍蘭花粉萌發率皆在一小時最低，且隨

時間增加，萌發率皆有上升之趨勢。 

   2. 劍蘭花粉在含柱頭分泌物培養液中之萌發率明顯較在純培養液中之萌發率低。 
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二、探討不同方式處理後之鐵砲百合柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發之影響： 

   (一)不同溫度處理之柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發之影響： 

     1. 劍蘭花粉在不同溫度作用下的柱頭分泌物培養液中的萌發情形： 

    

        40℃、1小時之萌發情形                   45℃、1小時之萌發情形 

    

       50℃、1小時之萌發情形                     55℃、1小時之萌發情形

 

                             60℃、1小時之萌發情形  
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2. 不同溫度處理之柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發率之影響： 

 

〈圖二〉不同溫度處理之柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發率之影響 

    根據上圖結果顯示： 

    (1)在40℃-60℃的溫度作用下，劍蘭花粉之萌發率皆在1小時最低，且隨時間增加，   

      萌發率皆有上升之趨勢。 

    (2)劍蘭花粉在40℃與45℃加熱過後之柱頭分泌物培養液中，萌發率均甚低；而在    

50℃、55℃、60℃加熱過後之柱頭分泌物培養液中，萌發率均明顯提高；其中又以

在55℃加熱過後之柱頭分泌物培養液中，劍蘭花粉之萌發率最高。 
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(二)不同孔徑分子篩離心後之鐵砲百合柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發之影響： 

實驗一：以Microcon-50離心柱頭分泌物後，分別取上層(>50kDa)、下層液體(<50kDa)，

進行對劍蘭花粉之影響。 

      1. 比較劍蘭花粉在離心後之上、下層液體的萌發情形：

    

  上層液體（﹥50kDa）、1小時之萌發情形        下層液體（﹤50kDa）、1小時萌發情形 

      2. 離心後上、下層液體對劍蘭花粉萌發率之影響： 
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〈圖三〉柱頭分泌物離心後之上層及下層液對劍蘭花粉萌發率之影響 

     根據上圖結果顯示： 

       (1)不管劍蘭花粉在Microcon-50離心後之上層或下層柱頭分泌物中，萌發率在1小

時內皆最低，且隨時間增加，萌發率皆有上升之趨勢。 

       (2)劍蘭花粉在下層液（＜50kDa）中之萌發率，明顯較上層液（＞50kDa）低。 
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實驗二：以Microcon-30離心柱頭分泌物後，分取上層(>30kDa)、下層(<30kDa)液體，進行

對劍蘭花粉之影響。 

      1. 比較劍蘭花粉在離心後之上、下層液體的萌發情形： 

         

 上層液體（﹥30kDa）、1小時之萌發情形      下層液體（﹤30kDa）、1小時之萌發情形 

      2. 離心後上、下層液體對劍蘭花粉萌發率之影響： 
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〈圖四〉柱頭分泌物離心後之上層及下層液體對劍蘭花粉萌發率之影響 

      根據上圖結果顯示：  

(1) 劍蘭花粉在Microcon-30離心後之上或下層柱頭分泌物中，萌發率在1小時內

皆最低，且隨時間增加，萌發率皆有上升之趨勢。 

      (2)劍蘭花粉在上層液（＞30kDa）中之萌發率較下層液（＜30kDa）低。 
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實驗三： 

1. 比較劍蘭花粉在30-50kDa及10-30kDa柱頭分泌物中的萌發情形： 

     

        10-30kDa 、1小時之萌發情形              30-50kDa 、1小時之萌發情形 

2. 劍蘭花粉在30-50kDa及10-30kDa柱頭分泌物中之萌發率： 
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〈圖五〉30-50KDa及10-30KDa柱頭分泌物培養液對劍蘭花粉萌發率之影響 

     根據上圖結果顯示： 

     (1)劍蘭花粉在30-50kDa與10-30kDa柱頭分泌物培養液中，萌發率在1小時皆最低，  

       且隨時間增加，萌發率皆有上升之趨勢。 

       (2)劍蘭花粉在30-50kDa柱頭分泌物培養液中之萌發率較在10-30kDa柱頭分泌物培 

          養液中低。 
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     綜合以上實驗結果可知： 

1. 鐵砲百合柱頭分泌物在超過50℃以上的溫度作用後，對劍蘭花粉萌發率的抑制

作用減弱，而其中又以55℃處理後的柱頭分泌物抑制作用最佳。 

    2. 分子量介於30-50KDa間之鐵砲百合柱頭分泌物，會抑制劍蘭花粉萌發。 

據此，我們推測鐵砲百合柱頭分泌物中抑制劍蘭花粉萌發之物質可能為分子量介於 

30-50kDa之蛋白質，因此我們決定用蛋白酶作用柱頭分泌物，以檢測該抑制物質是否

真為蛋白質。 

 

 

   (三) 蛋白酶作用後之鐵砲百合柱頭分泌物，對劍蘭花粉萌發率的影響： 

      1. 劍蘭花粉在trypsin處理原柱頭分泌物培養液中的萌發情形： 

    

         1小時之萌發情形                        3小時萌發情形 

 

5小時萌發情形 
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 2. 劍蘭花粉在trypsin處理液與原柱頭分泌物培養液(控制組)中之萌發率： 
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(圖六) 劍蘭花粉在trypsin處理液與原柱頭分泌物培養液(控制組)中之萌發率 

    根據上圖結果顯示： 

(1) 劍蘭花粉在trypsin處理液與控制組中之萌發率，於 1小時皆最低，且隨時間

增加，萌發率均有上升之趨勢。 

     (2)劍蘭花粉在trypsin處理過之柱頭分泌物培養液中之萌發率明顯較控制組高。
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三、探討鐵砲百合柱頭分泌物中影響劍蘭花粉萌發的物質為何：  

   1. 根據溫度及trypsin處理之實驗結果，我們將不同溫度加熱過之柱頭分泌物拿去跑 

SDS-PAGE，結果如下： 

 

〈圖七〉不同溫度下柱頭分泌物內含蛋白質成分之跑膠圖 

      根據上圖電泳結果顯示： 

     (1)140℃作用後的柱頭分泌物與控制組呈現的band無異。 

        (2) 50℃作用後的柱頭分泌物與控制組呈現的band無異。 

     (3)160℃作用後的柱頭分泌物所呈現的band中，一條分子量約為66.0kDa左右的蛋白

質band與一條分子量約為45.0kDa左右的蛋白質band均消失。 
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2. 蛋白質定序：我們將柱頭分泌物經60℃溫度處理過後跑SDS-PAGE消失且分子量介於

30KDa-50KDa之蛋白質band做蛋白質定序，結果如下： 

 
Protein hits :   gi|5002344   peroxidase 3 precursor [Phaseolus vulgaris] 

                 gi|5381253   peroxidase [Nicotiana tabacum] 

                 gi|145345412 predicted protein [Ostreococcus lucimarinus CCE9901] 

        根據上圖結果顯示： 

（1） peroxidase 3 precursor：score值79 

（2） peroxidase：score值76 

（3） predicted protein：score值51 

           由於peroxidase 3 precursor及peroxidase離綠色斜線不顯著區皆很遠，且其 

        score值高，表其準確度較高，且peroxidase 3 precursor為peroxidase之前趨 

        物質，因此我們推測此抑制劍蘭花粉萌發之蛋白質為一種peroxidase。 
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陸、討論 

一、探討鐵砲百合柱頭分泌物對劍蘭花粉萌發之影響： 

    由(圖一)的結果可知，鐵砲百合柱頭分泌物會抑制劍蘭花粉萌發，推論其柱頭分泌物中

應含有某種物質，會對花粉之萌發率造成影響 

    由(圖二)的結果可知，放置在55℃作用後之鐵砲百合柱頭分泌物的劍蘭花粉，其萌發率

最高，50℃之萌發率次之，顯示此抑制物質可能為蛋白質，且其活性在溫度50-55℃時會失

去作用。 

    由(圖三、四、五)的結果可知，劍蘭花粉放置在分子量30-50kDa柱頭分泌物之萌發率最

低顯示此抑制物質之分子量介於30-50kDa之間。 

    由(圖六)的結果，顯示此抑制物質可被tyrpsin抑制而失去活性。 

至此，可以確定鐵砲百合柱頭分泌物中，抑制劍蘭花粉萌發的抑制物質成份為蛋白質。 

 

二、探討鐵砲百合柱頭分泌物中影響劍蘭花粉萌發的物質為何： 

    根據討論ㄧ的結果，將不同溫度的鐵砲百合柱頭分泌物拿去跑SDS-PAGE電泳，結果得 

知有兩條蛋白質band在60℃時訊號完全消失，表示該2種蛋白質的活性在50-60℃之間被破 

壞，符合討論ㄧ之敘述；再根據分子篩實驗所顯示抑制物質之分子量為30-50kDa的結果，則 

上述2條蛋白質band中，1條分子量約為45kDa的band所代表之蛋白質即為鐵砲百合柱頭

分泌物中抑制劍蘭花粉萌發之成份；將其送至成功大學蛋白質體核心實驗室做蛋白質定序， 

得到此種蛋白質為一種Peroxidase。 

    Peroxidase為許多種過氧化酶的總稱，其作用為催化以化學物質為還原劑將H2O2還原成 

H2O，顯示此種抑制花粉萌發的機制可能與此反應有關。 
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三、其他現象的探討： 

    我們發現劍蘭花粉在溫度處理與Microcon離心後之鐵砲百合柱頭分泌物中，所萌發的花

粉管大多呈現嚴重的扭曲型態，但在做trypsin實驗時，劍蘭花粉管卻可以生長得很直且完

整。根據文獻資料(陳盟松)顯示：鈣離子會影響花粉管的生長，使花粉管不易扭曲，因此我

們推測：柱頭分泌物中除了含有上述討論二之抑制蛋白質之外，還具有能螯合鈣離子的物質，

使花粉管之生長不正常，而該物質亦會受到trypsin的抑制作用。 

 

四、目前我們正在進行的實驗包括： 

    1.深入了解Peroxidase其功能及其在其他植物間的作用。 

    2.找出Peroxidase抑制花粉萌發的作用機制。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 28

柒、結論 

 

 

  鐵砲百合柱頭分泌物中含有抑制劍蘭花粉萌發之蛋白質，為一種Peroxidase，其分子量

約為45kDa，且其活性在50-55℃與蛋白酶trypsin作用後均會被破壞。 
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【評 語】 040713 

兵來將擋─鐵砲百合(Lilium longiflorum)柱頭分

泌物防止異種雜交之機制 

1. 實驗設計及執行能力佳。 

2. 表達清晰富團隊精神。 

3. 可以繼續發揮將實驗做得更完整。 
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