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用；有文献报道，京尼平１－β－Ｄ龙胆二糖苷能改善戊巴比
妥钠引起的心力衰竭；绿原酸为栀子中主要有机酸酯类成分，

具有显著的抗癌作用及保肝利胆作用；西红花苷－Ⅰ、西红花
苷－Ⅱ是西红花、栀子中共有的色素类成分，具有去黄疸、利
胆及明显的降血脂作用［７］。本研究通过一测多评的分析方

法对栀子药材中６种成分进行测定，为栀子药材中活性成分
的多成分、多指标质量控制提供了新模式。

环烯醚萜类化合物是已知栀子药材中的有效成分，

２３８ｎｍ为京尼平苷酸、栀子苷、京尼平１－β－Ｄ龙胆二糖苷
的最大吸收波长，３３０ｎｍ为酚酸类物质绿原酸常用检测波
长，４４０ｎｍ为西红花苷类化合物西红花苷 －Ⅰ和西红花
苷－Ⅱ最佳检测波长，因此选用２３８、３３０、４４０ｎｍ为检测上述
６种成分的波长。

通过比较一测多评法和传统回归方程法所得栀子６种成
分含量值，发现两者之间并没有显著差异，且不同实验室、仪

器、色谱柱下各有效成分间的校正因子重现性良好，说明在对

照品不足的情况下，将一测多评用于栀子中药材多指标质量

评价与质量控制是可行的，该方法具有一定的发展前景。
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　　摘要：为探讨巨紫荆（Ｃｅｒｃｉｓｇｉｇａｎｔｅａ）种子生活力的适宜测定方法，采用四唑染色法，以染色浓度、染色温度、染色
时间设计正交试验，研究巨紫荆种子的生活力测定条件。结果表明，染色浓度、染色温度、染色时间３者之间存在一定
的关系，ＴＴＣ浓度为０．１％、温度为３５℃、染色时间为８ｈ是巨紫荆种子生活力测定的最佳条件。
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　　巨紫荆（Ｃｅｒｃｉｓｇｉｇａｎｔｅａ）原产中国浙江、河南、湖北、广
东、贵州等地，是现存极少的乡土树种。巨紫荆是高大落叶乔

木，高可达１５ｍ，胸径可达４０ｃｍ。树干通直，生长整齐，枝展
开张，树冠绿荫面积大，覆盖度高，园艺性状突出，适宜作行道

树、庭荫树，艺术效果良好。巨紫荆春季满树开淡红或淡紫红

花，先花后叶，灿若云锦，观赏效果极佳；夏季叶绿荚红，茵质

浓厚；秋季彩叶如霞；冬季落叶后荚果仍然悬挂枝头，尽展生

命之劲力。巨紫荆实乃春季观花、夏秋观叶、冬季观果的优良

园林树种，是园林绿化中具有广阔应用前景的乡土树种［１］。

在小苗培育方面，巨紫荆的出苗率一直不高，播种前用浓硫酸

酸蚀再用赤霉素浸泡，其发芽率最高仅有２５．５％［２］。准确的

生活力测定方法能够真实反映种子的发芽能力，尤其对一些

休眠期长的种子更为适用。四唑（２，３，５－ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉ
ｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）测定技术是通过鉴定种子内部活组织的染
色情况测定种子活力，是国际上公认的测定种子生活力较好

的方法，能够快速、有效、准确地反映出种子的生活力，是《国

际种子检验规程》中用于测定发芽缓慢或有休眠种子的生活

力、快速判断种子潜在发芽能力的一种有效方法［３－５］。

本研究利用四唑染色法，设置不同的 ＴＴＣ浓度、染色温
度和时间，研究巨紫荆种子生活力测定的适宜条件，探究巨紫

荆种子生活力的快速测定方法，为客观评价巨紫荆的发芽能

力，科学预测种子用量以及出苗率等提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　材料
巨紫荆种子于２０１３年１１月１２日采自南京林业大学梁

希广场前，种子的净度为９６．１２％，千粒质量为２１．５０ｇ，含水
量为１７．１５％。
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１．２　ＴＴＣ染色法
１．２．１　正交试验　采用正交试验设计方法，确定巨紫荆种子
生活力测定的适宜条件。选择 ＴＴＣ浓度、染色温度（烘箱温
度）和时间等直接关系种子活力测定结果的３个因素，并设
置３个不同的水平，进行正交试验（表１）。

表１　ＴＴＣ染色法测定因素与测定水平

水平

因素

Ａ：ＴＴＣ浓度
（％）

Ｂ：染色温度
（℃）

Ｃ：染色时间
（ｈ）

１ ０．１０ ２５ ８
２ ０．１５ ３０ １２
３ ０．２０ ３５ １６

１．２．２　ＴＴＣ溶液配制　用超纯水分别将 ＴＴＣ配成０．１％、
０１５％、０．２％浓度的溶液，ｐＨ值范围为 ６．８～７．２，保存于棕
色瓶中。

１．２．３　浸泡处理　随机抽取２７份巨紫荆种子，每份５０粒，
去子叶末端，放置于２７个烧杯中，加入２５ｍＬ自来水中淹没
种子，置于２５℃恒温培养箱中２４ｈ，待其吸水膨大后取出，用
刀片及解剖针剥去种子的３层种皮，取出胚，供染色用。整个
操作过程中，所有的种子都置于湿润的脱脂棉上，以保证种子

的湿润。

１．２．４　染色　将准备好的每份５０粒种胚分别放入２７个小
烧杯中，共９个处理，每个处理重复３次，加入对应的 ＴＴＣ溶
液，分别放入２５、３０、３５℃的烘箱中避光染色。达到染色时间
后，取出种胚，用清水冲洗，将种胚摆在滤纸上，根据种子染色

的部位、染色面积的大小和染色程度，逐粒判断种子的生

活力［６］。

１．３　ＴＴＣ浓度试验
在３５℃条件下，进行了不同浓度的 ＴＴＣ液（０３％、

０４％、０５％）对种子染色数目、染色时间及染色程度的比较
试验。

１．４　种子发芽与生活力测定
根据不同的处理方法将随机抽取的巨紫荆种子分为２大

组１０小组。（１）９８％浓硫酸处理组：处理时间分别为１０ｍｉｎ
（处理１）、１５ｍｉｎ（处理２）、２０ｍｉｎ（处理３）、２５ｍｉｎ（处理４）、
３０ｍｉｎ（处理５），处理对应时间后，再分别置于流水下冲洗
４８ｈ。（２）热水浸泡 ４８ｈ组：浸泡温度分别为 ５０℃（处理
６）、６０℃（处理７）、７０℃（处理８）、８０℃（处理９）、９０℃（处
理１０）。每组３个重复，每个重复１００粒，处理完毕后进行发
芽试验，将种子置于湿润的砂子中，２５℃培养温度，每天光照
１２ｈ，光照强度 为１６００ｌｘ，期间保持发芽盒内砂子湿润［７］。

２　结果与分析

２．１　ＴＴＣ浓度、染色温度和染色时间对种子生活力的影响
采用四唑染色法测定巨紫荆种子生活力的正交试验

Ｌ９（３
３）试验结果见表２。巨紫荆种子生活力最高（９９．３３％）

的处理组合为０．１５％ＴＴＣ浓度、３５℃染色温度、８ｈ染色时间
（处理组合６），以及０．２０％ ＴＴＣ浓度、３５℃染色温度、１２ｈ
染色时间（处理组合９）；生活力最低（０．６７％）的处理组合为
０．１０％ ＴＴＣ浓度、２５℃染色温度、８ｈ染色时间（处理组合
１），低于最高生活力９８．６６％。

将所得数据进行方差分析，结果见表３。染色温度以及
染色时间的Ｆ值（５３．７２、２０．７８）均远大于 Ｆ０．０１（３．９２），表现
差异极显著；ＴＴＣ浓度的Ｆ值（１．６３）小于Ｆ０．０１，差异不显著。
３个因素对巨紫荆种子生活力的影响大小排序为温度 ＞时
间＞ＴＴＣ浓度。

各因素不同水平的种子生活力平均值比较结果见表４。
随着ＴＴＣ浓度升高，种子的活力呈现先上升后下降的趋势，
但是其变化幅度不大，从节省原料的角度出发，可以考虑选择

低浓度的ＴＴＣ；染色温度越高，巨紫荆种子的活力越高，当温
度为３５℃时，巨紫荆种子的活力达到９８．６６％，而且随着温
度升高，差异显著，３５℃条件下巨紫荆种子的活力比３０℃条
件下提高了３８．８８％；随着染色时间延长，种子活力也上升，
表现差异显著，但相对于温度来说，其影响程度还是很小。综

上所述，结合节约资源、减少污染的实际情况，ＴＴＣ法测定巨
紫荆种子生活力的最佳条件为 ０．１０％ ＴＴＣ浓度溶液，在
３５℃ 烘箱中染色８ｈ。

表２　ＴＴＣ染色法正交试验结果

处理组合
因素

Ａ Ｂ Ｃ
种子活力

（％）

１ １ １ １ ０．６７
２ １ ２ ２ ６１．３３
３ １ ３ ３ ９７．３３
４ ２ １ ２ ２．００
５ ２ ２ ３ ９７．３３
６ ２ ３ １ ９９．３３
７ ３ １ ３ ６４．６７
８ ３ ２ １ ２０．６７
９ ３ ３ ２ ９９．３３

表３　ＴＴＣ浓度、温度、浸种时间处理的巨紫荆种子
生活力测定方差分析

来源 ｄｆ ＳＳ ＭＳ Ｆ值 Ｆ０．０１
因素Ａ ２ １９８．７４ ９９．３７ １．６３ ３．９２
因素Ｂ ２ ６５３６．９７ ３２６８．４８ ５３．７２
因素Ｃ ２ ２５２８．０７ １２６４．０４ ２０．７８
误差 ２７ １６４２．５４ ６０．８４

２．２　ＴＴＣ浓度与染色时间的关系
不同浓度 ＴＴＣ液（０．３％、０．４％、０．５％）对种子染色数

目、染色时间及染色程度的比较试验结果见表５。

表４　不同水平的巨紫荆种子生活力平均值比较

水平
种子生活力平均值（％）

ＴＴＣ浓度 染色温度 染色时间

１ ５３．１１ｃ ２２．４５ｃ ４０．２２ｃ
２ ６６．２２ａ ５９．７８ｂ ５４．２２ｂ
３ ６１．５６ｂ ９８．６６ａ ８６．４４ａ

　　注：同列中不同小写字母表示在Ｐ＜０．０５水平上表现差异显著。

表５　不同浓度ＴＴＣ液的染色情况

ＴＴＣ浓度
（％）

试验种子数

（粒）

染色种子数

（粒）

着色稳定时间

（ｈ）

０．３ ５０ ４９ ６
０．４ ５０ ５０ ４
０．５ ５０ ４９ ４
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　　结合ＴＴＣ浓度试验结果，可以看出只要染色温度适宜，
ＴＴＣ浓度对巨紫荆种子活力的影响不大，不论浓度高或低，均
能染色；ＴＴＣ浓度高时，可以缩短染色时间。出于节约试剂、
减小污染的目的，在试验时尽可能选择较低浓度染色。根据

上述结果，ＴＴＣ法测定巨紫荆种子生活力的最佳条件与正交
试验结果一致。

２．３　种子发芽率与种子生活力的关系
试验进行３０ｄ后种子均未见萌发，继续观察１个月后，

仅有个别种子开始出现霉烂现象，但是仍然没有萌发迹象。

此时每个处理随机抽取 ５０粒种子，用四唑染色法测定其种
子的生活力。由表６可知，绝大多数成熟的巨紫荆种子具有
良好的生命活力；在进行发芽试验时，适当的处理方法对种子

之间生活力影响不大。

表６　巨紫荆种子生活力测定结果

处理
有生活力种

子数（粒）

无生活力种

子数（粒）

发芽种子数

（粒）

发霉种子数

（粒）

１ ４８ ２ ０ ０
２ ４９ １ ０ ０
３ ４５ ５ ０ ０
４ ４６ ２ ０ ２
５ ４３ １ ２ ４
６ ４７ ３ ０ ０
７ ５０ ０ ０ ０
８ ４７ ３ ０ ０
９ ４５ ４ ０ １
１０ ４２ ４ ０ ４

３　结论与讨论

种子生活力反映了种子的发芽潜在能力和种胚所具有的

生命力，是判断种子质量的重要指标［８］。四唑染色法是国际

公认较好的测定种子活力的方法，已广泛应用于农作物和蔬

菜种子的活力测定。由于ＴＴＣ浓度、染色温度以及染色时间
等的不同都会影响种子的活力判断，因此针对不同植物种子

需要确定不同的活力测定条件。对巨紫荆种子生活力进行测

定前，对测定巨紫荆种子生活力的ＴＴＣ浓度以及染色温度作
了简单的对比，结果表明当 ＴＴＣ浓度低于０．１０％、染色温度
高于５０℃时，巨紫荆种子不染色或者染色情况较差，故试验
时将ＴＴＣ浓度设置高于０．１０％，染色温度低于５０℃。

ＴＴＣ浓度、染色温度、染色时间均为影响巨紫荆种子生活
力的重要因素，其中染色温度及时间对生活力的影响极显著，

在生活力测定中存在一定的线性关系，可以通过改变 ＴＴＣ浓
度、染色温度、染色时间其中的两者而达到改变第３条件的目
的［９］。染色温度为生活力测定的最主要限制因子，控制好染

色温度对巨紫荆种子生活力的测定具有重要意义。

从节约成本减少污染角度出发，可以通过降低 ＴＴＣ浓
度、提高染色温度达到良好的染色效果［１０］。生产上可根据实

际情况，选择适宜的染色浓度（０．１％～０．２％），在３５℃下染
色８ｈ或者在较高浓度（０．３％ ～０．５％）下于３５℃染色４～
６ｈ。根据本试验研究结果，种子生活力的最佳测定条件为
０．１％ ＴＴＣ浓度溶液、３５℃染色温度、８ｈ染色时间。

前人试验表明，ＴＴＣ染色法测定结果与标准发芽率一般
很接近，是最有希望代替发芽试验的方法［１１－１３］。但本研究结

果表明，巨紫荆种子生活力和其发芽试验结果相差很大，ＴＴＣ
染色法还不能取代巨紫荆种子的发芽试验。这主要在于巨紫

荆种子萌发还没有建立起标准的发芽方法，在后续的试验中

将对巨紫荆种子萌发的相关生理特性进行深入研究，以提高

其生活力测定结果判定的准确性，从而为估测巨紫荆种子发

芽率提供一种准确、快速、简便和适用的新方法。
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