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　　摘要：以国庆小菊金陵丰收为试验材料，使用的培养基是ＭＥ３＋１５０ｇ／ＬＰＥＧ４０００）＋１００ｇ／Ｌ蔗糖），添加不同浓

度钙和硼酸，研究不同浓度的钙和硼酸对国庆菊花粉萌发和花粉管生长的影响，旨在获得菊花花粉离体萌发最佳培养

基。结果发现：硼酸对花粉萌发率影响明显，当硼酸浓度是１００ｍｇ／Ｌ时，花粉培养２ｈ时花粉萌发率达到最高，为
１００５％。外源钙能促进花粉的萌发，并影响花粉管的生长速度和生长质量，一定浓度的钙使花粉管生长笔直，在钙浓
度为４００ｍｇ／Ｌ时金陵丰收花粉管生长状况最佳。外源钙浓度过高和培养时间过长时，花粉管生长出现细弱、畸形，而
且容易断落。
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　　菊花（Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ）是我国十大传统名花和
世界四大切花之一，具有很高的观赏价值。我国是菊花的起

源中心，拥有３０００余个菊花品种［１］。菊花是异花授粉植物，

具有自交不亲和特性，花粉生活力是决定杂交结实的重要因

素之一，因此研究花粉活力对指导菊花育种具有重要理论和

现实意义［２］。花粉的萌发与生长［３］要通过吸涨、停滞、花粉

管发端、花粉管迅速伸长这４个阶段。研究报道，许多植物的
花粉可以在培养基上萌发，如杜纪红等［３］、杜玉虎等［４］、储立

明等［５］分别对桃、榆叶梅、丝瓜等花粉进行了离体培养研究。

国庆菊是菊花中的一种栽培类型，不仅具有生长繁盛、开

花期长、分枝性强的优点，而且营造景观效果好、耐盐碱、成活

率高［６］。花粉萌发和花粉管生长是植物受精的一个重要组

成部分，不少研究表明，花粉萌发时引发的群体效应可由外源

钙离子来替代，这种作用对花粉萌发和花粉管生长过程很重

要［７－８］。花粉管萌发和生长需要硼的作用，花粉管顶端聚集

的酯化果胶［９］，是由细胞壁上聚集了细胞中多数的硼，与果

胶类物质ＲＧ－Ⅱ（鼠李半乳糖醛酸 －Ⅱ）结合形成的，这种
酸性果胶物质有利于顶端的延展，整个花粉管内遍布这种酸

性的果胶物质，使细胞壁机械强度增大［１０］，从而推测，硼酸可

能与ＲＧ－Ⅱ结合形成果胶网络的结构，这种结构能调节细
胞壁结构和性质，硼酸可防止酚类物质的积累，促进花粉管的

生长［１１］。本研究对国庆小菊金陵丰收花粉离体萌发培养基

成分及其浓度和萌发时间进行研究，以期获得菊花最适宜的

离体培养条件，为花粉萌发和活力测定提供高效、简便的

方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料为菊花品种金陵丰收，该品种初花期在９月下

旬，盛花期在１０月中旬，该材料由南京农业大学菊花种质资
源中心提供。

１．２　试验方法
１．２．１　花粉采集　于晴天中午１２：００，采取金陵丰收盛开花
朵的花粉，装到离心管中，避光，备用。

１．２．２　花粉萌发培养基的确定
１．２．２．１　培养基成分　以 ＭＥ３ ＋１５０ｇ／ＬＰＥＧ４０００）＋
１００ｇ／Ｌ蔗糖为培养基［１］，培养基中 ＭＥ３

［１２］的基本成分包含

大量 元 素：３７０ｍｇ／ＬＭｇＳＯ４· ７Ｈ２Ｏ、９５０ｍｇ／ＬＫＮＯ３、
４１２．５ｍｇ／ＬＮＨ４ＮＯ３、１７５ｍｇ／ＬＫＣｌ、８５ｍｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４；微量
元素：０．８３ｍｇ／ＬＫＩ、７．４５ｍｇ／ＬＮａ２ ＥＤＴＡ、０．２５ｍｇ／Ｌ
Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ、０．０２５ｍｇ／ＬＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、０．０２５ｍｇ／Ｌ
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０．０２５ｍｇ／ＬＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ；维生素 Ｂ１、维生素
Ｂ６各１ｍｇ／Ｌ。
１．２．２．２培养基设置　在 ＭＥ３＋１５０ｇ／ＬＰＥＧ４０００＋１００ｇ／Ｌ
蔗糖的培养基［１］中加入不同浓度的钙和硼酸，其中硼酸浓度

分别为 ５、５０、１００、２００ｍｇ／Ｌ，钙浓度分别为 ０、２００、４００、
８００ｍｇ／Ｌ，以 ＭＥ３ ＋１５０ｇ／ＬＰＥＧ４０００＋１００ｇ／Ｌ蔗糖＋
０ｍｇ／Ｌ硼酸的培养基为对照（ＣＫⅠ），再分别加入上述浓度
的硼酸，得出最适的硼酸浓度 Ａ；再加入上述浓度的外源钙，
以ＭＥ３＋１５０ｇ／ＬＰＥＧ４０００＋１００ｇ／Ｌ蔗糖＋Ａ浓度硼酸的培
养基为对照（ＣＫⅡ），从而得出最适的钙浓度Ｂ。
１．２．３　花粉萌发与花粉管长度检测
１．２．３．１　花粉萌发方法　花粉萌发方法参照赵宏波等的方
法［１３加以修改，将采集来的菊花花粉，从离心管里倒出，放于

玻璃纸上，然后用毛笔蘸取，轻撒适量的花粉到凹形载玻片的

凹槽中，用胶头滴管吸取培养液２～３滴，滴在盛有花粉的载
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玻片凹槽中。将培养皿底部垫上１层吸水的滤纸，将载玻片
放上，并在两旁放上吸水的脱脂棉球，用以保湿，盖上培养皿

盖后放入恒温箱内 ２０℃进行培养，定时取出，在显微镜下
（１０×１０）观察统计花粉的萌发率并用显微测微尺测量花粉
管的长度。

１．２．３．２　花粉萌发率　将花粉放于不同浓度培养基中，分别
培养０．５、１、２、４ｈ后从恒温培养箱里取出凹形载玻片在显微
镜下观察。每种试验处理重复３次，每次重复随机观察３个
视野，每个视野观察的花粉总数不少于６０粒，以花粉管的长
度大于花粉粒的直径为花粉萌发的标准［１］，以花粉萌发率 ＝
萌发花粉粒数／花粉粒总数 ×１００％为计算方法，最后将花粉
的萌发率进行统计。

１．２．３．３　显微测微尺的使用　显微测微尺包括镜台测微尺和
目镜测微尺，测量前，要先进行校正，镜台测微尺的中央有１个
全长１ｍｍ的刻度标尺，等分成１００个小格，每小格的长度为
０．０１ｍｍ，可以用它来矫正目镜测微尺每小格的长度。校正后
的目镜测微尺以每小格所代表的实际长度作为测量的尺度。

１．２．３．４　花粉管长度检测　将花粉放于不同浓度培养基中，
分别培养０．５、１．０、２．０、４．０ｈ后从恒温培养箱里取出凹形载

玻片在显微镜下观察。每种试验处理重复３次，每个视野随
机测量２０个花粉管的长度，用显微镜的测微尺测量花粉管长
度，计算随机测量的２０个花粉管长度的平均值。
１．３　统计分析

结果用“平均值 ±标准误”表示，用 ＳＰＳＳｖ１７．０（ＳＰＳＳ
Ｉｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ，ＵＳＡ）进行统计分析，处理之间差异显著水
平用单因素邓肯检验，Ｐ＜０．０５。

２　结果与分析

２．１　硼酸对花粉萌发的影响
金陵丰收花粉萌发率随着硼酸浓度的升高而增加，与对

照相比，在培养时间０～１ｈ内，５、５０ｍｇ／Ｌ处理中的花粉萌发
率增加最显著。不同硼酸浓度处理的花粉萌发率差异显著，

其中１００ｍｇ／Ｌ２ｈ时的花粉萌发率达到 １０．０５０％，比 ５０、
５ｍｇ／Ｌ花粉萌发率分别增加了８９％、９２％。当硼酸浓度升高
到２００ｍｇ／Ｌ时，每个时间段的萌发率基本相同，而且与
１００ｍｇ／Ｌ硼酸浓度相比，花粉萌发率有所下降（表１）。说明
硼酸只有在适宜的浓度下，才会对花粉萌发率有一定促进作

用，高浓度的硼酸对花粉的萌发反而有一定的抑制作用。

表１　不同硼酸浓度对花粉离体萌发率的影响

硼酸浓度

（ｍｇ／Ｌ）
萌发率（％）

０．５ｈ １．０ｈ ２．０ｈ ４．０ｈ
０ １．３４０±０．１４６ｃ ３．３３３±０．２４０ｃ ４．５４３±０．４１３ｃ ４．７５２±１．３４０ｂ
５ ４．６９７±０．４９７ｂ ５．１０３±０．５５２ｂ ５．２２３±０．２９７ｃ ５．４５０±０．１２４ｂ
５０ ４．８７０±０．２４５ｂ ５．５８７±０．１６０ｂ ５．３２７±０．１０４ｃ ６．１９３±０．１１６ｂ
１００ ６．９０７±０．２８１ａ ６．９０７±０．２８１ａ １０．０５０±０．８４３ａ １０．０３３±０．９１０ａ
２００ ７．０３９±０．０５７ａ ７．０４３±０．５７８ａ ７．３３７±０．５３８ｂ ７．４８０±０．１２５ａｂ

　　注：数值代表“平均值±标准误”（ｎ＝３），表中不同字母代表同一个时间的不同硼酸浓度之间差异显著 （Ｐ＜０．０５）。下同。

２．２　硼酸对花粉管生长的影响
硼酸对花粉管生长具有明显影响（图１）。在无硼酸的培

养基上，花粉管细长且弯曲（图１－ｄ），加上硼酸之后，花粉管
生长变粗而且直（图１－ｈ）。不同浓度硼酸对金陵丰收花粉
管生长的影响达到显著水平，在２ｈ之内，增加硼酸浓度金陵
丰收花粉管有伸长的趋势，但２ｈ以后，花粉管的伸长速度明
显缓慢。硼酸２００ｍｇ／Ｌ时的每个时间段的平均花粉长度与
１００ｍｇ／Ｌ的相比无明显的变化。试验中发现在无硼酸和有
硼酸的条件下都出现了１个花粉粒长出２根花粉管的现象
（图１－ｄ，图１－ｈ，红色箭头）。在无硼条件下，随着时间的
延长花粉管有伸长趋势，但添加硼之后能促进金陵丰收花粉

管的生长（表２）。
表２　不同硼酸浓度对花粉管长度的影响

硼酸

浓度

（ｍｇ／Ｌ）

花粉管长度（ｍｍ）

０．５ｈ １．０ｈ ２．０ｈ ４．０ｈ
０ ０．０２７±０．００２ｂ ０．０４１±０．００４ｂ ０．０４７±０．００３ｂ ０．０４３±０．００４ｂ
５ ０．０４２±０．００３ａ ０．０４８±０．００５ｂ ０．０５９±０．００６ｂ ０．０５９±０．００６ｂ
５０ ０．０４９±０．００５ａ ０．０５±０．００５ｂ ０．０６７±０．００７ａ ０．０７０±０．００７ａ
１００ ０．０５４±０．００５ａ ０．０６１±０．００６ａ ０．０７３±０．００８ａ ０．０７２±０．００８ａ
２００ ０．０５５±０．００６ａ ０．０６２±０．００７ａ ０．０７５±０．００８ａ ０．０７４±０．００８ａ

２．３　钙对花粉萌发的影响
钙显著提高了金陵丰收花粉萌发率，随着钙浓度的升高

花粉萌发率显著增加，以钙浓度为４００ｍｇ／Ｌ处理中的花粉萌

发率最高，当其浓度增加到８００ｍｇ／Ｌ时，花粉的萌发率反而
下降（表３）。
２．４　钙对花粉形态和花粉管生长的影响

培养基中添加Ｃａ２＋对花粉管生长的影响不显著（表４），
对花粉管品质的影响较大，外源钙浓度过高以及离体培养时

间过长都不适合金陵丰收花粉管生长，当外源 Ｃａ２＋达到
４００ｍｇ／Ｌ时，在 ０～１ｈ期间花粉管生长正常（图 ２－ｅ，图
２－ｆ），２ｈ后花粉生长出现异常（图２－ｇ，图２－ｈ）；当外源
Ｃａ２＋达到８００ｍｇ／Ｌ时花粉管末端细弱、畸形（图 ２－ｊ至图
２－ｌ）。　

３　讨论

硼在植物体内含量低，分布不均匀，以花中含量最高，参

与果胶物质的合成，有利于花粉管壁的形成，因此有利于花粉

管的生长［１４］。迄今有关硼酸对花粉萌发和花粉管生长的研

究报道较多，均认为一定浓度的硼酸有利于花粉萌发和花粉

管生长［１５］。赵宏波等研究认为菊花花粉在离体培养０．５～
２．０内，萌发率呈直线上升趋势，２ｈ之后花粉的萌发率增加不
显著，外源硼和钙对金陵丰收花粉萌发都是必需的［１３］，本研

究得出以上相同的结论。本研究还发现，一定浓度的钙能显

著提供花粉萌发率并使生长健壮，但浓度过高或培养时间过

长时花粉萌发率反而受到抑制，２ｈ后花粉细弱畸形。不同植
物种类的花粉萌发和花粉管生长所需的最适硼酸浓度不同，杜
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表３　不同钙浓度对花粉离体萌发率的影响

钙浓度

（ｍｇ／Ｌ）
萌发率（％）

０．５ｈ １．０ｈ ２．０ｈ ４．０ｈ
０ ６．９０９±０．５６７ｃ ７．８１８±０．７６７ｃ１０．０５０±１．５０１ｂ９．９３３±１．１０２ｃ
２００ ９．４３８±０．６１１ｃ１０．１５１±０．７５４ｃ１５．３６８±１．４１１ｂ１５．５３４±１．１３１ｃ
４００ ２０．５７７±１．３２２ａ２１．７９５±１．９８７ａ２２．４６４±１．９０９ａ２３．２７９±２．０９８ａ
８００ １０．４０５±０．１３２ｂ１３．３４５±１．１１２ｂ１２．０３８±１．２２１ｂ１２．０９７±１．２０９ｂ

表４　不同钙浓度对花粉管长度的影响

钙浓度

（ｍｇ／Ｌ）
花粉管长度（ｍｍ）

０．５ｈ １．０ｈ ２．０ｈ ４．０ｈ
０ ０．０５１±０．００５ａ ０．０６１±０．００７ｂ ０．０７３±０．００６ａ ０．０７２±０．００９ａ
２００ ０．０５４±０．００４ａ ０．０６５±０．００７ｂ ０．０８２±０．００５ａ ０．０８３±０．００９ａ
４００ ０．０５２±０．００７ａ ０．０８３±０．００７ａ ０．０９３±０．０１３ａ ０．０９３±０．００９ａ
８００ ０．０５３±０．００８ａ ０．０９０±０．００９ａ ０．０９０±０．００９ａ ０．０９１±０．００９ａ

纪红等研究表明，０．１％的硼酸可提高大多数桃品种花粉萌发
率［３］，本研究发现１００ｍｇ／Ｌ）硼酸对金陵丰收萌发最有利。
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基金项目：内蒙古高等学校科学研究项目（编号：ＮＪＺＺ１６２４８）。
作者简介：田慧敏（１９８０—），女，内蒙古呼和浩特人，硕士，讲师，从事
真菌学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｔｉａｎｃｆｘｙ２００９＠１２６．ｃｏｍ。

　　色钉菇［Ｃｈｒｏｏｇｏｍｐｈｕｓｒｕｔｉｌｕｓ（Ｓｃｈａｅｆｆ．）Ｏ．Ｋ．Ｍｉｌｌ．］，别
称血红铆钉菇，俗称红蘑、松蘑等，属担子菌门牛肝菌目（Ｂｏ
ｌｅｔａｌｅｓ）铆钉菇科（Ｇｏｍｐｈｉｄｉａｃｅａｅ）色钉菇属（Ｃｈｒｏｏｇｏｍｐｈｕｓ），
首次由 Ｊａｃｏｂ于 １７７４年描述为 Ａｇａｒｉｃｕｓｒｕｔｉｌｕｓ，后 Ｍｉｌｌｅｒ于
１９６４年划入色钉菇属 Ｃｈｒｏｏｇｏｍｐｈｕｓ［１］。该菌与松属的植物
共生，最早发现于欧洲和北美，主要识别特点是菌盖近圆锥

形，后平展中部凸起，边缘内卷，浅棠梨色至咖啡褐色、砖红

色、红褐色，湿时黏，干有光泽。菌褶延生，稀，青黄色渐变紫

褐色，不等长，菌柄与菌盖色相近且基部带黄色，上部有易消

失的红褐色菌环，囊状体呈长棒状［２］。

研究表明，色钉菇含有多种氨基酸、蛋白质、维生素、多

糖、萜类、内酯、香豆素、酚类、甾类等营养物质，具有广泛的药

用活性［３］，其多糖具有明显的抗肿瘤活性，尤其对肝癌的治

疗具有辅助作用［４－７］，在我国该菌广泛分布，是名贵的野生食

用真菌和药用菌，深受人们的喜爱，但是其子实体受环境和地

域的影响，颜色、大小会有一定的变化，而且该种与多种铆钉

菇科真菌外形相似，如粘铆钉菇（Ｇｏｍｐｈｉｄｉｕｓｇｌｕｔｉｎｏｓｕｓ）、红铆
钉菇（Ｇ．ｒｏｓｅｕｓ）、亚红铆钉菇（Ｇ．ｓｕｂｒｏｓｅｕｓ）等，采食时容易
混淆，市场上的干品经常会混有其他品种，因此仅靠形态识别

会产生误差。国内外许多菌物学家利用ＩＴＳ测序技术对其进
行了鉴定并研究了演化地位［８－１０］。本研究利用形态学和

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列测序法相结合的方法对色钉菇（Ｃｈｒｏｏ
ｇｏｍｐｈｕｓｒｕｔｉｌｕｓ）进行了分类鉴定并做了详细的描述。

１　材料与方法

１．１　供试标本
供试标本子实体于２０１３年８月１７日采自内蒙古赤峰市

赛罕乌拉自然保护区庆云山（４３°１２′～４４°２８′Ｎ，１１８°１１′～
１２０°０５′Ｅ），樟子松地上散生。标本晾干后，编号（ＣＦＳＺ１０
３９７、１０３９０）、分类、鉴定，超低温冷冻后存放于赤峰学院菌物
标本室（ＣＦＳＺ）。
１．２　形态鉴定

宏观观察使用体视显微镜，颜色的判断主要依据采集时

拍摄的彩色照片，大小用游标卡尺测量新鲜子实体２～５个，
菌盖、菌柄大小、颜色、形状、附属物等，菌褶颜色，变化，着生

方式，菌肉颜色、味道、气味等项。显微观察通常 ４％ ～５％
ＫＯＨ作浮载剂。孢子、菌丝、囊状体、担子等的淀粉质反应是
将材料置于Ｍｅｌｚｅｒ氏试剂中来判断。
１．３　ＩＴＳ鉴定
１．３．１　基因组 ＤＮＡ的提取及检测　子实体干品菌盖部分
（含菌褶）用液氮研磨，使用北京鼎国生物公司的真菌 ＤＮＡ
提取试剂盒对提取的ＤＮＡ进行纯化后，先用０．５％的琼脂糖
凝胶电泳检测。

１．３．２　ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区ＰＣＲ扩增　ＩＴＳ－ＰＣＲ的扩增体系为：
ＰＣＲｍｉｘ２５μＬ，２０ｍｏｌ／ＬＩＴＳ１／ＩＴＳ４引物各 ０．５μＬ，模板
ＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２２μＬ，反应总体积为５０μＬ。扩增反应在
德国ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司的５３３１型ＰＣＲ扩增仪上进行。扩增程序
为：９４℃３ｍｉｎ；９５℃４０ｓ，５８℃４０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３４个循
环；７２℃ ５ｍｉｎ；４℃保存。ＩＴＳ引物为 ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４通用
引物［１１］。

１．３．３　测序　ＰＣＲ产物经 Ｔａｋａｒａ胶回收试剂盒回收纯化
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