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　　摘要：探讨了红枫湖樱桃花粉的长期保存条件。结果显示，室温下干燥３ｈ的花粉 －１９６℃保存萌芽率最高
（８５７１％），随后急剧下降，１２ｈ时仅５４．６５％。而－１９６、－８０、－２０℃下保存时，４℃下干燥时间延长并未导致萌发
率急剧下降，均在８５％左右。－８０℃及－２０℃保存过程中将花粉取出进行干燥会引起萌发率急剧下降，－２０℃下每
周干燥６ｈ，４周后萌发率仅５２．０６％。活力检测采用离体萌发法和授粉法，－８０℃及 －２０℃保存１年后的花粉授粉
坐果率与新鲜花粉无显著差异。
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　　花粉保存是育种工作的核心内容，适宜的保存方式能延
长花粉活力，利于进行异地授粉，克服花期不育等困难，进行

杂交种子生产及保持单倍体基因，可有效地推动育种工作的

开展，为资源创新提供有力保障。温度和湿度是影响花粉贮

藏的重要因素。低温和干燥的环境下，代谢过程减弱且呼吸

作用降低，能较长时间保持花粉活力，随贮藏时间的延长，花

粉贮藏物质消耗过多，酶活性下降，水分过度缺乏，从而使活

力下降［１－２］。低温保存可适当延长花粉寿命，但活力仍会下

降，超低温可长时间保持花粉活力并避免病虫害引入，且便于

资源交换［３－４］。目前，凤梨［５］、柑橘［６］、唐菖蒲［７］、椰子［８］、

桃［９］和橄榄［１０］等植物花粉均已成功保存。而有关樱桃，尤其

是中国樱桃花粉超低温保存却未见报道。

贵州省是樱亚属植物起源中心之一［１１］，种质资源丰富，

具有遗传改良物质基础。近些年，该省大力发展果蔬产业，樱

桃被列为精品水果得以大面积发展，并引种甜樱桃，为利用其

耐储存的特点，望将地方资源与其进行杂交能创造耐储存、品

质优良且适合在西南大面积栽种的品种。然而，甜樱桃的花

期较地方樱桃晚１个月，因此进行地方樱桃花粉长期保存研
究具有一定的意义。红枫湖樱桃（ＰｒｕｎｕｓｐｓｅｕｄｏｃｅｒａｓｕＬ．
‘Ｈｏｎｇｆｅｎｇｈｕ’）是贵阳市本土种质资源，果实较大，可作为育
种材料，本试验期望通过建立其花粉长期保存体系，为中国樱

桃花粉长期保存提供理论参考，最终服务于育种工作。

１　材料与方法

１．１　材料
２０１１年２月底从贵阳市乌当区摘取即将开放的红枫湖

樱桃花，随后将花药用镊子夹落在硫酸纸上自然阴干１ｄ，随
后连同花药一起进行干燥处理。

１．２　方法
１．２．１　试验设计　本试验设置了液氮（－１９６℃）、－８０℃
及－２０℃３种温度保存樱桃花粉。液氮保存即超低温保存，
将花粉置于含硅胶的干燥器中，常温和４℃下干燥０、３、６、９、
１２ｈ后收集于冻存管并迅速置入液氮，１ｈ后用流水解冻
１０ｍｉｎ进行萌发率检测。－８０℃及 －２０℃保存时将花粉置
于含硅胶的干燥器，４℃下处理０、３、６、９、１２ｈ后收集于冻存
管，用锡箔纸包裹后放入试管盒，盒子用锡箔纸包裹后再用２
个塑料袋包裹，分置于 －８０℃及 －２０℃保存１２个月，干燥
３ｈ的花粉每月检测１次活力，其余保存６个月后检测１次。
此外，将－８０℃及－２０℃下保存３月后花粉取出置于含硅胶
的干燥器，室温下干燥０、３、６ｈ／周，连续处理４周，检测保存
过程中干燥时间对花粉活力的影响。每个处理含３支冻存
管，即３个重复。
１．２．２　花粉活力检测　花粉活力检测采用离体萌发法和坐
果率检测。离体萌发法检测操作如下：取适量培养基

（０．１ｇ／Ｌ硼酸＋１０％蔗糖＋０．５％琼脂）在载玻片上，待凝固
后用医用棉签蘸少量花粉均匀抖落在上面，随后放入垫有湿

滤纸的培养皿，用保鲜膜封皿后置于恒温培养箱中培养，培养

温度为２５±２℃，８ｈ后统计数据。所有处理均含３个重复，
每个重复培养３个载玻片，每个载玻片选３个视野计数，每个
视野花粉数多于５０粒。坐果率检测时将－８０℃及－２０℃下
保存１２个月的花粉进行同株授粉，同时采用当年花粉为对
照，授粉时将处于铃铛期或棉花期的花朵进行连被去雄，３０ｄ
后统计坐果率。

１．３　数据统计分析
数据均采用ＳＰＳＳ１７．０软件分析，萌发率＝萌发花粉数／

花粉总数×１００％（花粉管长度超过花粉粒直径作为萌发标
准），坐果率＝坐果数／授粉总数×１００％。

２　结果与分析

２．１　干燥温度及时间对超低温保存的影响
干燥温度对花粉超低温保存的萌发率有明显影响（图
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１）。２种温度下干燥３ｈ的花粉萌发率明显高于未干燥的花
粉，未干燥花粉萌发率仅 ６３．５５％，而干燥后的花粉可达到
８３％以上。室温下随干燥时间的延长萌发率逐渐下降，１２ｈ
降至最低（５４．６５％），１５ｈ略有回升（６２．５７％）。然而，４℃
下干燥的花粉萌芽率在３ｈ后并未随时间延长而降低。因
此，为避免花粉活力下降，室温干燥时间以约３ｈ为宜，４℃下
的干燥时间没有明显影响。

２．２　干燥时间及保存温度的影响
将干燥不同时间的花粉在 －２０℃及 －８０℃下保存６个

月后进行活力检测，发现干燥时间无明显影响，萌发率为

８５％～８６％（图２）。从图３可以看出，保存温度也无明显影
响，－２０℃及－８０℃下保存的花粉萌发率无明显差异，且保
存１０个月前几乎无变化，随后略有下降。保存１个月后检测
的花粉活力约为８６％，１２个月后降至约８４％。因此，考虑技
术及成本，－２０℃下适合樱桃花粉较长时间保存。
２．３　保存中干燥时间的影响

为避免花粉湿度高导致萌发率下降，因此设计在保存过

程中对花粉抽出进行干燥０、３、６ｈ／周，但发现干燥反而引起

萌发率下降（表１）。－２０℃及－８０℃下，花粉活力均随干燥
时间的延长而下降。 －２０℃下，不干燥萌芽率可一直保持
８５％以上，但４周后，干燥３ｈ和６ｈ的萌发率分别为６７．６１％
和５２．０６％。－８０℃下，不干燥萌芽率亦可一直保持８５％以
上，４周后干燥 ３ｈ和 ６ｈ的萌发率分别为 ６１．９３％和
５２．５２％。

表１　保存中干燥时间对花粉萌发率的影响

干燥周次
保存温度－２０℃ 保存温度－８０℃

干燥０ｈ 干燥３ｈ 干燥６ｈ 干燥０ｈ 干燥３ｈ 干燥６ｈ
１ ８５．８８±７．０１ａ ８０．６６±３．０９ｂ ７８．３１±４．５３ｂ ８６．２３±２．６８ａ ７９．５１±３．４９ｂ ７５．６４±２．８８ｃ
２ ８５．７８±３．３７ａ ７７．８０±３．５３ｂ ７２．８４±２．９３ｃ ８６．１１±３．０１ａ ７０．８０±３．１５ｂ ６８．３１±３．８８ｃ
３ ８５．３６±３．０５ａ ７２．４２±６．２０ｂ ６３．３７±４．７６ｃ ８５．８８±２．３４ａ ６７．１８±２．４０ｂ ６１．２０±２．３５ｃ
４ ８５．０±２．７０ａ ６７．６１±４．９２ｂ ５２．０６±２．８０ｃ ８５．８３±５．８３ａ ６１．９３±２．５６ｂ ５２．５２±１．９０ｃ

　　注：同列数据后相同字母表示经邓肯氏多重极差检验在０．０５水平上差异不显著。表２同。

２．４　坐果率检测
－２０℃及－８０℃下保存１年后的花粉与 ＣＫ无显著差

异（表２、图４），保存的花粉授粉坐果率均可达到８０％左右，
但三 者 数 值 以 －８０℃ 最 高 （８７．１７％），其 次 为 ＣＫ
（８４７５％）、－２０℃（７８．６８％）。由此可见，－２０℃及－８０℃
下保存１年后的花粉可用于授粉。

表２　保存温度对坐果率的影响

温度

（℃）
授粉数

（粒）

膨大数

（粒）

坐果率

（％）

－２０ １０１ ７７ ７８．６８±１１．８５ａ
－８０ １０９ ９２ ８７．１７±１１．５５ａ
ＣＫ １１４ ９３ ８４．７５±１２．３７ａ

３　讨论

Ｔｏｗｉｌｌ认为超低温保存效果取决于花粉的干燥度，适宜

的干燥方式和干燥时间对花粉储藏有较大影响［１２］。许多植

物用硅胶干燥４ｈ为好［１３－１５］。Ｂａｒｎａｂａｓ认为含水量对花粉的
超低温保存影响很大，但过分干燥不行［１６－１７］。干燥后的辣椒

花粉进行超低温（－１９６℃）贮藏１年仍具有新鲜花粉一半活
力，但未干燥几乎无有效储藏期［１８］。本试验对干燥温度和时

间进行了探讨，发现室温干燥３ｈ后可获得较高萌发率，干燥
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时间过长则萌发率下降，１２ｈ后急剧下降。然而，本试验在
－１９６℃、－２０℃和－８０℃下保存时均发现，４℃下干燥时间
长短无影响，且试验中还发现部分花粉受潮成团的现象。本

试验同时发现，将保存在－２０℃和 －８０℃下的花粉取出，于
室温干燥０、３、６ｈ后获得的结果不一样，干燥３ｈ或６ｈ花粉
活力下降，尤其以６ｈ下降更快。这也许说明干燥时的温度
对花粉保存的影响大于含水量。究其原因，可能有３点：一是
花粉在４℃干燥时已经历低温锻炼，同时在放入 －２０℃和
－８０℃ 时具有多层包裹物，一定程度上降低了低温的刺激，
从而更利于适应环境变化。陶丽等在４℃、２５℃及－８０℃下
储藏澳洲坚果花粉，发现 －８０℃最差，认为与保存前未干燥
处理有关，这也说明干燥时的低温锻炼对花粉活力有一定影

响［１９］。二是室温干燥时温度较高，花粉失活较快。杨帆等采用

自然干燥、干燥皿干燥、４０℃烘箱干燥３种方式干燥澳洲坚果花
粉，并在４℃保存，结果表明前２种方式下花粉萌发率极显著高
于后者［２０］。三是花粉经历反复的解冻和冷冻，细胞易受伤害导

致活力下降。这与吕晋慧等在地被菊花粉保存上的观点［２１］一

致。综上，本试验认为，樱桃花粉干燥时的温度比含水量的影响

更大，低温干燥可避免花粉活力在储存前快速下降。

花粉是否具有活力最有利的证据为是否能授粉，某些花

粉经低温保存后，出现离体萌发率低而授粉能力强的现

象［２２］。这种现象可能是因为低温保存后的花粉对萌发培养

基不敏感［２３－２４］，保存后的花粉萌发率达到１０％ ～３０％就能
授粉坐果［２５－２６］。本试验中，储存于 －２０℃和 －８０℃下的花
粉萌发率均在８５％左右，授粉率与新鲜花粉相比无显著差
异，甚至数值上－８０℃储藏花粉高于新鲜花粉。矮牡丹经超
低温保存后出现花粉萌发率明显升高的“冷刺激”现象［１］。

魔芋［２７］和山龙眼属［２８］花粉超低温保存中均发现此现象，但

该现象出现的机制目前尚不清楚。玫瑰花粉经液氮超低温保

存后的授粉能力与新鲜花粉也没有区别［２９］。Ｐａｒｔｏｎ等将保
存于－８０℃下６个月的蜻蜓凤梨花粉进行授粉，授粉能力并
未下降，而虎纹凤梨却被发现其授粉能力不如新鲜花粉［３０］。

飞燕草花粉储存在２５℃下６０ｄ便没有授粉能力，而 －３０℃
下１８０ｄ后授粉能力高于新鲜花粉［３１］。总体而言，－２０℃便
可进行樱桃花粉长期保存。

本试验储藏花粉是同花药一起保存的，与仅保存花粉的

方法有差异，但也获得了较好的效果，这样使得操作更简便，

且提高花粉利用率。这种方法在杜鹃红山茶花［３２］和桂花［３３］

上亦用到。
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　　摘要：对东京野茉莉花芽发育期间的生理特性进行了研究。研究结果，花芽发育期间，叶片内可溶性糖含量、有机
碳含量变化不大，而淀粉、蛋白质、磷、钾含量总体下降，镁含量逐渐增加，ＡＢＡ／ＧＡ３比值明显高于ＡＢＡ／ＩＡＡ、ＩＡＡ／ＺＲ、

ＡＢＡ／ＺＲ的比值，有利于花芽的分化。
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作者简介：徐丽萍（１９７０—），女，江苏南通人，博士，副教授，主要从事
生物教学和植物生理、资源开发与利用研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｕｌｉｐｉｎｇ７０
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通信作者：喻方圆，博士，教授，主要从事林木种苗的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：
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　　东京野茉莉（Ｓｔｙｒａｘｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ）又名越南安息香、白花树
等，属于安息香科安息香属，用途甚广。近年来，众多学者对

该树种开展了研究，主要研究了花色［１］和花香的成分［２］、树

脂成分［３］、苗木生长［４］、木材特性［５］等，但是对于其花芽发育

过程中的生理生化变化的资料不多。为了解东京野茉莉花芽

发育规律，以便进一步调控其开花质量、数量以及确定采收

期，本试验以４年生东京野茉莉为对象，研究花芽发育过程中
的植物体内复杂的生理变化，以期明确东京野茉莉花芽发育

进程和机制。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料为东京野茉莉，采自江苏国杏生物科技有限公

司育苗基地，该基地位于南京市六合区马集镇河王坝水库边。

母树４年生，已开始进入结实期。采样树高 ３～５ｍ，冠幅
１～２ｍ，列植，长势良好。测定生理变化的样品从２０１３年４
月１２日开始，第１次取样，取花芽附近的叶片，以后每隔４ｄ
取１次样品，直到５月１４日第１朵花开放，共取９次样品。
样品取完放在超低温冰箱保存。

１．２　方法
１．２．１　营养物质含量的测定　可溶性糖和淀粉含量，参照蒽
酮比色法测定［６］；可溶性蛋白质含量，采用考马斯亮蓝 Ｇ２５０

比色法［６］。以上３种物质含量的测定都是在Ｄｕ８００Ｂｅｃｋｍａｎ
紫外分光光度计上完成。

１．２．２　大量元素碳（Ｃ）、氮（Ｎ）、磷（Ｐ）、钾（Ｋ）、镁（Ｍｇ）、钙
（Ｃａ）的含量测定　总碳含量测定，采用重铬酸钾氧化－外加
热法［７］；Ｋ、Ｍｇ、Ｃａ、Ｎ、Ｐ矿质元素的测定，样品制备称取０．１～
０．５ｇ烘干的样品于试管中先加９ｍＬ浓硫酸，再加１ｍＬ高氯
酸，摇晃，然后高温消煮，直至溶液澄清，过滤定容 １００ｍＬ。
进行Ｋ、Ｍｇ、Ｃａ元素的含量测定时，吸取上述提取液 １ｍＬ，水
稀释 １０倍，在原子火焰吸收分光度计 Ｕｎｉｃａｎ９６９ＡＡ
Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ上测定。进行Ｎ、Ｐ元素的含量测定时，采用酸消
解总凯氮、磷测定，吸取上述提取液１ｍＬ，４％稀硫酸稀释２
倍，在ＡｕｔｏＡｎａｌｙｚｅｒ３ＨｉｇｈＲｅｓｏｌｕｔｉｏｎＤｉｇｉｔａｌＣｏｌｏｒｉｍｅｔｅｒ上测
定。其中：Ｃ／Ｎ为有机碳含量／氮含量。
１．２．３　内源激素含量的测定　采用酶联免疫吸附法
（ＥＬＩＳＡ）［８］测定内源激素含量。结果计算参照 Ｗｅｉｌｅｒ等的
方法［９－１０］。

２　结果与分析

２．１　花芽发育过程中营养物质含量变化
２．１．１　可溶性糖淀粉含量　　东京野茉莉在３—４月是花芽
分化阶段，４—５月是花芽形态发育阶段，这期间叶片进一步
长大成熟并行使自己的生理功能，其体内营养物质含量发生

了复杂的变化。可溶性糖是植物直接利用和运输的养分主要

形式，淀粉可作为能源物质，这些碳水化合物与花芽的生长发

育有着密切的关系。从图１可以看出，可溶性糖随着叶片光
合作用增强含量逐渐上升，４月２０日升至最大值，然后随之
下降，４月２４日降至低谷；随后逐渐上升保持一个平稳的趋
势，５月１０日有所下降，然后临近开花含量又上升。从４月
至５月，可溶性糖含量有波动，但变化不大，说明植物体中可
溶性糖含量保持相对稳定，可为植物提供良好的碳素营养来
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