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　　摘要：对８个切花菊品种进行花粉超低温保存，并比较其超低温保存前后的花粉活力和杂交结实率。结果发现，４
个切花菊品种Ａｍｅｄｉａ、ＭｅｎａｌｉｓａＰｉｎｋ、ＣＡ－１５４、ＣＡ－２４９的花粉超低温保存后的花粉活力没有显著变化，３个切花菊
品种Ｌｉｓｂｏｎ、Ｆｌｏｒａｎｇｅ、ＣＡ－７的花粉超低温保存后的花粉活力显著降低，１个切花菊品种ＣＡ－３０８的花粉超低温保存
后的活力显著升高。将超低温保存的切花菊品种Ｌｉｓｂｏｎ和ＣＡ－７的花粉用于田间育种，保存了１个月和１年后的花
粉结实率和新鲜花粉相比没有显著变化。Ｌｉｓｂｏｎ和 Ｆｌｏｒａｎｇｅ这２个品种的花粉超低温保存后存在多重花粉管现象，
但不能判定超低温保存是引起此现象的因素。说明超低温保存技术用于切花菊花粉的保存和杂交育种是有效的。
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　　 菊 花 （Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ×ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ Ｒａｍａｔ．）为 菊 科
（Ａｓｔｅｒａｃｃｅａｅ）菊属植物，是菊属植物及由其变异、杂交形成的
栽培品种的统称［１］。菊花是中国传统十大名花之一，具有丰

富的文化内涵［２］，也是世界四大切花之一，在世界花卉产业

中的产量和产值均居于前列［３］。杂交育种是培育菊花新品

种最主要的途径［４］，但菊科植物的花粉属于短寿命的三核型

花粉，这种类型的花粉外壁较薄，对外界不良条件抵抗力较

差，保存困难［５］。４、－２０、－８０℃条件保存后，菊花花粉生活
力明显降低，保存期不超过 １个月［６－７］。超低温保存

（ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ）技术能实现花粉的长期保存，已成功应用
于许多植物［８］。超低温保存是指在液氮－１９６℃或液氮蒸汽
中保存生物材料，如细胞、组织、器官或者其他生物体的方法

和技术。在液氮温度下，细胞中所有的生物化学反应包括细

胞的程序死亡都被暂时停止，从而使细胞在理论上可以进行

无限期的保存［９］。花粉超低温保存技术可以在不破坏种质

资源的前提下，最大限度地保存植物的种质资源［１０］。因此，

花粉也是最早被保存的植物种质［１１］。通过超低温保存花粉，

可以解决杂交时花期不遇和地理隔离的问题，也可免去每年

种植同一父本材料、取材时间受季节限制的问题，且花粉具有
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体量小、运输方便、可即时使用的特点，这对远缘杂交育种来

说，其贡献是非常大的［１２］。一般成熟花粉具有高度的脱水耐

受性，在完成脱水过程以后不须要经过特殊处理即可放入液

氮进行超低温保存，解冻时只须将其从液氮中取出在常温下

放置２ｈ左右即可用于试验或者授粉［８］，非常便利。我国目

前进行花粉超低温保存的花卉有梅花［１３－１４］、山茶［１５］、白

掌［１６］、芍药［１７］、牡丹［１８－１９］、紫花鸢尾［２０］、榆叶梅和海棠［２１］，

其中只有梅花建立了超低温花粉库［２２］。

切花菊远缘杂交首先要解决的就是时空隔离问题，表现

为花期不遇和地理隔离：切花菊一般都属于秋菊类，自然花期

通常为７—１１月，而须要与其杂交的亚菊属、匹菊属、蒿属和
蓍属等大部分菊属植物的自然花期是４—６月，造成花期不
遇；另外菊属的近缘属中大部分属为不连续分布，具有明显的

分布地域性，如亚菊属分布在中国西北地带、太行菊属局限于

中国中部等，从而造成不同属间的地理隔离［２３］。花粉保存可

使原本花期不遇的远缘杂交亲本能够授粉，也可以储藏并运

输花粉使异地的远缘亲本得以杂交，解决时空隔离的障碍。

简单和高效的花粉长期保存技术对切花菊的资源保存、杂交

育种等相关研究和应用具有重要意义。本研究用超低温保存

技术保存了８种切花菊的花粉，并用花粉活力检测及在田间
育种中验证了其有效性。

１　材料与方法

１．１　材料
收集花粉的８个切花菊品种全为多头类型切花菊品种，

其中Ａｍｅｄｉａ、Ｌｉｓｂｏｎ、Ｆｌｏｒａｎｇｅ来自荷兰Ｄｅｌｉｆｌｏｒ公司，Ｍｅｎａｌｉｓａ
Ｐｉｎｋ来自荷兰 Ｄｅｋｋｅｒ公司，ＣＡ－１５４、ＣＡ－３０８、ＣＡ－２４９和
ＣＡ－７为云南丰岛花卉有限公司的自育品种，这８个品种都
种植在云南丰岛花卉有限公司的切花菊生产基地。在田间育

种试验中，杂交母本为 Ｒｏｄｏｓｔ，多头切花菊类型，来自荷兰
Ｄｅｌｉｆｌｏｒ公司，种植在云南丰岛花卉有限公司的切花菊生产基
地。试验时间为２０１３年秋季至２０１６年春季；花粉收集地点、
花粉超低温保存及授粉地点为云南丰岛花卉有限公司，花粉

活力试验地点为云南省农业科学院花卉研究所。

１．２　试验方法
１．２．１　花粉收集　菊花花序中的两性花即管状花的雄蕊释
放花粉，在晴朗天气的１５：００时许放粉最盛。用干燥毛笔轻
刷雄蕊，把花粉小心拨入培养皿中，带回实验室备用。由于菊

花头状花序上的管状花从外向内逐轮开放，因此须要连续几

天收集花粉。

１．２．２　花粉超低温保存　将须要超低温保存的花粉小心转
移到冻存管中，把冻存管放入液氮（ＬＮ２）罐中保存。定期补
充液氮，保证花粉一直处于超低温状态。储藏的菊花花粉解

冻采用吕晋慧等的方法［６］，从液氮罐中取出装有花粉的冻存

管，于３５℃解冻２ｍｉｎ。
１．２．３　切花菊花粉超低温保存前后花粉活力的比较　为验
证超低温保存切花菊花粉的有效性，分别测定８个切花菊花
粉超低温保存前和保存后的花粉活力并进行对比。因花粉离

体萌发法更符合实际萌发情况［２４］，所以本试验采取花粉离体

萌发法进行花粉活力测定。含有硼酸、蔗糖的通用培养基对

许多二核花粉萌发效果很好，但对三核花粉的菊科萌发效果

很差［２５］。因此，菊花花粉萌发参照王四清等的方法［２６］，采用

改良的 Ｍｏｎｎｉｅｒ培养基（ＭＥ３），在２２～２５℃、相对空气湿度
８６％的恒温箱内培养。每隔１ｈ在显微镜下观察统计１次花
粉萌发率，直至２次统计的萌发率基本相同为止，计算花粉的
萌发率。花粉萌发的判定标准为花粉管长度大于或等于花粉

粒半径。每个品种设４个重复，每个重复随机选取５个视野，
每个视野２００粒花粉，每个重复共约１０００个花粉粒，取４个
重复的平均值计算该品种的花粉萌发率。花粉萌发率＝萌发
花粉数／总花粉数×１００％。
１．２．４　切花菊花粉超低温保存前后杂交结实率的比较　为
进一步验证超低温保存切花菊花粉的有效性和超低温保存花

粉用于杂交育种的可行性，从超低温保存的８个切花菊花粉
中随机选择２个切花菊品种的花粉，分别测定这２个切花菊
的新鲜花粉和超低温保存后花粉的授粉结实率并进行对比。

分别采用新鲜花粉和超低温保存后的花粉，在云南丰岛花卉

有限公司的切花菊生产基地进行授粉试验。根据菊花的开放

特点，先将花瓣留１ｃｍ左右剪短，露出花心，过１～２ｄ后雌
蕊柱头开展成“丫”形时，用毛笔蘸取花粉涂抹柱头，每隔１ｄ
后再次授粉１次，共进行３次。因为菊花自交不亲和［２７］和有

花瓣隔离，所以可以省掉去雄和套袋程序。每个杂交组合设

３个重复，每个重复随机选取约１０００个小花，授粉后进行小
花数量计数，取３个重复的平均值计算授粉花朵数。待种子
成熟后收集种子，取 ３个重复的平均值计算结实数。结实
率＝结实数／总授粉花朵数×１００％。
１．３　数据分析

试验所得数据采用ＳＰＳＳ软件进行处理分析，α＝０．０５。

２　结果与分析

２．１　切花菊花粉超低温保存前后花粉活力的比较
２０１３—２０１４年共保存８个切花菊品种花粉，８个品种都

为多头切花菊类型，超低温保存时间分别为１年和１个月，采
用离体萌发法进行了超低温保存前后的花粉活力测定。结果

发现，４个切花菊品种 Ａｍｅｄｉａ、ＭｅｎａｌｉｓａＰｉｎｋ、ＣＡ－１５４、
ＣＡ－２４９的花粉超低温保存后的萌发率相比起超低温保存
前没有显著变化；３个切花菊品种 Ｌｉｓｂｏｎ、Ｆｌｏｒａｎｇｅ、ＣＡ－７的
花粉超低温保存后的萌发率相比起超低温保存前显著降低，

但仍具有活力；１个切花菊品种 ＣＡ－３０８花粉超低温保存后
的萌发率相比起超低温保存前显著升高（表１）。因此，在超
低温保存后，各品种的花粉都保持了一定的活力，品种的差异

是影响其超低温保存后花粉活力的主要因素。

表１　切花菊花粉超低温保存前后的花粉萌发率

品种名
花粉萌发率（％）
保存前 保存后

花粉收集

年份

在液氮中保存

的时间（月）

Ａｍｅｄｉａ ３７．７ ３６．５ ２０１３ １２
Ｌｉｓｂｏｎ ３０．１ １５．５ ２０１３ １２
Ｆｌｏｒａｎｇｅ ４１．０ １７．８ ２０１３ １２
ＭｅｎａｌｉｓａＰｉｎｋ １４．５ １５．２ ２０１３ １２
ＣＡ－１５４ １０．６ １０．９ ２０１４ １
ＣＡ－３０８ １３．２ １７．４ ２０１４ １
ＣＡ－２４９ １８．８ １９．３ ２０１４ １
ＣＡ－７ ２９．９ ２０．６ ２０１４ １

　　注：表示在０．０５水平差异显著。下同。
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２．２　切花菊花粉超低温保存前后杂交结实率的比较
为进一步验证超低温保存切花菊花粉的有效性和超低温

保存花粉用于杂交育种的可行性，从超低温保存的８个切花
菊花粉中随机选择２个切花菊品种的花粉进行田间杂交试
验，超低温保存时间为１个月和１年。选取的超低温保存花
粉（父本）为Ｌｉｓｂｏｎ（花朵红色）和ＣＡ－７（花朵黄色），杂交母
本都为Ｒｏｄｏｓｔ（花朵白色），父母本都为多头切花菊类型。在
２０１４、２０１５年秋季分别进行田间授粉，于次年统计结实率（表
２）。结果发现，以 Ｌｉｓｂｏｎ为父本的杂交中，保存了１个月的
花粉结实率和新鲜花粉相比显著升高，保存１年后的花粉结
实率和新鲜花粉相比没有显著变化；以 ＣＡ－７为父本的杂交
中，保存了１个月和１年后的花粉结实率和新鲜花粉相比没
有显著变化。说明超低温保存技术用于切花菊花粉的保存和

田间杂交是有效的。切花菊授粉每隔１ｄ授粉１次，共进行３
次，因此超低温保存后花粉的萌发率和用其授粉后的结实率

没有直接相关性。另外，由于所用杂交父母本都为多头切花

菊，头状花序高度瓣化，花朵较小即种子非常细小；而且结实

率测定周期长（从授粉到收获种子１００～１１０ｄ），易受不同母
本植株、授粉当年冬季气候环境的影响［２８］，导致结实数和结

实率的统计难免不太准确，该数值只能作为参考。后续继续

用其他超低温保存品种的花粉进行田间杂交试验都有结实，

证实花粉超低温保存技术可用于切花菊花粉的长期保存和杂

表２　超低温保存的切花菊花粉授粉后的结实率

父本品种
在液氮中保存

的时间（月）
授粉年份

授粉花朵数

（朵）

结实数

（个）

结实率

（％）

Ｌｉｓｂｏｎ ０ ２０１４ ９３０ ３３２ ３５．７
１ ２０１４ ７００ ３１０ ４４．３

１２ ２０１４ ７８０ ２８９ ３７．０
ＣＡ－７ ０ ２０１５ ９１０ １８３ ２０．１

１ ２０１５ ９３０ １６０ １７．２
１２ ２０１５ ９６０ １９４ ２０．２

交育种。

２．３　多重花粉管现象
在８个切花菊品种花粉超低温保存后的离体萌发试验

中，Ｌｉｓｂｏｎ（图１）和Ｆｌｏｒａｎｇｅ（图２）２个品种的花粉萌发存在
多重花粉管现象，主要为二重花粉管和三重花粉管，这可能与

花粉粒储藏的营养物质含量有关［２９］。通常情况下，花粉只有

１个萌发孔、１条花粉管，但偶尔会有多重花粉管现象，即在花
粉粒上不止１个萌发孔。多重花粉管中只有１个能够到达细
胞核，其他都会被抑制［３０］。花粉离体培养时产生的多重花粉

管现象会多于活体萌发［３１］。其他６个品种超低温保存后的
花粉没有观察到多重花粉管现象，因此并不能判定超低温保

存是引起多重花粉管现象的原因。

３　讨论与结论

超低温保存后植株的遗传稳定性是利用该技术保存植物

种质资源的关键问题。有关超低温保存对植物遗传稳定性的

影响已经有比较多的研究［３２］，总体来说这些研究表明超低温

保存后的植物材料是可以保持其遗传稳定性的。在本试验切

花菊花粉的超低温保存中，出现了超低温保存后花粉活力明

显高于新鲜花粉及超低温保存后花粉的授粉结实率也高于新

鲜花粉的现象，这种现象在其他花卉的花粉超低温保存后也

存在，如梅花［１４，２２］、白掌［１６］、芍药［１７］、牡丹［１９］、榆叶梅和海

棠［２１］。这一现象反映出花粉在超低温保存过程中出现了生

理上的变化，有可能是超低温冷冻及解冻的过程使花粉壁变

得脆弱而有利于花粉的萌发，但其机制还须进一步研究。理

论上来看，利用花粉超低温保存后活力提升的现象不仅可以

实现花粉的长期保存，更可以利用超低温保存技术促进花粉

萌发率与授粉结实率的提升，实现花粉品质的改良［１６］。但由

于超低温保存技术应用的历史并不长［３３］，花粉超低温保存的

最长年限和可用年限以及长期保存后的杂交结实能力、杂交

后代再生能力等长期效果尚待进一步研究。

切花菊为了观赏性的需要，在长期的选育过程中头状花
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序高度瓣化，导致花序中间产生花粉的管状花很少，所以为了

多收集花粉，在试验第１年共种植４批（分别于４、６、８、１０月
开花）切花菊以收集花粉及杂交育种。结果发现，虽然在温

室环境中人工调控环境使其与秋菊自然开花的温度、光照和

光周期尽量相同，但在４、６、８月开花的切花菊的雄蕊几乎都
败育，雌蕊也发育不正常，难以收集到花粉进行授粉试验，只

有在１０月符合秋菊自然开花时间开放的切花菊雌雄蕊发育
正常，可收集其花粉并进行授粉作业。另外，由于从国外直接

引进的品种花粉量都较少，在后来的收集花粉和杂交育种中，

采用了花粉量相对较多的作为育种中间材料的自育品种。

植物种质资源是植物育种工作的物质基础。作物遗传背

景的多样化对农业的安全和可持续发展具有重要价值。植物

超低温研究的最终目标就是通过超低温保存技术常规化的储

存和利用植物种质资源，特别是农作物及其近缘种。超低温

保存种质资源具有省时、省地、省空间和无病虫害侵染等优

点，且设备简单、维护费用低、只须定期补充液氮，安全、经济，

节省空间和人力。迄今，已经有多种农作物的超低温种植资

源库建立和运行起来，濒危野生植物的超低温种质资源库也

开始出现。花粉超低温保存技术还因其操作简便、即时使用

的特点使得其在农作物育种中具有巨大的应用潜力。我国目

前已建立了一些重要农作物的花粉超低温保存库，但在花卉

育种中建立花粉超低温保存库的非常少，对于此项工作应加

强重视和相关技术的研究。
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［２８］陈晓玲，张金梅，辛　霞，等．植物种质资源超低温保存现状及
其研究进展［Ｊ］．植物遗传资源学报，２０１３，１４（３）：４１４－４２７．

［２９］邢艳萍，张　建，吴　杰，等．东北地区５种蒲公英花粉离体萌
发条件及特性的研究［Ｊ］．沈阳农业大学学报，２０１２，４３（３）：
２９５－２９９．　

［３０］ＭｕｌｃａｈｙＤＬ．Ｐｏｌｌｅｎｔｅｔｒａｄｓｉｎｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＨｅａｌｔｈＰｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ，１９８１，３７
（３７）：９１－９４．

［３１］ＪｉａｎｇＢ，ＳｈｅｎＺＧ，ＳｈｅｎＪＢ，ｅｔａｌ．Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｇｒｏｗｔｈｏｆ
ｓｐｏｎｇｅｇｏｕｒｄ（Ｌｕｆｆａｃｙｌｉｎｄｒｉｃａ）ｐｏｌｌｅｎｔｕｂｅｓａｎｄＦＴＩＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｔｈｅｐｏｌｌｅｎｔｕｂｅｗａｌｌ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉａＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｅ，２００９，１２２（４）：
６３８－６４４．　

［３２］ＨａｒｄｉｎｇＫ．Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎｔｅｇｒｉｔｙｏｆｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄｐｌａｎｔｃｅｌｌｓ：ａｒｅｖｉｅｗ
［Ｊ］．ＣｒｙｏＬｅｔｔｅｒｓ，２００４，２５（１）：３－２２．

［３３］ＣａｓｗｅｌｌＫ Ｌ，ＫａｒｔｈａＫ Ｋ．Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｐｌａｎｔｓｆｒｏｍ ｐｅａａｎｄ
ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙｍｅｒｉｓｔｅｍｓｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄｆｏｒ２８ｙｅａｒｓ［Ｊ］．ＣｒｙｏＬｅｔｔｅｒｓ，
２００９，３０（１）：４１－４６．
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