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　　摘要：以早开堇菜新鲜花粉为试材，使用扫描电镜观察花粉表观形态，采用双重二因素试验用离体培养法研究不
同培养基组分对花粉萌发的影响，筛选最佳的贮藏方法，并探讨花粉形态结构与花粉萌发之间的关系。结果表明：蔗

糖和硼酸对花粉萌发具有促进作用。在２８０ｇ／Ｌ蔗糖和２４０ｍｇ／Ｌ硼酸的条件下花粉萌发率最高，为７２．２９％；在
９０ｍｇ／ＬＧＡ３和２００ｍｇ／ＬＣａ（ＮＯ３）２的条件下花粉萌发率峰值为８２．４８％。确定花粉离体培养最佳的培养基为：蔗糖

２８０ｇ／Ｌ、ＧＡ３９０ｍｇ／Ｌ、Ｃａ（ＮＯ３）２２００ｍｇ／Ｌ、硼酸２４０ｍｇ／Ｌ。花粉萌发率随贮藏时间的延长呈下降趋势，相同时间内

贮藏温度越低花粉萌发率越高，早开堇菜花粉最佳的贮藏的条件为－８０℃；花粉形态与其萌发率之间有相关性。
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　　早开堇菜（ＶｉｏｌａｐｒｉｏｎａｎｔｈａＢｕｎｇｅ）又名早花地丁，为堇菜
科堇菜属多年生草本植物。全草药用，有活血化瘀，除脓消

炎；捣烂涂于患处，可排脓、活血和生肌［１］。植株低矮、春季

返青比较早，植株长势茂盛，在早春和晚秋开花，花期集中，花

型奇特、色泽醒目、株型雅致，具有较高的观赏价值。早开堇

菜有适应性广、生长迅速、抗逆性强、竞争力强等特点，可广泛

用于地被、林下地被、花境、花坛、缀花草坪等，具有广阔的园

林开发应用前景［２－３］。

杂交培育新品种是改良植物的重要途径，也是植物资源

开发利用的主要方法。堇菜属植物生殖特性的研究是提高堇

菜属植物育种效率的基础。在进行人工授粉、杂交育种时都

需要大量花粉，杂交育种有时因花期不遇、空间障碍等原因，

必须有效地贮藏花粉，花粉寿命长短对植物授粉受精结实繁

殖能力等方面具有重要意义［４］。在授粉前对花粉进行生活

力的测定，可以避免因使用低生活力的花粉而造成育种时间

和成本的浪费，以便对杂交结果进行分析和研究［５］。而花粉

萌发生活力测定是人工筛选或杂交育种的前提，离体培养法

是检测花粉萌发率最准确的方法之一。花粉长期贮藏对种质

保存和杂交育种十分重要，长期保存花粉的必要条件就是低

温处理。目前国内学者对早开堇菜的资源概况［２－３，６］、生物学

特性［７］、挥发性成分［１］、抗性［８］等进行了深入的研究，但对其

花粉生活力及贮藏的研究尚未见报道。为此本研究采用离体

培养法对早开堇菜花粉萌发特性进行探讨，探究了早开堇菜

花粉萌发的最适培养基及最佳贮藏方法，并分析了花粉形态

与萌发率之间的关系，以期为早开堇菜的杂交育种和花粉储

藏提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料的采集与处理
试验于２０１７年３月上旬展开，选择晴天０８：３０—１１：００，

在河南科技学院校园内采集早开堇菜初花期含苞待放花朵为

宜，此时花粉还未散出，花粉量大、生活力好。带回实验室后，

一部分用镊子剥取花药置于放有硫酸纸的培养皿内，置于

（２５±１）℃培养箱内散粉２４ｈ后，收集花粉，待扫描花粉形
态备用。一部分新鲜花粉直接用于离体萌发试验，待测花粉

生活力。其余花粉干燥后装入放有硅胶的离心管密封保存，

设置常温、４℃（低温）、－２０℃、－８０℃（超低温）４种贮藏温
度，进行长期贮藏。

１．２　方法
１．２．１　花粉形态观察　将干燥的花粉均匀撒布在黑色导电
胶上，放在扫描电镜下观察拍照。选取有代表性的花粉粒进

行观察，各类型的花粉粒测２０粒，取平均值，记录花粉的极轴
和赤道长度并计算 Ｐ／Ｅ值；观察花粉远极面、近极面和局部
的外壁纹饰、网眼大小、网脊宽度，测量并记录数据。

１．２．２　不同蔗糖、硼酸处理对花粉萌发的影响　试验采用二
因素完全随机处理方法，共３６个组合，浓度梯度分别为：蔗
糖：蒸馏水作为对照，蔗糖浓度设为 ２００、２３０、２６０、２８０、
３１０ｇ／Ｌ；硼酸：蒸馏水作为对照，硼酸浓度设为２００、２２０、２４０、
２６０、２８０ｍｇ／Ｌ。各培养基均加入９ｇ／Ｌ琼脂、ｐＨ值调至５．８。
用玻璃棒滴培养液于凹玻片的凹处，装满为止，稍冷却后用干

净的毛笔蘸取少许花粉均匀撒播于培养基表面。将凹玻片放

入铺有湿滤纸的培养皿内。置于（２５±１）℃恒温培养箱、相
对湿度保持７０％ ～８０％，暗培养１５ｈ后，放在 ＮＩＫＯＮ５０ｉ显
微镜下拍照并统计萌发率。花粉管长度大于花粉粒直径视为

萌发，每处理重复３次，每重复观察３个视野，每视野≥１００
粒花粉，统计萌发率［９－１０］。
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花粉萌发率＝花粉萌发粒数／花粉总粒数×１００％。
１．２．３　不同赤霉素、硝酸钙处理对花粉萌发的影响　在试验
得出的最佳培养基中加入 ＧＡ３、Ｃａ（ＮＯ３）２，在此基础上采用
二因素完全随机处理试验，依据不同处理的花粉萌发率，确定

最佳的ＧＡ３和Ｃａ（ＮＯ３）２浓度。浓度梯度分别为：ＧＡ３：蒸馏
水作为对照，ＧＡ３浓度设为 ３０、６０、９０、１２０、１５０ｍｇ／Ｌ，Ｃａ
（ＮＯ３）２：蒸馏水作为对照，Ｃａ（ＮＯ３）２浓度设为５０、１００、１５０、
２００、２５０ｍｇ／Ｌ，ｐＨ值调至５．８。花粉萌发的测定方法同上。
１．２．４　不同贮藏温度对早开堇菜花粉萌发的影响　将真空
干燥的花粉，设置常温、４℃（低温）、－２０℃、－８０℃（超低
温）４种贮藏温度，将花粉装入放有硅胶干燥剂的５ｍＬ试管
中，用棉花封口。贮藏６０、１２０、１８０、２４０、３００、３６０ｄ后，分别
从４种贮藏条件的离心管中各取出少许花粉（－８０℃下贮藏
的花粉放－２０℃预处理解冻，在－２０℃冰箱中冷冻的花粉应
在４℃ 的冰箱中缓冲１５ｍｉｎ后再培养），取少许采用试验所
得最佳培养基培养测定萌发率，以新鲜花粉的萌发率作对照，

测定方法同上。

１．３　数据分析
采用ＤＰＳ数据分析软件进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　早开堇菜表观形态
从图１－Ａ、图１－Ｂ可以看出早开堇菜花粉粒均为长椭

球形，早开堇菜花粉粒平均极轴长为２１．９３μｍ，平均赤道轴
长约１０．０８μｍ，Ｐ／Ｅ≈２．１７６，属于小型花粉。其中少数呈船
型或不规则形状。从图１－Ｂ、图１－Ｃ、图１－Ｄ可以看出，早
开堇菜花粉表面较为光滑，为小穴状雕饰纹，网脊细而弯曲，

较为均匀。早开堇菜花粉粒形态呈两侧对称，花粉赤道面观

长椭圆形，两端渐窄，极面观三裂圆形，花粉具３孔沟［１１］，沟

膜较明显，延伸至两极，萌发沟呈两极宽中间窄，沟宽约

０．８８μｍ，沟长快达到花粉粒两端，长度平均约１８．０２μｍ，沟
区有光滑的沟膜。

２．２　蔗糖、硼酸对花粉萌发率的影响
不同蔗糖、硼酸浓度对早开堇菜花粉萌发的影响差异显

著（表１、图２）。表１表明，早开堇菜在蔗糖、硼酸浓度都为０
和单独添加蔗糖或者硼酸时萌发率都较低，在恒温培养箱

（２５±１）℃持续培养１５ｈ后，空白培养基花粉的萌发率仅为
２０２７％，单独使用蔗糖时，随着蔗糖浓度的增加，花粉的萌发
率呈先上升后降低的趋势。蔗糖浓度为２８０ｇ／Ｌ，萌发率最
高，达２５．７６％，显著高于其他处理；但随着蔗糖浓度持续增
加，花粉的萌发率呈下降趋势，在蔗糖的浓度为３００ｇ／Ｌ时，
花粉萌发率降至２２．９１％。

硼能促进糖的吸收与代谢，且有利于花粉管壁的形成，减

少花粉破裂，提高花粉的萌发率，促使花粉管生长伸长［７］。

表１结果显示，单独使用硼酸时，早开堇菜花粉萌发率随着硼
酸质量浓度的增加呈先增加后下降的趋势。硼酸的质量浓度

为２４０ｍｇ／Ｌ时，早开堇菜的花粉萌发率最高，达３１．７４％；随
着硼酸浓度持续增加，花粉萌发率显著下降，当硼酸的质量浓

度为２８０ｍｇ／Ｌ时，花粉的萌发率仅为２６．８２％。
这表明高质量浓度蔗糖、硼酸对花粉萌发有抑制作用。

研究结果显示：供试的３６种培养基中，蔗糖和硼酸浓度分别
为２８０ｇ／Ｌ、２４０ｍｇ／Ｌ时，花粉萌发率最高，达７２．２９％，显著
高于其他组合，可以表明该培养基为早开堇菜花粉萌发的最

佳培养基。这表明添加一定含量的蔗糖、硼酸对早开堇菜花

粉萌发具有明显的促进作用。

表１　不同质量浓度的蔗糖、硼酸对花粉萌发率的影响

蔗糖质量浓度

（ｇ／Ｌ）
不同硼酸质量浓度下花粉萌发率（％）

０ｍｇ／Ｌ ２００ｍｇ／Ｌ ２２０ｍｇ／Ｌ ２４０ｍｇ／Ｌ ２６０ｍｇ／Ｌ ２８０ｍｇ／Ｌ
０ ２０．２７±０．０１ｈＩ ２０．２５±０．０１ｈＩ ２５．９±０．０４ｇｈＨＩ ３１．７４±０．０６ｇＨ ２７．２８±０．０３ｇｈＨＩ ２６．８２±０．０２ｇｈＨＩ
２００ ２１．２６±０．０１ｈＩ ５１．１９±０．０３ｅｆＧ ６６．９２±０．１３ｃＣ ６８．８６±０．０２ｃＡＢ ６７．２８±０．０４ｃＢ ６６．９７±０．０１ｃＣ
２３０ ２１．３７±０．０１ｈＩ ５７．４６±０．０５ｄｅＦ ６４．３±０．０４ｄＣ ６５．６６±０．０５ｃＣ ６３．８３±０．１２ｄＣ ６１．１２±０．０６ｃｄＥ
２６０ ２２．９３±０．０１ｈＨＩ ４８．３４±０．０４ｆＦＧ ６２．８４±０．０５ｅｆＧ ６４．６２±０．０３ｄＣ ６７．３４±０．０２ｃＣ ６４．４８±０．０３ｄＣ
２８０ ２５．７６±０．０１ｇｈＨＩ ４３．１１±０．０７ｆＧ ６８．５９±０．１ｃＡＢ ７２．２９±０．０５ａＡ ６３．６１±０．０４ｄＣ ５１．１４±０．０３ｅｆＧ
３００ ２２．９１±０．０１ｈＨＩ ５７．１４±０．０６ｄｅＦ ５２．１１±０．０２ｅｆＧ ６３．８９±０．０５ｄＣ ７０．４５±０．０２ｂＡＢ ６５．６８±０．０３ｃＣ

　　注：表中不同小写、大写英文字母分别表示在０．０５、０．０１水平上差异显著。下表同。

２．３　赤霉素、硝酸钙对花粉萌发率的影响
赤霉素是影响花粉萌发的重要因素之一。由表２可以看

出，赤霉素添加后，早开堇菜花粉萌发率有较显著的变化，呈

先增加后降低的趋势。赤霉素为９０ｍｇ／Ｌ时，萌发率达到了
峰值，为７８．３４％，当赤霉素浓度为１５０ｍｇ／Ｌ时，萌发率随赤
霉素浓度增加反而下降，为５７．１４％，这表明高质量浓度的赤
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表２　不同浓度的赤霉素、硝酸钙对花粉萌发率的影响

赤霉素质量浓度

（ｇ／Ｌ）
不同硝酸钙质量浓度下花粉萌发率（％）

０ｍｇ／Ｌ ５０ｍｇ／Ｌ １００ｍｇ／Ｌ １５０ｍｇ／Ｌ ２００ｍｇ／Ｌ ２５０ｍｇ／Ｌ
０ ７２．２９±０．３１ｇｈＨＩ ６８．９０±０．４４ｌＬ ５９．７４±０．５１ｎＮ ７０．９４±０．４２ｉｊＩＪ ７２．８２±０．３７ｇｈＨ ６９．８７±０．４３ｊｋｌＪＫＬ
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霉素使花粉萌发受到抑制。

硝酸钙对早开堇菜花粉的萌发具有一定的相关性。硝酸

钙晶体易溶于水，可以随其他易溶试剂直接加入蒸馏水中配

制培养基。由表２可知，在最佳蔗糖浓度２８０ｇ／Ｌ的培养基
中加入Ｃａ２＋后，很明显抑制了早开堇菜花粉的萌发，随着硝
酸钙质量浓度不断增大，花粉萌发率呈先增加后下降的趋势，

硝酸钙浓度为 ２５０ｍｇ／Ｌ时，早开堇菜花粉萌发率降至
６９．８７％，萌发率明显低于无硝酸钙时的７２．２９％。Ｃａ（ＮＯ３）２
的质量浓度为２００ｍｇ／Ｌ时，早开堇菜花粉的萌发率达到顶峰
值，为７２．８２％。

供试的 ３６种培养基中，赤霉素和硝酸钙浓度分别为
９０ｇ／Ｌ、２００ｍｇ／Ｌ时，花粉萌发率最高，达８２．４８％，显著高于
其他组合。综上所述，依据不同组合的花粉萌发率，确定早开

堇菜花粉萌发的最适培养基为：蔗糖２８０ｇ／Ｌ＋ＧＡ３９０ｍｇ／Ｌ＋
Ｃａ（ＮＯ３）２２００ｍｇ／Ｌ＋硼酸２４０ｍｇ／Ｌ。
２．４　不同贮藏时间和温度对早开堇菜花粉萌发的影响

图３结果表明，贮藏环境对早开堇菜花粉的萌发率影响
显著，贮藏不同时间后花粉活力差异较大。在４种贮藏温度
条件下，随着贮藏时间延长，早开堇菜花粉萌发率均呈下降趋

势。室温下萌发率下降最快，贮藏１２０ｄ后，花粉几乎丧失生
活力，贮藏时间最短；与室温相比，４℃条件下花粉贮藏时间
明显延长，随着贮藏时间的延长，萌发率呈缓慢下降的趋势，

贮藏３６０ｄ萌发率下降到３８．８％；－２０℃贮藏条件下，花粉
萌发率下降趋势较４℃条件下的小很多，贮藏３６０ｄ后萌发
率仍有５２．９１％；－８０℃条件下贮藏的花粉萌发率下降幅度
较小，变化曲线较平缓，显著优于４℃和 －２０℃，贮藏３６０ｄ
后，花粉萌发率仍达６１．６９％，花粉管形态正常。综上所述，
适宜早开堇菜花粉贮藏的条件为－８０℃。

３　小结与讨论

花粉形态是植物分类鉴定、确定亲缘关系远近的重要指

标。物种不同，花粉的形态、结构及大小也有差异［１２］。本研

究结果表明：早开堇菜属于小型花粉，表面光滑，早开堇菜畸

形花粉所占比率（１３．１８％），与离体萌发法所得萌发率
（８２．４８％）结合来看，二者具有一定关系，说明花粉萌发与花
粉形态有相关性。分析出现畸形花粉原因可能是早开堇菜繁

殖力差，花粉败育。

　　离体萌发法操作简便、快速，结果直观可靠，几乎适用于
所有植物的花粉生活力测定，但不同的材料需要不同的培养

基［１３］。本试验通过二因素完全随机处理试验，筛选出最适宜

早开堇菜花粉萌发的培养基组合为：蔗糖 ２８０ｇ／Ｌ＋ＧＡ３
９０ｍｇ／Ｌ＋Ｃａ（ＮＯ３）２２００ｍｇ／Ｌ＋硼酸２４０ｍｇ／Ｌ。

蔗糖是花粉萌发的营养物质和能量来源，不同植物种类

甚至品种其花粉离体培养对蔗糖浓度要求不同。这可能是由

于不同植物、品种的花粉细胞中内含物含量不同，要求适宜的

细胞壁内外渗透压才能生长。胞内渗透压低于胞外，易造成

胞内水分外渗，高于胞外则造成细胞过分膨胀，都不利于花粉

细胞生长［１４］。本研究结果表明，蔗糖是影响早开堇菜花粉萌

发的主要因子，蔗糖的质量浓度为２８０ｇ／Ｌ时，花粉萌发效率
达到峰值，当蔗糖的质量浓度超过２８０ｇ／Ｌ时，萌发率和蔗糖
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质量浓度成反比，原因可能是蔗糖质量浓度低，渗透压就比较

低，会导致花粉壁破裂，内容物流出，花粉萌发率降低；蔗糖的

质量浓度高时，发生质壁分离，又阻碍了花粉的发育［１５］。适

量硼也是花粉萌发和生长所必需的，硼酸有助于糖的吸收和

利用，提高新陈代谢，硼还参与早开堇菜花粉组织的形成，可

以减少花粉破裂，提高耗氧速度，有利于花粉管组织的合成和

花粉管的伸长生长［１６－１９］，本试验结果显示：硼酸的质量浓度

为２４０ｍｇ／Ｌ时，早开堇菜的花粉萌发率达到峰值，为
３１７４％；随着硼酸浓度持续增加，萌发率随硼酸质量浓度的
增大而降低，分析可能的原因是硼的含量过多，抑制了花粉的

新陈代谢，从而影响和抑制花粉活力。赤霉素可刺激花粉的

萌发，促进花粉管生长，提高萌发率。大部分赤霉素促进花粉

萌发的研究结果显示：５０ｍｇ／Ｌ以下的低浓度赤霉素对花粉
萌发和花粉管生长有明显的促进作用［８］。本研究结果表明，

９０ｍｇ／ＬＧＡ３对早开堇菜花粉萌发具有明显的促进作用，这
表明，低浓度的赤霉素能促进早开堇菜花粉萌发，１２０ｍｇ／Ｌ
的ＧＡ３出现抑制作用。Ｃａ

２＋诱导花粉管产生一定的趋向性，

使花粉管朝Ｃａ２＋浓度高的方向生长。硝酸钙的主要作用是
提供钙元素，补充氮元素，具有快速补给钙、氮的特点［１６，２０］。

Ｃａ２＋的浓度影响着花粉管的生长速度和形态特征，但花粉萌
发和生长都需要控制在一定的组分浓度内，过高、过低均不利

于花粉管的萌发和生长［１５］，关于早开堇菜 Ｃａ２＋诱导花粉管
的研究尚未见报道，本试验结果表明，２００ｍｇ／Ｌ硝酸钙对早
开堇菜花粉萌发具有促进作用。

本试验结果显示，早开堇菜花粉萌发率最高一般维持在

８０％左右，推断花粉生活力的强弱主要取决于种（品种）自身
的遗传特性，但培养基、培养温度等其他外界条件也会影响到

花粉萌发率［２１－２３］，有待于进一步研究。

贮藏温度影响花粉萌发下降速度［２１］，本研究结果表明，

在４种贮藏温度条件下，随着贮藏时间延长，花粉萌发率均呈
下降趋势，室温下萌发率下降最快，贮藏时间最短。室温贮藏

１２０ｄ后花粉几乎丧失生活力，可能是因为温度高增强了花粉
内部呼吸强度，从而导致花粉营养枯竭，同时室内温度、湿度

又会使花粉脱水变质死亡［２１］。４℃贮藏３６０ｄ后，萌发率为
４３．６４％，长期贮藏仍表现较高的萌发率，但－８０℃低温处理
后萌发率最佳，贮藏３６０ｄ后萌发率仍达到６１．６９％，适合花
粉长期贮藏。说明温度越低越有利于早开堇菜花粉的长时间

保存，这与大多数研究结果［４，１４，２１］一致。这是因为花粉在贮

藏过程中仍然进行新陈代谢等生命活动，低温可以使贮藏期

间的花粉呼吸减弱，可溶性糖类等消耗减少，从而保持较长时

间的生活力［２１，２４］。与－８０℃相比，４℃条件贮藏的花粉耗能
低，节约生产成本。从贮藏效果看，－８０℃是长期贮藏适宜
的温度。堇菜属远缘杂交育种，时常花期不遇，可以利用此方

法长期保存花粉，贮藏３６０ｄ后正是堇菜属植物的盛花期，为
杂交育种的最佳时期。本实验室前期研究的牡丹、三色堇

４℃ 贮藏１２０ｄ后，花粉萌发率基本降为０，推断原因可能是
花粉含水量高、腐烂造成萌发率降低［１，９］。本试验结果显示

４℃ 经过近１年的贮藏后早开堇菜花粉仍具有较高的生活
力，推断原因可能与前期的花粉干燥程度有关，具体原因有待

于进一步研究。
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