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　　摘要：以澳洲石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｋｉｎｇｉａｎｕｍ）新鲜花粉为试验材料，在单因素试验基础上，设计正交试验，比较蔗糖、
Ｈ３ＢＯ３、ＣａＣｌ２对澳洲石斛花粉萌发的影响，旨在筛选出适合澳洲石斛花粉离体萌发的液体培养基配比，为澳洲石斛花

粉离体培养及杂交育种提供参考依据。结果表明，单因素试验中，在一定浓度范围内的蔗糖、Ｈ３ＢＯ３、ＣａＣｌ２，对澳洲石

斛花粉萌发具有一定促进作用，超过一定浓度则起抑制作用；正交试验中，蔗糖、Ｈ３ＢＯ３和ＣａＣｌ２对澳洲石斛花粉萌发

的影响都极显著，适宜的花粉离体萌发培养液为１０ｇ／Ｌ蔗糖＋４０ｍｇ／ＬＨ３ＢＯ３＋３０ｍｇ／ＬＣａＣｌ２，花粉萌发率为３７．０２％。
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　　澳洲石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｋｉｎｇｉａｎｕｍ）是兰科石斛
属植物，原产于澳大利亚，生长在阔叶林的树干上，

为附生兰。澳洲石斛植株较小，其叶茎特殊，具有

根茎、直立、匍伏或具假球茎等生育形式，上部略呈

回折状，类似竹节，呈黄绿色［１］；叶着生于近茎顶，

２～４张叶，一般为椭圆形，与竹叶形似；花葶从叶腋
抽出，花簇生，花径２～３ｃｍ，萼片及花瓣为紫红色，
唇瓣前端带有紫色条斑，瓣心泛白［２］。石斛兰是兰

科石斛属的总称，与卡特兰、蝴蝶兰、文心兰同为世

界四大观赏洋兰［３］。随着人们对观赏石斛消费需

求的扩大，观赏石斛的育种及其杂交新品种的研究

越来越受关注［４］。澳洲石斛花色鲜艳，可切花观

赏，在兰花爱好者中颇受欢迎，相关的学术研究也

逐渐开展，其中，培育品种是最首要的一个方面。

花粉作为雄配子体，其质量和生活力是保证受

精成功所必备的条件之一，在杂交育种工作中，具

有较高生活力的花粉是确保杂交成功的关键，其地

位举足轻重［５－７］。兰科植物的花粉块状结构为四分

体，从而降低了花粉离体萌发的速率，液体培养时，

在培养前将花粉加以浸泡研磨，不仅可以提高试验

效率还可提高花粉的萌发率［８］。澳洲石斛是石斛

兰中的一个新兴品种，目前，国内外关于澳洲石斛

的相关研究报道还比较少见。因此，本研究在前人

研究的基础上，以澳洲石斛的花粉为试验材料，采用

液体培养法，研究了不同蔗糖、Ｈ３ＢＯ３、ＣａＣｌ２浓度及
其正交组合对花粉萌发的影响，以期为澳洲石斛花粉

生活力测定提供技术参考与试验方法，进而为其杂交

育种和繁殖生物学的深入研究提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　材料
本试验于２０１８年１—５月进行，材料为栽培于

福建省福州市于山风景区兰花圃内的澳洲石斛，所

用花粉取自澳洲石斛盛花期当天开放的新鲜花朵，

０９：３０—１０：３０采集花粉（图１右第４朵花的花粉）。
１．２　方法
１．２．１　单因素试验　在澳洲石斛盛花期，于晴天的
０９：３０—１０：３０采集澳洲石斛当天开放的花朵于滤
纸上，迅速转至实验室条件进行下一步试验操作。

采用液体培养法，首先进行单因素试验设计，分别

对蔗糖、Ｈ３ＢＯ３和 ＣａＣｌ２这３个培养基组分进行研
究，并作如下质量浓度梯度设置，即蔗糖为１、５、１０、
２０、３０、４０、５０、６０ｇ／Ｌ，Ｈ３ＢＯ３为 １０、２０、３０、４０、５０、
６０、７０、８０ｍｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２为 １、５、１０、２０、３０、４０、５０、
６０ｍｇ／Ｌ，各设置８个质量浓度梯度，并正确配制相
应的液体培养基。将配制好的培养液每种取３ｍＬ
加入离心管，然后把适量花粉团装入离心管中并用
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镊子轻轻摩擦花粉团使花粉粒均匀分散于培养液

中，在２６℃恒温箱中暗培养。培养３６ｈ后取数个
样进行花粉萌发情况预观测，培养至４８ｈ后，将培
养的花粉从恒温箱中全部取出，用胶头滴管取适量

培养液于载玻片上，盖上盖玻片，在生物显微镜４倍
镜下镜检，每次观测时随机选取１０个视野，排除畸
形花粉后，统计花粉萌发情况。试验重复３次，以花
粉管长度大于花粉粒直径为标准。

花粉萌发率＝萌发花粉数／花粉总数×１００％。
１．２．２　正交试验设计　在单因素试验的基础上，选
择在单因素试验中对澳洲石斛花粉离体萌发影响

较大的蔗糖、Ｈ３ＢＯ３和ＣａＣｌ２的４个质量浓度水平，
采用Ｌ２５（５

３）正交试验设计，每个组合重复３次，以
确定培养基不同组分的最佳配比，培养与检测方法

同“１．２．１”节。
１．３　数据处理

所测数据用Ｅｘｃｅｌ２０１０和ＳＰＳＳ１９．０软件进行
统计分析。在处理正交试验原始数据时，如果服从

二项分布的百分率资料中有小于３０％或大于７０％
的百分率，则应对资料中全部百分率数据进行反正

弦转换，然后再进行方差分析［９］。因此，由于本试

验中有许多小于３０％的百分率数据，所以先对数据
进行反正弦函数转换，再用转换后的数据进行 ＳＰＳＳ

方差分析，反正弦函数公式为ｘ＝ａｒｃｓｉｎ槡Ｐ（其中，Ｐ
为萌发率百分数）。

２　结果与分析

２．１　不同培养基组分对澳洲石斛花粉离体萌发的
影响

由表１可知，随着蔗糖、Ｈ３ＢＯ３、ＣａＣｌ２这３个单
因素培养基组分的质量浓度变化，花粉萌发率均呈

现先上升后下降的趋势。通过 Ｅｘｃｅｌ和 ＳＰＳＳ软件
对原始数据处理的结果来看，在单因素方差分析和

多重比较中，蔗糖对澳洲石斛花粉萌发率的影响最

明显，当其质量浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，萌发率与其他组
均有显著差异，萌发率为最大值１７．１９％；当 Ｈ３ＢＯ３
质量浓度为 ３０ｍｇ／Ｌ时，花粉萌发率最高，为
１３３１％；ＣａＣｌ２质量浓度为３０ｍｇ／Ｌ时，花粉萌发率
最高，为５．１３％。

表１　澳洲石斛花粉离体萌发单因素试验

蔗糖

（ｇ／Ｌ）
萌发率

（％）
Ｈ３ＢＯ３
（ｍｇ／Ｌ）

萌发率

（％）
ＣａＣｌ２
（ｍｇ／Ｌ）

萌发率

（％）

１ ９．２６ １０ ８．８３ １ １．４１

５ ９．７５ ２０ １１．０６ ５ １．４４

１０ １７．１９ ３０ １３．３１ １０ ２．７０

２０ ９．６０ ４０ １２．１７ ２０ ２．８５

３０ ９．２５ ５０ ６．３８ ３０ ５．１３

４０ ８．４２ ６０ ６．９９ ４０ ４．７３

５０ ４．２１ ７０ ６．１１ ５０ ２．７３

６０ ３．４４ ８０ ５．５１ ６０ １．６５

２．２　最适培养基筛选
选择在单因素试验中对澳洲石斛花粉离体萌

发影响较大的蔗糖、Ｈ３ＢＯ３和 ＣａＣｌ２的４个质量浓
度水平，采用Ｌ２５（５

３）正交试验设计，寻找３因子的
最佳配比（表２）。对该正交试验反正弦函数转换后
的数据做方差分析，其中，主体间效应检验结果表

明，蔗糖、Ｈ３ＢＯ３和ＣａＣｌ２这３个因素对花粉萌发都
有极显著影响；正交方差分析的多重比较结果显

示，蔗糖３０ｇ／Ｌ、Ｈ３ＢＯ３６０ｍｇ／Ｌ、ＣａＣｌ２３０ｍｇ／Ｌ时
的花粉萌发率与其他组合存在显著差异，此组合在

正交试验中编号为２５，萌发率为２２．５２％。进一步
分析，花粉萌发率平方和最高值的组合为１０ｇ／Ｌ蔗
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表２　澳洲石斛花粉离体萌发正交试验

编号
蔗糖

（ｇ／Ｌ）
Ｈ３ＢＯ３
（ｍｇ／Ｌ）

ＣａＣｌ２
（ｍｇ／Ｌ）

萌发率

（％）

１ ０ ０ ０ ３．３９
２ ０ ２０ ２０ ４．６８
３ ０ ３０ ３０ ３．３２
４ ０ ４０ ４０ ６．９６
５ ０ ６０ ５０ １８．８７
６ １ ０ ３０ １０．２８
７ １ ２０ ４０ ５．６４
８ １ ３０ ５０ ２．０２
９ １ ４０ ０ ２７．４６
１０ １ ６０ ２０ １１．６７
１１ １０ ０ ５０ ５．４８
１２ １０ ２０ ０ １７．１４
１３ １０ ３０ ２０ １７．１３
１４ １０ ４０ ３０ ３７．０２
１５ １０ ６０ ４０ １９．５３
１６ ２０ ０ ２０ １２．９７
１７ ２０ ２０ ３０ ３０．０９
１８ ２０ ３０ ４０ ６．３８
１９ ２０ ４０ ５０ ８．１１
２０ ２０ ６０ ０ ２８．９６
２１ ３０ ０ ４０ １３．７２
２２ ３０ ２０ ５０ ６．５３
２３ ３０ ３０ ０ １３．４５
２４ ３０ ４０ ２０ １０．６１
２５ ３０ ６０ ３０ ２２．５２
ＭＳ ６５６．１８９ ４７２．１８５ ５３２．２０９
Ｆ ８．４６２ ６．０８９ ６．８６３

　　注：“”表示在０．０５水平上差异显著；“”表示在０．０１水平

上差异极显著。

糖＋４０ｍｇ／ＬＨ３ＢＯ３＋３０ｍｇ／ＬＣａＣｌ２，此组合在正
交试验中编号为１４，萌发率最高，为３７．０２％，且与
其他组合存在显著差异（Ｐ＜０．０５），优于编号２５的
组合。综合单因素试验及正交试验结果的方差分

析和比较，得出澳洲石斛的最适培养基组合为

１０ｇ／Ｌ蔗糖＋４０ｍｇ／ＬＨ３ＢＯ３＋３０ｍｇ／ＬＣａＣｌ２。
　　正交试验培养３６ｈ后取部分样进行花粉萌发
情况预观测，培养４８ｈ后，在４倍显微镜下其萌发
情况见图２。

３　讨论与结论

由于兰科植物的花粉是４个花粉块黏结组成的
花粉团，花粉团外面包裹着类脂膜，这使得花粉萌

发的速度降低，往往在研磨浸泡时也不能完全排除

黏连物质对花粉萌发的影响［１０］。因此本研究采用液

体培养法，来提高试验效率和花粉萌发率。其次，多

数研究都发现蔗糖、Ｈ３ＢＯ３和ＣａＣｌ２对兰科植物花粉
的萌发起关键作用，因此本试验将蔗糖、Ｈ３ＢＯ３和
ＣａＣｌ２作为花粉离体萌发主要的培养基成分。
　　蔗糖在花粉萌发过程中，不仅作为重要的能源
物质为花粉萌发提供营养，并且作为渗透物质为花

粉萌发和生长起到调节渗透压的作用，恰到好处的

蔗糖质量浓度可以维持好花粉和培养基间的渗透

压，在一定程度上缓解花粉破裂，但若质量浓度过

高或者过低，对花粉的萌发生长不仅没有促进作

用，在质量浓度过高时还会造成原生质脱水，反而

抑制了萌发［１１－１３］。在本试验中，蔗糖不是澳洲石斛

花粉离体萌发所必需的成分，这一结果与杂种卡特

兰 （Ｃａｔｔｌｅｙａ ｈｙｂｒｉｄａ）［１４］、聚 石 斛 （Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ
ｌｉｎｄｌｅｙｉ）［１５］相同，用蒸馏水培养就可使其萌发，但萌

发率较低，本试验结果为３．３９％。其原因可能是花
粉自身含有的营养物质能够满足花粉萌发的需

求［１６］。本研究结果表明，蔗糖质量浓度以 １０ｇ／Ｌ
为澳洲石斛花粉离体萌发的最适质量浓度，此结果

低于杂种卡特兰［１４］、聚石斛［１５］、白芨［１７］、无距虾脊

—１５１—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第８期



兰（Ｃａｌａｎｔｈｅｔｓｏｏｎｇｉａｎａ）［６］、大花蕙兰［１８］的最适萌

发蔗糖质量浓度。

单因素试验中，Ｈ３ＢＯ３ 质量浓度为 ２０、３０、
４０ｍｇ／Ｌ下培养的花粉萌发率与其他组存在明显差
异，分别为１１．０６％、１３．３１％、１２．１７％，且三者间无
明显差异；正交试验的方差分析显示 Ｈ３ＢＯ３与其他
２个组分对澳洲石斛花粉萌发的影响都是极显著的
（Ｐ＜０．０１），且在质量浓度为４０ｍｇ／Ｌ时的组合花
粉萌发率最高。综合单因素和正交试验结果，澳洲

石斛花粉萌发的 Ｈ３ＢＯ３最适质量浓度为４０ｍｇ／Ｌ。
虽然 Ｈ３ＢＯ３ 在植物组织中含量很低

［１９］，但是

Ｈ３ＢＯ３能与蔗糖形成络合物，促进了糖的吸收、转
运与代谢，提高花粉的萌发率。此外，Ｈ３ＢＯ３还参
与果胶的合成，促进花粉管壁的形成［２０］，大大增加

了花粉管生长的长度。

相关研究表明，花粉的离体萌发还需要从培养

基中吸收大量钙离子，降低培养基中的钙离子质量

浓度会明显抑制花粉萌发，并且外源钙可以替代花

粉萌发时的群体效应［２１］，因此，适宜的钙离子质量

浓度是花粉体外萌发所必需的［２２］。本研究结果表

明，ＣａＣｌ２在单因素试验中作用不是很明显，在最适
质量浓度 ３０ｍｇ／Ｌ时花粉萌发率为５．１３％；但与蔗
糖和Ｈ３ＢＯ３组合时，能起到交互作用，促进花粉萌
发，在３０ｍｇ／Ｌ时萌发率最高。究其原因，花粉萌发
时不需要外源Ｃａ２＋并不表明就不需要Ｃａ２＋的参与，
很有可能是不同品种花粉自身释放的 Ｃａ２＋含量不
一样，花粉大多储存在花粉壁中，当在液体培养液

中培养时，花粉水合释放自身 Ｃａ２＋，有的品种花粉
自身所含Ｃａ２＋就足以满足生长发育所需，故而对外
源Ｃａ２＋表现为非必需［２３］。因此，澳洲石斛正交试

验时，３０ｍｇ／ＬＣａＣｌ２与蔗糖和 Ｈ３ＢＯ３组合起促进
作用的确切机制还有待进一步探讨。

　　本研究综合单因素试验及正交试验结果的方
差分析和比较，得出澳洲石斛的最适培养基组合为

１０ｇ／Ｌ蔗糖＋４０ｍｇ／ＬＨ３ＢＯ３＋３０ｍｇ／ＬＣａＣｌ２。影
响植物花粉萌发的因素有很多，不同的植物种类花

粉萌发所需要的蔗糖、Ｈ３ＢＯ３、ＣａＣｌ２的最适质量浓
度都不完全一致［２４］，且不同的培养条件下，花粉的

萌发情况也各不相同，本试验仅对同一培养条件下

的不同培养液组分进行了研究，关于澳洲石斛的最

适培养条件还待进一步探讨，本试验结果仅供后续

的深入研究作参考。
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