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　　摘要：以辽宁省审定的大豆品种辽豆１５号花粉为材料，探讨大豆花粉在离体培养条件下萌发、生长的主要影响因
子。采用单因素试验筛选出大豆花粉萌发培养基最佳碳源为蔗糖，Ｃａ２＋源为ＣａＣｌ２，有效植物生长调节剂为 ＧＡ３。通

过Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计法对影响大豆花粉管生长的８个因素进行了评价，筛选出具有显著效应的３个因素：初始ｐＨ
值、蔗糖、ＧＡ３。用最陡爬坡路径逼近花粉管长度响应区域，通过响应面法确定主要影响因素的最佳水平组合。结果

表明，大豆花粉离体萌发的各影响因子的最佳水平组合为蔗糖浓度１９．２％、ＧＡ３６８．９ｍｇ／Ｌ、初始 ｐＨ值６．４７、Ｈ３ＢＯ４
０．０１５％、ＣａＣｌ２０．０５％、ＰＥＧ－４０００７．５％、温度２５℃、时间３ｈ。优化后离体培养花粉管长度达３９１．９５μｍ，比优化前

提高３２．６８％。
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　　高等植物有性生殖过程中，花粉萌发是极为重要的环
节［１］。花粉萌发率、花粉管长度是直接反映植物生殖活力的

主要标志。在大豆常规育种过程中，对亲本进行选择配制以

及开展杂交大豆育种、不育系研究，都涉及到大豆花粉的萌发

问题［２－４］。花粉萌发时花粉粒吸水膨大，花粉粒内壁沿萌发

孔向外突出，最后形成花粉管［５］，是极为复杂的生理过程［６］。

花粉离体萌发需要碳源［７］、矿物质元素及生长调节剂［８］的参

与，只有在培养基中含有足量且合适的营养组分并在适宜的

ｐＨ值、温度等条件下，花粉才能正常萌发生长［９］。由于涉及

到多个可变因子，如何快速有效地筛选出主要因素并进行优

化是该研究领域的关键问题之一。Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ（ＰＢ）设
计法是一种经济有效的二水平试验设计方法［１０］，可以利用最

少的试验次数，从众多考察因素中快速有效地筛选出主要的

影响因素［１１－１２］。响应面法（ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，
ＲＳＭ）是一种优化生物过程的综合技术，可同时对影响生物
产量的因子水平及交互作用进行优化与评价［１３］，快速有效地

确定多因子系统的最佳条件，该法已被广泛应用于生物过程

优化［１４］。大豆花粉萌发能力的差异直接影响对大豆有性繁

殖能力及育种价值评价结果。前人对于大豆花粉离体培养报

道较少。本研究应用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ（ＰＢ）设计法筛选影响
大豆花粉萌发的主要因素，并通过响应面法确定主要影响因

素的最佳水平组合，对大豆花粉萌发培养条件进行优化，旨在

为大豆杂交育种、亲本配制研究提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试大豆品种为辽豆１５号，为笔者所在单位选育的北方

春大豆品种，种植于辽宁省农业科学院试验田内。

１．２　花粉采集方法
７月中上旬Ｒ２时期（盛花期），于发育正常的植株上选

取花蕾，花蕾大小尽量一致，并符合当日可做杂交父本的标

准，用镊子取下后置于干净离心管内放于４℃冰箱保存，当日
使用。

１．３　花粉培养方法
采用液体培养基培养花粉［１５］。按照不同试验处理配制

液体培养基，用移液器滴１滴在凹形载玻片上。将花蕾的萼
片、花瓣剥开，用镊子夹取花药在液滴表面快速轻蘸一下，使

花粉在培养基上分散开即可。为保持湿度，将载玻片放在铺

有湿滤纸的培养皿中，置于恒温培养箱内 ２５℃静置培养
３ｈ。培养结束放４℃冰箱保存。
１．４　花粉发育指标的测定
１．４．１　萌发率的测定　培养后使用莱卡ＤＭ７５０型显微镜进
行观测。当花粉管的长度大于花粉粒的直径时计为萌发。统

计萌发、未萌发的花粉粒数，萌发率计算公式如下：萌发率 ＝
萌发的花粉数／总的花粉数×１００％。每个试验处理随机选取
３个视野，每个视野所统计的花粉粒不少于１００粒。
１．４．２　花粉管长度的测定　选取已萌发的花粉，用显微镜随
机选取３个视野拍照，用Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ图像分析软件测量
花粉管的长度。每个样品至少测定５０个花粉管，计算平均长
度、标准差。

１．５　单因素试验
以 ３０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ为母液，加入 １０％蔗糖 ＋０．０５％

ＣａＣｌ２＋０．０２％Ｈ３ＢＯ４＋１０％ＰＥＧ－４０００等成分，ｐＨ值调至
６．０，作为基础培养基。探讨碳源、Ｃａ２＋、植物生长调节剂等单
因素对大豆花粉萌发率及花粉管长度的影响时，保持基础培
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养基的其他组分不变，只改变探讨因素的种类、浓度，在相同

条件下培养并测定花粉发育指标［１６］。

１．５．１　碳源的选择试验　分别使用蔗糖、麦芽糖、葡萄糖、可
溶性淀粉、山梨醇作为碳源，浓度均为１０％。
１．５．２　Ｃａ２＋源的选择试验　分别使用 ＣａＣｌ２、Ｃａ（ＮＯ３）２作

为Ｃａ２＋来源，Ｃａ２＋浓度均为０．０５％。
１．５．３　植物生长调节剂的选择试验　分别在基础培养基
（ＣＫ）中加入 １０ｍｇ／Ｌ萘乙酸（ＮＡＡ）、１００ｍｇ／Ｌ赤霉素
（ＧＡ３）、１０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、５０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ等植物生长调

节剂［１７］。

１．６　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ（ＰＢ）设计［１８］

根据单因素试验确定的培养基组分及前期研究确定的各

组分浓度范围，对影响花粉萌发的８个因素进行考察。按 ＰＢ
设计安排主要影响因素的筛选试验，每个因素选取低浓度和

高浓度分别作为ＰＢ试验中的低水平“－１”“＋１”，响应值为
花粉管长度（μｍ），自变量及其代号编码和水平见表１［１９］。

表１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ设计的因素水平及编码

因素 编码
水平

低（－１） 高（＋１）
蔗糖 ｘ１ ５％ １０％
Ｈ３ＢＯ４ ｘ２ ０．０１％ ０．０２％
ＣａＣｌ２ ｘ３ ０．０５％ ０．１０％
ＰＥＧ－４０００ ｘ４ ５％ １０％
ＧＡ３ ｘ５ ２０ｍｇ／Ｌ ５０ｍｇ／Ｌ
初始ｐＨ值 ｘ６ ５．５ ５．７
温度 ｘ７ ２０℃ ３０℃
时间 ｘ８ ２ｈ ４ｈ

１．７　最陡爬坡试验
根据ＰＢ试验所得的回归模型，由主要影响因素的偏回

归系数确定蔗糖、ＧＡ３、初始 ｐＨ值的最速增长步长
［２０］，试验

设计见表２。
表２　最陡爬坡试验设计

因素 原点 变化区间 Δｘ ΔＸ
蔗糖（％） ７．５ ２．５ ０．４９７ １．２５
ＧＡ３（ｍｇ／Ｌ） ３５．０ １５ ０．２１２ ３．００
初始ｐＨ值 ５．６ ０．１ １．０００ ０．１０

１．８　响应面法（ＲＳＭ）
通过最陡爬坡试验趋近最优点的临近区域后，采用中心

组合设计（ｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｓｉｇｎ，ＣＣＤ）构建模型，以响应面
法寻找最优培养条件［２１］。选取花粉管长度为响应值，自变量

为主要影响因素的水平。各因素编码水平见表３。
表３　试验因素水平和编码

水平

编码

ｘ１：蔗糖
（％）

ｘ５：ＧＡ３
（ｍｇ／Ｌ）

ｘ６：初始
ｐＨ值

上星号臂水平（１．６８２） ２２．９６ ８７．２３ ６．６７
上水平（１） ２１．２５ ７７．００ ６．６０
零水平（０） １８．７５ ６２．００ ６．５０
下水平（－１） １６．２５ ４７．００ ６．４０
下星号臂水平（－１．６８２） １４．５５ ３６．７７ ６．３３
步长 ２．５０ １５．００ ０．１０

１．９　数据分析
采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件和 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软件统计分

析数据。

２　结果与分析

２．１　花粉萌发及花粉管生长的单因素选择试验
２．１．１　碳源的选择　由图１可知，几种常见碳源中，蔗糖最
易被大豆花粉利用，蔗糖处理下大豆花粉萌发率（６８．９６±
３．０１）％及花粉管长度（２９５．４１±２６．５１）μｍ均为最高值；其
次为麦芽糖，萌发率为（６０．００±４．２２）％，花粉管长度为
（２４９．７７±１５．２３）μｍ；葡萄糖、山梨醇等碳源对大豆花粉萌
发的促进作用较小。各碳源对萌发率、花粉管长度的影响达

极显著水平。由此确定大豆花粉萌发培养中选择蔗糖作为

碳源。

２．１．２　Ｃａ２＋源的选择　使用ＣａＣｌ２作为Ｃａ
２＋来源进行培养，

大豆花粉萌发率为（６８．９６±３．０１）％，花粉管长度为（２９５．４１±
２６．５１）μｍ，均高于使用 Ｃａ（ＮＯ３）２作为 Ｃａ

２＋来源的萌发率

（５７．９８±４．９３）％和花粉管长度（２１９．３３±２９．６１）μｍ。由此
确定选择ＣａＣｌ２在大豆花粉萌发培养中作为Ｃａ

２＋来源。

２．１．３　植物生长调节剂的选择　由图２可以看出，不同的植
物生长调节剂对大豆花粉萌发影响不同。添加 ＧＡ３后，大豆
花粉萌发率、花粉管长度分别为 （７５．６５±２．７４）％、
（３２５．１９±１３．５９）μｍ，均高于对照的萌发率（６８．９６±
３．０１）％、花粉管长度（２９５．４１±２６．５１）μｍ；添加ＮＡＡ后，萌
发率（７２．３２±３．７４）％比对照略有增加，花粉管长度
（２７７．６１±１３．８１）μｍ有所降低；添加２，４－Ｄ、６－ＢＡ均抑制
了大豆花粉萌发。因此在培养基中加入合适浓度的 ＧＡ３对
大豆花粉萌发有促进作用。

２．２　大豆花粉萌发主要影响因素的确定
利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件对 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验结果
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（表４）进行分析，得到响应值（花粉管长度）与各因素间的回
归模型：

ｙ＝３１２．９３＋１０．７８ｘ１＋０．４０ｘ２－１．７５ｘ３＋０．６６ｘ４＋８．３５ｘ５＋
２４．９０ｘ６＋２．１２ｘ７＋０．２１ｘ８。 （１）
式中：ｙ为花粉管长度的预测值，ｘ１、ｘ２、…、ｘ８为自变量编
码值。

　　由表５可知，该模型极显著（Ｐ＜０．０１）；模型的调整确定
系数为Ｒ２Ａｄｊ＝０．９６１４，说明该模型能解释９６．１４％响应值的
变化，试验误差小，因而该模型是合适的。ｘ１、ｘ５、ｘ６为显著影
响因素（Ｐ＜０．０５），且均为正效应，因此选取这３个因素的中
心水平为原点进行下步优化。ｘ３为负效应，取低水平值；其
他因素取中间水平。

２．３　最陡爬坡试验
根据模型（１），得出ｘ１、ｘ５、ｘ６的最速增长步长，由此形成

表４　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计和结果

试验号 ｘ１ ｘ２ ｘ３ ｘ４ ｘ５ ｘ６ ｘ７ ｘ８
花粉管长度

（μｍ）

１ １ １ １ １ －１ －１ １ －１ ２８７．２８
２ －１ １ －１ １ １ －１ －１ １ ２８４．１６
３ １ －１ １ －１ １ １ －１ －１ ３４９．４６
４ －１ １ １ １ １ １ －１ －１ ３３４．７２
５ －１ －１ －１ １ －１ １ １ －１ ３２１．６６
６ －１ －１ １ －１ １ －１ １ １ ２８２．１４
７ １ －１ －１ １ １ １ １ １ ３６２．２４
８ １ １ －１ －１ －１ １ －１ １ ３３６．８４
９ １ １ －１ －１ １ －１ １ －１ ３１４．９５
１０ －１ １ １ －１ －１ １ １ １ ３２２．０２
１１ １ －１ １ １ －１ －１ －１ １ ２９１．４４
１２ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ２６８．１９

表５　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计结果方差分析

变异源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性排序

模型 ９７６８．５９０９ ８ １２２１．０７３９ ３５．２６１７ ０．００７０
ｘ１ １３９３．６３８５ １ １３９３．６３８５ ４０．２４５０ ０．００７９ ２
ｘ２ １．９５２１ １ １．９５２１ ０．０５６４ ０．８２７６ ７
ｘ３ ３６．６８００ １ ３６．６８００ １．０５９２ ０．３７９１ ５
ｘ４ ５．２００８ １ ５．２００８ ０．１５０２ ０．７２４２ ６
ｘ５ ８３７．３３８１ １ ８３７．３３８１ ２４．１８０４ ０．０１６１ ３
ｘ６ ７４３９．１２４０ １ ７４３９．１２４０ ２１４．８２４４ ０．０００７ １
ｘ７ ５４．１０２５ １ ５４．１０２５ １．５６２４ ０．２９９９ ４
ｘ８ ０．５５４７ １ ０．５５４７ ０．０１６０ ０．９０７３ ８
残差 １０３．８８６６ ３ ３４．６２８９
总离差 ９８７２．４７７５ １１

Ｒ２＝０．９８９５ Ｒ２Ａｄｊ＝０．９６１４

１２个试验点的最陡爬坡试验方案，实施结果见表６。由表６
可以看出，直到第１０个试验点响应值都是增加的，以后花粉
管长度逐渐减小，说明花粉萌发的最优条件在蔗糖１８．７５％、
ＧＡ３６２ｍｇ／Ｌ、初始 ｐＨ值为６．５附近区域，因此采用 ＲＳＭ拟
合新的二阶模型进一步优化。

表６　最陡爬坡试验结果

试验点 ｘ１ ｘ５ ｘ６
花粉管长度

（μｍ）

１．原点 ７．５０ ３５ ５．６ ３３６．４４
２．＋１△ ８．７５ ３８ ５．７ ３４５．６６
３．＋２△ １０．００ ４１ ５．８ ３５１．２８
４．＋３△ １１．２５ ４４ ５．９ ３６０．９５
５．＋４△ １２．５０ ４７ ６．０ ３６５．１４
６．＋５△ １３．７５ ５０ ６．１ ３６７．０２
７．＋６△ １５．００ ５３ ６．２ ３７３．７２
８．＋７△ １６．２５ ５６ ６．３ ３８４．８４
９．＋８△ １７．５０ ５９ ６．４ ３９１．４６
１０．＋９△ １８．７５ ６２ ６．５ ３９５．２４
１１．＋１０△ ２０．００ ６５ ６．６ ３８６．３５
１２．＋１１△ ２１．２５ ６８ ６．７ ３７２．９９

２．４　响应面法优化培养条件
２．４．１　二次回归模型的建立及检验　以最陡爬坡试验的第
１０个试验点为零水平试验点，运用中心组合设计，以花粉管
长度为响应值，设计２０组试验，试验结果见表７。利用

表７　中心组合设计及试验结果

试验号 ｘ１ ｘ５ ｘ６
花粉管长度

（μｍ）

１ －１ －１ －１ ３８４．２８
２ １ －１ －１ ３８７．１９
３ －１ １ －１ ３８７．１６
４ １ １ －１ ３９０．１４
５ －１ －１ １ ３７８．３７
６ １ －１ １ ３８１．４９
７ －１ １ １ ３８２．６３
８ １ １ １ ３８４．４３
９ －１．６８２ ０ ０ ３８３．６６
１０ １．６８２ ０ ０ ３８６．４４
１１ ０ －１．６８２ ０ ３８７．０２
１２ ０ １．６８２ ０ ３９１．９５
１３ ０ ０ －１．６８２ ３８５．８４
１４ ０ ０ １．６８２ ３７８．０７
１５ ０ ０ ０ ３９５．４１
１６ ０ ０ ０ ３９２．５３
１７ ０ ０ ０ ３９３．３７
１８ ０ ０ ０ ３９１．２５
１９ ０ ０ ０ ３９６．２９
２０ ０ ０ ０ ３９３．４４

Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件对表７数据进行回归分析，得到二次回归
模型：
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ｙ＝３９３．７３＋１．１３ｘ１＋１．５６ｘ５－２．５６ｘ６－０．１６ｘ１ｘ５－０．１２ｘ１ｘ６＋
０．１７ｘ５ｘ６－３．１８ｘ１

２－１．６１ｘ５
２－４．２７ｘ６

２。 （２）
式中：ｙ为花粉管长度预测值；ｘ１、ｘ５、ｘ６分别为蔗糖、ＧＡ３、初
始ｐＨ的编码值。
　　由方差分析结果（表８）可见，该模型极显著（Ｐ＜０．０１），
失拟项在α＝０．１水平上不显著（Ｐ＝０．９６７１＞０．１），且该模
型的确定系数为 Ｒ２＝９６．３５％，表明模型与实际情况拟合很
好，证明该模型是合适的。

表８　中心组合试验模型方差分析

变异源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 ５２６．７１１８ ９ ５８．５２３５ ２９．３６５５ ＜０．０００１
ｘ１ １７．５５８７ １ １７．５５８７ ８．８１０５ ０．０１４１
ｘ５ ３３．２８７０ １ ３３．２８７０ １６．７０２５ ０．００２２
ｘ６ ８９．２７６３ １ ８９．２７６３ ４４．７９６４ ＜０．０００１
ｘ１ｘ５ ０．１９５３ １ ０．１９５３ ０．０９８０ ０．７６０７
ｘ１ｘ６ ０．１１７６ １ ０．１１７６ ０．０５９０ ０．８１３０
ｘ５ｘ６ ０．２３４６ １ ０．２３４６ ０．１１７７ ０．７３８６
ｘ１２ １４５．４４３０ １ １４５．４４３０ ７２．９７９２ ＜０．０００１
ｘ５２ ３７．３０１１ １ ３７．３０１１ １８．７１６７ ０．００１５
ｘ６２ ２６２．８９３１ １ ２６２．８９３１１３１．９１２５ ＜０．０００１
残差 １９．９２９４ １０ １．９９２９
失拟项 ２．７５０６ ５ ０．５５０１ ０．１６０１ ０．９６７１
纯误差 １７．１７８８ ５ ３．４３５８
总离差 ５４６．６４１１ １９

Ｒ２＝０．９６３５ Ｒ２Ａｄｊ＝０．９３０４

２．４．２　响应面交互作用分析及优化　ＲＳＭ图形是响应值
（ｙ）对各试验因素 ｘ１、ｘ５、ｘ６所构成的三维空间曲面图，从
ＲＳＭ分析图上可以找出最佳参数以及各参数之间的相互作
用，从ＲＳＭ等高线图上可以直观地反映出各因素对响应值的
影响，从而分析各交互作用对花粉管长度的影响。

　　由图３、图４、图５可以看出，蔗糖浓度、ＧＡ３浓度、初始
ｐＨ值各因素之间存在着明显的交互作用，且在低水平范围
内，同时升高各因素可以提高花粉管生长量；提高过大会抑制

花粉管生长。通过对模型（２）求导和解逆矩阵，可以得到模
型的极值点：蔗糖１９．２％、ＧＡ３６８．９ｍｇ／Ｌ、初始 ｐＨ值６．４７、
Ｈ３ＢＯ４０．０１５％、ＣａＣｌ２０．０５％、ＰＥＧ－４０００７．５％、温度２５℃、
时间 ３ｈ，此时模型预测的最大响应值为３９４．５６μｍ。采用上
述优化条件进行培养验证试验，得到花粉管长度为３９１．９５μｍ，
与预测值相近，证明该模型能较好地预测花粉管生长；优化后

花粉萌发水平（花粉管长度３９１．９５μｍ）比优化前（花粉管长
度２９５．４１μｍ）提高３２．６８％。

３　结论与讨论

植物花药中花粉发育过程积累的淀粉是其萌发时重要的

能量来源，淀粉积累的程度也可作为衡量花粉成熟的标志之

一［２２］。但在离体培养环境下，只具备内源的能量供给时难以

完成花粉萌发和花粉管生长的过程，还需要通过人工技术尽

量满足植物激素、ｐＨ值、温度等条件。对于一些自然环境下
花粉难以萌发的珍贵物种，要以人工手段模拟甚至超越自然

条件才能辅助其完成生殖过程。因此对于花粉离体培养萌发

中涉及的各种因素及其重要性，需要进行系统地分析优化。

生物过程优化常用单因素法、正交法。单因素法只针对某一

因素的影响，常用于确定某一因素的范围，不能反映多因素的

综合效应，难以取得优化的最佳结果。正交法研究多因素多

水平组合是一种高效率、经济的试验方法，但只能对孤立的试

验点进行分析，考虑因素之间的交互作用时，正交试验次数会
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大大增加。单因素试验确定初始培养条件后，采用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－
Ｂｕｒｍａｎ设计法，可以用较少的试验次数从众多相关影响因素
中筛选出主要影响因素，为进一步的优化试验指明方向。响

应面分析法是１９５１年 Ｂｏｘ－Ｗｉｌｓｏｎ开发的一种用于化学过
程因子优化的综合性方法，采用多元二次回归模型的方法，拟

合各因素与响应值之间的函数关系，可连续地对试验的各个

水平进行分析，能快速对主要影响因素进行优化和评价，用于

研究多因子系统中因子交互作用达到最大响应值时所对应的

最佳条件［２３］，是降低开发成本、优化试验条件、提高生产效

率、解决实际生产问题的更为有效的方法。近几年，响应面法

不仅在化学工业、生物学、医学以及生物制药领域得到广泛应

用，而且在食品学、工程学、生态学等方面也得到了应用［２４］。

同时，响应面法不仅用于各行业的优化，还可以用于动力学常

数的确定、酶稳定性、动力学研究。本试验采用 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－
Ｂｕｒｍａｎ设计法、最陡爬坡路径法和响应面分析法（ＲＳＭ）中的
Ｃｅｎｔｒａｌ－Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ设计相结合，对大豆花粉萌发的影响因素
进行研究，确定了培养基中添加蔗糖、ＣａＣｌ２、ＧＡ３可以促进花
粉萌发；并筛选出蔗糖、ＧＡ３、初始ｐＨ值为影响花粉萌发的主
要因素，且三者均为正效应。响应面法确定最佳培养条件为：

蔗糖浓度 １９．２％、ＧＡ３浓度 ６８．９ｍｇ／Ｌ、初始 ｐＨ值 ６．４７、
Ｈ３ＢＯ４０．０１５％、ＣａＣｌ２０．０５％、ＰＥＧ－４０００７．５％、温度２５℃、
时间３ｈ，此条件下，花粉管长度达 ３９１．９５μｍ，比优化前
２９５．４１μｍ提高３２．６８％。

参考文献：

［１］赵丽梅，孙　寰，黄　梅，等．大豆结实率与花粉败育率之间的关
系［Ｊ］．大豆科学，２００４，２３（４）：２４９－２５２．

［２］宋淑波，刁艳辉，董金秋．大豆杂交结实率低的原因及应对措施

［Ｊ］．现代化农业，２００９，３１（６）：１１．
［３］董德坤，高　莎，刘乐承，等．大豆质核互作雄性不育研究进展
［Ｊ］．中国农学通报，２０１２，２８（１５）：５－９．

［４］孙　寰，赵丽梅，王曙明，等．大豆花粉育性分类标准的研究［Ｊ］．
大豆科学，２００６，２５（４）：３３９－３４３．

［５］刘忠松，官春云，陈社员．植物雄性不育机理的研究及应用［Ｍ］．
北京：中国农业出版社，２００１：１２－１８．

［６］孙　颖，孙大业．花粉萌发和花粉管生长发育的信号转导［Ｊ］．
植物学报，２００１，４３（１２）：１２１１－１２１７．

［７］ＺｈａｎｇＨ，ＬｉａｎｇＷ，ＹａｎｇＸ，ｅｔａｌ．Ｃａｒｂｏｎｓｔａｒｖｅｄａｎｔｈｅｒｅｎｃｏｄｅｓａ
ＭＹＢｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎｔｈａｔｒｅｇｕｌａｔｅｓｓｕｇａｒｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｒｉｃｅ
ｐｏｌｌｅｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２０１０，２２（３）：６７２－６８９．

［８］程云清，张　奇，刘剑锋，等．外源乙烯调控大豆花粉育性的研究
［Ｊ］．浙江大学学报：农业与生命科学版，２０１４，４０（１）：２５－３２．

［９］张绍玲，陈迪新，康　琅．培养基组分及ｐＨ值对梨花粉萌发和花
粉管生长的影响［Ｊ］．西北植物学报，２００５，２５（２）：２２５－２３０．

［１０］ＷａｓｓｅｒＳＰ．Ｔｈｅｄｅｓｉｇｎｏｆｏｐｔｉｍｕｍｍｕｌｔｉｆａｃｔｏｒｉａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ［Ｊ］．
Ｂｉｏｍｅｔｒｉｋａ，１９４６，３３（４）：３０５－３２５．

［１１］陈　合，陈世伟，李串娜，等．ＰＢ法筛选保加利亚乳杆菌增殖培
养基的研究［Ｊ］．陕西科技大学学报：自然科学版，２０１４，３２（２）：
１０１－１０４．

［１２］ＬｉＹ，ＬｉｕＺ，ＣｕｉＦ，ｅｔａｌ．ＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＰｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｄｏｅｈｌｅｒｔｄｅｓｉｇｎｔｏｅｖａｌｕａｔｅｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｒｅｑｕｉｒｅ
ｍｅｎｔｓｆｏｒｘｙｌａｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙａｌｔｅｒｎａｒｉａＭａｌｉＮＤ－１６［Ｊ］．
ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００７，７７（２）：２８５－２９１．

［１３］刘代新，宁喜斌，张继伦．响应面分析法优化副溶血性弧菌生长
条件［Ｊ］．微生物学通报，２００８，３５（２）：３０６－３１０．

［１４］ＴｒｕｐｋｉｎＳ，ＬｅｖｉｎＬ，ＦｏｒｃｈｉａｓｓｉｎＦ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆａｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｄｉｕｍｆｏｒｌｉｇｎｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｓｙｎｔｈｅｔｉｃｄｙｅｄｅｃｏｌｏｒ
ｉｚａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｄｕｓｔｒｉａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ＆Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００３，３０（１２）：６８２－６９０．

［１５］金文林，王　媛，濮绍京，等．小豆花粉生活力的初步观察［Ｊ］．
北京农学院学报，２００３，１８（１）：１－６．

［１６］张　璐，乔旭光，刘晓宇，等．响应面法优化姜脯糖煮液活性炭
脱色工艺［Ｊ］．中国农业科学，２０１３，４６（１４）：３０７２－３０７８．

［１７］薛晓敏，王金政，张安宁，等．植物生长调节物质对桃花粉萌发
和花粉管生长的影响［Ｊ］．西北农林科技大学学报：自然科学
版，２００８，３６（４）：１２３－１２７，１３４．

［１８］徐向宏，何明珠．试验设计与 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ、ＳＰＳＳ应用［Ｍ］．
北京：科学出版社，２０１０：１９４－２０３．

［１９］ＬｉｕＣ，ＬｉｕＹ，ＬｉａｏＷ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ－ｂａｓｅｄｅｘ
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎｓｆｏｒｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｎｉｓｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｒｏｍｗｈｅｙ
［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＬｅｔｔｅｒｓ，２００３，２５（１１）：８７７－８８２．

［２０］甘　露，崔松松，倪敬田，等．纳豆固态发酵条件优化［Ｊ］．食品
工业科技，２０１３，３４（１７）：２１０－２１３．

［２１］杨文雄，高彦祥．响应面法及其在食品工业中的应用［Ｊ］．中国
食品添加剂，２００５（２）：６８－７１．

［２２］ＤａｔｔａＲ，ＣｈａｍｕｓｃｏＫＣ，ＣｈｏｕｒｅｙＰＳ．Ｓｔａｒｃｈｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｄｕｒｉｎｇ
ｐｏｌｌｅｎｍａｔｕｒａｔｉｏｎｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈａｌｔｅｒｅｄｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｉｎｍａｉｚｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００２，１３０（４）：１６４５－１６５６．

［２３］李　孱，白景华，蔡昭铃，等．细菌素发酵培养基的优化及动力
学初步分析［Ｊ］．生物工程学报，２００１，１７（２）：１８７－１９２．

［２４］李春慧，蒲万霞，吴　润，等．响应面法对啤酒酵母菌制剂培养
条件的优化［Ｊ］．中国兽医科学，２０１４，４４（１０）：１０９５－１１００．

—８９— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第３期


