
书书书

梁　露，孔德政，刘卓星，等．荷花花粉活力的检测方法比较分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２２，５０（２）：１３１－１３６．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２２．０２．０２２

荷花花粉活力的检测方法比较分析

梁　露１，２，３，孔德政１，刘卓星２，３，李瀚纯２，３，刘青青２，３，刘凤栾２，３，张大生２，３，田代科２，３

（１．河南农业大学风景园林与艺术学院，河南郑州４５０００２；２．上海辰山植物园／中国科学院上海辰山植物科学研究中心，上海 ２０１６０２；

３．上海市资源植物功能基因组学重点实验室，上海２０１６０２）

　　摘要：为探究快速有效地检测荷花花粉活力的方法，选出适用于大部分荷花花粉萌发的培养基，筛选花粉活力较
高的品种，以１１份不同资源荷花的花粉为材料，利用离体培养法、Ｉ２－ＫＩ染色法、２，３，５－氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）染

色法对荷花花粉活力进行检测。结果表明，Ｉ２－ＫＩ染色法和ＴＴＣ染色法检测得到的花粉染色率均与离体培养得到的

萌发率结果不符。易建莲花粉萌发率在５－１培养基（１０％ＰＥＧ４０００、０．０２％硼酸、０．１％蔗糖）上最高，为９．８６％。野
生莲中的泰国莲、越南莲的花粉离体萌发率分别为 １６．４５％、１６．６７％，品种荷花中单洒锦的离体萌发率则高达
１８４６％。由研究结果得出：（１）３种花粉活力测定方法中，离体培养法适用于检测荷花的花粉活力，而Ｉ２－ＫＩ染色法

和ＴＴＣ染色法并不适合；（２）适合荷花花粉萌发的培养基是含１０％ＰＥＧ４０００、０．０２％硼酸、０．１％蔗糖的液体培养基；
（３）野生莲中，泰国莲、越南莲的花粉活力较高，而在品种荷花中，单洒锦的花粉活力最高。
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　　莲别称荷花，是莲科（Ｎｅｌｕｍｂｏｎａｃｅａｅ）莲属
（Ｎｅｌｕｍｂｏ）的多年生挺水植物，是最古老的双子叶
植物之一，目前仅存有美洲莲（Ｎｅｌｕｍｂｏｌｕｔｅａ）和亚
洲莲（Ｎ．ｎｕｃｉｆｅｒａ）２个种。荷花集观赏、食用、药用
等功能于一体，具有重要的文化价值、经济价值、生

态价值［１－２］。

花粉是植物体上起生殖作用的雄配子体［３］，其

活力直接影响到植物受精和结实过程，较高的花粉

活力可以提高植物的结实率和育种成效。荷花花

粉含有丰富的类黄酮，目前针对荷花药用价值的研

究较多［４－５］，而对其活力的研究较少［６］。全世界目

前已有的２０００多个荷花品种主要由中国和日本培
育而成［７］，育种方法主要是自然杂交和人工杂交，

少部分采用物理或化学诱变方法［８－１０］，然而在荷花

杂交过程中常出现不结实或结实率低的问题。因

此，了解花粉活力情况对于荷花杂交育种过程至关

重要，如不同种类的荷花花粉活力是否存在差异及

差异多大，如何更有效地检测荷花的花粉活力，如

何更有效地储藏花粉使其活力保存较长时间等问

题目前尚不清楚。

离体培养法和染色法是测定植物花粉活力的

常用方法，已经在百合［１１］、牡丹［１２］、巴旦木［１３］、菊

花［１４］、君子兰［１５］等植物中得到了广泛应用。本研

究以不同资源荷花的花粉为试验材料，分别采用离

体培养法、碘 －碘化钾（Ｉ２－ＫＩ）染色法、２，３，５－氯
化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）染色法进行活力检测，以离
体培养法作为参照，比较２种染色方法的测定结果，
从而对不同资源荷花的花粉活力进行比较分析。

在对荷花进行人工杂交前，先对花粉活力进行

准确有效的检测，选出花粉活力强的品种作为父

本，进而选择合适的杂交母本，是保证杂交育种工

作顺利开展和提高效率的重要条件。本研究期望

得出有效、快速地检测荷花花粉活力的方法，从而

筛选出花粉活力较高的荷花品种，为荷花新品种的

高效培育奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
表１中的试验材料为取自上海辰山植物园国家

荷花资源圃的１１份不同资源的荷花，包括美洲莲、
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亚洲莲及亚美杂交莲，均为单瓣型（图１），因考虑到
单瓣型荷花雄蕊发育正常，花粉活力通常更高。试

验材料采集时选择天气晴朗的０８：００左右，选取开
花第２天的荷花，荷花花蕾在开花前用种子袋套上，
避免因蜜蜂采蜜导致授粉杂交。试验于 ２０２０年
７—９月在上海辰山植物园中国科学院上海辰山植
物科学研究中心的观赏植物资源及创新利用研究

组２４７实验室内完成。
１．２　试验方法
１．２．１　花粉的收集　用一次性唇刷将花粉从花药
上轻刷下来，放在培养皿中的硫酸纸上，盖上培养

皿备用。

１．２．２　培养基的选择　影响花粉萌发的主要因素

表１　花粉活力测试荷花种类

序号 中文名 种类　 花色　　 花型

１ 美洲黄莲 美洲莲（野生莲） 黄色 单瓣

２ 印度莲 亚洲莲（野生莲） 粉红色 单瓣

３ 泰国莲 亚洲莲（野生莲） 粉红色 单瓣

４ 越南莲 亚洲莲（野生莲） 粉红色 单瓣

５ 江溪红莲 亚洲莲（野生莲） 粉红色 单瓣

６ 黑龙江野生莲 亚洲莲（野生莲） 淡粉色 单瓣

７ 绍兴红莲 亚洲莲（品种） 淡粉色 单瓣

８ 单洒锦 亚洲莲（品种） 复色 单瓣

９ 建选１７号 亚洲莲（品种） 淡粉色 单瓣

１０ 易建莲 亚美杂交莲（品种） 紫红色 单瓣

１１ 肯之梦 亚美杂交莲（品种） 淡黄色（尖粉色）单瓣

有蔗糖、硼酸等［１６］。聚乙二醇（ＰＥＧ）可以促进种子
萌发［１７］，也可以使花粉缓慢水合，从而较长时间地

维持花粉膨压，对花粉萌发也有一定的促进作

用［１８－２０］。由前期的试验结果可知，荷花在固体培养

基上的萌发率较低，结合孙春青等的方法［２１］，最终

选用液体培养基。

为了得到适用于大多数荷花花粉萌发的培养

基，设置ＰＥＧ－４０００（含量分别为０、１０％、１５％）、蔗
糖（含量分别为０、５％、１０％）、硼酸（含量分别为０、
０．０１％、０．０２％）３个因素的３个水平，共设计１５种
组成不一的培养基（表２），并选择３个荷花品种的
花粉做培养基筛选试验，分别为粉霸王、易建莲、巨

姚。分别将３个荷花品种的花粉撒于１５种培养基
上，在培养箱中于３０℃培养４ｈ后，使用奥林巴斯
ＢＸ４３正置显微镜，在放大１０倍的条件下观察花粉
的萌发情况，统计萌发率。在离体培养法中，当花

粉管的长度大于花粉粒的直径时视为萌发［２２］。上

述每个处理设置３个重复，每个重复观察３个视野。
１．２．３　离体培养法　配制培养基，将培养基置于干

表２　不同组分培养基的比较试验

培养基
ＰＥＧ－４０００
含量（％）

蔗糖含量

（％）
硼酸含量

（％）

１－１ ０ ０ ０

１－２ ０ ５ ０

１－３ ０ １０ ０

１－４ ０ ０ ０．０１

１－５ ０ ０ ０．０２

２－１ １０ ０ ０

２－２ １０ ５ ０

２－３ １０ １０ ０

２－４ １０ ０ ０．０１

２－５ １０ ０ ０．０２

３－１ １５ ０ ０

３－２ １５ ５ ０

３－３ １５ １０ ０

３－４ １５ ０ ０．０１

３－５ １５ ０ ０．０２

净的凹面载玻片上，取花粉均匀撒在培养基上，然

后将其放入内置湿润滤纸的培养皿中，在培养箱中
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于３０℃培养４ｈ后，镜检观察花粉的萌发情况，统
计萌发率。每个处理设置３个重复，每个重复观察
３个视野。
１．２．４　Ｉ２－ＫＩ染色法　配制 Ｉ２－ＫＩ溶液（称量
０．２ｇＫＩ溶于 ８ｍＬ蒸馏水中，充分溶解后，加入
０．１ｇＩ２定容至３０ｍＬ，振荡使其充分溶解）于棕色
滴瓶中，避光备用。取适量花粉于 ＰＣＲ管中，将
ＰＣＲ管用锡箔纸包裹避光，再向管中加入 ２００μＬ
Ｉ２－ＫＩ溶液，轻轻振荡混匀，然后在黑暗条件下染
色５ｍｉｎ。滴２～３滴染色液于载玻片上，镜检观察，
被染成蓝色的花粉视为有活力，未被染色的花粉则

视为无活力。上述每个处理设置３个重复，每个重
复观察３个视野。
１．２．５　ＴＴＣ染色法　配制 ０．５％ＴＴＣ溶液（称量
００５ｇＴＴＣ溶于１０ｍＬ磷酸缓冲液中）于棕色滴瓶
中，避光备用，溶液需现配现用。取适量花粉于

ＰＣＲ管中，将ＰＣＲ管用锡箔纸包裹避光，再向管中
加入２００μＬＴＴＣ溶液，轻轻振荡混匀，然后放入
３７℃ 培养箱中黑暗染色１５ｍｉｎ。滴２～３滴染色液
于载玻片上，镜检观察，被染成红色的花粉是有活

力的，未被染色的花粉是无活力的。上述每个处理

设置３个重复，每个重复观察３个视野。
１．３　数据处理

用Ｅｘｃｅｌ对数据进行统计分析。离体培养法的
花粉活力计算公式：花粉萌发率 ＝已萌发的花粉粒
数／花粉粒总数×１００％；染色法的花粉活力计算公
式：花粉染色率 ＝已染色的花粉粒数／花粉粒总
数×１００％。　

２　结果与分析

２．１　培养基的筛选
如图２所示，在ＰＥＧ－４０００浓度为０的培养基

上，１－１、１－２、１－３、１－４、１－５培养基中的花粉未
萌发；在ＰＥＧ－４０００含量为１５％的培养基上，３－２、
３－３、３－４、３－５培养基中的花粉几乎未萌发（萌发
率＜１％）；在 ＰＥＧ－４０００含量为１０％的培养基上，
２－１、２－２、２－３、２－４、２－５培养基中的花粉萌发
情况较好。由此看出，适宜含量的 ＰＥＧ－４０００确实
可以提高荷花花粉的萌发率，但当含量过高时，反

而会抑制其萌发。同时发现，蔗糖含量为０时，花粉
的萌发率较高，蔗糖含量为５％、１０％时，花粉的萌
发率偏低，表明萌发率随着蔗糖含量升高而降低。

而花粉萌发率在硼酸含量为０．０２％的培养基上较

高，在硼酸含量为０．０１％的培养基上较低。在２－５
培养基上，易建莲荷花品种的平均花粉萌发率最

高。综合考虑，为了满足大多数荷花的花粉都能良

好萌发且萌发条件一致，选择２－５培养基用于花粉
萌发。

　　选择易建莲进行进一步的试验，然而由于２－５
培养基的蔗糖含量为０，因此设定 ＰＥＧ－４０００含量
为１０％、硼酸含量为０．０２％，添加不同含量的蔗糖
再次进行培养基试验。由表３可以看出，易建莲花
粉在５种培养基上的萌发率随着蔗糖含量的升高而
先升高后降低，在 ５－１培养基上达到最高值，为
９８６％，说明一定浓度的蔗糖可以促进花粉萌发，但
当蔗糖含量过高时，花粉萌发反而被抑制。最终选

择５－１培养基作为测定荷花花粉活力的液体培养
基，其配方：１０％ＰＥＧ－４０００＋０．０２％硼酸 ＋０．１％
蔗糖。

表３　培养基蔗糖浓度优化试验

培养基
ＰＥＧ－４０００
（％）

蔗糖

（％）
硼酸

（％）
易建莲萌发率

（％）

２－５ １０ ０ ０．０２ ８．８３

５－１ １０ ０．１ ０．０２ ９．８６

５－２ １０ １ ０．０２ ７．６０

５－３ １０ ５ ０．０２ ４．９２

５－４ １０ １５ ０．０２ ０．７０

２．２　２种染色法的观测效果
在本试验中，Ｉ２－ＫＩ染色法、ＴＴＣ染色法均能对

荷花的花粉进行有效染色（图３－Ｂ、图３－Ｃ）。在
显微镜下，花粉形态清晰，但２种染色方法的着色区
分度有较大差异。经Ｉ２－ＫＩ染色后，大多数荷花花
粉均呈褐黑色或黄褐色，极少数有未着色的花粉

粒。经 ＴＴＣ染色后，荷花花粉呈红色或淡红色，部
分花粉粒未着色，易区分。
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２．３　３种花粉活力检测方法的比较
用３种方法检测荷花花粉活力发现，离体培养

法和ＴＴＣ染色法检测得到的所有荷花花粉的活力
均低于４５％，而Ｉ２－ＫＩ染色法检测得到的荷花花粉
活力均高于７０％（表４、图３）。
　　离体培养法使用前期试验得到的最适培养基
来检测不同荷花的花粉活力。由图４可以看出，用
离体培养法检测得到１１种不同资源的荷花花粉萌
发率均低于２０．００％，其中单洒锦的花粉活力最高，
为１８．４６％，黑龙江野生莲的花粉活力最低，为
６．７０％。
　　使用Ｉ２－ＫＩ染色法测定荷花花粉活力时，染色
后的花粉呈褐黑色或黄褐色，在显微镜观察下发现

其色差不明显，同时花粉着色率极高，仅有少数花粉

表４　３种不同方法检测得到的荷花花粉活力

荷花种类
离体培养萌发率

（％）
Ｉ２－ＫＩ染色率
（％）

ＴＴＣ染色率
（％）

美洲黄莲 １０．０５ ７１．７８ １８．１４

印度莲 １０．７７ ８３．８６ １９．１３

泰国莲 １６．４５ ８４．０７ １９．４１

越南莲 １６．６７ ８６．９９ ４３．３９

江溪红莲 １０．１５ ７８．７８ １１．２４

黑龙江野生莲 ６．７０ ８３．５１ ２０．４６

绍兴红莲 ８．０６ ８４．７１ １７．２４

单洒锦 １８．４６ ７８．９１ ２６．２４

建选１７号 １２．８０ ８７．６４ １３．７６

易建莲 ９．８６ ７５．１０ ２２．９４

肯之梦 １６．７３ ７５．７７ １８．５５

未着色。因此，如果仅以着色率来表示花粉的活

力，那么Ｉ２－ＫＩ染色法检测得到的不同荷花花粉的
活力均超过７０％（图５），这与离体培养得到的结果
严重不符，因此认为这种染色法不适合用于检测荷

花花粉的活力。

　　使用ＴＴＣ染色法测定荷花花粉活力时，不同荷
花检测得到的花粉活力差别较大。由图 ６可以看
出，越南莲的花粉活力最高，达到了４３．３９％，江溪
红莲的花粉活力最低，为１１．２４％。与离体培养结
果比较可知，ＴＴＣ染色法测得的花粉活力明显偏高，
此方法虽然容易操作，染色后花粉的着色情况容易

区分，但是得到的结果普遍高于离体培养法，且与

离体培养中得到的染色率比例不一致，不能准确反

映花粉活力，因此该方法也不适用于荷花花粉活力

的检测。

３　讨论与结论

花粉活力直接影响杂交授粉后卵子受精和结

实率的结果，因此，杂交育种试验之前需要了解荷

花花粉的活力，优先选择花粉活力高的品种作为父

本，更利于新品种的成功培育［２３－２５］。测定花粉活力

的方法较多，不同植物适用的检测方法不同。花粉
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活力检测多采用染色法，因其操作过程简易、试验

耗时少、能在较短时间内测定花粉活力等优点而被

应用于各种植物中。研究发现，大部分检测方法得

到的花粉活力高于实际活力［３］。孙光玲等研究发

现，花粉活力的测定以离体培养法更可靠［２６］。于璐

通过对不同番茄品种花粉活力的测定得出，ＴＴＣ染
色法比Ｉ２－ＫＩ染色法更适用

［２７］。王士泉对于四川

牡丹同时使用亚历山大染色法、ＴＴＣ染色法和 Ｉ２－
ＫＩ染色法进行花粉活力的测定，并对其结果进行比
较，认为四川牡丹更适用 Ｉ２－ＫＩ染色法

［２８］。詹妮

等发现，用离体培养法、过氧化物酶法和 Ｉ２－ＫＩ染
色法检测的大叶相思的花粉活力无显著差异［２９］。

本试验选用离体培养法、Ｉ２－ＫＩ染色法和 ＴＴＣ
染色法来检测荷花的花粉活力。试验得到适合所

取试验材料萌发的培养基是含 １０％ＰＥＧ４０００、
００２％硼酸、０．１％蔗糖的液体培养基。本试验结果
表明，不同种类荷花花粉活力有一定差异，甚至有

的花粉活力差异十分显著。在野生莲中，泰国莲、

越南莲的花粉活力最高，而黑龙江野生莲的花粉活

力最低，可能因为泰国莲和越南莲是热带莲，与北

方资源相比更适应上海夏季的高温，而我国北方的

黑龙江野生莲属于从北向南的引种，表现出长势较

弱和开花较少的特点，有些北方资源南移到上海后

甚至不长立叶，因此适应能力较弱。在品种荷花

中，单洒锦的花粉活力最高，推测可能与该品种适

应性强、能够从古流传至今有一定关系。

比较３种花粉活力的测定方法可知，Ｉ２－ＫＩ染
色法、ＴＴＣ染色法均不适合用于荷花花粉活力的检
测。离体培养法利用培养基对荷花花粉进行离体

培养，虽然可以进行大量样本测定，但培养时间较

长，不适合用于花粉活力的快速测定。在本研究

中，离体培养法得到的荷花花粉萌发率均较低，分

析其原因可能有以下几点：（１）荷花的花粉活力本
身就低；（２）本试验的培养基未使荷花花粉达到最
大萌发率，有的花粉粒出现破裂的情况，培养基组

分还需要进一步探索优化；（３）培养时间长，花粉活
力与实际值相比可能偏低。Ｉ２－ＫＩ染色法操作简便
快速，只需将花粉与染色液混合，并在室温下避光

放置一段时间即可检测花粉活力。此方法是根据

淀粉遇碘变色的原理，变色情况受淀粉中直链淀粉

和支链淀粉比例的影响，直链淀粉遇碘变蓝色，支

链淀粉遇碘变紫红色［３０］。而在本试验中，染色后观

察到花粉呈褐黑色、黄褐色，分析认为可能是染液

的颜色加上直链淀粉变蓝及支链淀粉变紫红色叠

加呈现的颜色。依据花粉内淀粉的染色情况来判

断花粉活力可知，很可能出现已失活花粉内有淀粉
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尚未水解的情况，此时花粉仍然会被染色，就可能

导致染色率远高于离体培养中观察到的结果。在

实际操作过程中，ＴＴＣ染色法染色液需要现配现用
并避光放置，将花粉与染色液混合，并在３７℃恒温
避光放置一段时间才可检测花粉活力，对试验操作

技术的要求较高，很容易出现染色失败、花粉均无

法着色的情况，而且其染色结果与离体培养的结果

不一致，染色率高于离体萌发率，与郭蓓等的研究

结果［３１］一致，此方法原理是无色的ＴＴＣ与正常活细
胞中的脱氢酶反应变成红色。而部分活力弱的花

粉也会产生脱氢酶，虽然含量低，但也会被染成淡

红色。经分析认为，可能是本试验中的荷花花粉中

部分活力弱的也着色了，淡红色与红色混合在一

起，无法完全准确判定其真实颜色，导致在判断过

程中受到主观影响，结果比实际萌发率偏高。在这

种情况下，ＴＴＣ染色法得到的荷花花粉着色率仍然
较低，说明荷花花粉活力确实偏低。

由此可见，不同种类的植物适用的花粉活力检

测方法各不相同，因此需要通过试验来进行比较分

析，选择出最适合研究对象的测定方法。本试验采

用的离体培养法适合荷花花粉活力检测，但效率不

高。Ｉ２－ＫＩ染色法和ＴＴＣ染色法虽然快速简便，但
结果并不准确，不适合荷花花粉活力的快速检测。

因此，后续仍然需要继续试验，找到更好的快速准

确的荷花花粉活力检测方法。
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