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果树花粉生活力检测研究进展

刘程宏 ,宋尚伟* ,张芳明
(河南农业大学 园艺学院 ,河南 郑州 450002)

摘要:果树花粉生活力检测的方法有染色法 、萌发法 、授粉结实检测法及其他一些方法 ,常用的染

色法有联苯胺染色法 、TTC 染色法 、I2-KI染色法 、FCR染色法等 ,萌发法又包括离体萌发法和活体

萌发法。掌握花粉生活力检测方法对于提高杂交育种效率具有较高的实际应用价值 ,为此 ,对上述

各种方法及其应用研究进展进行了综述 ,并对各方法的检测效果进行了评价和比较 。
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P rog ress on Test M ethods of Pollen Viability in Fruit T rees
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Abstract:Testing the viabi li ty of fruit t ree po llen contained dyeing , germination , pollination and
some other methods. Dyeing method of ten includes diaminobipheny l dyeing , TTC dyeing , I2-KI
dyeing ,FCR dyeing , etc.Germination method includes germinat ion in v it ro and germination in vi-
vo. This pape r summarized the various methods of testing f ruit t ree po llen viability and thier ap-
plicat ion , and compared the detection results of each method.
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　　花粉是高等植物的雄配子体 ,在育种上可用来

解决不同果树品种开花期不遇和异地果树品种杂交

困难问题 。为了进行人工辅助授粉或杂交授粉 ,需

要早期采集和贮存花粉 ,尤其是在杂交育种工作中 ,

研究花粉的生活力和育性是必不可少的基础性工

作。在使用 、采集和贮存花粉之前 ,需要先对花粉生

活力进行检测。花粉生活力是指花粉具有存活 、生

长 、萌发或发育的能力
[ 1]
。其测定方法通常包括花

粉染色测定法 、花粉萌发测定法和花粉授粉结实检

测法等。不同果树花粉的生活力检测方法又不尽相

同 ,为此 ,就果树花粉生活力的检测方法进行综述 ,

以期为提高果树杂交育种效率提供依据 。

1　花粉染色测定法

1. 1　联苯胺染色法

联苯胺染色法又称过氧化物酶染色法或沙尔达

考夫染色法 ,是根据花粉中过氧化物酶的活性来判

断花粉的生活力。该方法是目前应用较广的一种花

粉染色方法 。

刘大瑛等
[ 2]
采用沙尔达考夫染色法对 15个国

外李品种的花粉进行了生活力的检测 ,结果表明 ,黑

宝石 、澳得罗达 、澳大利亚 14号 、美国大李有活力的

花粉粒所占比例较低 ,为 73. 0%～ 79. 4%,黑宝石

最低 ,其余 11 个品种较高 ,为 80. 0%～ 87. 7%,红

肉李最高。任列花等[ 3] 在测定 15 个早实核桃品种

花粉粒的性状 、大小及生活力时也用到了联苯胺染

色法 ,在测定的 15个早实核桃品种中 ,其花粉在采

粉后第 3天均表现出很强的生活力 ,最强的品种是

香玲和中林 1(接近 100%),生活力最低的品种为辽

3(87%),其余品种也均在 90%以上 。朱立武等[ 4]

采用过氧化物酶染色法对李 11个品种类型的花粉

生活力进行了检测 ,结果表明 ,李品种花粉活力普遍
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较低 ,一般不超过 40%。陈延惠等[ 5] 在对采集的 6

个猕猴桃类型的雄株花粉进行生活力测定和贮藏性

研究中用的也是沙尔达考夫法 。刘会宁等
[ 6]
用该法

对中油 4号等 5个桃品种的花粉进行了生活力测

定 ,结果表明:所测花粉生活力高低顺序为:艳光>

早红宝石>鄂桃 1号>中油 4号>早露蟠桃 。廖康

等[ 7]在对新疆野生樱桃李的花粉生活力进行检测时

认为 ,测定花粉生活力最好使用花粉发芽法 ,若用染

色法测定花粉活力 ,尽量选用与发芽法测定结果较

为一致的过氧化物酶染色法。

1. 2　T TC染色法

T TC即 2 , 3 ,5-氯代三苯基四氮唑 ,是一种氧化

还原染料 。TTC 染色法的基本原理是:当 T TC 渗

入细胞后 ,可被呼吸代谢中的还原酶所还原 ,并由无

色的氧化型变成红色的还原型 ,变红色的为有活力

的 ,无色的为无活力的。这也是一种应用较广的花

粉染色方法。

齐国辉等[ 8] 用 T TC 染色法对香玲等 4个核桃

品种花粉的生活力进行了检测 ,比较得知 ,岱香和上

宋花粉生活力极显著高于香玲 ,显著高于中林 1号 。

李学强等
[ 9]
在研究不同贮藏条件及生长调节剂对欧

李花粉生活力的影响时 ,用到了 T TC 染色法检测

欧李的花粉生活力。杨瑞等[ 10] 在不同发育阶段 、不

同干燥方式及不同贮藏条件对葡萄花粉生活力影响

的研究中 ,采用 TTC 染色法对葡萄花粉的生活力

进行测定 ,结果表明:葡萄始花期的花粉生活力明显

高于开花前 2d;室内自然阴干是花粉的最佳干燥方

式 ,且花粉贮藏以低温干燥法最好 。江雨生等
[ 11]
用

T TC法对经过超低温贮藏的桃 、梨花粉进行生活力

测定 ,发现离体萌发率和授粉结实率均接近新鲜花

粉的水平 ,表明桃 、梨花粉具有很强的耐冷性 。这种

长期保存法 ,将有助于桃 、梨育种和种质资源的保

存。香梨[ 12] 、银杏[ 13] 、樱桃李[ 7] 等的花粉也都可用

此法进行生活力检测 。

Cohen等
[ 14]
对番木瓜的花粉进行生活力检测 ,

结果显示 ,T TS(氯化三苯基四氮唑盐)及 NBT(氮

蓝四唑)的染色效果较好 。

1. 3　I2-KI染色法

此法的基本原理是:根据淀粉遇碘变蓝的特性 ,

据蓝色的深浅程度来判断花粉粒中淀粉的含量 ,从

而确定花粉粒活性的高低。该方法在梨[ 15] 、香

梨
[ 12]
、柑橘

[ 16]
、银杏

[ 13]
、梅(桃)属

[ 17]
、樱桃李

[ 7]
、澳

洲坚果[ 18]等植物上均有应用。

I2-KI染色法原理简单 ,应用方便 ,但由于它是

靠花粉粒内的淀粉着色而进行判定 ,所以虽然花粉

失去了活力 ,但是因为淀粉依然存在 , 还会测得活

力 ,这就使得测定值偏高 ,而且对于那些淀粉含量少

的种类该方法并不适宜
[ 19]

。

1. 4　FCR测定方法

FCR测定方法也叫荧光染料反应法 ,其基本原

理是荧光染料本身不产生荧光 ,无极性 ,并能自由地

透过完整的原生质膜。当此种染料进入原生质后 ,

即被酯酶作用形成一种能产生荧光的极性物质 ———

荧光素 。由于荧光素不能自由地出入原生质膜 ,而

只在细胞内积累 ,因此可以根据花粉产生荧光的情

况来判断花粉的生活力:经过荧光素双乙酸反应 ,活

细胞发出绿色荧光 ,死细胞无荧光 ,可统计花粉细胞

存活率(FCR值)
[ 20]

,而且 ,该方法可同时反映出酶

活性和质膜情况[ 21] 。

张毅等[ 22] 利用 FCR方法对不同散粉期和不同

贮藏条件下山核桃花粉生活力进行了测定 。结果表

明:在散粉周期中 ,花粉生活力变化平均值呈正态分

布 ,散粉盛期花粉具最高生活力。不同贮藏条件对

保持花粉生活力具有显著影响 ,随着贮藏时间的增

长 ,花粉活力逐渐递减 ,室温贮藏条件下递减最快。

尹增芳等
[ 23]
在研究鹅掌楸花粉保存条件时 ,采用了

较简便的荧光染色法———FDA(荧光素二醋酸酯)

法 ,其实质也是 FCR方法。Reale等[ 24] 在研究橄榄

的生殖生物学中也用到了 FDA法 。利用 FDA 法 ,

在镜检时 ,花粉粒是否发荧光 ,二者区别十分明显 ,

可消除如染色等由于染料引起的误差。FDA 法染

色时间短 ,10min 后即可镜检 ,且不需制备培养基进

行培养 ,测定过程简便快速 ,但是稳定性较差 ,需要

重复测定 ,估计值偏高 。

1. 5　MT T 染色法

该方法是使用四唑盐类染料 M TT(2 ,5-联苯四

唑溴化物或噻唑蓝),根据花粉粒中脱氢酶的活性判

断花粉生活力。若染色后 ,花粉呈深粉红色或表面

有不规则的黑线 ,则证明花粉有生活力
[ 25]

。姜雪婷

等
[ 1 5]
应用该方法测定了梨花粉的生活力 ,发现测定

值明显偏高 ,不适宜梨花粉生活力的测定 。该方法

的缺点是与萌发测定不相关 ,染色后花粉的颜色差

别很小 , 不易分辨 , 导致测定值偏高 , 所以应用

很少。 　　

1. 6　醋酸洋红染色法

醋酸洋红染色法的原理是靠花粉中的脱氢辅酶

而染色 。林玉虹等
[ 26]
在澳洲坚果花粉活力与柱头

可授性研究中 ,用该方法对花粉进行生活力检测 ,用

1%醋酸洋红染色液进行染色 ,在 37℃恒温箱内放

置 2 h左右 ,然后用 10×10生物显微镜镜检 ,凡是

14 河南农业科学 第 40卷　



染上红色的表明有活力 ,无色的表明无活力[ 27] 。王

忠等
[ 28]
在研究植物生长调节剂对红葡萄花粉活力

的影响中 ,采用了醋酸洋红染色法对花粉活力进行

鉴定 。但是醋酸洋红染色法的缺点是 ,当花粉失去

活力时 ,脱氢辅酶的活性仍然存在 ,所以该方法的测

定结果偏高
[ 29-32]

。

1. 7　其他

其他染色方法如靛红染色法 ,是根据花粉中脯

氨酸的有无来判断花粉生活力 ,所以对于细胞中脯

氨酸含量少的种类则不适用
[ 33]

, 且染色界限不明

显 ,使得该法测定效果不佳。而甲基蓝 、中性红等染

色法是根据细胞质的有无来判断花粉生活力[ 34] ,与

离体萌发测定有相关性 ,但是能使死花粉着色 ,导致

测定值偏高。

2　花粉萌发测定法

花粉萌发率是衡量花粉生活力状况的主要标

志 ,同时花粉管长度亦在一定程度上反映花粉的生

活力状况 。花粉萌发测定又分为离体萌发和活体萌

发 2种。

2. 1　离体萌发测定法

花粉离体萌发一般在培养基上进行 ,常用的培

养基基本成分是糖和硼。其体积分数一般为蔗糖

10%～ 20%,硼酸 0. 001%～ 0. 005%, pH 值 5. 8 ～

6. 5[ 35] 。蔗糖的作用是提供合适的渗透压和花粉管

形成所需能量 ,硼酸中的硼元素为微量元素 ,能促进

花粉管的萌发
[ 36]

。另外 ,葡萄糖也可以作为培养基

成分 ,因为葡萄糖是真正的小分子物质 ,较蔗糖而言

易被细胞吸收 ,花粉萌发效果好 。曹广力等[ 37] 在研

究外源性糖对 4种木本观赏植物花粉离体培养的影

响时发现 ,葡萄糖对于桃的花粉萌发作用优于蔗糖 。

常用的培养基有固体和液体 2种 ,不同树种花粉的

检测所用培养基不同 ,且各试验中花粉萌发所需要

的培养基不尽相同 。例如同是检测李的花粉生活

力 ,张义等
[ 38]
采用的是每 100mL 培养基含 1 g 琼脂

和 10 g 蔗糖 ,另添加硼酸 、钼酸钠 、赤霉素和萘乙酸

等调节剂 。宋立功等[ 39] 确定的适宜培养基则是 5%

蔗糖+1%琼脂+0. 1%硼酸。而刘大瑛等
[ 2]
采用的

则是悬滴液发芽法。王世茹等[ 40] 在测定桃花粉生

活力时使用的是 10 g蔗糖和 1g 琼脂加 90g 水配制

而成的培养液。赵彩平等[ 41] 使用的是 1%琼脂 +

10%蔗糖+0. 01%硼酸+0. 03%硝酸钙 , pH 值 6. 5

的固体培养基。刘会超等[ 42] 采用萌发法对垂丝海

棠的花粉生活力进行测定时 ,筛选得到的垂丝海棠

花粉萌发和花粉管生长的最佳培养基是:0. 8 g /L

琼脂+15mg /L 蔗糖+2. 0mg /L 硼酸 。

2. 2　活体萌发测定法

活体萌发测定法的基本原理是具有花粉管的花

粉粒能被锚定在柱头上 ,并且不会被漂洗掉 ,因此 ,

可以通过漂洗柱头和比较漂洗前后柱头上的花粉粒

数目来推测其萌发率
[ 43]

。研究表明 ,可以通过观测

花柱内花粉管生长情况及花粉管是否能达到花柱基

部的方法来确定品种的 S 基因型[ 44] 。

活体萌发法测定花粉生活力 ,与其他方法相比

最为直接可靠 ,因为它模拟了自然状态下的受精状

况 ,但仅适合于感受性柱头 ,测定结果偏低 ,柱头的

表面性质对所测试样也有所限制 ,到目前为止 ,在果

树花粉活力测定上尚鲜有报道。

3　花粉授粉结实检测法

该法是将新鲜花粉与经过贮藏后的花粉给果树

植株授粉 ,观测并比较花粉贮藏后授粉果树的结实

率 。此方法根据结实情况判断花粉生活力 ,比较可

靠和精确 ,但费时费力 ,且只能定性而不能定量 。

4　其他

另外 ,还有利用花粉形状来判断花粉生活力的

形态测定法 。刘大瑛等[ 2] 在对 15 个国外李品种花

粉生活力检测时就用到了形态法 ,结果其中 3个品

种花粉为长桶形 ,其余品种均为长椭圆形 ,花粉生活

力黑宝石最低 ,早香红最高 。苗青等[ 34] 对文冠果花

粉进行了形态学观察 ,发现败育花粉和可育花粉均

为圆形表面有疣状突起 ,但大小不同;两者均有 3个

萌发沟 ,萌发沟内有莲花状复饰物;但败育花粉在萌

发沟之间有压痕 ,上下各 3个 ,对称分布。

各种染色法和形态测定法分别是根据染色反应

和花粉形态来检验花粉生活力 ,它们都是对花粉生

活力的间接检测 ,而不能直接表现花粉实际萌发率 ,

只有在这些检验方法得到的数据与萌发检验 、授粉

检验相一致或呈相关性的情况下 ,才适合应用这些

方法。所以 ,在具体测定时可根据花粉种类 、目标要

求和现有条件选择合适的测定方法 ,也可选几种方

法同时进行 。
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