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菊属植物花粉生活力检测方法的比较
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摘要:利用碘-碘化钾法 、氯化三苯基四氮唑(TTC)法及改进 TTC 法 、 无机酸法 、 荧光染色

法 、离体萌发法 、 活体萌发法测定了菊属 Dendranthema 植物菊花脑 Dendranthema

nankingense ,南京野菊 Dendranthema indicum , 毛华菊 Dendranthema vestitum 和栽培小菊品种

rm43-2 , rm46-1 , rm48-2的花粉生活力。结果表明:碘-碘化钾法 、 TTC 法及改进 TTC法 、无

机酸法和荧光染色法都不适合菊属植物花粉生活力的检测;活体萌发法检测菊属植物花粉生

活力不准确 , 但能有效表述花粉萌发力;离体萌发法能有效快速地测定花粉生活力 , 适合菊

属植物花粉生活力的检测 。图 1参 11
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1　　　文献标识码:A

花粉是种子植物的雄配子体 , 在有性繁殖中扮演着重要角色 。杂交育种在菊花 Dendranthema ×

grandiflora育种中仍是最有效的手段
[ 1]
。进行菊属 Dendranthema 野生种和栽培小菊的花粉生活力测定

对指导菊花育种具有重要的理论和现实意义 。测定花粉生活力有很多方法 , 主要包括染色法 、 离体萌

发法和活体萌发法等 3 类 , 其中根据原理不同染色法又包括氯化三苯基四氮唑(triphenyltetrazolium

chloride , TTC)法 、碘-碘化钾法 、联苯胺法 、 荧光染色法等。每种方法都有不同的使用范围 , 不同特

性的花粉应选择不同的方法。该研究用碘-碘化钾法 、 TTC 法及改进 TTC法 、 无机酸法 、荧光染色法 、

离体萌发法和活性萌发法对几种不同倍性菊属植物(二倍体 , 四倍体和六倍体)和栽培小菊品种花粉生

活力进行测定 , 以期筛选出一种或几种快速准确地测定各种菊属植物和菊花材料花粉生活力的方法。

1　材料和方法

1.1　材料

实验材料为不同倍数性的菊属植物菊花脑 Dendranthema nankingense (二倍体), 南京野菊

Dendranthema indicum(四倍体), 毛华菊 Dendranthema vestitum (六倍体)和 3个栽培小菊品种(rm43-2 ,

rm46-1 , rm48-2)的花粉。所有材料均取自南京农业大学菊花种质资源保存中心 。

1.2　方法

1.2.1　碘-碘化钾法
[ 2]
　配制碘-碘化钾溶液:将 1.3 g 碘化钾溶解在水中 , 再加入 0.3 g 碘结晶 , 然



后定容到 100 mL。取少量花粉置于凹载玻片上 , 滴上 2滴碘-碘化钾溶液 , 置于 30 ℃恒温箱中 20 ～ 30

min后 , 有Olympus相差显微镜下观察。有生活力的花粉染成蓝色 , 生活力衰弱或内含物少的花粉成

黄褐色。

1.2.2　TTC法
[ 3]
及改进 TTC 法　用 0.15 mol·L

-1
Tris-HCl(pH6.5)缓冲液配制 10 g·L

-1
的 TTC 溶液;

改良 TTC 溶液为在 TTC溶液中加入 200 g·L
-1
PEG 4 000。取少量花粉置于凹载玻片上 , 加入 2滴 TTC

溶液或改良TTC溶液 , 放在 35 ℃恒温箱中 , 染色 15 ～ 20 min后 , 在显微镜下观察 , 有生活力的花粉

呈红色。

1.2.3　无机酸法
[ 4]
　取少量花粉置于凹载玻片上 , 滴上 1滴0.8 mol·L

-1
的硝酸 , 在5 ～ 10min内在显

微镜下观察。有生活力花粉的胞质内含物喷射而出形成瞬时花粉管 。

1.2.4　荧光染色法
[ 5]
　用 0.5 mol·L

-1
的蔗糖溶液配制 0.1 g·L

-1
的FDA溶液。取少量花粉置于凹载玻

片上 , 滴上 2滴 FDA蔗糖溶液 , 置于恒温箱中 25 ℃染色 15 ～ 20 min后在荧光显微镜下观察。有生活

力的花粉将发射出荧光。

1.2.5　离体萌发法
[ 6]
　采用赵宏波等筛选得到的菊属植物花粉离体萌发培养基 ME3 +200 g·L

-1
PEG

4 000为花粉萌发培养基 , 在 20 ℃黑暗条件下培养 2 h以上 , 在显微镜下检测花粉萌发。花粉管长度

大于花粉直径视为花粉萌发 , 萌发率等于萌发的花粉数除以检测的花粉总数。

1.2.6　活体萌发法　取当天采集的新鲜花粉 , 在柱头最佳授粉时间授于 3个小菊品种 rm1-1 , rm12-1 ,

rm 12-2和同一品种(提前去雄)的柱头 , 6 h后取下柱头 , 固定 , 用 8 mol·L
-1
氢氧化钠软化脱色 8 h ,

然后用0.1 g·L
-1
苯胺蓝溶液浸泡 8 h , 用甘油压片 , 在荧光显微镜下观察。

2　结果与分析

2.1　碘-碘化钾法

菊花脑 、南京野菊 、 毛华菊和栽培小菊 rm43-2 , rm46-1 、 rm48-2等 6种花粉经碘-碘化钾溶液染色

之后 , 有少数花粉颜色略有变化 , 但由于菊花花粉颜色较深 , 故不易分辨 。因此 , 碘-碘化钾法不适

用于菊属植物花粉生活力检测 。

2.2　TTC法及改进 TTC法

经10 g·L
-1
的 TTC 溶液和改良 TTC溶液染色之后 , 所有材料花粉颜色均未有明显变化。因此 ,

TTC法也不适于菊属植物花粉生活力检测 。

2.3　无机酸法

6种材料的花粉滴上硝酸几分钟后 , 可见花粉萌发孔有膨胀向外突出的现象(小于 1倍花粉直

径), 但花粉吸水后也能观察到萌发孔膨胀 , 故不易判断是否具生活力。因此无机酸法也不适用于菊

属植物花粉生活力检测。

2.4　荧光染色法

6种材料花粉经荧光染料 FDA溶液染色之后 , 在显微镜下未观察到有荧光发出。这可能是由于菊

花花粉壁较厚或含有特殊的蜡层 , 因而 FDA 溶液未能透过质膜 , 而被酯酶分解形成能产生荧光的荧

光素 。

2.5　离体萌发法

以花粉在离体萌发培养基上的萌发率来表示花粉生活力结果准确可靠 。菊花脑 、南京野菊 、 毛华

菊和栽培小菊 rm43-2 , rm46-1 , rm48-2花粉在离体萌发最适的培养基ME3 +200 g·L
-1
PEG 4 000上 , 花

粉萌发率分别为 57.7%, 52.5%, 44.8%和 30.9%, 22.3%, 20.9%, 且花粉管生长良好 , 便于观察

统计(图1-a)。菊属植物花粉在离体萌发培养基上 , 培养约15 min后开始萌发 , 从开始萌发到培养2 h

的时间内 , 萌发率呈直线上升趋势 , 之后基本就恒定不变。离体萌发法操作简便 、快速且结果直观 ,

只需要一般的显微镜即可进行花粉萌发观察 。因此 , 离体萌发法可以有效测定菊属植物花粉生活力。

2.6　活体萌发法

活体萌发实验表明 , 同一品种花粉在不同品种的柱头上黏附量差异较大。菊花脑 、 南京野菊 、毛
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华菊和栽培小菊 rm43-2 , rm46-1 , rm48-2花粉在小菊 rm1-1的柱头上黏附量均较高 , 平均每柱头约 60

个花粉(图 1-b);而在 rm12-1和 rm12-2上黏附量均较低 , 平均每柱头只有 20个花粉左右(图 1-c)。而

在自身品种或种的柱头 , 小菊 rm46-1 , rm48-2和毛华菊几乎观察不到花粉在柱头上黏附 , 43-2 、菊花

脑和南京野菊能观察到少数花粉在柱头上黏附 , 这说明花粉在自身品种柱头上黏附与品种或种的遗传

特性有关 。由此可见 , 活体萌发由于所用柱头材料的不同而得到的花粉生活力就相差较大 , 因此活体

萌发法不能准确地测定菊花花粉生活力 。

图 1　南京野菊花花粉萌发情况
a.在离体萌发培养基上(×400);b.在小菊品种 rm1-1的柱头上(×200);c.在小菊品种 rm12-1的柱头上(×200)

Figure 1　Pollen germination of Dendranthema indicum

a.in the culture medium of germinat ion in vitro;b.on the tigma of the cultivar rm1-1;c.on the stigma of the cultivar rm12-1

3　讨论

利用染色法进行花粉生活力测定具有快速简便的优点 , 但受花粉自身特性(如花粉壁的厚薄 , 花

粉外壁的组成物质 , 花粉内各种酶活性的强弱等)的影响较大 , 因此不同的染色法只适合某些植物花

粉生活力的测定 。TTC法检测花粉生活力是应用较多的 , 很多植物材料例如锦带花 Weigela florida
[ 7]
,

芍药 Paeonia lactiflora
[ 8]
, 刺五加 Eleutherococcus senticosus

[ 9]
等的花粉生活力测定都适用 。碘-碘化钾法测

定花粉生活力时 , 其着色程度受花粉壁的薄厚和花粉内支链淀粉和直链淀粉比例高低决定 , 棉花

Gossypium sp.花粉用碘-碘化钾染色就不着色
[ 10]
。荧光染色法被广泛应用于花粉 、悬浮细胞和原生质

体等的活力测定
[ 3, 5]

。TTC溶液 、 碘-碘化钾溶液和荧光染料 FDA溶液都未能将 6种菊花材料的花粉染

上颜色 , 这可能是由于花粉外壁太厚或花粉内含物中支链淀粉含量较少等 。PEG能使花粉内膜结构发

生变化 , 改变膜表面电荷 , 使膜的柔软程度和通透性提高 , 因此作者在 TTC 溶液中添加 200 g·L
-1

PEG 4 000(在花粉离体萌发培养基中的最适质量浓度), 试图借助 PEG的软化通透作用使 TTC 进入花

粉内与呼吸酶结合 , 但也没有作用 , 这说明 TTC溶液不能进入花粉内主要是由于花粉壁对它的限制。

利用无机酸法测定花粉生活力是根据无机酸刺激花粉质膜 , 使质膜通透性提高 , 以致大量吸收 H
+
离

子 , 使内压迅速升高 , 导致质膜膨胀 , 最后活性花粉的胞质内含物喷射而出形成瞬时花粉管的原

理
[ 4]
。在 0.8 mol·L

-1
的硝酸处理 6种菊花的花粉后 , 花粉萌发孔有向外突出的趋势。由于花粉萌发

孔向外突出的现象 , 不仅是无机酸刺激花粉质膜的原因 , 也可能是由于花粉内的渗透势高于溶液的渗

透势 , 大量吸水也可能造成萌发孔向外突出 , 两者不易区分。

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。作者在以前的工作中已经筛选得到菊属植物花粉离体萌发适宜的培养基ME3

+200 g·L
-1

PEG 4 000 , 在这个培养基上 , 6种菊花花粉均能较好萌发 , 并且萌发率较高且稳定。因

此离体萌发法是检测菊属植物花粉生活力的理想方法 。活体萌发法测定花粉生活力与柱头可授性 、授

粉时期 、 花粉与柱头的亲和性(相同种或品种和不同种或品种)、柱头的发育状况 、 花粉在柱头上黏附

和萌发所需的时间等很多因素有关 。Mayer等
[ 11]
根据有活力的花粉萌发后能锚定在柱头上的原理 , 利
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用漂洗后柱头上的花粉数目除以漂洗前的花粉数目来表示花粉萌发率。但是 , 由于人工授粉花粉都是

过量的 , 花粉在柱头上呈多层排列 , 造成表层一些有活力的花粉未能与柱头接触 , 而未感受到萌发信

号 , 在柱头软化染色过程中易被漂洗掉 , 导致得到的萌发率不准确 。总之 , 活体萌发法测定花粉生活

力的限制因子很多 , 任何一个因素的变化都会较大程度影响花粉在柱头上的萌发 , 从而影响结果 。因

此 , 作者认为活体萌发法不适合花粉生生活力的检测 , 但可用来表述花粉的萌发力 。
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Detection methods of pollen viability of Dendranthema

ZHAO Hong-bo , CHEN Fa-di , FANG Wei-min

(College of Horticulture , Nanjng Agricultural University , Nanjing 210095 , Jiangsu , China)

Abstract:The pollen viability of Dendranthema indicum , D .vestitum , D.nankingense and three cultivars of

chrysanthemum with small inflorescences (rm43-2 , rm46-1 , rm48-2)were detected by methods of iodine-iodide

kalium , triphenyltetrazolium chloride (TTC)or modified TTC , FDA , mineral acid , germination in vitro and in

vivo.The results showed that the methods of iodine-iodide kalium , TTC or modified TTC , FDA , mineral acid were

not able to detect the pollen viability of chrysanthemum.The method of germination in vivo can not test the pollen

viability but describe the pollen vigor.The method of germination in vitro was fit for detection of pollen viability of

chrysanthemum.[Ch , 1 fig.11 ref.]

Key words:botany ;chrysanthemum cultivars with small inflorescences;Dendranthema;pollen viability;

detection
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