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摘要! 为了选育蜡梅科
,/1G:/3H</:5/5

植物新品种! 拓展育种亲本 ! 以蜡梅
6*-7"%&%4*#3 8$&+9":

! 光叶红蜡梅

6&'59&%4*#3 ('"$-;#3 I/J9 .'&#9#3

和夏蜡梅
<-%"9&'59&%4*#3 9*-%+%3-3

为实验材料! 利用低温或超低温保存花粉克服属

间杂交花期不遇! 应用荧光镜检技术检测花粉与雌蕊互作! 来探讨蜡梅属
6*-7"%&%4*#3

与美国蜡梅属
6&'59&%4*#3

和夏蜡梅属
<-%"9&'59&%4*#3

属间杂交亲和性% 结果表明$ 以变色硅胶干燥
! <

! 而后利用液氮保存
(

个月的蜡梅花

粉活力保持最高"

#!9*K

&! 授粉后在夏蜡梅和光叶红蜡梅柱头上均能黏附和萌发! 能用于属间杂交' 而以类似方法

保存的夏蜡梅和光叶红蜡梅花粉未检测到活力! 授粉后在母本柱头上只观察到少量花粉黏附而未观察到花粉萌发%

以夏蜡梅和光叶红蜡梅分别为母本! 蜡梅为父本! 其花粉黏附( 萌发和花粉管生长动态基本一致$ 授粉后
8 <

花粉

在母本柱头上黏附! 授粉后
&! <

花粉萌发长出花粉管!

!$ <

至
(8 <

花粉管继续向下生长! 约
$C <

到达花柱基部!

开始进入胚囊% 这表明以蜡梅为父本! 与夏蜡梅和光叶红蜡梅杂交在花粉
!

雌蕊互作和花粉管生长阶段不存在杂交

障碍! 而反交亲和性有待于改进花粉保存方法后进一步研究% 图
'

表
&

参
!$

关键词! 园艺学' 蜡梅' 夏蜡梅' 光叶红蜡梅' 属间杂交' 花粉活力' 杂交亲和性
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蜡梅科
61.<21'*+12,1,

植物在园林上有广泛的应用# 蜡梅
!"#$%&0&(")* +,0-.%/

为中国传统名花$

盛开于寒冬腊月$ 花色为黄白色$ 清香四溢$ 是真正意义上的冬季香花植物% 夏蜡梅
6#&%.012.0&(")*

."#&-&*#*

是第三季孑遗物种& 属于中国特有的单种属& 主要分布于浙江省临安市和天台县& 为中国二级

珍稀濒危保护植物& 花期
#

月& 其花被片二型& 外花被片白色& 内花被片金黄色' 肉质& 无香味& 具有

极高的观赏价值!

8

"

# 美国蜡梅
!012.0&(")* 31%,#4)*

花褐紫色& 具清香& 盛花期为
:"#

月& 是蜡梅科植物

育种中花色' 花香改良不可多得的材料( 它原产于美国东部& 喜温暖湿润的环境& 耐高温& 也耐寒冷&

适应性强& 在充足的阳光下生长良好& 但在阳光暴晒下& 花被片前端呈现焦枯状& 影响其观赏价值% 光

叶红蜡梅
!012.0&(")* 31%,#4)* 4105 510).)*

为美国蜡梅一变种& 它与美国蜡梅的区别主要是叶' 叶柄及幼

枝无毛或近无毛% 广泛的杂交有助于扩大植物的基因库!

"

"

& 而父母本的亲缘关系对杂交亲和性有重要影

响!

!

"

% 蜡梅科植物的远缘杂交最早见于
>1//,)3',

等的报道& 获得了夏蜡梅与美国蜡梅的属间杂种& 并利

用反复的杂交和进一步的回交选育了不同花色的品种!

:

"

% 姚青菊等!

#

"也获得了夏蜡梅与美国蜡梅的属间

杂种& 杂种的性状介于双亲之间& 在光合特性等方面表现出一定的杂种优势% 我们也利用常规杂交方法

获得了美国蜡梅)母本*和夏蜡梅)父本*的属间杂种& 但结实率很低% 因此& 王文鹏等!

?

"研究了美国蜡梅

和夏蜡梅属间杂交障碍机制& 发现杂交障碍主要由母本雌蕊较高比例的发育异常和杂种胚的早期败育共

同引起%

@1'3

等!

A

"和赵宏波等!

B

"研究了蜡梅属蜡梅' 柳叶蜡梅
!"7 *01#.#3%1#)*

和亮叶蜡梅
!"7 &#(-&*

等
!

种之间的杂交亲和性& 结果表明+ 双受精后的杂种胚)球形胚之后*胚乳发育滞后是种间杂交障碍的最主

要原因% 蜡梅科不同属植物具有各自显著的特点& 如能利用远缘杂交转移或整合相关性状将极大地丰富

蜡梅科植物的观赏性状& 拓展育种亲本% 关于蜡梅属与美国蜡梅属和夏蜡梅属的属间杂交未见相关报

道% 本研究利用低温或超低温保存父本花粉& 克服花期不遇& 利用荧光镜检技术观察双亲花粉和雌蕊互

作)花粉黏附与萌发' 花粉管在花柱中的生长*& 以揭示蜡梅属与美国蜡梅属' 蜡梅属与夏蜡梅属属间杂

交亲和性& 为进一步远缘杂交育种奠定基础%

8

材料与方法

*+*

材料

实验材料为浙江农林大学校园内多年生且能正常开花的蜡梅株系
>C#

)图
81

*& 夏蜡梅)图
89

*和光

叶红蜡梅)图
82

*% 蜡梅花期为当年
8"

到翌年
"

月& 夏蜡梅花期为
#

月& 光叶红蜡梅花期为
:

月下旬到

#

月中旬% 于
"D88""D8"

年的
8E"

月'

#

月和
8"

月分别进行花粉收集和保存与杂交授粉实验%

图
8

实验材料

F)3&0, 8 GH-,0)=,'*1. =1*,0)1./

王文鹏等+ 蜡梅与光叶红蜡梅和夏蜡梅属间杂交亲和性初步研究
A#A
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方法

&'!'&

花粉的保存与活力测定 由于蜡梅与美国蜡梅和夏蜡梅存在花期不遇现象! 给杂交造成一定的困

难! 因此! 杂交需要利用花粉离体保存" 于每年
&!!

月盛花期采集蜡梅松蕾期花朵! 在实验室用镊子取

下花药! 置于细孔筛上! 将细孔筛置于硫酸纸上! 将硫酸纸置于在白炽灯下干燥
! (

! 待花药裂开后!

收集花粉! 随后将花粉置于硫酸纸上! 放入干燥器中利用变色硅胶干燥! 设置
%

!

&

!

!

和
) (

等
)

个处

理! 然后将花粉装入冷冻管! 保存于超低温冰箱和液氮中" 于
$

月以同样方法采集和保存夏蜡梅和光叶

红蜡梅的花粉" 在杂交前取出花粉进行活力检测! 参考周莉花等#

*

$的离体萌发法" 以
+%% ,

%

-,

!#聚乙二

醇
."""

&

/01 ."""

'

"&"" 2,

%

3

!&硼酸&

4

+

56

)

'为花粉培养液! 将培养液滴于载玻片上! 将花粉散在载玻

片上! 置于培养皿中! 内置湿棉球保湿! 加盖! 在暗培养条件下!

!$ #

培养
#! (

! 显微镜&

78-9: 5;$

)%

'下观察花粉萌发情况" 花粉管的长度大于花粉的直径计为萌发" 花粉活力
%

已萌发花粉粒数目
<

花粉粒

总数
&&%%=

"

&'!'!

杂交授粉 于每年
$

月! 以夏蜡梅和光叶红蜡梅为母本进行杂交授粉! 选取松蕾期花朵! 剪去花

瓣&不伤及柱头'! 用镊子去除雄蕊! 然后用铅笔橡皮头沾取冷冻管中的花粉! 涂抹至柱头! 套袋并挂

牌" 于当年
&!

月至翌年
!

月! 蜡梅为母本! 以同样方法授以夏蜡梅和光叶红蜡梅花粉! 套袋并挂牌记

录" 授粉过的花朵分为
!

部分! 一部分被固定用于检测花粉
$

雌蕊互作! 而另一部分用于统计结实率

&所有杂交组合最终均未获得成熟果实'"

&'!'+

花粉萌发和花粉管生长荧光镜检 于授粉后
&

!

!

!

.

!

&!

!

!)

!

+.

!

)>

!

?!

! 和
*. (

将花取下!

@AA

#

!

&乙醇'

'!

&蒸馏水'

(!

&乙酸'

(!

&甲醛'

B *(*(&(&

$固定
!) (

以上! 用刀片轻轻剖开子房! 取出连着

胚囊的柱头! 用
) 29C

%

3

!& 氢氧化钠&

7D64

'软化脱色
! (

! 然后用
&% ,

%

3

!&苯胺蓝溶液浸泡
> (

染色! 甘

油压片! 荧光显微镜&

3E8FD GH)%%%

'观察并拍照#

*

$

"

!

结果与分析

#"!

花粉超低温保存

由表
#

可以看出( 经变色硅胶干燥后! 超低温保存的蜡梅花粉! 在
+

个月后仍然具有活力&图
!D

'!

最高可至
#!'?=

! 最低为
!'.=

! 说明超低温保存是保证花粉活力的有效办法"

!>% #

&超低温冰箱'

与
!#*. #

&液氮'保存无显著差别! 干燥时间以
# (

和
! (

最为适宜! 不干燥或干燥时间过长反而造成花

粉活力下降" 而光叶红蜡梅和夏蜡梅的花粉在保存数月后未检测到活力&图
!I

和图
!F

'"

表
!

保存温度和干燥时间对蜡梅花粉生活力的影响

JDICE # 0KKEFL 9K MNEOENPDL89: LE2MENDLQNE D:R RE(SRNDL89: L82E 9: M9CCE: ,EN28:DL89: 9K "#$%&'(')#*+ ,-(./&0

保存温度
<#

干燥时间
<(

萌发率
=

保存温度
<#

干燥时间
<(

萌发率
=

!>" " !'. !&*. " )'+

!>" & *') !&*. & &"'+

!>" ! &&') !&*. ! &!'?

!>" ) $') !&*. ) ?'*

图
!

花粉萌发状态

@8,QNE ! /9CCE: ,EN28:DL89:

D

( 蜡梅
"#$%&'(')#*+ ,-(./&0

)

I

( 光叶红蜡梅
"(12/(')#*+ 31&-$4*+ PDN' 51(*/*+

&无萌发')

F

( 夏

蜡梅
6$'&/(12/(')#*+ /#$'.'+$+

&无萌发'" 比例尺(

&" !2

"

?$>
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光叶红蜡梅与蜡梅属间杂交花粉萌发和花粉管生长特性

光叶红蜡梅作母本! 蜡梅做父本时! 以超低温保存的蜡梅花粉可以萌发出花粉管! 并达到胚囊! 说

明超低温保存的花粉能用于属间杂交" 授粉后
$ %

即有大量花粉粒黏附#图
!&

$% 至
'" %

! 观察到花粉

已经萌发出花粉管#图
!(

! 图
!)

$%

"*+!$ %

! 花粉管继续向胚囊方向生长#图
!,

和图
!-

$%

*. %

到达

花柱基部#图
!/

$! 偶然观察到
"* %

花粉管已经到达花柱基部#图
!0

$& 由于光叶红蜡梅和夏蜡梅子房壁

表面密被柔毛! 花粉管进入胚囊的进一步过程未能观察到! 但根据花粉管的生长状态和蜡梅属植物杂交

组合的授粉受精情况判断'

1

(

! 花粉管应能正常进入胚囊完成受精&

蜡梅做母本! 光叶红蜡梅做父本时! 只观察到少量花粉粒的黏附#图
#0

$! 各时间点均未观察到花

粉管进一步生长&

图
!

光叶红蜡梅
!

蜡梅授粉后花粉萌发和花粉管生长情况

/23456 ! 78996: 365;2:<=28: <:> ?8996: =4@6 358A=% 2: !" #$%&'()* B<5C +$,)-)* ! !." /&,0-%1 <D=65 ?8992:<=28:

<+D

) 分别为授粉后
$

!

'"

!

"*

!

!$

和
*. %

花粉萌发和花粉管生

长情况%

3+%

) 花粉在柱头上萌发并逐渐

生长&

比例尺)

'EF !;

&

!"#

夏蜡梅与蜡梅属间杂交花粉萌发和花粉管生长特性

夏蜡梅做母本时! 以蜡梅为父本! 最早于授粉后
'" %

在花柱中观察到花粉管#图
*<

$!

"*+!$ %

花

粉管继续向胚囊方向生长#图
*@

! 图
*G

$! 至
*. %

到达花柱基部#图
*>

$& 蜡梅作母本! 夏蜡梅做父本

时! 各时间点均能观察到一定数量的花粉黏附! 但数量较少! 一般少于
'F

个! 未观察到花粉管的进一

步生长#图
#<

! 图
#@

! 图
#G

$&

!

结论与讨论

花粉是植物的雄配子! 高活力的花粉是进行杂交的前提& 对花期不遇的物种进行杂交! 调节花期和

花粉保存是主要的方法% 相比于调节花期! 花粉保存简便易行且便于长途运输! 以超低温长时间保存花

粉已经在很多植物上应用& 凤梨
20-.30, #,*-',4,

花粉干燥
* %

后在
".F #

保存
$

个月! 仍具有
$#H

的

活力'

'E

(

&

5&'0*0,

*

I66:

+ 的花粉在
".E $

保存
$

个月后! 活力没有显著变化% 但授粉后! 结实率与新鲜

花粉相比! 从
#!H

降至
''H

'

''

(

,

7<:699<

等'

'"

(用在液氮中保存了
'1 <

#

'JJ'""EE.

$的甜菜
604, 7)$+,&'*

花

粉进行授粉! 发现能正常授粉并产生后代! 保存的花粉与新鲜花粉活力并无显著不同! 只是萌发出的花

粉管更小而已& 超低温保存导致花粉死亡的主要原因是) 在冷冻过程中! 细胞内的水分形成冰晶! 导致

细胞膜受损! 花粉失活'

'!

(

& 花粉既具有耐干旱性又有对水分缺失的敏感性! 失水过多也会导致花粉死

亡! 故选取合适的干燥时间将其含水量控制在一定范围至关重要&

K43%6L

'

'*

(研究
!$',84.)* #%&3%*)*

的花

粉超低温保存时! 发现投入液氮前干燥
! %

! 花粉具有最大活力& 陈珊'

'#

(利用
"1E $

和
"'J$ $

保存经过

干燥的蜡梅不同基因型的花粉! 保存
' <

后仍具有较高活力! 部分基因型甚至可以保持
"EH

以上& 本研

究中亦发现) 以干燥
" %

保存
!

个月后! 蜡梅花粉活力最高! 而用同样方法保存的夏蜡梅与光叶红蜡梅

花粉未检测到活力& 这可能是由于蜡梅花期为冬季! 本身活力维持时间较长且含水量相对较低'

'$

(

% 而夏
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1#J



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
#%

月
!"

日浙 江 农 林 大 学 学 报

蜡梅与光叶红蜡梅花期为夏季! 花粉活力丧失较快且含水量较高" 从授粉后花粉在柱头上的萌发和花粉

管的生长来看! 超低温保存的蜡梅花粉可以应用于远缘杂交# 而夏蜡梅与光叶红蜡梅花粉保存后未检测

到活力! 不能应用于远缘杂交! 今后应进一步改进花粉保存方法"

远缘杂交一般存在受精前障碍和受精后障碍" 受精前障碍起因于柱头与花粉的相互作用! 花粉粒不

能萌发或萌发出的花粉管半途停止生长! 不能到达胚囊完成受精等# 受精后障碍主要是不能获得杂种种

子或杂种不活! 大多由于胚乳与胚发育不协调或胚败育$

&'!&(

%

" 受精前障碍可以通过改进授粉技术加以克

服! 而受精后障碍可以通过杂种胚离体培养克服 $

#)!!#

%

" 在蜡梅科中! 美国蜡梅和夏蜡梅属间杂交$

*

%

& 蜡

梅属种间杂交$

'!(

%均存在受精后障碍! 主要原因为杂种胚胚乳发育滞后" 本研究发现! 尽管蜡梅属与美

国蜡梅属和夏蜡梅属存在显著的花期不遇! 利用离体超低温保存的花粉具有一定的活力可以有效克服!

进行授粉部分组合表现出一定的杂交亲和性! 但所有组合最终均未获得杂种种子" 以美国蜡梅属光叶红

蜡梅和夏蜡梅属夏蜡梅分别为母本! 蜡梅为父本! 父本花粉均能萌发! 花粉管能在花柱中生长并最终到

达胚囊! 说明属间杂交不存在受精前障碍! 杂交障碍存在于受精后"

很多植物间的远缘杂交具有单方向性"

+,-./0

$

!!

%进行龙面花属
!"#"$%&

的种间杂交时发现! 只有当

!' ()"*&+$

做母本!

!' &+%$),&-.&

做父本时! 杂交具有亲和性! 而反交则无亲和性#

1/,234,

$

!5

%在欧洲栓皮

栎
/0"-,0$ $01"-

种间杂交授粉中发现!

/' $01"-

与
/' %2"3

杂交只有单方向亲和! 即
/' %2"3

作母本时亲

和! 可产生杂交种子"

6789/2,

$

!:

%进行车轴草属不同倍性的
4-%()2%0# .-"*"+$"

'

!3

!

:3

(与
5

个野生种'

4'

&2."$*-"

!

4' #"5%0#

和
4' $&-)$%"+$"

(杂交! 发现只有用四倍体的
4' .-"*"+$"

做母本
; 4' #"5%0#

做父本

时! 具有亲和性! 反交则杂交不亲和" 而蜡梅属与美国蜡梅属& 蜡梅属与夏蜡梅属属间杂交是否存在这

一现象! 还需要进一步研究"

初步结论) 研究了蜡梅科属间杂交亲和性! 验证了以超低温保存蜡梅花粉在杂交中的可行性! 而以

同样方法不能保存夏蜡梅和美国蜡梅花粉# 美国蜡梅属与蜡梅属& 夏蜡梅属与蜡梅属属间杂交正交具有

一定的亲和性! 不存在受精前障碍! 受精后障碍的具体表现及其原因则需进一步研究"
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浙江农林大学承担的!千村故事" #五个一$ 行动计划全面启动

!%L$

年
V

月
P

日' (千村故事) *五个一+ 行动 %寻访传统故事,,,编撰一套丛书- 触摸历史脉

搏,,,形成一个成果- 定格乡土印象,,,摄制一碟影像- 回味乡愁记忆,,,推出一馆展示- 构建精神家

园,,,培育一批基地$计划培训会议在杭州之江饭店召开' 来自全省市县农办分管领导和业务骨干
_%%

余人参加了培训会. 会议由浙江省农办副主任严杰主持' 浙江农林大学副校长金佩华' 以及(千村故事/

0五个一1 行动计划各项目负责人2 专家' 行动计划工作室成员参与了培训会. 会上' 金佩华代表学校

做了培训前讲话. 他指出' 3千村故事/ *五个一+ 行动计划意义重大' 一个古村落就是一段历史' 一幢

古建筑就有一个故事. 现代社会进程中' 历史文化村落衰败消失' 传统建筑满目疮痍' 乡土文化加速流

失. 我辈有责任保护和传承. (千村故事/的立项就是为了挖掘2 整理和记忆浙江历史村落文化遗存' 并

用故事体裁2 通俗生动的语言' 记录下来' 最终形成一部 *故事与史志结合+ 的2 展现浙江古村落文化

的系列编著. 浙江农林大学协同国内外2 省内专家' 成立了 (千村故事/ *五个一+ 行动计划专家委员

会' 组建了(千村故事/工作室' 集全校之力' 并协同校内外各种资源' 组建了 *五个一+ 行动计划研究

团队' 分解了 *五个一+ 项目' 落实到课题组和责任人' 建立了(千村故事/每周例会制度.

据悉' 该行动计划实施时间为
!_

个月' 成立了由浙江省委省政府分管领导牵头' 浙江省农办2 浙

江省财政厅2 浙江农林大学等相关单位领导参加的指导委员会' 浙江农林大学负责承担有关具体工作.
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