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年生薄壳山核桃优良品种&金华'的新鲜花粉为试材!采用离体培养法!研究了不同复水时间(不同培

养基组分(不同培养温度及培养时间对薄壳山核桃花粉萌发和花粉管生长的影响)结果显示$"
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萌发试验前进行
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在一定浓度范围内均具有促进花粉萌发和花粉管生长的作用!但浓度过高则起抑制作

用)"
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#正交试验结果经实验验证表明!薄壳山核桃花粉萌发和花粉管生长的最适培养基为
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!最佳培养条件为
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下恒温培养
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!此时的花粉萌发率高达
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!花粉管平均长度为
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#植物!是世界著名的干

果树种之一)中国对薄壳山核桃的引种栽培已有

#""

多年历史!收集品种
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多个!但其产业远不能

满足国内市场需求+
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)薄壳山核桃为雌雄同株异花

植物!掌握不同品种的花粉特性!是合理配置授粉

树(提高坐果率的重要依据)目前已有对薄壳山核
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桃花粉活力的报道!但其研究均局限于
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等染色法+
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!由于染色法只能反映花粉的代谢情况

或营养物质含量!且颜色判断误差较大!并不能直接

准确地表现花粉的活力+
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,认为花粉

离体萌发法提供的条件与花粉在柱头萌发的条件更

为接近!是检测花粉活力最为可靠的方法)本实验

研究了薄壳山核桃花粉离体萌发的最佳培养基及不

同温度(不同时间对花粉萌发率和花粉管生长的影

响!旨在为科学授粉和杂交育种提供理论依据)
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材料和方法
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试验以南京绿宙薄壳山核桃科技有限公司六合

基地
&

年生薄壳山核桃优良品种&金华'为材料!在

花药变黄时及时采摘雄花花序!放入硫酸纸袋中迅

速带回实验室!将其摊在硫酸纸上!置避风干燥处!

次日花药即可散粉)用
#!"

目药典筛筛出花粉!装

入真空防水密封袋中!放在
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冰箱冷藏备用)
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花粉培养法

花粉采用液体培养法+
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)在凹槽载玻片上滴加
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液体培养基!用大头针蘸取适量花粉使其均

匀地撒在培养基上!将载玻片放入铺有湿润脱脂棉

的培养皿内!在黑暗(
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条件下保湿培养)用
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光学显微镜观察!每个玻片随机选取
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个不重复的视野!每个视野花粉数不少于
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个!以

花粉管长度大于花粉粒直径视为萌发!并选取
*"

个

测定花粉管长度)各试验均重复
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次)

萌发率
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"已萌发花粉数-花粉总数#
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试验设计
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最佳复水时间的选择
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#测定不同复水时间花粉的

萌发率)以下试验则均在复水最佳时间后进行)
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单因素试验
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以
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培养基为基本培养基!

在探讨每个影响因子时!以不加该物质为对照!设置

不同浓度梯度!其余因子均以
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培养基为假设最

适值)
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最适培养基的选择
!

在单因素试验的基础

上!选取对薄壳山核桃花粉萌发影响较大的因子设

计正交试验!以确定不同培养基组分的最佳组合)
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最佳培养条件的选择
!

采用最适培养基!设

置不同的温度和时间梯度"温度设置为$
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#!对薄壳山核桃花粉进行离体培养!以确定其

萌发和花粉管生长的最适条件)
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数据分析

试验结果用
VGVV#+-"

软件进行显著性分析)
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结果与分析
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复水时间对薄壳山核桃花粉萌发和花粉管生

长的影响

由图
#

可见!未做复水处理的花粉萌发率很低!

仅为
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)通过复水处理后!花粉萌发率显著升

高"图
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#)复水
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后!萌发率达最高值
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为对照的
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倍)复水
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#!,

!萌发率基本不

变)不同复水时间后!在相同培养基下!花粉管生长

无显著差异)因此!薄壳山核桃品种&金华'的花粉

萌发最佳复水时间为
),

)
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不同培养基组分对薄壳山核桃花粉萌发和花

粉管生长的影响

9-9-8
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蔗糖
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从图
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可看出!蔗糖是薄壳山核桃花

粉萌发必不可少的组分!在不含蔗糖的培养基中!花

图
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复水时间对薄壳山核桃花粉萌发和花粉管生长的影响
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粉均未萌发)随着蔗糖浓度的提高!&金华'花粉萌

发率显著升高!花粉管长度也显著增加)当蔗糖浓

度达
#*/

时!花粉管长度最大"
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#!但此时

萌发率并未达到最高值)当蔗糖浓度达
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时!花

粉萌发率最高"
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#!对应的花粉管长度为
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)方差分析结果表明!当蔗糖浓度为

!"/

(

!*/

(

$"/

时!花粉萌发率和花粉管长度无显
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在一定浓度范围内!&金华'花粉萌发率

和花粉管的生长随硼酸浓度的增加而增加!但超过

一定浓度则起抑制作用)当硼酸浓度为
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时!

花粉萌发率最高"
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硼酸浓度大于
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时!花粉萌发和花粉管生长受

显著抑制)花粉管生长的适宜硼酸浓度范围为
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!此时花粉管长度为
!!*-$%

"

!$%-+#

#

8

"图
$

#)

9-9-:

!

钙
!

外源钙对薄壳山核桃花粉萌发的影响

趋势与硼相似!在一定浓度范围内对花粉萌发和花

粉管生长起促进作用"图
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明显伸长)当
34

"

52

$

#

!

*

)0

!

2

浓度达到
"-"*/

时!花粉萌发率最高!即
&#-+&/

!为对照的
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!6浓度大于
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时!花粉萌发率显著下降!

花粉管生长也有相同变化趋势)方差分析结果表
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薄壳山核桃花粉萌发的最适培养基的筛选
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因子为蔗糖(
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/

$

"-"*

#!

34

"

52

$

#

!

*

)0

!

2

及因素间的交互作用均不显著"

/

#

"-"*

#)进一步

做平方和比较分析!蔗糖各浓度下&金华'的花粉萌

发率及花粉管长度平方和以
!"/

最高!

0

$

12

$

以

"-"$/

最高!

34

"

52

$

#

!

*

)0

!

2

以
"-"*/

最高!故

最佳培养基组合为
!"/

蔗糖
6"-"$/ 0

$

12

$

6

"-"*/ 34

"

52

$

#

!

*

)0

!

2

)但该组合在正交试验

中并未出现!表
#

中最佳组合为
#$

号!即
!"/

蔗糖

6"-"!/ 0

$

12

$

6"-"*/ 34

"

52

$

#

!

*

)0

!

2

)为

找出最佳培养基组合!用
!"/

蔗糖
6"-"$/ 0

$

12

$

6"-"*/ 34

"

52

$

#

!

*

)0

!

2

的培养基增加一组试

验)结果表明!

!"/

蔗糖
6"-"$/ 0

$

12

$

6"-"*/

34

"

52

$

#

!

*

)0

!

2

与
!"/

蔗糖
6"-"!/ 0

$

12

$

6

"-"*/34

"

52

$

#

!

*

)0

!

2

的培养基下!无显著差异)

因此!薄壳山核桃品种&金华'的花粉萌发和花粉管生

长的最佳培养基组合均为$

!"/

蔗糖
6"-"!/

"

"-"$/ 0

$

12

$

6"-"*/ 34

"

52

$

#

!

*

)0

!

2

)

9-;

!

不同培养条件对薄壳山核桃花粉萌发和花粉

管生长的影响

采用正交试验筛选出的最佳培养基!在不同温

度下分别培养
$

(

&

(

#!

(

!)

(

).,

!比较不同温度下薄

壳山核桃花粉的萌发特性)结果表明!当温度较低

为
!"7

时!花粉生长较为缓慢"图
&

!

:

#!

"

"

).,

一直处于增长状态!但萌发率和花粉管长度均较低!

).,

时花粉萌发率为
$&-**/

!花粉管长度为
#$*-

&*

#

8

)

!*7

培养花粉生长良好!萌发率显著高于

其他温度下的萌发率"图
*

!

:

%图
&

!

1

(

I

#!培养
!),

花粉萌发率趋于稳定!为
&!-!./

!此时花粉管长度

为
!)%-%.

#

8

!与
).,

无显著差异)当温度高于
$"

7

时!花粉萌发速率及花粉管生长速率均明显加快!

表
8

!

薄壳山核桃花粉萌发
<

9=

"

*

$

#正交试验结果

X4[LK#

!

GELLKC

D

KJ8?C4O?ECJ4OK4CQO>[KLKC

D

O,?C@

!*

"

*

$

#

EJO,E

D

EC4LQKN?

D

CKb

Y

KJ?8KCO

编号

VKJ?4LC>8[KJ

蔗糖

V>PJENK

-

/

0

$

12

$

-

/

34

"

52

$

#

!

*

)0

!

2

-

/

萌发率

<KJ8?C4O?EC

J4OK

-

/

花粉管长度

GELLKCO>[K

LKC

D

O,

-

#

8

# " " " " "

! " "-"# !" " "

$ " "-"! $" " "

) " "-"$ )" " "

* " "-") *" " "

& #* " "-"! !.-*! #."-++

+ #* "-"# "-"$ $)-)$ #%$-"*

. #* "-"! "-") *#-). !#*-$&

% #* "-"$ "-"* *+-.# !!"-*%

#" #* "-") " $!-") #.$-!$

## !" "-" "-"$ *"-%# #.%-+!

#! !" "-"# "-") **-"& #%*-$$

#$ !" "-"! "-"* +)-)& !*.-.)

#) !" "-"$ " &)-&$ !$%-+"

#* !" "-") "-"! *%-"! #+)-%$

#& !* " "-") )%-$) #&)-"*

#+ !* "-"# "-"* *$-.. #%"-&+

#. !* "-"! " *%-#* !"!-&$

#% !* "-"$ "-"! &#-&) !".-!+

!" !* "-") "-"$ *#-)" #+&-&%

!# $" " "-"* *!-$& #*#-!*

!! $" "-"# " )%-&& #."-%$

!$ $" "-"! "-"! *#-$! !"$-%.

!) $" "-"$ "-"$ **-+$ !"&-#.

!* $" "-") "-") ).-") #+%-$*

aV !%+$-!* #*$-*& &!-*&

0 #!*-+)

"

&-)%

"

!-&*

!!

注$

"

表示在
"-"*

水平下差异极显著)

5EOK

$

"

JK

Y

JKNKCONO,KN?

D

C?M?P4COQ?MMKJKCPKN4O"-"*LKRKL-

%#%#
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图
*

!

不同温度及培养时间对薄壳山核桃花粉萌发和花粉管生长的影响

I?

D

-*

!

X,KKMMKPOEMQ?MMKJKCOOK8

Y

KJ4O>JK4CQO?8KEC

Y

ELLKC

D

KJ8?C4O?EC4CQO>[K

D

JEFO,

图
&

!

薄壳山核桃花粉离体萌发状况

:

"

H-

不同温度下薄壳山核桃花粉的萌发状况$

#-!"7

%

!-!*7

%

$-$"7

%

)-$*7

%

*-)"7

%

I-

正常萌发的花粉%

<-

高温下花粉管内含物溢出%

0-

未复水的花粉粒

I?

D

-&

!

GKP4C

Y

ELLKC

D

KJ8?C4O?EC%'+%,#(

:

"

H-HMMKPOEMOK8

Y

KJ4O>JKEC

Y

KP4C

Y

ELLKC

D

KJ8?C4O?EC

$

#-!"7

%

!-!*7

%

$-$"7

%

)-$*7

%

*-)"7

%

I-5EJ84L

D

KJ8?C4O?EC

EM

Y

KP4C

Y

ELLKC

%

<-2RKJMLEFEM

Y

ELLKC?CPL>N?ECN4O,?

D

,OK8

Y

KJ4O>JK

%

0-GELLKC

D

J4?CF?O,E>OJK,

T

QJ4O?EC

但花粉管破裂萎缩也逐渐增多!整体平均萌发率呈现

先上升后下降的趋势!且温度越高!萌发速率越快!花

粉管破裂也越多"图
&

!

3

"

H

(

<

#)

$"7

(

$*7

和
)"

7

的花粉萌发的持续时间分别为
!)

(

#!

(

&,

"图
*

!

:

#!最高萌发率分别为
)*/

(

#.-&#/

(

##-*)/

%花粉

管长度平均最大值分别出现在
!)

(

#!

和
&,

"图
*

!

1

#!分别为
!#"-)*

(

!"*-*&

和
#%%-++

#

8

)因此!薄

壳山核桃品种&金华'的花粉萌发最佳培养温度为

!*7

!最佳培养时间为
!),

)

$

!

结论与讨论

薄壳山核桃为风媒花植物!新鲜未经复水处理

的花粉粒表面干瘪下凹)

I?JEC

等+

%

,认为花粉的水

分状况与花粉发育和萌发息息相关)几乎所有种类

的虫媒花花粉成熟前经历一系列的脱水过程!如西

葫芦花粉在孢子阶段含水量高达
)$/

!而花粉成熟

后脱水大幅下降至
#$/

)

5K

Y

?

等+

#"

,将花粉分为两

类$部分脱水花粉"

Y

4JO?4LL

T

QK,

T

QJ4OKQ

Y

ELLKC

!
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即花粉含水量
$

$"/

%部分水合花粉"

Y

4JO?4LL

T

,

T

(

QJ4OKQ

Y

ELLKC

!

G0G

#!即花粉含水量
#

$"/

)本次

试验由于样品量有限!未能进行花粉含水量测定!但

根据其复水处理后!萌发率大幅增加!可推断其为部

分脱水型花粉)

3JEFK

等+

##

,认为若将干燥的花粉

直接放在培养基中!由于花粉体积极小!对培养基极

其敏感!迅速吸胀容易破坏细胞膜的完整性而影响

花粉活力)因此!对花粉离体培养前!将其暴露在

-.

较高的环境下进行适当的复水处理!花粉水合

过程缓和!细胞骨架松散!膜的相变也降至最低化!

有利于花粉的萌发+

#!

,

)本试验表明!将薄壳山核桃

花粉在
-. %̂+/

条件下复水处理
),

!其萌发率可

显著提高)

蔗糖对花粉萌发和花粉管生长由明显的促进作

用!它既是花粉萌发和花粉管生长的营养物质!同时

又是参与花粉代谢和跨膜运输的碳源+

#$

,

)但蔗糖

浓度应控制在一定范围内!过低花粉壁易破裂!过高

又会造成代谢物堆积抑制萌发)本试验表明!蔗糖

浓度为
!"/

"

$"/

时!薄壳山核桃花粉内外渗透压

保持平衡!花粉发育良好)这与其他多数研究+

#)(#&

,

结果保持一致)

花粉细胞壁中富含果胶!硼主要与果胶中的鼠

李半乳糖醛酸聚糖
(

%

"

=<(

%

#结合形成二聚体

"

Q=<(

%

(1

#!缺硼导致果胶甲酯酶活性发生改变!

酸性果胶质在顶端大量富集!造成花粉管破裂+

#+

,

)

不同植物种类花粉萌发和花粉管生长所需的最适硼

浓度是不同的!如蜡梅+

#.

,为
"-"*/

!梨+

#*

,为
"-"#/

等)本试验表明!

"-"$/

的硼酸有利于薄壳山核

桃品种&金华'的花粉的萌发!同时促进其花粉管的

生长)

34

!6是花粉管极性生长不可缺少的物质!目前

国内外研究也较为深入)粉管尖端是
34

!6集中分

布的地方!

34

放射自显影研究表明!百合花粉管尖

端
!"

#

8

处是
34

!6的富集区!这也证明
34

!6向花

粉管尖端的内流十分活跃+

#%

,

)花粉管的顶端生长

需要精确的游离钙"+

34

!6

,

?

#动态平衡!打破这种

平衡就会导致花粉管生长的抑制+

!"

,

)本试验结果

表明!

"-"*/

的
34

"

52

$

#

!

*

)0

!

2

浓度下!薄壳山

核桃品种&金华'的花粉发育状况最佳)这与吴开志

等+

!#

,的研究结果基本一致)

在一定范围内!薄壳山核桃花粉萌发受温度调

控非常明显)温度低于
!"7

!花粉萌发和花粉管生

长缓慢!温度高于
$"7

!花粉代谢加快!但花粉管破

裂!同样不利于花粉生长)不同植物花粉萌发的最

适温度有所差异!拟南芥+

!!

,为
!!7

!棉花+

!$

,为
$!

7

!这与不同花粉细胞膜的热稳定性有关)本试验

研究梯度下!

!*7

为薄壳山核桃品种&金华'花粉萌

发的最适温度)因此!在实际生产中对薄壳山核桃

进行人工辅助授粉!不宜在温度偏低的早晨及温度

过高的正午)

总之!本试验结果表明!薄壳山核桃花粉离体萌

发前需在
-. %̂+/

的条件下复水
),

!最佳培养基

组合为$

!"/

蔗糖
6"-"!/

"

"-"$/ 0

$

12

$

6

"-"*/ 34

"

52

$

#

!

*

)0

!

2

!最适培养条件为
!*7

下恒温培养
!),

)此时的花粉萌发率为
+)-)&/

!

花粉管平均长度为
!*.-.)

#

8

)
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