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青钱柳花粉生活力及耐贮性的研究

冯 岚 洑香香 方升佐
(南京林业大学森林资源与环境学院)

摘要:青钱柳具有明显的花期不育性，对其自花授粉和结实产生很大的影响。本文系统研究了青钱柳花粉生活力

的测定方法、不同散粉期花粉生活力的动态变化，及不同贮藏条件下花粉的耐贮性，为开展人工授粉以解决青钱柳

花期不遇和远缘杂交等提供科学依据。结果表明:琼脂培养法较适于青钱柳花粉的贮藏，且在硼酸 10 mg /L +蔗糖
10%培养基上花粉萌发率最高;在整个散粉期间，花粉生活力的变化值呈正态分布，散粉盛期的花粉生活力最高，

可达 93. 7% ; 不同含水量、不同贮藏温度对贮藏花粉生活力的影响呈极显著差异;随着贮藏时间的增加，花粉生活

力下降;含水量为 7. 3%、花粉贮藏在 － 80℃条件下生活力最高，贮藏 4 个月花粉生活力还维持在 50%左右。
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Dichogamy is an important factor preventing the self-fertilization and fruit production of Cyclocarya
paliurus . We evaluated the methods of testing pollen viability，the dynamics of the pollen viability during
the dispersal period and the storability of pollen under different conditions，in order to provide scientific
references for artificial pollination and distant hybridization. The results showed that the agar culture was
a suitable method for testing pollen viability. The optimum culture medium was 10 mg /L boric acid with
10% sucrose. The pollen viability showed a normal distribution during the dispersal period，with the
highest germination rate of up to 93. 7% during the metaphase of the dispersal. The pollen viability
decreased with the extension of the storage period. The storage temperature and moisture content of pollen
had significant effects on its storability. The combination of a moisture content of 7. 3% and storage
temperature of － 80℃ was the best storage condition，which could retain pollen viability to about 50%
after a 4-month storage.
Key words Cyclocarya paliurus; pollen viability; storability

青钱柳(Cyclocarya paliurus(Batal. ) Iljinskaja)
系胡桃科( Juglandaceae)青钱柳属植物，为我国特有
的珍稀树种，是国家重点保护的濒危植物之一。青
钱柳是一种高大速生阔叶乔木，因其树形似柳，果实

圆形似铜钱，色青而下垂，故名“青钱柳”。其根、
枝、叶均可入药，具有明显的降血糖和血压、减肥、抗
肿瘤、抗衰老、抗过敏、清热解暑、提高人体免疫力、

促进新陈代谢等多种功效，是一个很有发展前途的

珍贵树种。
青钱柳的系统研究起步较晚 ( 20 世纪 70 年

代)，主要集中在理化成分、药用价值及饮茶保健功
效方面

［1］，而在人工培育技术方面研究较少，关于

花粉及生殖发育的研究几乎是空白。青钱柳在自然
状态下种子空粒率高，种壳骨质坚硬，且具有深休眠
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特性
［1］，严重影响了该树种的人工资源培育和开发

利用。经作者 2 年的跟踪观察发现，青钱柳花期不
遇现象很严重，有些植株雌花进入了可授期，但是雄

花还处于造孢时期;有些植株雄花进入了散粉期，但

是雌花还处在大孢子时期。这种现象在同科的美国
山 核 桃 ( Carya illinoensis )、核 桃 楸 ( Juglans
mandshurica)中普遍存在［2--3］。为此，本文开展了青
钱柳花粉生活力和耐贮性的研究，为开展青钱柳的

人工授粉提供科学依据，以期解决其花期不遇和结

实率低等实际问题。

图 1 花粉生活力测定方法的比较

Fig. 1 Comparison of testing methods on pollen viability

1 材料与方法

1. 1 材 料
南京中山植物园药用园 15 ～ 20 年生的青钱柳

雄花。
1. 2 方 法
1. 2. 1 花粉采集
在散粉期(5 月 14—18 日)，每天上午采集同一

植株中部向阳侧成熟的雄花序。采回后在水培条件
下收集花粉。
1. 2. 2 花粉生活力测定

1)氯化三苯基四氮唑(TTC)染色法［4--5］。在载
有花粉的载玻片上滴入浓度为 0. 5%的 TTC 溶液 2
滴，用镊子搅拌均匀，放于装有湿滤纸的培养皿内，

置于 37℃的恒温箱，2 h 后取出盖上盖玻片，在显微
镜下观察。此处理重复 3 次，每重复随机选取 5 个
视野观察并拍照，每个视野的花粉总数要大于 50
粒。处理中有生活力的花粉被染成红色。花粉生活
力 =着色花粉数量 /观察花粉数量 × 100%。

2)醋酸洋红染色法。在载有花粉的载玻片上
滴入 1 ～ 2 滴 1% 醋酸洋红溶液，用镊子搅拌均匀，
盖上盖玻片，15 min 后在显微镜下观察。有活力的
花粉被染成红色，无活力的花粉不着色(重复处理

数与花粉生活力统计同上)。
3)琼脂培养基法［6--7］。在琼脂浓度为 0. 6%、

pH 5. 8 ～ 6. 0 的溶液中，分别加入不同质量浓度的
蔗糖和硼酸。蔗糖浓度设 5 个处理: 5%、10%、

15%、20%、30% ;硼酸浓度设 3 个处理:10、100、
1 000 mg /L。将蔗糖浓度和硼酸浓度进行正交设
计，共 15 个处理。将一滴培养液滴于凹形载玻片，
用毛笔蘸少许花粉播于培养基上，置于 25℃的恒温
箱中培养 24 h，每小时观察一次。萌发的花粉管长
度超过花粉直径则定为萌发。每个处理重复 3 次，
每重复随机选取 3 个视野观察并拍照，每个视野的
花粉总数要大于 50 粒，统计花粉粒总数和已萌发花
粉粒总数。花粉生活力 = 已萌发的花粉粒数量 /花
粉粒总数量 × 100%。
1. 2. 3 花粉贮藏
将花粉收集于离心管中，于 4℃条件下用硅胶

干燥 4、13 h，用烘干法［8］测得花粉的含水量分别为
7. 3% 和 4. 0% ; 未经干燥的新鲜花粉含水量为
12. 1% (对照)。将不同含水量的花粉置于密封条
件下分别贮藏在室温、4、－ 20、－ 40、－ 80℃条件下，
用琼脂培养基法于 0、3、7、30、60、120 d 时测定花粉
的生活力。

以上试验的花粉均采用散粉盛期的新鲜花粉。
1. 2. 4 数据分析
结果数据用 SAS 软件进行方差分析及多重对

比分析。

2 结果与分析

2. 1 花粉生活力测定方法的比较
用 TTC 染色法测定新鲜花粉的生活力很低，只

有 19. 36% (图 1B、表 1)，不能正确反应花粉的生活
力;用醋酸洋红染色法和琼脂培养基法测定花粉生

活力较高，分别为 93. 66% 和 93. 88% (表 1)，且两
者测定的花粉生活力趋于一致。但由于青钱柳的花
粉本身颜色很浅，用醋酸洋红染色后，整体颜色稍稍

变深，具有生活力的花粉与无生活力的花粉颜色区

别不大，不易区分(图 1A)，因此，醋酸洋红染色法
不适于测定青钱柳花粉生活力。根据观察，琼脂培
养 6 h 最适于检测花粉生活力(图 2)。琼脂培养基
法操作简单并且检测结果直观(图 1C)，便于统计
萌发率，是比较方便简捷的花粉生活力检测方法。
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表 1 不同测定方法的花粉生活力
Tab. 1 Pollen viability with different testing methods %
测定方法 花粉生活力

醋酸洋红染色法 93. 66 a
TTC 染色法 19. 36 b

琼脂培养基法 93. 88 a

注:同列中不同字母表示在 0. 05 水平上差异显著。

图 2 琼脂培养时间对花粉萌发的影响

Fig. 2 Effects of culture time on pollen germination

2. 2 不同培养基对花粉萌发的影响
由图 3 可以看出:硼酸 10 mg /L +蔗糖 10%，花

粉萌发率最高，为 93. 7%。当硼酸浓度不变，蔗糖
浓度达到 15%时，花粉萌发率为 43%，下降了一半;
随着蔗糖浓度的上升，花粉的萌发率逐渐下降，说明

当蔗糖浓度超过 15% 会抑制花粉的萌发。当蔗糖
浓度为 10%，硼酸浓度为 100、1 000 mg /L 时，花粉
的萌发率明显下降，说明硼酸浓度超过 100 mg /L 抑
制了花粉的萌发。

图 3 不同培养基对花粉萌发的影响

Fig. 3 Effects of different culture media

on pollen germination

经方差分析可知:培养基中的硼酸浓度、蔗糖浓
度对青钱柳花粉萌发率的影响呈极显著差异(F =
751. 28，F = 252. 42，P < 0. 05);同时蔗糖浓度与硼
酸浓度之间的交互作用也具有极显著差异 ( F =
88. 98)。研究表明，蔗糖 10% +硼酸 10 mg /L 组成
的培养基花粉萌发率最高。

2. 3 不同散粉期花粉生活力的差异
青钱柳花粉于 5 月 13 日进入散粉期，历经 6 d。

根据花药的开裂程度，可分为散粉初期 ( 5 月 14
日)、散粉盛期(5 月 15—16 日)、散粉末期(5 月
17—18 日)。散粉初期与末期，花药仅有 20%开裂，
散粉盛期花药开裂程度达到 90% 以上。不同散粉
期的花粉生活力存在显著差异 ( F = 3. 07，P <
0. 05)，其中散粉盛期的花粉生活力高于散粉初期
和散粉末期。在散粉初期的花粉生活力较低，只有
83. 8% ;随着散粉的持续进行，花粉进入散粉盛期，
而此时花粉生活力升高并达到最大值 93. 7% ;随
后，花粉的生活力开始下降，直至散粉末期，花粉生

活力为 82. 7%。在整个散粉过程中，花粉生活力的
平均值呈正态分布(图 4)。

图 4 散粉期青钱柳花粉的生活力

Fig. 4 Pollen viability during dispersal period

2. 4 贮藏条件对花粉生活力的影响
2. 4. 1 花粉含水量对花粉耐贮性的影响
青钱柳花粉在不同含水量下，其生活力随时间

的变化差异显著。从表 2 可以看出，在室温条件下，
花粉的生活力急剧下降:贮藏 3 d 时含水量为 7. 3%
的花粉的生活力降至 30%左右，含水量为 12. 1%和
4. 0%的花粉降至 20%左右;贮藏 7 d 时，萌发率为

1. 01% ～ 2. 23%。在 4℃条件下贮藏的花粉，生活
力下降趋势较缓:含水量为 12. 1% 和 4. 0% 的花粉
变化趋势基本一致，贮藏 7 d 时，生活力都为 64%左
右;而含水量为 7. 3% 的花粉生活力为 71. 24%。
4℃条件下贮藏 30 d，含水量为 12. 1%和 4. 0%的花
粉生活力降至 30%左右，含水量为 7. 3% 的花粉还
有 60%左右的生活力。

－ 20、－ 40℃条件下贮藏的花粉，生活力下降较
慢。贮藏 30 d，3 种含水量的花粉生活力下降趋势
基本相同，都降至 60%左右;贮藏 120 d 时，含水量
为 7. 3% 的花粉生活力为 39. 74% ～ 48. 24%，而含
水量为 12. 1% 和 4. 0% 的花粉生活力还不到 16%
( － 40℃、含水量为 4. 0% 的除外)。由此说明含水
量为 7. 3%更有利于花粉的贮藏。

－ 80℃条件下贮藏的花粉，贮藏 7 d 生活力变
化不大。贮藏 30 d 时，含水量为 12. 1%的花粉生活
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力开始明显下降，降至 73. 68%，其他含水量的花粉
仍保持 85%以上的生活力。随后，含水量为 12. 1%
和 4. 0%的花粉生活力下降趋势一致，120 d 时花粉
生活力为 20%左右，而含水量为 7. 3% 的花粉仍保

持 50. 14%的较高生活力。由此说明，花粉含水量
过高或过低都不利于青钱柳花粉的贮藏。经多重比
较分析可知，含水量 7. 3% 的花粉生活力都维持一
个较高水平。

表 2 不同含水量、贮藏温度下青钱柳花粉生活力
Tab. 2 Pollen viability of C. paliurus with different moisture contents and storage temperatures

含水量 /% 温度 /℃
花粉生活力 /%

对照 3 d 7 d 30 d 60 d 120 d
4. 0 室温 93. 71 20. 97 dB 1. 01 cA 0 0 0

4 93. 71 77. 32 cB 63. 37 bB 29. 89 cB 5. 68 dB 0
－ 20 93. 71 84. 97 bB 83. 66 aA 59. 68 bB 38. 52 cB 13. 56 cB
－ 40 93. 71 88. 35 aB 84. 23 aB 60. 79 bB 51. 78 bB 37. 17 aB
－ 80 93. 71 91. 38 aA 85. 73 aB 85. 73 aB 58. 12 aB 24. 35 bB

7. 3 室温 93. 71 30. 21 dA 2. 23 eA 0 0 0
4 93. 71 82. 69 cA 71. 24 dA 58. 45 dA 37. 22 dA 4. 64 d

－ 20 93. 71 88. 36 bA 82. 14 cA 64. 24 cA 51. 46 cA 39. 74 cA
－ 40 93. 71 91. 53 aA 89. 11 bA 72. 27 bA 61. 82 bA 48. 24 bA
－ 80 93. 71 92. 13 aA 91. 45 aA 86. 54 aA 74. 32 aA 50. 14 aA

12. 1 室温 93. 71 21. 13 dB 1. 12 dA 0 0 0
4 93. 71 78. 35 cB 64. 73 cB 31. 26 cB 6. 72 dB 0

－ 20 93. 71 86. 55 bB 84. 34 bA 60. 78 bB 39. 47 cB 11. 23 cB
－ 40 93. 71 89. 86 aB 85. 54 bB 62. 36 bB 52. 68 bB 15. 12 bC
－ 80 93. 71 90. 22 aA 88. 87 aB 73. 68 aA 58. 12 aB 19. 41 aC

注:同列中小写字母表示同一含水量下不同温度对花粉生活力影响的多重比较结果，大写字母表示同一温度下不同含水量对花粉生活力影响

的多重比较结果，不同字母表示在 0. 05 水平上差异显著。

2. 4. 2 温度对花粉耐贮性的影响
为了探讨青钱柳花粉采收后的贮藏条件，试验

中研究了不同温度对花粉耐贮性的影响。从表 2 可
以得出:含水量为 12. 1% 的花粉，在室温条件下在
第 3 天时生活力下降到 21. 13%，第 7 天不到 2% ;

在 4℃贮藏至 30 d，生活力为 31. 26%，贮藏至 60 d，

生活力仅有 6. 72% ;在冷冻条件下 ( － 20、－ 40、
－ 80℃ )生活力下降的趋势基本一致，贮藏 60 d 时，

生活力都由 93. 71% 下降到 39. 47% ～ 58. 12%，到
120 d 时，花粉生活力仅为 15%左右。

常温贮藏下，含水量为 7. 3%的花粉，第 3 天生
活力还有 30% 左右，到了第 7 天生活力仅为
2. 23% ;在 4℃贮藏条件下，花粉贮藏 30 d 生活力还
有 58%左右，相比常温贮藏，生活力下降趋势较缓
慢;在冷冻条件下，花粉都保持较高的生活力，这说

明冷冻条件更有利于青钱柳花粉的保存。经多重比
较分析，其中最好的贮藏条件是 － 80℃，含水量为
7. 3%、贮藏 120 d 花粉生活力仍保持在 50%左右。

含水量为 4. 0%的花粉在常温下 7 d 左右生活
力就只剩 1. 01%。由此可以得出:无论含水量多
少，青钱柳花粉都不宜在常温下贮藏。在 4℃下贮
藏的花粉，贮藏 30 d 时，花粉生活力还有 30%左右，
60 d 时生活力仅剩 5. 68% ;在冷冻条件下，－ 20℃

贮藏 60 d 时生活力为 40%左右，而 － 40、－ 80℃贮
藏 60 d 时生活力还有 55%左右。

试验结果表明:青钱柳花粉的耐贮性不但与花

粉含水量密切相关，同时受贮藏温度的影响也十分

显著。无论是低温还是室温，贮藏的花粉生活力均
随贮藏天数的增加而迅速降低。对于贮藏相同时间
的花粉来说，低温下花粉的生活力高于室温;对于在

低温下贮藏的花粉，含水量过高或者过低，花粉生活

力均下降较快。方差分析可知，不同贮藏温度、不同
含水量对花粉生活力变化的影响都达到极显著水

平;通过多重对比可知，含水量为 7. 3%、温度为
－ 80℃的贮藏条件较有利于青钱柳花粉的贮藏。

3 结论与讨论

在检测青钱柳花粉活力的 3 种方法中，琼脂培
养基是最适合的方法。在硼酸 10 mg /L +蔗糖 10%

条件下，青钱柳花粉萌发率最高。随着硼酸浓度和
蔗糖浓度的增加，花粉的萌发受到抑制。在花粉离
体培养中，不同植物种类所需的最适蔗糖、硼酸浓度
是不同的。如悬铃木(Platanus acerifolia)花粉最适
的培养基条件是 15%蔗糖 + 0. 01%硼酸［9］;在 3%

蔗糖 + 60 mg /L 硼酸的培养基配方下，银杏(Ginkgo
biloba ) 花 粉 的 萌 发 率 最 高［10］; 凤 梨 科
(Bromeliaceae) 植物的最适培养基浓度是 20% 蔗
糖 + 0. 001%硼酸［11］。

在青钱柳花粉整个散粉期中，花粉的生活力都

很高。尤其在散粉盛期，花粉的生活力达到最大值。
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所以在对青钱柳进行人工授粉时，特别是在解决青

钱柳雌雄花花期不遇的问题上，建议采集花粉生活

力最高的散粉盛期的花粉进行授粉。
在林业的常规育种过程中，父本花粉的生活力

及产量是应该考虑的重要因素之一。目前关于花粉
生活力的研究已有大量报道。一般认为干燥花粉贮
藏在低温、冷冻或真空下有利于花粉的保存［12］。如
飞燕草 ( Delphinium ) 花粉经 3 h 干燥后贮藏在
－ 30℃下 180 d 还有很高的生活力［13］;甜杏(Prunus
dulcis)花粉生活力在低温贮藏一年后还有 50% 左
右
［14］。这与本文研究的结果基本一致:青钱柳在干
燥 4 h 后贮藏在 － 80℃下，120 d 生活力还保持在
50%左右。在超低温( － 196℃ ) 下，保存花粉的研
究也有很多相关报道

［15］。如山龙眼属(Protea) 的
花粉在超低温下贮藏 450 d 后生活力与新鲜花粉没
有区别

［16］;与青钱柳同科的美国山核桃的花粉在超

低温下贮藏了 10 年仍具很高的生活力［17］。对于青
钱柳花粉是否适宜在超低温下贮藏的问题还有待继

续研究。
在一定含水量条件下，花粉可以得到较好的贮

藏
［18］。不同植物花粉贮藏时的最适含水量差异很
大
［19］。如沙田柚( Citrus grandis) 花粉低温贮藏的
最适含水量为 13. 5% ［20］;蔗茅(Erianthus rufipilus)
花粉含水量在 10% 以下才能较长时间保持花粉的
生活力

［21］。本研究表明，青钱柳花粉的贮藏，最适
贮藏的花粉含水量是 7. 3%，过高或过低都会使花
粉的生活力下降。这与 Luza 等［22］研究的核桃
( Juglans regia) 花粉低温贮藏的含水量不能高于
7. 5%一致。对比 3 种含水量，5 种贮藏温度，青钱
柳花粉贮藏的最适条件是含水量为 7. 3%、温度为
－ 80℃。
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