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不同贮藏温度下大别山五针松花粉活力的变化
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Abstract: By means of MTT staining method, pollen viability of Pinus dabeshanensis C. Y. Cheng et Y. W. Law stored
for 1-170 d under conditions of room temperature (20 益-28 益), 4 益 and -20 益 was measured. The result shows that
pollen viability of P. dabeshanensis is 95. 97% during pollen flourishing period. When storage for 7 d at different
temperatures, pollen viability is still over 90% . Pollen viability decreases to 40. 33% when storage for 75 d at room
temperature, while that decreases to 81. 67% and 73. 33% when storage for 75 d at 4 益 and -20 益, respectively. But
when storage for 115 d at different temperatures, pollen viability is lower than 20% . It is indicated that short鄄term (one
month) storage at room temperature is suitable to keep pollen viability of P. dabeshanensis, but 4 益 is more suitable for
keeping pollen viability for longer time.
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摇 摇 大别山五针松(Pinus dabeshanensis C. Y. Cheng et Y. W.
Law)为松科(Pinaceae)松属(Pinus Linn.)植物,自然种群数量

极少,目前仅发现在安徽省岳西县大王沟海拔 900 ~ 1 300 m
阴坡和半阴坡有相对集中的分布,种群规模计 200 余株,且多

为成年个体,林下幼苗极少,自然更新困难,为中国特有珍稀

树种之一[1] 。 大别山五针松常在每年 3 月份至 4 月份形成花

芽,5 月中下旬花粉成熟并散发,花粉具气囊,此时雌球花张开

接受传粉,球果翌年 9 月成熟[2] 。 据作者近年的调查,大别山

五针松种子败育率较高,且种子质量较低,这也是该种类濒危

的重要原因之一。
花粉为雄配子体,其活力和寿命对授粉、受精、种子产量

和质量具有直接影响[3] ;花粉活力主要受植物自身遗传特性

和外界因素的影响,尤其受温度的影响[4] ;而花粉的贮藏、活
力以及受精能力等是人工授粉的关键。 作者近年的野外观察

结果表明,大别山五针松的传粉过程易受雨季影响,导致雌球

花不易受粉,从而影响结实。
韩建伟等[5]对大别山五针松花粉的离体萌发能力进行了

研究,但目前对如何有效贮藏其花粉以及贮藏温度对大别山

五针松花粉活力的影响尚不清楚。 为此,作者对不同温度条

件下贮藏不同时间的大别山五针松的花粉活力进行了测定,

以期筛选出适宜于较长时间保存大别山五针松花粉的温度条

件,为解决大别山五针松传粉期花粉不足问题及其人工授粉

和种质资源保存技术的研究提供基础数据。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

供试大别山五针松花粉于 2013 年 5 月 13 日(盛粉期)采
自安徽省岳西县大王沟的栽培植株,取新鲜不黏手的花粉进

行实验。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 花粉贮藏条件设置摇 轻取雄球花并放入纸袋内,自然

干燥后去除杂质,分装至具塞小瓶中并放入适量的硅胶,分别

置于室温(2013 年 5 月份、 9 月份和 10 月份的平均气温为

20 益;6 月份的平均气温为 25 益;7 月份和 8 月份的平均气温

为 28 益)、4 益和-20 益条件下贮藏,分别于贮藏 1、3、5、7、9、
11、15、20、30、60、75、115 和 170 d 时取样观察花粉活力。
1. 2. 2 摇 花粉活力测定 摇 采用 MTT 染色法[6] 测定花粉活力。
在载玻片上滴 1 滴质量体积分数 0. 5%MTT 溶液,取适量花粉

与其混合,加盖玻片后室温放置 15 min;用 BM2000 显微镜(江

收稿日期: 2015-08-25
基金项目: 国家林业公益性行业科研专项(201304314); 安徽省教育厅自然科学重点项目(KJ2016A437)
作者简介: 项小燕(1981—),女,安徽桐城人,博士,副教授,主要从事植物系统进化及植物资源保护等方面的研究。
淤通信作者 E鄄mail: wugl@ sina. cn



南永新光学有限公司)观察花粉的染色情况,有活力花粉呈蓝

色,无活力花粉未染色。每个处理选择染色均匀的区域镜检

6 个视野,各重复 3 次。
1. 3摇 数据处理与分析

按照公式“花粉活力 = (染色花粉粒数 /花粉粒总数) 伊
100% 冶计算花粉活力。 采用 EXCEL 2003 软件对实验数据进

行处理。

2摇 结果和分析

在室温、4 益和-20 益条件下分别贮藏 1、3、5、7、9、11、15、
20、30、60、75、115 和 170 d 的大别山五针松花粉活力变化见表

1。 结果显示:在不同温度条件下,大别山五针松的花粉活力

均随贮藏时间的延长而逐渐降低。 贮藏 1 d 时,贮藏于不同温

度下的花粉活力均较高,平均花粉活力为 95. 97% ;贮藏 3 和

5 d 时, 贮藏于室温下的花粉活力基本不变, 但贮藏于 4 益和

-20 益条件下的花粉活力略降低;贮藏 7 d 后,贮藏于不同温

度下的花粉仍保持较高活力,在室温、4 益和-20 益条件下平

均花粉活力分别为 95. 62% 、93. 69%和 92. 35% ;贮藏 60 d 时,
室温贮藏的花粉活力降幅最大,平均花粉活力降至 72. 93% ,
而 4 益 和-20 益 条件下平均花粉活力分别降至 83. 75% 和

83. 90% ;贮藏 60 d 后,在室温条件下的花粉活力急剧下降,在
-20 益条件下的花粉活力也明显下降,贮藏 75 d 时平均花粉

活力分别降至 40. 33% 和 73. 33% ,而 4 益条件下平均花粉活

力仍保持 81. 67% ;贮藏 115 d 时,不同贮藏温度下平均花粉活

力均急剧下降,其中 4 益条件下平均花粉活力降至 18. 11% ,
而室温下平均花粉活力仅为 5. 68% ;贮藏 170 d 时,各贮藏条

件下花粉均无活力。

表 1摇 在不同贮藏温度下大别山五针松花粉活力的变化(軍X依SE)
Table 1摇 Change in pollen viability of Pinus dabeshanensis C. Y. Cheng et Y. W. Law at different storage temperatures (軍X依SE)

贮藏温度
Storage temperature

不同贮藏时间的花粉活力 / % 摇 Pollen viability at different storage times

1 d 3 d 5 d 7 d 9 d 11 d 15 d

室温 Room temperature 95. 97依0. 53 95. 96依0. 64 95. 95依0. 65 95. 62依0. 20 95. 34依0. 24 94. 24依1. 07 94. 22依0. 34
4 益 95. 97依0. 53 94. 85依0. 15 93. 95依0. 27 93. 69依0. 23 92. 99依0. 10 92. 98依0. 21 90. 10依0. 17
-20 益 95. 97依0. 53 94. 51依0. 24 93. 48依0. 48 92. 35依0. 43 91. 60依0. 44 89. 07依1. 75 87. 05依1. 07

贮藏温度
Storage temperature

不同贮藏时间的花粉活力 / % 摇 Pollen viability at different storage times

20 d 30 d 60 d 75 d 115 d 170 d

室温 Room temperature 93. 80依0. 49 92. 91依0. 57 72. 93依1. 71 40. 33依1. 29 5. 68依1. 74 0. 00依0. 00
4 益 85. 78依1. 05 85. 11依0. 98 83. 75依0. 99 81. 67依0. 87 18. 11依1. 02 0. 00依0. 00
-20 益 85. 54依0. 92 85. 42依0. 87 83. 90依1. 73 73. 33依2. 38 12. 07依1. 55 0. 00依0. 00

3摇 讨论和结论

花粉活力常用的检测方法为 TTC 染色法[7-8] 。 但该方法

需要将花粉和染色液在恒温条件下混合并保温一段时间,因
而操作要求较高。 而本研究选用的 MTT 染色法只需将花粉和

染色液混合后置于室温条件下放置 15 min 即可检测出花粉活

力,是一种灵敏度高、经济、快速的花粉活力检测方法,尤其适

合野外条件下花粉活力的检测,该方法已在其他植物花粉活

力研究中得到验证[6] ,并被认为是与花粉实际萌发率最为接

近的一种花粉活力测定方法[9] 。
韩建伟等[5]的研究结果表明:在最适条件下大别山五针

松离体花粉的萌发率仅为 33. 15% ,远低于采用 MTT 染色法

获得的花粉活力检测结果,其原因是离体萌发研究所用的花

粉在采集后需经过较长时间的运输,花粉活力整体降低并可

能影响离体萌发结果(未发表数据),但是否还有其他因素影

响花粉萌发率,则有待进一步研究。
花粉活力通常随贮藏时间的延长而降低,并因贮藏方法

不同而异[10] 。 大别山五针松花粉活力也具有同样的变化趋

势。 采集当天大别山五针松花粉活力最高(为 95. 97% ),室温

条件下其花粉活力在贮藏 60 d 时仍达到 72. 93% ,但室温条件

下贮藏 60 d 后其花粉活力急剧下降,此时正值 7 月中旬,较高

的室温可能加速了花粉的呼吸作用,从而使花粉活力快速下

降;而在 4 益条件下贮藏 75 d 时大别山五针松的花粉活力仍

较高,为 81. 67% ,贮藏 115 d 时其花粉活力才明显下降,说明

大别山五针松的花粉活力也因贮藏条件不同而异。
物种濒危是多因素共同作用的结果,其中雄配子发育异

常是很多物种濒危的重要因素之一[11] 。 新采集的大别山五针

松花粉活力高达 95. 97% ,表明其雄配子发育正常。 项小燕

等[2]的研究结果表明:大别山五针松散粉期常受到雨季的影

响,易造成花粉活力下降及花粉密度降低,雌球花受粉不足,
这也是大别山五针松种子产量和质量均较低的重要原因之一

(未发表数据)。 如果在盛粉期采集花粉并进行适度的人工补

充授粉,可提高大别山五针松的受粉率,从而提高其种子的产

量和质量(未发表数据)。
综上所述,室温最有利于短期(1 个月)内大别山五针松花
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粉的保存,而 4 益贮藏则更有利于较长时间保持其花粉活力。
此外,不同温度条件下贮藏 7 d 内大别山五针松的花粉活力均

无明显降低,为该种的人工授粉提供了可能性。
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