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摘要：以 ６ 个不同种柳树亲本及杂交子代个体为试验材料，采集其花粉进行离体培养以确定最佳培养条件，同时比

较离体培养法、蓝墨水染色法、Ｉ２－ＫＩ 染色法和 ＴＴＣ 染色法 ４ 种花粉活力测定方法，以期探索适合柳树不同种个体

材料的花粉活力快速检测体系。 结果表明：离体培养基中蔗糖、Ｈ３ＢＯ３和 Ｃａ（ＮＯ３） ２的质量浓度配比因柳树个体不

同而略有差异；不同培养时间对柳树花粉活力影响显著，适宜培养时间为 １０—１２ ｈ； 光照条件对离体培养影响不显

著；不同个体最适培养温度均为 ２５ ℃。 ４ 种测定方法均可对柳树花粉进行活力检测，蓝墨水染色法可代替离体培

养法对部分柳树个体的花粉活力进行快速测定。 该研究揭示了柳树不同种个体间花粉变异特点，为柳树杂交育种

工作提供了技术支持。
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　 　 柳树，是指杨柳科 （Ｓａｌｉｃａｃｅａｅ） 柳属（Ｓａｌｉｘ）所
包含的所有树种。 全世界共有 ５００ 余种柳树，主要

分布于北半球寒温带潮湿的生境中，通常表现为乔

木和灌木 ２ 种形态。 灌木柳因其萌蘖快、更新容易、
生物量高，在北美及欧洲已作为一种重要的可再

生、可持续的生物质能源作物被大面积种植［１］；而



乔木柳由于生长快，适应性强，树形优美，在中国主

要用于园林景观及木材工业原料［２］。 尽管杨树与

柳树同属杨柳科，是进行木本植物遗传学与基因组

学研究的模式树种，但其多样性的丰富程度远不及

柳树。 从表型水平上看，柳树的花型、叶型、树型、
花色、花芽、枝条颜色等变异异常丰富［３］；从染色体

水平上看，虽然杨树与柳树染色体基数均为 １９ 条，
但杨树大多为 ２ 倍体，而柳树从 ２ 倍体到 １０ 倍体均

有存在［４］。 尤为重要的是，一些灌木柳扦插后 １ ａ
即可开花，容易建立高世代的遗传谱系，可作为林

木遗传学研究的理想模式树种［５］。
花粉作为植物种质的一种形式，包含了父本全

部的基因信息，是植物生殖、遗传、进化及育种的重

要研究对象。 而花粉活力又是花粉存活、生长、萌
发及发育的前提，是植物育种成败的关键［６］。 柳树

分布广泛、种类繁多，自然条件下花期主要集中于 ３
月至 ６ 月，其种间、杂种间、亲本与杂种间花粉活力

差异较大［７］。 柳树花粉活力的保持是解决花期不

遇以及远距离杂交困难的关键，而花粉活力的测

定，则是开展遗传改良与品种选育工作的首要前

提。 虽然柳树的生物学地位尤为重要，但柳树花粉

相关研究却很少［７⁃８］。 本研究选取 ６ 个柳树不同亲

本及杂交个体开展花粉离体培养，比较不同花粉活

力测定方法，旨在揭示柳树不同个体间花粉变异特

点，为柳树杂交育种工作提供技术支持，也为下一

步柳树花粉保存与活力维持提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

试验材料为 ４ 个亲本个体与 ２ 个杂交子代个

体，包括灌木和乔木 ２ 种类型（见表 １）。 其中银柳、
簸箕柳、蒿柳×毛枝柳和簸箕柳×蒿柳采自江苏省林

业科学研究院柳树种质资源圃，垂柳和紫柳采自南

京市玄武湖公园。 ３ 月初将带有柳树花芽的花枝采

回实验室水培，室温保持 ２０—２５ ℃。 待雄花盛开

后，用毛笔轻蘸收集花粉于 ５ ｍＬ 的离心管中备用。

表 １　 供试材料信息
序号 编号 学名 拉丁名 类型

１ Ｐ１０２ 银柳 Ｓ．ａｒｇｙｒａｃｅａ 灌木

２ Ｐ６３ 簸箕柳 Ｓ．ｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ 灌木

３ ２３３３ 蒿柳×毛枝柳 Ｓ．ｖｉｍｉｎａｌｉｓ × Ｓ．ｄａｓｙｃｌａｄｏｓ 灌木

４ ２３８３ 簸箕柳×蒿柳 Ｓ．ｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ ×Ｓ．ｖｉｍｉｎａｌｉｓ 灌木

５ － 垂柳 Ｓ．ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ 乔木

６ － 紫柳 Ｓ．ｗｉｌｓｏｎｉｉ 乔木

１．２　 花粉离体培养

１．２．１　 最佳培养基筛选 　 通过前期预实验确定培

养基中琼脂质量浓度为 ７ｇ ／ Ｌ。 试验选取 Ｌ２５（５６）
正交表，对蔗糖、Ｈ３ＢＯ３和 Ｃａ（ＮＯ３） ２ ３ 个影响因子

进行优化（见表 ２）。 在双孔凹型玻片孔内滴入培养

基 ０．１ ｍＬ，用小毛笔将采取的新鲜花粉均匀散布在

培养基上，２５ ℃光照培养 １２ ｈ，统计花粉萌发率，重
复 ４ 次。

表 ２　 柳树花粉离体培养基正交试验设计

水平

因素

（Ａ） 蔗糖
（ｇ ／ Ｌ）

（Ｂ） Ｈ３ＢＯ３
／ （ｍｇ ／ Ｌ）

（Ｃ） Ｃａ（ＮＯ３） ２
／ （ｍｇ ／ Ｌ）

１ ５０ １００ １００

２ １００ ２００ ２００

３ １５０ ３００ ３００

４ ２００ ４００ ４００

５ ２５０ ５００ ５００

１．２．２　 光暗条件和最佳观测时间筛选 　 根据试验

确定的最佳培养基，分别在 ２５ ℃光照培养箱和暗培

养箱中培养，于 ０ ５，１，２，４，６，８，１０，１２，１４，１６ ｈ 进

行萌发率统计，重复 ４ 次，以确定花粉萌发是否需要

光照及最适观察统计时间。
１．２．３　 最佳培养温度的筛选　 将花粉分别于 ４，１５，
２５，３５ ℃培养于最佳培养基上，在试验确定的最佳

观测时间进行观察，统计萌发率，重复 ４ 次。
１．３　 花粉活力测定

本试验选取离体培养法、蓝墨水染色法、Ｉ２－ＫＩ
染色法和 ＴＴＣ 染色法 ４ 种常用的植物花粉活力检

测方法进行比较，以确定不同柳树个体的最适宜的

花粉测定方法。
１．３．１　 离体培养法　 在最佳培养条件下培养，显微

镜下检测花粉萌发。 滴培养基 １ 滴于载玻片中央，
用毛笔轻蘸少量花粉置于培养基上，并将载玻片放

进铺有浸湿滤纸的培养皿中。 若花粉管的长度超

出花粉的直径则视为花粉萌发。 萌发率计算公式

为萌发率＝萌发的花粉数 ／检测的花粉总数×１００％
１．３．２　 蓝墨水染色法 　 用毛笔轻蘸少量花粉置于

载玻片上，用普通蓝墨水（０ ０５ ｇ ／ ｍＬ）染色 １５ ｍｉｎ。
因活细胞膜具有选择吸收的能力，当加入蓝墨水

时，没有活力的花粉会被染色，没有被染色的花粉

则有活力。
１．３．３　 Ｉ２⁃ＫＩ 染色法　 用毛笔轻蘸少量花粉置于载
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玻片上，轻轻滴入 １％ Ｉ２－ＫＩ溶液 １ 滴，盖上盖玻片

并置于显微镜下观察。 有活力的花粉被染成蓝黑

色，没有活力的花粉为无色。
１．３．４　 ＴＴＣ 染色法　 用毛笔轻蘸少量花粉置于载

玻片上，轻轻滴入 １％ＴＴＣ 溶液 １ 滴，盖上盖玻片后

将载玻片放入恒温箱中培养，温度设置为 ２５ ℃。 １５
ｍｉｎ 后置于显微镜下观察，红色花粉为有活力，无色

的花粉则没有活力。
１．４　 数据分析

图表处理、方差与极差分析、Ｄｕｎｃａｎ 多重对比

与相关性分析利用 ＳＰＳＳ １７ ０ 与 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 软件

进行。

２　 结果与分析

２．１　 离体培养条件优化

２．１．１　 最佳培养基筛选 　 不同柳树花粉离体培养

正交试验结果统计见表 ３。 因培养基中蔗糖、Ｈ３ＢＯ３

和Ｃａ（ＮＯ３） ２质量浓度与组合不同，６ 个柳树亲本及

杂交种个体之间花粉萌发率存在显著差异 （ Ｐ ＜
０ ０５）。 同时极差分析表明各柳树不同花粉培养基

的最佳配比也存在差异（见表 ４）。 各因素对 Ｐ１０２，
Ｐ６３ 和 ２３８３ 的花粉萌发率作用大小为 Ａ＞Ｃ＞Ｂ，对
２３３３，垂柳和紫柳的作用大小为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ。 Ｐ１０２ 理

论最佳培养基组合为Ａ３Ｂ２Ｃ１，Ｐ６３ 理论最佳培养基

组合为Ａ２Ｂ２Ｃ２，２３３３ 和 ２３８３ 理论最佳培养基组合

为Ａ１Ｂ２Ｃ１，垂柳和紫柳理论最佳培养基组合为

Ａ２Ｂ４Ｃ１。 采用本试验确定的最佳理论组合对柳树

花粉进行离体培养，Ｐ１０２，Ｐ６３，２３３３，２３８３，垂柳和

紫柳 的 萌 发 率 分 别 为 ８０ ２％， ８１ １％， ７５ ６％，
６６ ８％，８２ ８％和 ８４ ７％，均高于或接近正交试验的

最高萌发率，表明各最佳组合稳定合理。

表 ３　 柳树花粉离体培养正交试验统计

试验号
因素 花粉平均萌发率 ／ ％

Ａ Ｂ Ｃ ２３３３ ２３８３ Ｐ１０２ Ｐ６３ 垂柳 紫柳

１ １ １ １ ６６ ５ ５４ ４ ０ ０ ６４ ６ ３６ ３ ６２ ５

２ １ ２ ２ ７２ ０ ５５ ９ ０ ０ ７６ １ ３７ ５ ６１ ４

３ １ ３ ３ ０ ０ １２ ７ ８４ ３ ６１ ２ ７ ７ ６８ ８

４ １ ４ ４ ３８ １ ４３ １ ３９ ８ ５４ ５ ３７ ９ ７６ ８

５ １ ５ ５ ５１ ６ ４８ ７ １４ ８ １０ ０ ４４ ２ ５３ ７

６ ２ １ ２ ６３ ７ ４０ ３ ６７ ０ ６１ １ ５６ ９ ７１ ３

７ ２ ２ ３ ５０ １ ４８ ０ ５２ ８ ６７ ４ ６２ ７ ７０ ８

８ ２ ３ ４ ０ ０ １７ ９ １ １ ２１ ３ ５９ ０ ７３ ０

９ ２ ４ ５ ２８ ８ ２６ ４ ２６ ３ ７５ ２ ６５ １ ６９ １

１０ ２ ５ １ ５２ ２ ４３ ９ ６４ ８ ６８ ８ ６３ ７ ７１ ０

１１ ３ １ ３ ３ ２ ８ ０ ７ ３ ５６ ０ ４８ ８ １ ０

１２ ３ ２ ４ １４ ４ ２ ０ ４３ ３ ６４ ４ ４４ ０ ２１ １

１３ ３ ３ ５ ０ ０ １ ０ ２８ ５ １０ ０ ０ ０ １ ０

１４ ３ ４ １ ４３ ７ ２３ ５ ９０ ３ ５１ ０ ６５ ９ ６４ ７

１５ ３ ５ ２ ０ ０ ２０ ５ ５４ ９ ６１ ５ ６８ １ ５６ ６

１６ ４ １ ４ ０ ０ ４ ２ ０ ０ ２９ ８ ４ ０ ０ ０

１７ ４ ２ ５ ０ ４ ６ ７ ２８ ９ ４５ ５ １０ ３ ０ ０

１８ ４ ３ １ ０ ０ １５ ２ ０ ０ ５７ ２ ２０ ４ ０ ０

１９ ４ ４ ２ ２ ７ １ ０ １８ ８ ６１ ５ ５ １ ０ ０

２０ ４ ５ ３ ４ ９ ２ ０ ０ ０ ４８ ２ ０ ０ ０ ０

２１ ５ １ ５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

２２ ５ ２ １ ０ ０ ０ ０ ７０ ９ ０ ０ ０ ８ ０ ０

２３ ５ ３ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

２４ ５ ４ ３ ０ ０ ０ ０ １０ ９ ０ ０ ３ ８ ０ ０

２５ ５ ５ ４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １１ ８ ２ １ ０ ０
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表 ４　 柳树花粉正交试验极差分析

材料 因素 ｋ１ ｋ２ ｋ３ ｋ４ ｋ５ Ｒ 理论最佳
Ａ ２７ ８ ４２ ４ ４４ ９ ９ ５ １６ ４ ３５ ３

Ｐ１０２ Ｂ １４ ９ ３９ ２ ２２ ８ ３７ ２ ２６ ９ １６ ４ Ａ３Ｂ２Ｃ１

Ｃ ４５ ２ ２８ １ ３１ １ １６ ８ １９ ７ ２８ ４
Ａ ５３ ３ ５８ ８ ４８ ６ ４８ ４ ２ ４ ５６ ４

Ｐ６３ Ｂ ４２ ３ ５０ ７ ２９ ９ ４８ ４ ４０ １ ２０ ７ Ａ２Ｂ２Ｃ２

Ｃ ４８ ３ ５２ ０ ４６ ６ ３６ ３ ２８ １ ２３ ９
Ａ ４５ ７ ３９ ０ １２ ３ １ ６ ０ ０ ４５ ７

２３３３ Ｂ ２６ ７ ２７ ４ ０ ０ ２２ ７ ２１ ７ ２７ ４ Ａ１Ｂ２Ｃ１

Ｃ ３２ ５ ２７ ７ １１ ６ １０ ５ １６ ２ ２２ ０
Ａ ４３ ０ ３５ ３ １１ ０ ５ ８ ０ ０ ４２ ８

２３８３ Ｂ ２１ ４ ２２ ５ ９ ４ １８ ８ ２３ ０ １３ ２ Ａ１Ｂ２Ｃ１

Ｃ ２７ ４ ２３ ５ １４ １ １３ ４ １６ ６ １３ ３
Ａ ３２ ７ ６１ ５ ４５ ４ ８ ０ １ ３ ６０ １

垂柳 Ｂ ２９ ２ ３１ ０ １７ ４ ３５ ６ ３５ ６ １８ ２ Ａ２Ｂ４Ｃ１

Ｃ ３７ ４ ３３ ５ ２４ ６ ２９ ４ ２３ ９ １２ ８
Ａ ６４ ６ ７１ ０ ２８ ９ ０ ０ ０ ０ ７０ ５

紫柳 Ｂ ２６ ９ ３０ ７ ２８ ６ ４２ １ ３６ ３ １５ ２ Ａ２Ｂ４Ｃ１

Ｃ ３９ ６ ３７ ８ ２８ １ ３４ ２ ２４ ８ １４ ９

２．１．２　 光暗条件和最佳观测时间筛选 　 以选择出

的最佳培养基为基础，６ 个不同柳树亲本及杂交种

个体在光照和黑暗 ２ 个条件下花粉离体培养的萌发

率随着培养时间变化情况如图 １ 所示。 在光照和黑

暗 ２ 种条件下，培养前期各柳树的花粉离体萌发率

均出现快速上升；随着培养时间的持续增加，花粉

离体萌发率逐渐趋于平稳。 光照和黑暗对花粉的

离体萌发率影响不大，在相同的培养时间下差异不

显著（Ｐ＞ ０ ０５）。 ６ 个不同柳树亲本及杂交种个体

花粉离体萌发培养时间以 １０—１２ ｈ 为宜，其中

Ｐ１０２，Ｐ６３，２３３３ 和 ２３８３ 花粉离体培养最佳时间为

１２ ｈ，而垂柳和紫柳则为 １０ ｈ。
２．１．３　 最佳培养温度筛选　 ６ 个不同柳树亲本及杂

交种个体分别用最佳培养基进行花粉离体培养。
结果表明：随着培养温度的不断升高，不同柳树个

体花粉离体萌发率均呈现出先高后低的变化趋势，
且与其他各个温度间有显著差异（Ｐ＜ ０ ０５），花粉

离体萌发的最佳温度均为 ２５ ℃（见表 ５）。

表 ５　 温度对不同柳树花粉离体培养萌发率的影响

处理温度 ／ ℃ Ｐ１０２ Ｐ６３ ２３３３ ２３８３ 垂柳 紫柳

４ ０ ０±０ ０ ｃ ７ ４±２ ７ ｃ ８ ６±４ ０ ｃ １０ ８±１ １ ｃ ０ ０±０ ０ ｃ ０ ０±０ ０ ｃ

１５ ５６ １±０ ２ ａ ６１ ４±６ ６ ｂ ５８ ９±８ ６ ｂ ５２ ６±６ １ ａ ５９ ４±１３ ０ ａｂ ６７ ８±３ ３ ａｂ

２５ ６２ ４±６ ５ ａ ７４ １±８ １ ａ ７７ ７±１ ７ ａ ５７ ４±５ ８ ａ ６９ ８±１２ ３ ａ ７６ ０±７ ５ ａｂ

３５ ３８ ９±１０ ０ ｂ ５３ ６±１ ４ ａ ６４ ９±５ ０ ｂ ３１ ４±９ ５ ｂ ５０ ３±７ ０ ｂ ５９ ５±７ ５ ｂ
　 　 同列数据（平均值±标准误）后不同小写字母表示在 Ｐ＜０ ０５ 水平上存在显著性差异

２．２　 花粉生活力测定方法比较

通过预试验，确定蓝墨水染色法、Ｉ２⁃ＫＩ 染色法

和 ＴＴＣ 染色法均可用于柳树花粉生活力的测定。
将离体培养法与 ３ 种染色法进行比较，结果见图 ２。
４ 种测定方法在 Ｐ１０２，Ｐ６３ 和垂柳上均差异显著（Ｐ
＜０ ０５），花粉活力顺序为蓝墨水染色法＞离体培养

法＞ Ｉ２－ＫＩ 染色法＞ＴＴＣ 染色法。 蓝墨水染色法和

离体培养法在杂交子代 ２３３３ 上不存在显著差异（Ｐ

＞０ ０５），但显著（Ｐ＜０ ０５）高于Ｉ２－ＫＩ 染色法和 ＴＴＣ
染色法，花粉活力顺序为蓝墨水染色法 ＝离体培养

法＞ＴＴＣ 染色法＞Ｉ２⁃ＫＩ染色法，且 ＴＴＣ 染色法仅能将

２３３３ 染色。 在 ２３８３ 和紫柳中蓝墨水染色法和离体

培养法之间不存在显著差异（Ｐ＞０ ０５），但显著（Ｐ＜
０ ０５）高于Ｉ２⁃ＫＩ 染色法和 ＴＴＣ 染色法，花粉活力顺

序为蓝墨水染色法 ＝离体培养法＞ Ｉ ２⁃ＫＩ 染色法＞
ＴＴＣ 染色法。

４ 江　 苏　 林　 业　 科　 技 第 ４５ 卷



图 １　 光照及培养时间对柳树花粉离体培养的影响

３　 结论与讨论

３．１　 培养条件对花粉离体培养的影响

在一定的培养条件和温度控制下，花粉活力可

根据其离体培养时的萌发率来判定，这种方法的优

点在于简单、迅速、合理，并可完全定量［９］。 但花粉

萌发条件对离体萌发法测定花粉活力时影响较大，
如营养物质、培养温度与时间、矿质元素等［１０⁃１１］。

蔗糖不仅是花粉萌发的主要营养物质，还可以

调节萌发环境中的渗透压，适宜的蔗糖质量浓度对

花粉离体萌发有一定的促进作用［１２］，但当蔗糖质量

浓度过高时，培养基中渗透压增大，会导致花粉失

水，产生质壁分离和花粉管破裂等现象，从而抑制

花粉离体萌发［１３⁃１５］。 最适蔗糖质量浓度因树种不

同而存在差异［１６⁃１８］。 硼酸参与果胶质的合成和糖

分的吸收、转运和代谢等，从而促进花粉的离体萌

发［１９⁃２１］。 在花粉管的极性、顶端和定向生长中，可
通过添加外源Ｃａ２＋的量来促进花粉管的伸长，但外

界Ｃａ２＋ 质量浓度过高可导致牵引型的 Ｃａ２＋ 通道受

损，从而抑制花粉管的生长［２２］。 而本研究的结果表

５第 ４ 期 王伟伟等：不同柳树花粉离体培养及活力测定方法比较研究



每个供试材料图中，不同小写字母表示花粉活力测定值之间存在显著性差异（Ｐ＜０ ０５）
图 ２　 柳树花粉离体培养法与染色法之间的花粉活力比较

明，不同柳树亲本及杂交种个体对培养基中蔗糖、
Ｈ３ＢＯ３和Ｃａ（ＮＯ３） ２的需求差异较大。

温度对花粉离体培养影响不同，温度过高或过

低都不利于花粉的萌发。 不同植物的花粉萌发和

花粉管生长的最适温度存在差异。 如伊朗杏树花

粉离体萌发最佳培养平均温度为 ２４ ２ ℃ ［２３］；黄连

木花粉离体培养的平均最适温度为 ２３ ９ ℃ ［２４］，枣
树花粉萌发的适宜温度为 ２５ ℃ ［２５］，而本研究中不

同柳树个体花粉萌发的最适温度均为 ２５ ℃。
光照对花粉培养也有不同的影响。 如马尾松

花粉黑光下易于萌发［２６］，但东方百合光照条件下的

花粉萌发率高于黑暗条件［２７］，而光照和黑暗对桂花

花粉萌发无显著影响［２８］，甚至有研究表明光照对枣

树花粉萌发表现出的抑制作用强弱与品种有关［２５］。

本研究中，柳树花粉光照培养萌发率略高于暗培

养，但差异不显著。
花粉的萌发过程需要在一定的时间内完成，不

同植物的花粉达到萌发最大值所需的时间不同。
如石榴“泰山红”花粉最佳培养时间为 ３ ｈ［２９］，悬铃

木花粉培养 ２４ ｈ 后萌发率最高［３０］。 本研究中，柳
树花粉 ０ ５ ｈ 后开始萌发， １０—１２ ｈ 后萌发率趋于

稳定，继续培养则花粉管过长，不利于观察。 因此，
柳树花粉适宜培养时间为 １０—１２ ｈ，其中灌木柳为

１２ ｈ，乔木柳为 １０ ｈ。
３．２　 花粉活力测定方法比较

离体萌发测定法数据准确，可直接区分有活力

和无活力的花粉，但需要根据不同的树种配制培养

基，优化不同的培养时间和温度等条件，时间消耗
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相对过长。 染色法测定相对简单，可用于花粉活力

的快速测定，但由于受花粉自身的特性影响，结果

会出现一定程度的偏差［１０］。 因此，不同植物所适合

的染色法也不尽相同。 如金娃娃萱草适宜的染色

剂为 ＴＴＣ［１４］；而槐树花粉仅适用于培养基萌发法，
Ｉ２⁃ＫＩ染色法与 ＴＴＣ 染色法均无法进行测定［３１］。 本

研究中，ＴＴＣ 法仅能将杂交子代个体 ２３３３ 染色且测

定的花粉活力较低，这可能与其他种的个体花粉外

壁太厚，ＴＴＣ 溶液未能进入花粉细胞内有关。 Ｉ２⁃ＫＩ
染色法虽可将花粉染色，测定的花粉活力显著低于

离体培养法。 蓝墨水染色法在 ２３８３，２３３３ 和紫柳 ３
种柳树花粉活力的测定中与离体培养法间差异不

显著，故可代替离体培养法对 ２３８３，２３３３ 和紫柳等

３ 种柳树花粉的生活力进行快速测定。
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