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糖、硼、钙对思茅松花粉离体萌发及

花粉管生长的影响*

陈　伟1,2，  李　江1,2 **，  孟　梦2，  陈绍安2，  冯　弦2

(1. 云南省森林植物培育与开发利用重点实验室，云南 昆明 650201；
2. 云南省林业和草原科学院，云南 昆明 650201)

摘要: 【目的】开展思茅松花粉活力研究，为思茅松杂交育种提供技术保障。【方法】以思茅松花粉为研究对

象，研究了蔗糖、硼酸和氯化钙单因子及正交试验对思茅松花粉萌发和花粉管生长的影响。【结果】培养基

内蔗糖、硼酸和氯化钙在一定质量浓度范围内，对花粉萌发及花粉管生长起促进作用，花粉生活力测定最适

蔗糖、硼酸和氯化钙用量分别为 10%、100 mg/L 和 100 mg/L；正交试验中蔗糖对思茅松花粉萌发和花粉管生

长有显著影响，最佳配方组合为 10% 蔗糖+30 mg/L 硼酸+100 mg/L 氯化钙。【结论】获得了适宜思茅松花粉

活力检测的离体培养基。
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Effects of Sucrose, Boron and Calcium on the Pollen Germination
and Tube Growth of Pinus kesiya var. langbianensis in vitro
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Abstract: ［Purpose］The pollen viability was studied in order to provide the technical support for
cross  breeding  of Pinus  kesiya var. langbianensis.［Method］The  effects  of  sucrose, H3BO3 and
CaCl2 single factor and orthogonal test on the pollen germination and pollen tube growth of P. kesiya
var. langbianensis in vitro were studied.［Results］The pollen germination and pollen tube growth
would be enhanced when the concentration of sucrose, H3BO3 and CaCl2 of the culture medium were
within a certain range. The single suitable concentration of sucrose, H3BO3 and CaCl2 for pollen viab-
ility test were 10%, 100 mg/L and 100 mg/L, respectively. Sucrose had significant effect on the pol-
len germination and pollen tube growth in orthogonal test. The optimum culture medium which sup-
port  the germination and tube growth was 10% sucrose +30 mg/L H3BO3+100 mg/L CaCl2.［Con-
clusion］The culture medium suitable for detection of pollen viability of P. kesiya var. langbianensis
was obtained.
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思茅松 (Pinus kesiya var. langbianensis) 是云

南省重要的速生用材及采脂树种，广泛分布于哀

牢山以西的南亚热带山地，具有生长快、适应性

强、材质优良和松脂产量高等特点，为云南林产

业中的重要树种。目前，对思茅松的研究主要围

绕人工林培育[1]、生态学研究[2]、碳汇计量[3]和功

能基因克隆与分析[4]等方面，良种选育是思茅松

研究中较为薄弱的环节，起步较晚，已建成种子

园，但长期停滞于无性系初级种子园阶段。杂交

育种是培育思茅松良种的一个重要途径，思茅松

控制授粉工作中，为解决花期不一致和远距离杂

交的问题，需要保存有生活力的花粉，然而目前

关于思茅松花粉生活力的研究尚未见相关报道，

开展思茅松花粉生活力研究对思茅松杂交育种具

有重要的现实意义。

花粉具有萌发活力，这是完成受精的必要条

件，花粉生活力的高低直接影响到育种的成败和

成效，在人工授粉工作中要求花粉生活力旺盛，

在使用花粉前需对其进行生活力测定。花粉生活

力检测方法较多，常见的有 I2-KI 染色法、TTC
染色法、联苯胺染色法、MTT 染色法和离体萌发

法等[5]，不同物种其适用的方法不一样。多数学

者认为离体萌发法是测定花粉生活力最简单、最

稳定和最可靠的方法[6-7]，同时大量研究表明：蔗

糖及硼、钙等微量元素对植物花粉萌发具有不同

程度的影响[8-10]，在培养基中添加该类物质有助于

花粉生活力的测定。目前，离体萌发法已成功应

用于马尾松[11]、云南松[12]等松属植物花粉生活力

的研究中。本试验以思茅松为试验材料，研究蔗

糖、硼酸及氯化钙对思茅松花粉离体萌发及花粉

管生长的影响，探讨思茅松花粉的萌发特点，旨

在寻找一种简单、可靠的测定花粉生活力的方

法，为思茅松种质创新奠定基础。

1   材料和方法

1.1    材料

试验所用思茅松花粉于 2018 年 2 月采自云

南省西双版纳州景洪市普文试验林场思茅松无性

系种子园 (N22°25′, E101° 06′)，海拔 900 m，采

集同一植株中上部 4 个方位枝条上成熟的雄球花

装入牛皮纸袋带回实验室，置于硫酸纸上自然阴

干散粉，花粉干燥后置于放有硅胶的密封瓶中保

存于 4 ℃ 冰箱中备用。

1.2    方法

1.2.1   培养方法

花粉培养采用液体培养法。量取 1 mL 培养

液 (不同质量浓度和配比的蔗糖、硼酸和氯化

钙溶液) 放入 2 mL 的离心管中，加入适量花粉

(约 10 mg) 后震荡离心管使花粉粒与培养液充分

混合，将盛有花粉粒和培养液的离心管置于 25 ℃
的恒温培养箱中暗培养。
1.2.2   单因素试验

通过单因素试验，确定蔗糖、硼酸和氯化钙

对花粉萌发的影响。试验分别设置以下处理，并

以不加该物质为对照。蔗糖质量分数设置 7 个水

平，分别为 1%、2.5%、5%、10%、15%、20% 和

25%；硼酸质量浓度设置 6 个水平，分别为 5、
10、15 、30、50 和 100 mg/L；氯化钙质量浓度

设置 6 个水平，分别为 5、10、25 、50、100 和

200 mg/L。每个处理设 3 次重复。
1.2.3   最适培养基选择

在单因素试验基础上，采用正交试验设计

L25(53)，确定适宜思茅松花粉萌发的最佳组合。

每个处理设 3 次重复。
1.2.4   花粉萌发测定

单因素试验培养 72 h 后取样制片，正交试验

培养 48 h 后取样制片，利用显微镜 (Leica DM2500，
德国) 观测统计并用附带的照相系统进行拍照，

每个玻片随机观察 4 个视野，每个视野中花粉粒

数量不少于 50 粒，花粉管长度超过花粉粒直径

视为花粉萌发。利用显微镜成像系统自带的软件

对视野中萌发花粉粒的花粉管长度进行测定，统

计和计算平均萌发率和花粉管长度。

花粉萌发率=某视野萌发花粉数/该视野花粉

总数×100%。
1.2.5   数据处理

采用 DPS 软件对试验结果进行差异显著性检

测，Tukey 法进行多重比较分析。

2   结果与分析

2.1    蔗糖对思茅松花粉离体培养的影响

思茅松花粉萌发率随着蔗糖质量分数的变化

呈现出先升后降的变化趋势 (图 1)。在低质量分

数时，随着培养基蔗糖质量分数的升高，思茅松

花粉萌发率上升，蔗糖对花粉的萌发呈现出促进

作用，当蔗糖质量分数达到 2.5% 时，花粉萌发
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率与对照 (不添加蔗糖) 已经具有显著差异，当蔗

糖质量分数达到 10%时，花粉萌发率达到最大值

(48.87%)，为对照萌发率 (24.44%) 的 1.99 倍；当

蔗糖质量分数超过 10%时，花粉萌发率迅速降

低，蔗糖质量分数 15% 时，其萌发率与对照已无

显著差异，蔗糖质量分数超过 20% 时呈现出显著

的抑制作用，其萌发率急剧下降到 6.83%，仅为

对照的 28%。在花粉管生长方面，蔗糖质量分数

在 10% 时花粉管长度最长，达到 81.45 μm，蔗

糖质量分数高于 10% 以后，花粉管长度随着质量

分数的升高而降低。方差分析表明：不同质量分

数间花粉管生长存在差异 (P<0.05)；进一步多重

比较表明：1%、2.5%、5%、10% 和 15% 质量分

数与对照的花粉管长度无显著差异，20% 和

25% 质量分数的花粉管长度则显著低于对照，呈

现出抑制作用。综合萌发率和花粉管长度数据，

最适宜用于测定思茅松花粉生活力的蔗糖质量分

数为 10%。

2.2    硼酸对思茅松花粉离体培养的影响

在试验的质量浓度范围内，思茅松花粉萌发

率随着培养基硼酸质量浓度的增加而增加 (图 2)。
硼酸质量浓度为 10 mg/L 时，萌发率高于对照但

两者间差异不显著，当硼酸质量浓度大于等于

30 mg/L 时，花粉萌发率显著高于对照，其中质

量浓度为 100  mg/L 时，花粉萌发率最大，达

50.09%，是对照的 2.05 倍。花粉管生长方面，不

同质量浓度硼酸培养液都能促进花粉管的生长，

其中，硼酸溶液质量浓度为 100 mg/L 时，花粉

管的长度最长，达 134.78 μm，为对照的 1.89 倍；

方差分析表明：各处理与对照间存在显著差异

(P<0.05)。一步多重比较表明：经 5~50 mg/L 硼

酸溶液处理后的花粉管长度均显著高于对照，与

100 mg/L 硼酸溶液处理也存在显著差异。花粉萌

发和花粉管生长的适宜硼酸质量浓度为 100 mg/L。
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图 2    硼酸对花粉萌发和花粉管生长的影响

Fig. 2    Effect of H3BO3 on the pollen germination and
pollen tube growth

 
 

2.3    氯化钙对思茅松花粉离体培养的影响

钙质量浓度对思茅松花粉萌发率的影响呈现

出先升后降的特征 (图 3)，在 5~100 mg/L 范围

内，萌发率随着钙质量浓度的增加而增加，质量

浓度为 100 mg/L 时，花粉萌发率最大，达 42.16%，

为对照的 1.72 倍；质量浓度 200 mg/L 时，萌发

率较 100 mg/L 有所降低。多重比较表明：5、10、
25 和 50 mg/L 质量浓度与对照无显著差异，100
和 200 mg/L 质量浓度与对照有显著差异。花粉

管生长方面，钙质量浓度在 5~50 mg/L 时与对照

有差异但不显著；当质量浓度升高到 100 mg/L
时，花粉管长度与对照具有显著差异；质量浓度为

200 mg/L 时，花粉管平均长度最长，达 106.91 μm，

为对照的 1.50 倍，并且与质量浓度 100 mg/L 处

理有显著差异。在试验的质量浓度范围内，综合

萌发率与花粉管长度判断，认为适宜用于测定思
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注：不同小写字母表示 0.05 水平差异显著；下同。

Note: The different small letters mean significant difference on 0.05 level;
the same as below.

图 1    蔗糖对花粉萌发和花粉管生长的影响

Fig. 1    Effect of sucrose on the pollen germination and
pollen tube growth
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茅松花粉活力的氯化钙质量浓度为 100 mg/L。
2.4    最佳培养基选择

在单因子试验的基础上，以蔗糖、硼酸和氯

化钙为试验因子，采用正交试验设计 (表 1)，寻

找最佳的培养基配方。对表 1 数据极差分析显

示：参试的 3 个因素对思茅松花粉萌发率影响的

主次顺序为蔗糖>氯化钙>硼酸，对花粉管长度影

响的主次关系同样为蔗糖>氯化钙>硼酸，说明

3 因素中蔗糖对思茅松花粉萌发和花粉管生长的

影响最大。经直观分析优选出的花粉萌发培养基

为 10% 蔗糖+100 mg/L 硼酸+100 mg/L 氯化钙 (未
出现在试验中 )，花粉管生长培养基为 10% 蔗

糖+30 mg/L 硼酸+100 mg/L 氯化钙 (在试验中出

现)。进一步方差分析表明：萌发率差异极显著的

因子有蔗糖 (P<0.01)，而硼酸和钙因子在不同组
 

表 1   思茅松花粉在正交试验中的花粉萌发和花粉管生长

Tab. 1    Pollen germination rate and pollen tube growth of P. kesiya var. langbianensis in experiments
 

试验号

No.
蔗糖浓度/%

sucrose
ρ(H3BO3)/
(mg·L−1)

ρ(CaCl2)/
(mg·L−1)

萌发率/%
germination rate

花粉管长度/μm
pollen tube length

  1   0     0  0 14.87±2.09   63.38±9.68  

  2   0   10   10 23.63±2.67   68.58±10.56

  3   0   30   30 28.81±3.54   72.45±5.97  

  4   0   50   50 21.89±4.24   74.89±3.16  

  5   0 100 100 30.39±5.44   84.75±9.53  

  6   5     0   10 29.87±2.83   78.73±4.64  

  7   5   10   30 29.32±7.41   82.19±16.64

  8   5   30   50 36.96±8.83   85.19±7.84  

  9   5   50 100 40.23±5.49   96.82±13.62

10   5 100     0 41.73±3.73   95.47±6.94  

11 10     0   30 45.39±6.24   93.96±13.17

12 10   10   50 42.58±6.35 102.63±12.24

13 10   30 100 49.31±6.97 110.74±10.40

14 10   50     0 39.14±7.95   86.93±4.43  

15 10 100   10 47.02±9.57   88.12±3.48  

16 20     0   50 11.10±1.85   54.78±3.73  

17 20   10 100   4.52±0.36   46.94±4.87  

18 20   30     0   3.07±1.65   50.82±1.68  

19 20   50   10   3.51±0.80   44.27±2.58  

20 20 100   30   3.28±1.30   45.00±4.21  

21 25     0 100 0.00 0.00

22 25   10     0 0.00 0.00

23 25   30   10 0.00 0.00

24 25   50   30 0.00 0.00

25 25 100   50 0.00 0.00
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图 3    氯化钙对花粉萌发和花粉管生长的影响

Fig. 3    Effect of CaCl2 on the pollen germination and
pollen tube growth
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合中差异不显著 (P>0.05)，花粉管长度差异呈极

显著的因子也仅有蔗糖 (P<0.01)，说明在思茅松

花粉最佳萌发培养基选择上应优选考虑蔗糖因子

及其水平，硼酸和氯化钙为次要考虑的因素。综

合考虑各因素及水平对思茅松花粉萌发的影响，

筛选出最适宜思茅松花粉离体培养的培养基配方

为 10% 蔗糖+30 mg/L 硼酸+100 mg/L 氯化钙。

3   讨论

影响花粉离体萌发的因素较多，总体可分为

内因和外因，前者有供体植株基因型、发育时期

等，后者包括培养基组分、pH 值和温度等 [13]，

只有在一定的外因作用下，发育成熟的花粉才能

正常萌发和生长。不同物种花粉离体萌发最适外

部条件不同，对于单因子培养基，思茅松与同属

的云南松[12]相比，花粉萌发最适的蔗糖质量分数

高于云南松，最适的氯化钙质量浓度则与云南松

相同；而对于多因子组合培养基，思茅松与马尾

松[11]、云南松[12]均不相同。

蔗糖在花粉离体培养中主要起到提供能源和

调节渗透压的作用[14]，一方面为花粉萌发和花粉

管的生长提供营养，另一方面作为渗透物质能维

持外界环境一定的渗透压，对花粉萌发和生长过

程起着重要的作用。本试验培养基中过低或过高

的蔗糖质量分数均对思茅松花粉的萌发不利。思

茅松花粉萌发率随着质量分数的变化呈现出先升

后降的变化趋势，10% 为变化的转折点，说明在

2.5%~10% 范围内蔗糖不仅很好地提供了营养物

质，还为花粉萌发提供了适宜的渗透压范围，表

现出促进花粉萌发的作用。当质量分数超过 10% 时，

培养液中的蔗糖质量分数虽然增高，能够提供的

营养物质增多，但萌发率表现出低于对照的现

象，培养液可能提供了不适宜花粉萌发的外部环

境，开始出现抑制作用，究其原因可能是较高的

蔗糖质量分数破坏了花粉与培养基之间的渗透平

衡，导致花粉管破裂产生质壁分离现象，造成原

生质体脱水，从而致使花粉不能萌发[15]。而对于

萌发的花粉，其花粉管生长速度在 15% 质量分数

以后才表现出抑制作用，则说明不同花粉粒内原

生质不同组分的含量存在差异，这种差异可能来

自遗传的多样性，并导致部分花粉在较高的渗透

压环境中仍然能萌发和生长，出现抑制花粉管生

长的质量分数也相应升高的现象。

花粉缺硼可以导致花粉管破裂[16]，在自然条

件下，花粉自身所含的硼是不足的，这种不足可

通过柱头和花柱内较高质量浓度的硼来补偿 [5]，

以确保落入柱头的花粉正常萌发并促进花粉管生长。

现有的很多研究报道也认为一定质量浓度范围内

的硼酸能够促进花粉的萌发和花粉管的生长，超

过这一质量浓度范围反而会起到抑制作用 [17-18]。

在开展花粉离体培养时，在培养基中加入一定量

的硼酸被认为是必需和有效的。本研究表明：

30~100 mg/L 范围的硼酸能够显著促进思茅松花

粉萌发，5~100 mg/L 的硼酸能够显著促进萌发的

花粉管生长，这证明了硼对思茅松花粉萌发是有

影响的，但限于试验较窄的硼酸质量浓度范围设

置，抑制思茅松花粉萌发和花粉管生长的硼酸质

量浓度还有待进一步试验判断。硼元素能促进果

胶质的合成，利于花粉管壁的建造[19]，这被认为

是硼元素作用花粉管生长的机制，而这种促进作

用可能在较低的硼质量浓度时即可启动，这可能

是促进花粉萌发和促进花粉管生长两者质量浓度

存在差异的原因。

Ca2+的动态变化对启动花粉萌发、调节花粉

管伸长等环节具有重要作用[20]。本试验证明：外

源 Ca2+对思茅松花粉萌发、调节花粉管伸长均有

影响，质量浓度 100 mg/L 氯化钙对思茅松花粉

萌发和花粉管的生长具有显著的促进作用。已有

研究表明：外源 Ca2+对花粉萌发的作用主要取决

于细胞内游离钙含量，当花粉细胞内游离钙较少

时，补充一定的外源 Ca2+能有效促进花粉萌发和

花粉管生长，但过高的 Ca2+会造成细胞 Ca2+中毒

及过高的细胞膨压，反而会抑制花粉的萌发和花

粉管生长[21]。本研究结果表明：思茅松花粉细胞

内游离钙含量可能相对较少，在自然条件下，落

入雌球花中的花粉在萌发时是否受外源 Ca2+影响

有待进一步深入探索。

思茅松花粉离体培养正交试验参试的 3 个因

素中，蔗糖对思茅松花粉萌发和花粉管生长有显

著影响，培养基选择上应优选考虑蔗糖因子及其

水平，而硼和钙主要在蔗糖和硼的主导作用下起

辅助作用，然而许多相关的研究[14,22]表明这种辅

助作用是花粉管生长所必需的，在培养基中添加

硼和钙将更有利于花粉活力的检测；因此，思茅

松花粉活力检测培养基中建议添加部分的硼和钙。
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4   结论

通过对思茅松花粉开展离体培养试验，明确

了蔗糖、硼和钙在一定用量范围内对思茅松花粉

萌发及花粉管生长具有促进作用，初步筛选出花

粉生活力测定最适蔗糖、硼酸和氯化钙用量分别

为 10%、100 mg/L 和 100 mg/L，正交试验最佳

配方组合是 10% 蔗糖+30 mg/L 硼酸+100 mg/L 氯

化钙，研究选出的培养基可用于思茅松杂交授粉

前的花粉活力检测。
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