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5 种通关藤花粉活力测定方法比较*

刘成琴，  赵兴旺，  康志钰，  丁家娟，  孙映雪，  王建军 **

(云南农业大学 农学与生物技术学院，云南 昆明 650201)

摘要: 【目的】研究通关藤花粉活力和提高其坐果率，并为其快速繁殖提供理论依据。【方法】采用 TTC
染色法、醋酸洋红染色法、I2-KI 染色法、过氧化物酶染色法和花粉离体萌发法测定通关藤花粉活力。

【结果】TTC 染色法、醋酸洋红染色法、过氧化物酶染色法和花粉离体萌发法测得的花粉活力均低于 60%，

其中花粉离体萌发法测得的花粉活力最低，只有 0.02%，显著低于其他 4 种测定方法 (P<0.05)。TTC 染色法、

醋酸洋红染色法和过氧化物酶染色法测得的花粉活力分别为 51.44%、52.10% 和 39.02%，三者之间差异不显

著 (P>0.05)。I2-KI 染色法测得的花粉活力高达 90.85%，显著高于其他 4 种测定方法 (P<0.05)。【结论】最适

合通关藤花粉活力的测定方法为 I2-KI 染色法，并且随着花龄增大花粉活力有所下降。

关键词: 通关藤；花粉活力；测定方法

中图分类号: S 567.190.32　　　 文献标志码: A　　　 文章编号: 1004–390X (2021) 01−0179−04

Comparison of Five Determination Methods of
Marsdenia tenacissima Pollen Viability
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Abstract: ［Purpose］ In  order  to  study  pollen  viability  and  improve  fruiting  rate,  and  to  provide
theoretical basis for rapid propagation.［Method］TTC staining, acetic acid magenta staining, I2-KI
staining, peroxidase staining and pollen germination in vitro were used to determine pollen viability of
Marsdenia  tenacissima［Result］ It  was  found that  the  pollen  viability  measured by TTC staining,
acetic acid magenta staining, peroxidase staining and in vitro pollen germination were all lower than
60%, among which the pollen viability measured by in vitro pollen germination was the lowest, only
0.02%,  significantly  lower  than  the  other  four  methods  (P<0.05).  The  pollen  viability  measured  by
TTC staining, acetic acid magenta staining and peroxidase staining was 51.44%, 52.10% and 39.02%,
respectively, with no significant difference among the three (P>0.05). The pollen viability measured
by  I2-KI  staining  was  up  to  90.85%,  which  was  significantly  higher  than  the  other  four  methods
(P<0.05).［Conclusion］The most suitable method for the determination of pollen viability is I2-KI
staining, and the pollen viability decreases with the increase of flower age.
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通关藤 [Marsdenia tenacissima (Roxb.) Wight
et Arn.] 为萝藦科牛奶菜属藤本植物，分布于云

南、广西和贵州等省区，是西南地区常用的民族

药之一[1-2]。其味苦，性微甘，具有消炎止痛、清

热解毒、止咳平喘等作用。临床广泛应用于治疗

各种恶性肿瘤，疗效良好，是临床必用的抗肿瘤

药物之一 [3]。云南省红河州是通关藤的地道产

区，近几年通关藤的贮藏量急剧下降，很多地方

的通关藤遭到了严重砍伐，有些甚至是连根挖

走，极不利于通关藤的自然更新[4]。

萝摩科植物的花粉以花粉块的形式存在，这

是该科植物的典型特征，通关藤尤为典型。萝摩

科植物的坐果率一般较低，平均 0.33%~5.00%[5]。

目前，国内外对通关藤的研究主要集中在化学成

分、药理活性、种子萌发、资源调查和真伪鉴定

等方面，而对其花粉活力测定方法鲜见报道。目

前，规范化栽培和野生抚育种植的种苗均以种子

为繁殖材料 [6]。但由于通关藤坐果率普遍较低，

使通关藤花多果少，产生的种子数量也少，成为

利用种子进行扩大繁殖的限制因素之一。本研究

采用不同方法测定通关藤花粉活力，并通过对比

分析，筛选出通关藤花粉活力测定的最佳方法。

对提高通关藤坐果率具有重要意义，也为通关藤

的快速繁殖提供理论基础。

1   材料与方法

1.1    材料的采集与处理

试验材料于 2019 年 5—6 月采自云南省红河

州蒙自市水田乡通关藤种植示范基地，选取处于

初花期、盛花期和末花期的花，迅速带回实验

室，用解剖针将花粉块取下，分别利用 TTC 染色

法、醋酸洋红染色法、I2-KI 染色法、过氧化物酶

染色法以及花粉离体萌发法 5 种方法进行花粉活

力测定。

1.2    花粉活力测定方法

(1) TTC 染色法

取 3 朵花的花粉置于普通载玻片上，滴入质

量分数为 0.5% 的 TTC 溶液 2 滴，用镊子搅拌均

匀，盖上盖玻片，于 25~28 ℃ 放置 15~20 min。
在显微镜下观察不同的 5 个视野，凡被染成红色

的均为有生活力的花粉粒[7]。

(2) I2-KI 染色法

取 3 朵花的花粉于干净的普通载玻片上，加

水 1 滴，使花粉散开，再加 1 滴碘—碘化钾溶

液，盖上盖玻片，置于显微镜下观察。取 5 个视

野进行观察并计数，凡被染成蓝色的均为有生活

力的花粉粒[7]。

(3) 醋酸洋红染色法

取 3 朵花的花粉放在载玻片上，并滴入 1~
2 滴醋酸洋红溶液，用镊子搅拌均匀，盖上盖玻

片，片刻后在显微镜下观察 5 个不同的视野，有

活力的花粉被染成红色[8]。

(4) 过氧化物酶沉淀法

先配制试剂Ⅰ：0.5% 联苯胺、0.5% α-萘酚、

0.25% 碳酸钠各 10 mL 混合均匀。在干净载玻片

上放 3 朵花的花粉，然后加试剂Ⅰ和 0.3% 过氧

化氢各 1 滴，搅匀后盖上盖玻片，将制片放置 30 ℃
恒温箱中 10 min，置于显微镜下观察，取 5 个视

野统计并记录被染为红色的花粉数量[9]。

(5) 花粉离体萌发法

先配置 A、B 2 种培养基 [10]，用解剖针将

3 朵花的花粉块取下放在凹面载玻片上，分别滴

入 2~3 滴 B 培养基，将载玻片放入装有湿滤纸的

培养皿中再盖上一较大的培养皿，置于 30 ℃ 的

恒温培养箱中暗培养，培养 24 h，取出，滴入

20% 的 KOH 溶液使花粉块壁溶解，然后压片并

在显微镜下选 5 个不同视野观察并计数。

花粉萌发率 =
已萌发花粉数量

花粉粉总数
×100%。

以上 5 种方法均在 10 倍显微镜下观察，每

种方法 3 次重复。

1.3    数据处理

数据采用 SPSS 19.0 和 Excel 2010 处理，显

著性方差分析利用 LSD 法。

2   结果与分析

2.1    不同测定方法下花粉活力比较

从 5 种通关藤花粉活力测定结果来看 (图 1)：
花粉活力由高到低依次为 I2-KI 染色法>醋酸洋红

染色法>TTC 染色法>过氧化物酶染色法>花粉离

体萌发法。其中花粉离体萌发法测得的花粉活

力最低，只有 0.02%。醋酸洋红染色法、TTC 染

色法和过氧化物酶染色法也比较低，分别为

52.10%、51.44% 和 39.02%，且三者之间差异不

显著。I2-KI 染色法测得的花粉活力最高，达到
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了 90.85%。因此最适合的通关藤花粉活力测定方

法为 I2-KI 染色法。

2.2    不同花期花粉活力比较

由于测定花粉活力最好的方法为 I2-KI 染色

法，所以用该方法测定了通关藤初花期、盛花期

和末花期的花粉活力。从各个时期花粉活力比

较来看 (图 2)，花粉活力最高的为初花期达到

90.85%，盛花期次之为 79.40%，最低的是末花

期花粉活力为 69.16%。初花期和末花期差异显

著，初花期和盛花期差异不显著，盛花期和末花

期差异不显著。

3   讨论

花粉活力直接关系到杂交授粉的成功率。花

粉活力检测方法主要有花粉离体培养法和染色

法 [11]。花粉离体萌发法测定花粉活力时易受温

度、pH 值、营养物质和矿质元素等的影响[12]。染

色法对花粉活力测定具有简单、快速的优点，但

不同植物花粉适宜的染色方法不同[13]。因此筛选

适合测定某种植物花粉活力的染色法在杂交育种

上具有非常重大的意义。

本研究采用的 TTC 染色法、醋酸洋红染色

法、I2-KI 染色法、过氧化物酶染色法和花粉离体

萌发法 5 种测定通关藤花粉活力的方法中，TTC
染色法、醋酸洋红染色法和过氧化物酶染色法测

出的花粉活力都相对较低，颜色较浅，染色效果

不佳。可能是由于花粉块的膜没有充分破坏，导

致花粉不能完全分散开，也有可能是通关藤花粉

块的特殊结构和含有特殊成分使得这 3 种方法不

适合其花粉活力的测定。此外，TTC 染色法的染

色效果还可能与花粉的呼吸作用和花粉外壁的结

构有关 [14]。花粉离体萌发法测定的花粉活力最

低，在试验中发现培养 4、6 和 8 h 花粉都不萌

发，只在培养 24 h 时分别在初花期和盛花期的

1 个视野中发现了 1 粒花粉萌发。可能是本试验

所用培养基不适合通关藤花粉萌发，对其萌

发最适合的培养基的确定还有待进一步的研究。

本研究中 I2-KI 染色法的染色率最高，而且各重

复之间差异显著，所以 I2-KI 染色法能准确地反

应通关藤的花粉活力，可作为测定通关藤花粉活

力最佳的方法。这与在肋柱花 [13]、大叶相思 [15]

等植物上的研究结果一致。这可能是通关藤花粉

中淀粉含量较高，I2-KI 容易渗透进花粉壁使花粉
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图 1    不同测定方法下通关藤花粉活力比较

Fig. 1    Comparison of pollen viability of M. tenacissima under different determination methods

 

a ab 

b 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

初花期
beginning of

flowering

盛花期
full of flowering

末花期
end of the flowering

花
粉

活
力

/%

p
o
ll

en
 v

ia
b
il

it
y

花期 flower periods 

图 2    不同花期通关藤花粉活力比较

Fig. 2    Comparison of pollen viability in different
M. tenacissima flower periods
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粒着色。在本研究中还发现通关藤花粉活力随着

花龄的增大而减小，但是在通关藤的整个花期中

都保持着花粉活力，这可能是通关藤适应萝藦科

植物传粉率低、坐果率低的一种机制。

4   结论

本研究采用的 5 种测定通关藤花粉活力方法

中，TTC 染色法、醋酸洋红染色法和过氧化物酶

染色法测出的花粉活力都相对较低，颜色较浅，

染色效果不佳，而 I2-KI 染色法测得的花粉活力

高达 90.85%。所以，I2-KI 染色法为测定通关藤

花粉活力有效的方法，并且随着花龄增大花粉活

力有所下降。
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