
0 引言

芒属植物（Miscanthus Anderss）原产于东亚，为禾

本科的多年生C4高大草本纤维植物。近年来，芒属植

物受到各国政府和能源领域科学家们的高度关注，认

为芒属植物作为生物质能源开发利用优于其他粮食

作物或木本植物，将成为石油和煤炭等化石燃料的理
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芒（Miscanthus sinensis Anderss）花粉
生活力测定方法比较

赵元杰，蒋建雄，刘明稀，艾 辛，易自力

（湖南农业大学生物科学技术学院，长沙 410128）

摘 要：采用离体萌发法、FDA 染色法和 I2-KI 染色法测定芒离体花粉的生活力，并对测定效果进行比

较。结果表明，利用离体萌发法测得芒离体花粉的平均初始萌发率为 82.6 %，并且花粉萌发和生长很

快，5 min即开始萌发，培养30 min后花粉管平均长度达到了145.77 μm，但花粉的平均萌发率下降很快，

室温保存90 min的花粉其萌发率已下降至3.0%。利用FDA染色法和 I2-KI染色法测定的芒花粉初始生

活力与离体萌发法的结果基本一致，分别为84.6%和86.6%，但这两种染色法在跟踪测定芒离体花粉的

生活力时易误判，不适合用于跟踪测定花粉生活力的变化。利用离体萌发法能够准确有效地测定芒花

粉生活力的变化规律，而FDA染色法和 I2-KI染色法适合用于测定芒花粉的初始生活力。
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Comparison of Pollen Viability Determining Methods for Miscanthus sinensis Anderss
Zhao Yuanjie, Jiang Jianxiong, Liu Mingxi, Ai Xin, Yi Zili

(College of Bioscience & Biotechnology, Hunan Agricultural University, Changsha 410128)
Abstract: The pollen viability of Miscanthus sinensis was determined by in vitro pollen germination method,
I2-KI staining method and FDA staining method, respectively. These three methods were analyzed to find their
advantages, disadvantages and effectiveness. The results showed that with the in vitro pollen germination meth⁃
od, the pollens germinated in 5 minutes and the pollen tubes reached an average length of 145.77 μm in 30
minutes. The average initial pollen germinating rate was 82.6%, but it was decreased sharply to 3.0% when the
pollens were stored for 90 minutes at room temperature. The initial staining rate by FDA method and I2-KI
method was 84.6% and 86.6% respectively, close to that of in vitro pollen germination method. However, the
last two methods could not accurately distinguish the inactive pollens from the pollens having been stored for a
longer time. In vitro pollen germination method could be an accurate and effective method to test the change of
the pollen viability. I2-KI staining method and FDA staining method could be used to test the initial pollen via⁃
bility effectively.
Key words: Miscanthus sinensis Anderss, pollen viability, in vitro pollen germination method, FDA staining
method, I2-KI staining method
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想替代品之一。芒属植物具有生长迅速、生物产量大、

热值高、适应性广、种植成本低等特点。其生物质不仅

可以通过直接燃烧来生产热能或电能，也可以通过生

物酶发酵或汽化等途径转化成乙醇等生物燃料[1-2]。同

时芒的茎秆纤维含量较高，是一种优良的造纸原料。

此外，它还兼具保持水土等生态功能[3]。

湖南农业大学自20世纪80年代即开展了芒属植

物的遗传改良研究，先后成功培育出南荻（M. lutariori⁃
paria）的同源四倍体品种[4]以及转外源Bt基因抗虫新

种质[5]，并收集保存了1000多份野生芒属种质资源，目

前正在开展种质资源评价和杂交育种等研究工作。花

粉的生活力对于开展人工授粉杂交极其重要，但不同

植物花粉的生活力及其适宜测定方法均有差异。实践

中发现不同种类以及同一种类不同生态型芒属植物的

开花期差别比较大，同时还发现芒属植物花药散粉的

日高峰时段受当天温度和湿度的影响较大，且花粉生

活力丧失速度很快，难以准确预测，给人工授粉杂交带

来一定困难。为了解决亲本开花期以及花药散粉时间

不一致的问题，收集和储存花粉是一种较好的途径。

因此，十分必要找出一种能够快速、准确地检查所收集

和贮存芒属植物花粉生活力的测定方法。笔者首次比

较分析了花粉离体萌发法、FDA染色法和 I2-KI染色法

等不同方法在芒离体花粉生活力测定中的适用性，为

进一步开展人工杂交选育、花粉贮存、雄性不育材料发

掘等研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验时间与地点

试验于2008年11月上旬在湖南农业大学生命科

学楼遗传学实验室内进行。

1.2 材料

供试材料为种植于湖南农业大学芒属种质资源

圃内的芒，于晴天清晨选择生长良好的开花植株，将其

花序的始花部位（即花序中上部）剪下，此时颖花上的

花药显露但尚未开始散粉，迅速带回实验室内，室温静

置（通风干燥）数分钟后，轻拍花序使花粉散落在洁净

干燥的玻璃片上。

1.3 方法

1.3.1 离体萌发法 液体培养基的配制参考Brewbaker

& Kwack培养基配方[6]，并略有改动：

（1）无机盐贮备液：HBO3 0.1 g；Ca(NO3)2·4H2O

0.3 g；MgSO4·7H2O 0.2 g；KNO3 0.1 g；蒸馏水100 ml。

（2）花粉萌发培养基：无机盐贮备液1 ml，蔗糖2 g，

蒸馏水9 ml。

室温（约25 ℃）下，每隔15 min于玻璃板上取样一

次，将花粉置于盛有花粉萌发培养基的凹面载玻片中，

培养 30 min后，在Olympus普通光学显微镜（100×）下

观察，以花粉管伸长的长度超过花粉粒直径 2倍视为

萌发，跟踪测定花粉活力的变化。

1.3.2 FDA染色法 参考周坚的方法[7]配制FDA测定液

并略有改动：按 l ml丙酮溶解 5 mg FDA（荧光素双醋

酸酯）的比例置备贮备液，贮藏于4 ℃冰箱中。每次观

察前用20%的蔗糖溶液将贮备液稀释50倍，混匀至轻

乳状，即得终浓度为100 μg/ml的FDA测定液，即用即

配。检测时，在盛有花粉的凹面载玻片上，加一滴

FDA 测定液，静置 5 min 后，在 Olympus 荧光显微镜

（100×）下以短蓝光观测，发出黄绿色荧光的花粉为有

生活力，无荧光者为缺失生活力的花粉。

1.3.3 I2-KI 染色法 按照于晓英的方法 [8]配制 I2-KI 溶

液。在涂有花粉的载玻片上，加 2 滴 I2-KI 溶液，在

Olympus普通光学显微镜（100×）下观察，被染成蓝黑

色的花粉为有生活力，黄褐色者为缺失生活力。

1.4 数据统计方法

每次随机累计观测 100个花粉粒，计算花粉萌发

百分率或染色百分率，5次重复，取平均值。

2 结果与分析

2.1 花粉离体萌发法

在液体培养基中培养约5 min后芒的花粉即开始

萌发，并且花粉管伸长速度很快，30 min后花粉管平均

长度可达到145.77 μm（图1）。在室温下，芒花粉的初

始平均萌发率达到了82.6%，但花粉萌发率下降很快，

放置 30 min后花粉的平均萌发率下降至 50.6%；放置

时间为60 min的花粉，其平均萌发率下降至18.8%；放

置时间为 90 min 的花粉，其平均萌发率则仅有 3.0%

（图 2）。Kumar等[9]曾用“花粉存活时间”描述花粉生

活力大于 50%的时间段，但是通常将在花粉生活力下

降到低于5%时作为花粉寿命的终结。因此可以认为，

在室温环境中芒花粉生活力的持续时间即花粉寿命仅

为90 min。

通过对Brewbaker和Kwack培养基中的蔗糖浓度

进行调整，发现蔗糖浓度调整为20%时，芒花粉萌发和

花粉管生长效果较好。蔗糖浓度过低或过高均不利于

花粉萌发和花粉管生长，一是蔗糖为花粉的萌发及花

粉管的生长提供营养，浓度过低，提供给花粉萌发的能

量就较低，也不利于萌发，二是蔗糖可以维持外界环境

一定的渗透压，但是高浓度的蔗糖会改变花粉管的透

性，导致代谢物和离子泄露，反而对萌发不利[10]。

2.2 FDA染色法

用FDA染色法测定芒花粉的初始活力时，染色后
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的花粉在荧光显微镜的短蓝光照射下持续发出黄绿色

荧光，背景为黑色，效果明显（图3A），持续观测时间可

以达到 15 min。芒花粉的初始平均 FDA染色率达到

了84.6%。FDA本身无荧光，无极性，能自由地穿越完

整的细胞质膜。FDA一旦进入原生质体后，受到原生质

体内酯酶的作用，分解形成有荧光的极性物质—荧光

素。荧光素不能自由地穿越细胞质膜，因而积累在有

活力的细胞中，当用紫外线照射时，产生黄绿色荧光。

而无活力的细胞不能分解FDA，因此检测不到荧光信

号[3]。FDA染色的实质是测定酶活性与质膜两个指标。
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图1 芒花粉生活力的离体萌发检测 图2 花粉离体萌发法测定的芒花粉生活力的变化规律

图3 芒花粉生活力的FDA染色检测

A：室温下保存0 h花粉的FDA染色；B：室温下保存90 min后花粉的FDA染色

但在跟踪测定中发现，对室温保存较长时间的芒

离体花粉进行FDA染色时，大多数花粉仍能产生绿色

荧光，说明酯酶的活性并未完全丧失。同时背景中也

很快出现黄绿色荧光，表明荧光物质已从花粉细胞渗

出到染色液中（图 3B）。由于无法判断是从哪些花粉

细胞中渗出及其渗出量的多少，不便于观察统计失活

花粉。因此FDA染色法不宜作为跟踪测定芒花粉生

活力变化的方法，但可用于花粉初始活力的检测。

2.3 I2-KI染色法

I2-KI染色法实质是利用花粉内的淀粉遇碘变色

去判断花粉有无生活力。利用 I2-KI染色法测定芒的

花粉活性时，I2-KI将有活力的花粉染成蓝黑色，说明

芒花粉细胞中的淀粉含量较高（图4）。芒花粉的平均

初始 I2-KI染色率为86.6%。而在室温下保存数小时后

的芒花粉尽管已经失去了生活力，但由于细胞内的淀

粉仍然存在，大部分花粉仍能被 I2-KI染色。若用该方

法做芒花粉生活力的跟踪测定，会误判花粉生活力保

持不变，也只能用于检测花粉的初始活力。

3 讨论

3.1 芒花粉生活力测定方法的比较

花粉生活力的测定方法，通常可分为萌发测定和

不萌发测定两类[11]。笔者比较了离体萌发法以及两种

染色法用于测定芒花粉生活力的效果。离体萌发法是

图4 芒花粉生活力的 I2-KI染色检测
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根据花粉离体培养时的萌发率判定其生活力，这种方

法简单、结果直观，该方法几乎适合所有植物花粉生

活力的测定，但当培养条件有差异时，测定结果相差

悬殊[11]。通过对Brewbaker和Kwack培养基中的蔗糖

浓度进行调整，获得了较好的萌发效果，芒的花粉在液

体培养基中培养 5 min即可开始萌发，大大缩短了分

析检测的周期，并且离体萌发法可以跟踪测定芒花粉

在离体保存过程中其生活力的变化规律。但应该注意

的是，花粉萌发率并不完全等同于花粉生活力，因为具

有萌发能力的花粉在其传粉后不一定能正常结实[12]。

研究结果表明，FDA染色法和 I2-KI染色法用于芒花粉

初始生活力测定的结果与花粉离体萌发法的测定结果

是基本一致的，由于两种方法的分析步骤简单，效率

高，适合用于花粉初始生活力的大规模普查分析，但均

不宜作为跟踪测定芒花粉生活力变化的方法。

3.2 芒花粉的生活力

植物花粉的生活力因植物种不同而有所差异，大

多数植物的花粉只有几天或者几星期就失去生活力，

尤其禾本科植物花粉的寿命更短[11,13]。禾本科植物花

粉的寿命短与其花粉为三核型是密切相关的。一方

面，三核型花粉在散粉前，生殖核进行有丝分裂产生精

子过程中消耗花粉内的贮藏物质。另一方面，三核型

花粉代谢较活跃、外壁较薄，而且色素含量较低，抗逆

性低，因此通常情况下三核型花粉的寿命短于二核型

花粉。2008年课题组成员开展了大量的芒属植物人

工授粉杂交试验，由于芒属植物花药的日散粉高峰期

是在凌晨 3:00—6:00时左右，因此采用父本套袋收集

花粉，然后次日上午给母本进行人工授粉的办法，但杂

交成功率极低。离体萌发试验的结果表明，在室温下

保存的芒离体花粉生活力持续时间很短，这很好地解

释了人工杂交失败的原因。

花粉生活力除受遗传因子影响外，环境因素如取

材前后及保存过程的温度、湿度等因素也有很大的影

响 [14]。通常情况下，花粉在低湿度（相对湿度 25%~

50%）、低温（1~5 ℃）、空气中高CO2浓度、低O2分压或

无O2的环境条件中较易保存。但是禾本科植物花粉

在贮藏时要求较高的湿度（相对湿度70%~100%），例

如水稻花粉在12 ℃和相对湿度85%下可存活24 h[13]。

芒花粉的生活力较短，这势必成为开展杂交育种工作

的限制因素，因此进一步探索芒花粉离体保存的适宜

温度和湿度条件十分必要。
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