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板栗‘燕山早丰’柱头可授性和最适授粉时间

刘淑玟      郭素娟
（北京林业大学，林木资源高效生产全国重点实验室，森林培育与保护教育部重点实验室，北京 100083）

摘要:【目的】探明板栗‘燕山早丰’柱头可授性和杂交花粉活力的有效检测方法及日变化规律，筛选板栗‘燕山早丰’最适授

粉时间，为实现其高效杂交育种提供理论依据。【方法】以河北省迁西县主栽板栗品种‘燕山早丰’为母本，选择与其花期

相近且具有多粒、矮化等特异性状的‘王钱大栗’‘短枝芽变’‘三屯红栗’为父本，分别于雌雄盛花期不同时段进行人工授粉

试验。首先，采用联苯胺–过氧化氢法和MTT染色法测定柱头可授性，TTC、I2-KI、醋酸洋红染色法和离体萌发法测定花

粉活力。然后，在此基础上，于盛花期单日 08:00—18:00每隔 2 h取样，通过分析柱头可授性和花粉活力的日变化规律、

坐果率和结实率等指标，探究‘燕山早丰’的最适授粉时间。【结果】（1）采用联苯胺–过氧化氢法与MTT染色法检测‘燕山

早丰’柱头可授性，前者反应迅速且柱头出现大量气泡，后者柱头变色用时较长。（2）醋酸洋红染色法对花粉活力检测效

果最好，花粉活力均在 75% 以上，I2-KI染色法次之，其他方法效果不明显。（3）盛花期单日 10:00—12:00柱头可授性和

花粉活力最好。（4）不同杂交组合中，结实率最高值均出现在 08:00—12:00授粉时段，以‘王钱大栗’和‘三屯红栗’为父本

结实率最高。【结论】板栗‘燕山早丰’最适杂交授粉时段为盛花期单日 10:00—12:00。研究结果将为板栗人工杂交育种的

成功提供理论指导，同时对解析板栗生殖生物学特性和繁殖机制具有重要意义。
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Stigma receptivity and optimal pollination time of chestnut ‘Yanshanzaofeng’

Liu Shuwen　Guo Sujuan
(State Key Laboratory of Efficient Production of Forest Resources, Key Laboratory for Silviculture and Conservation of Ministry

of Education, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China)

Abstract: [Objective]  The  objective  of  this  study  is  to  investigate  the  effective  detection  method  and
variation law of stigma receptivity of chestnut ‘Yanshanzaofeng’ and hybrid pollen viability, and to screen
the  optimal  pollination  time  of  chestnut  ‘Yanshanzaofeng’,  so  as  to  provide  a  theoretical  basis  for  the
realization of  efficient  hybrid breeding. [Method] The main chestnut  variety ‘Yanshanzaofeng’  in Qianxi
County, Hebei Province of northern China was selected as the female parent, and varieties ‘Wangqiandali’,
‘Duanzhiyabian’ and ‘Santunhongli’ were selected as the male parents with feature such as multi-seed and
dwarf,  and  the  artificial  pollination  experiments  were  carried  out  at  different  time  of  flowering  periods.
Firstly, benzidine-hydrogen peroxide and MTT staining were used to determine stigma receptivity, TTC, I2-
KI  and magenta  acetate  staining and in  vitro  germination  method were  used to  determine  pollen  viability,
and  then  on  this  basis,  samples  were  taken  every  2  h  from 08:00  to  18:00  on  a  single  day  during  the  full
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flowering period. The optimal pollination time of ‘Yanshanzaofeng’ was explored by analyzing the variation
law  of  stigma  receptivity  and  pollen  viability,  fruit  setting  rate  and  seed  setting  rate.  [Result]  (1)
Benididine-hydrogen  peroxide  and  MTT  staining  were  used  to  detect  the  stigma  receptivity  of
‘Yanshanzaofeng’, the former had a rapid response and a large number of bubbles appeared on the stigma,
and the latter took a long time for stigma to change color. (2) Magenta acetate staining had the best effect on
pollen  viability,  with  the  pollen  viability  above  75%,  followed  by  I2-KI  staining,  and  the  effect  of  other
methods was not obvious. (3) The stigma receptivity and pollen viability were best from 10:00 to 12:00 in
the  full  flowering  period.  (4)  Among different  hybrid  combinations,  the  highest  seed  setting  rate  occurred
during  the  pollination  period  from  08:00  to  12:00,  and  the  seed  setting  rate  of  ‘Wangqiandali’  and
‘Santunhongli’ as the male parents was the highest. [Conclusion] The most suitable hybrid pollination time
for chestnut ‘Yanshanzaofeng’ is 10:00−12:00 on a single day during the full flowering period. The results
of  this  study  will  provide  theoretical  guidance  for  the  success  of  artificial  cross-breeding  of  chestnut,  and
great  significance  for  analyzing  the  reproductive  biological  characteristics  and  reproductive  mechanism of
chestnut.
Key words: chestnut; pollination time; stigma receptivity; benzidine-hydrogen peroxide; pollen viability

板栗（Castanea mollissima）属于壳斗科（Fagaceae）
栗属（Castanea）植物，是我国重要的木本粮食树种

之一，其果实营养价值高，除富含淀粉外，还有蛋白

质、脂肪、矿物质和维生素等营养物质，深受消费者

喜爱，具有较高的经济价值[1]。目前我国板栗种植规

模和总产量均居世界第一，但由于板栗喜光，枝条顶

端优势强，结果部位外移快且自交不亲和，其结实率

低，效益低下[2]。因此，培育具有优质、高产、短枝型

等优良性状的板栗新品种具有重要的现实意义。

现阶段分子辅助育种已被广泛应用到植物育种

工作中，但板栗新品种的培育仍以杂交育种为主[3]，

如：新品种‘明丰 2号’（C. mollissima ‘Mingfeng 2’）是
以‘燕明’（C. mollissima ‘Yanming’）为母本、‘燕山早

丰 ’（C. mollissima  ‘Yanshanzaofeng’）为父本杂交培

育而来[4]；‘南垂 5号’（C. mollissima ‘Nanchui5’）则是

以母本‘垂枝’（C. mollissima ‘Chuizhi’）与父本‘南沟

1号’（C. mollissima ‘Nangou1’）杂交培育得来 [5]。在

杂交授粉过程中，如何提高成功率，以获取丰富的杂

种资源是板栗育种亟待解决的问题。较高活性的花

粉和柱头是授粉成功的关键[6]，准确掌握花粉与柱头

活性检测方法，探明其日变化规律，明确最适杂交授

粉时间，可有效提高板栗杂交育种成功率。

目前，植物花粉活力检测方法多样，如 2，3，5-
三苯基氯化四氮唑（TTC）染色法、碘–碘化钾（I2-KI）
法、MTT染色法、离体萌发法、墨水染色法等 [7−9]。

在柱头可授性检测方面，多数学者采用联苯胺–过氧

化氢法[10−11]检测柱头可授性，部分研究采用MTT染

色法[12]、直接授粉法等[13]。前期板栗花粉活力研究

发现，不同板栗品种采用不同花粉活力测定方法，结

果存在较大差异。陈可可 [14]采用 TTC染色法检测

5个板栗品种花粉活力发现， ‘泰安薄壳栗 ’（C.
mollissima ‘Taianbaoke’）花粉活力最高可达 72.18%；
覃腾 [15]以广西 4个板栗品种为研究对象，采用离

体萌发法检测其花粉活力，发现 ‘封开 2号 ’（C.
mollissima ‘Fengkai2’）萌发率最高，但仅为 15.76%。
在板栗柱头可授性研究方面，王倩[16]采用联苯胺–过
氧化氢法检测了不同时期燕山板栗柱头可授性，发现

盛花期柱头可授性最强；周晶[17]采用联苯胺–过氧化

氢法检测板栗‘燕山红’（C. mollissima ‘Yanshanhong’）
柱头可授性发现，柱头可授性高峰值出现于盛花期

单日 08:00—12:00。以上研究对花粉活力和柱头可

授性的测定方法和日变化规律进行了初步探索，但

并未将花粉活力、柱头可授性日变化规律与其坐果

率、结实率、空苞率等进行综合分析。

为准确把握板栗最适授粉时间，提高板栗杂交

育种成功率，为后期的良种培育提供充足的杂种资

源，本研究首次以河北省迁西县主栽国审板栗品种

‘燕山早丰’（果肉质地细腻、味香甜、熟食品质上等、

丰产、质感效应较强）为母本[18−19]，父本选择具有多

粒、矮化等特异性状的 ‘王钱大栗 ’（C.  mollissima
‘Wangqiandali’）、 ‘短 枝 芽 变 ’（C.  mollissima
‘Duanzhiyabian’）、 ‘三 屯 红 栗 ’（C.  mollissima
‘Santunhongli’），采用联苯胺–过氧化氢法、MTT法

检测母本柱头可授性，采用 TTC染色法、I2-KI法、
醋酸洋红染色法、离体萌发法等检测花粉活力，通过

研究盛花期花粉活力、柱头可授性、不同时间授粉对

结实情况的影响，筛选‘燕山早丰’柱头可授性和杂交

花粉活力的适宜检测方法，探明两者的日变化规律，

筛选出最适杂交授粉时间。研究结果将为板栗人工

杂交育种的成功提供理论指导，同时对解析板栗生
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殖生物学特性及繁殖机制具有重要意义。 

1   材料与方法
 

1.1    试验地概况

试验地位于河北省唐山市迁西县北京林业大学

经济林（板栗）育种与栽培试验实践基地（40°18′ N，
118°54′ E），属暖温带大陆性季风气候，年平均气温

10.1 ℃，最低月平均气温−6.5 ℃，最高月平均气温

25.4 ℃。年平均降水量 817 mm，其中 5—10月降雨

量 657.6 mm，占全年降水量的 88%。年平均相对湿

度 59%，年平均无霜期 176 d，全年日照 2 581.5 h，
日照充足。该地属于低山丘陵区，土壤质地为沙壤

土，pH 6.44，有机质含量 2.89 mg/g，土壤肥力为中等

水平[20]。 

1.2    试验材料

材料为 11 年生板栗品种‘燕山早丰’‘王钱大栗’
‘短枝芽变’‘三屯红栗’，长势优良，无病虫害，株行

距 4 m × 3 m，平均树高 4.3 m，冠幅 4.0 m × 4.5 m，
树体为三主枝，开张角度 > 60°，树形为自然开心形。 

1.3    研究方法 

1.3.1    试验设计

参照周晶[17]研究结果，选择盛花期进行人工授

粉。选取长势一致且健壮的板栗试验树 60株，包括

‘燕山早丰’45株，‘王钱大栗’‘短枝芽变’‘三屯红栗’
各 5株。40株‘燕山早丰’作为母本进行柱头可授性

检测与授粉试验，5株‘燕山早丰’用于花粉活力检

测；‘王钱大栗’‘短枝芽变’‘三屯红栗为父本，用于花

粉活力日变化规律研究与授粉试验。各杂交授粉组

合为 ‘燕山早丰’♀ × ‘王钱大栗’♂、‘燕山早丰’♀ ×
‘短枝芽变’♂、‘燕山早丰’♀ × ‘三屯红栗’♂和 1个自

交组合‘燕山早丰’♀ × ‘燕山早丰’♂。 

1.3.2    人工授粉

每授粉组合选择 10株母树，每棵母树去雄套袋

后，于盛花期单日 08:00—18:00每隔 2 h进行杂交

授粉。采用随机区组设计，以单株为试验小区，共

10个重复。各授粉组合每株母树每授粉时段在冠层

中部东、南、西、北 4个方向外围各均匀选取 3个长

势相近且健壮的雌花簇，1个授粉时段每母株共选

取 12个雌花簇，每个授粉组合每时段授粉 120个雌

花簇，4个组合共选取 2 400个雌花簇。授粉时去掉

套袋，用毛笔蘸取花粉轻轻点涂雌花柱头上，授粉完

成后立即套袋。 

1.3.3    花粉活力测定方法筛选

在上午 08:00—10:00，采集‘燕山早丰’雄花盛花

期的雄花序，每株树均从东、南、西、北 4个方向取

样，混合后分别采用 TTC染色法[21]、醋酸洋红染色

法[22]、I2-KI染色法[23]、离体萌发培养法[24]测定花粉

活力，并以清水作为对照，筛选板栗花粉活力适宜检

测方法。 

1.3.4    花粉活力日变化规律研究

在 08:00—18:00每隔 2 h采集‘燕山早丰’‘王钱

大栗’‘短枝芽变’‘三屯红栗’的雄花盛花期的花粉，选

择 1.3.3筛选出的花粉活力检测方法进行花粉活力

日变化规律研究。 

1.3.5    柱头可授性检测方法筛选

从 40株‘燕山早丰’授粉母株中随机选取 15株，
在雌花盛花期每株树冠层中部东、南、西、北 4个方

向各均匀选取 3个雌花簇，在上午 08:00—10:00采
集柱头，分别利用联苯胺–过氧化氢法[25]和 MTT染

色法[26]测定柱头可授性，并以清水作为对照，筛选板

栗柱头可授性适宜检测方法。联苯胺–过氧化氢法判

定标准：若柱头周围产生气泡数量多且体积较大，则

柱头可授性很强（+++）；若柱头周围产生大量小气

泡，则柱头可授性较强（++）；若柱头周围产生少量气

泡，则柱头可授性较弱（+）；若柱头无气泡产生，则柱

头无可授性（−）。MTT染色法判定标准：若柱头具有

可授性，则柱头被染成深蓝色或黑色，颜色由浅变

深，柱头可授性由弱变强；若没有可授性，则柱头没

有颜色反应。 

1.3.6    柱头可授性日变化规律研究

在 08:00—18:00每隔 2 h采集‘燕山早丰’盛花

期的柱头，选择 1.3.5筛选出的柱头可授性检测方法

进行柱头可授性日变化规律研究。 

1.3.7    结实情况统计

授粉 20 d后去除纸袋，使球苞自然生长，统计

坐果率、落果率，9月上旬果实成熟后，计算结实率、

空苞率。坐果率为未凋落雌花簇数与授粉雌花簇数

的比值，落果率为凋落雌花簇数与授粉雌花簇数的

比值，空苞率为空苞数与授粉雌花簇数的比值，结实

率为果实成熟时的结实苞数与授粉雌花簇数的比值[15]。 

1.4    数据分析

试验数据采用 Excel软件进行整理，SPSS 26.0
进行方差分析。 

2   结果与分析
 

2.1    花粉活力适宜检测方法筛选

花粉在清水处理的情况下，颜色均为淡黄色，接

近半透明，分为形状规则的卵圆形与形状不规则两

种形态（图 1a）。0.5% 和 2% 的 TTC染色法的染色

效果均不明显，延长染色时间后花粉依旧呈淡黄色

（图 1b，1c），故此方法不适合板栗花粉活力检测。醋

酸洋红染色法效果明显，有活力的花粉呈鲜红色，形
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状呈规则的卵圆形，而无活力花粉未着色，体积小且

形状不规则（图 1d）；该方法操作简单，染色时间短，

效果好，有活力花粉与无活力花粉较易辨别，可作为

板栗花粉活力检测方法。I2-KI染色法染色效果明

显，有活力花粉颜色呈深棕色，无活力花粉不着色，

但两者之间存在色浅、黄褐色的花粉，花粉活力较难

判别，故此方法也不适合板栗花粉活力检测（图 1e）。
离体萌发培养法可以直接观察到花粉的萌发情况

（图 1f），可判断花粉是否具有活力，但花粉离体培养

耗时较长，且培养条件较为严苛，易染菌，需要在无

菌且温度恒定的环境下培养，花粉整体萌发率较低。

综合反应条件、反应时间、判断标准等方面，发

现醋酸洋红染色法更适合进行板栗盛花期单日花粉

活力规律研究。 

2.2    不同板栗品种盛花期单日花粉活力变化规律

采用醋酸洋红染色法测定不同板栗品种单日内

花粉活力变化规律，结果如表 1所示。各品种盛花

期单日内花粉活力均保持在 75% 以上，但不同品种

板栗花粉在单日内不同时间活力存在差异。‘短枝芽

变’和‘三屯红栗’单日内花粉活力波动较小，最高值

均出现在 10:00—12:00。‘燕山早丰’‘王钱大栗’单日

内花粉活力波动相对较大，但花粉活力最高值也出

现在 10:00—12:00，最低值出现时段存在差异。

其中，‘燕山早丰’10:00—12:00花粉活力显著高于

16:00—18:00，‘王钱大栗’10:00—12:00花粉活力显

著高于其余时间花粉活力。综上，以这 4个品种为

父本时，应该选择上午 10:00—12:00采集花粉，此时

花粉活力最高。 

2.3    柱头可授性适宜检测方法筛选

采用联苯胺–过氧化氢法检测‘燕山早丰’柱头可

授性，由于板栗柱头形状结构限制，染色效果不佳，

仅有柱头尖端可观察到轻微蓝色反应；但其表面气

泡反应明显，区分度较高。柱头表面只产生少量气

泡，且气泡体积较小，柱头可授性较弱，标记为+，记
1分（图 2a-1）；柱头表面产生较多小气泡，柱头可授

性较强，标记为++，记 2分（图 2a-2）；柱头表面迅速

产生大量气泡，且均匀附着整个柱头，柱头可授性最

强，标记为+++，记 3分（图 2a-3）。
采用MTT染色法检测柱头可授性，短时间内柱

头表面无明显颜色变化，避光染色 1 h后，染色情况

较为明显，有活力的柱头顶部变为黑色，且随着柱头

可授性增强，染色长度逐渐增大。具体而言，仅有柱

 

10 μm 10 μm 10 μm

10 μm10 μm10 μm

a

d e f

b c

a. 清水对照；b. 0.5%TTC染色法；c. 2%TTC染色法；d. 醋酸洋红染色法；e. I2-KI染色法；f. 离体萌发法

图 1    不同方法测定‘燕山早丰’花粉活力效果

Fig. 1    Effects of different methods on measuring pollen viability of ‘Yanshanzaofeng’

 

表 1    不同板栗品种盛花期花粉活力变化

Tab. 1    Changes in pollen viability of different chestnut cultivars at full flowering stage %

时段 ‘燕山早丰’ ‘短枝芽变’ ‘王钱大栗’ ‘三屯红栗’

08:00—10:00 84.78ab 90.47a 83.71b 88.58a

10:00—12:00 90.71a 91.32a 87.26a 88.97a

12:00—14:00 80.65ab 88.93a 75.34c 82.23a

14:00—16:00 81.14ab 90.63a 79.49c 83.76a

16:00—18:00 78.63b 86.89a 78.26c 80.53a

注：不同小写字母表示同一品种单日内不同时间花粉活力存在显著差异（P < 0.05）。下同。
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头尖端部分染色，染色面积微小，呈点状，此柱头可

授性较弱（图 2b-1）；柱头尖端面积染色面积增大，其

柱头底部也部分染色，即柱头可授性较强（图 2b-2）；
柱头尖端染色部分延伸至柱头中部，且花柱上端也

有部分染色，此柱头可授性极强（图 2b-3）。
综上，联苯胺–过氧化氢法和 MTT染色法都可

以判断板栗柱头可授性强弱。综合考虑染色时长、

可操作性等因素，在实际生产中，采用联苯胺–过氧

化氢法检测板栗柱头可授性更适宜。因而，选择联

苯胺–过氧化氢法进行板栗盛花期单日柱头可授性

变化规律研究。 

2.4    ‘燕山早丰’盛花期单日柱头可授性变化规律

表 2显示：‘燕山早丰’盛花期单日内不同时段柱

头均具有可授性，整体呈现出“上升—下降—上升—
下降”的变化趋势。上午 08:00—10:00柱头就已经具

有较强可授性，10:00—12:00可授性达到最高，柱头

表面具有大量气泡；随后急剧下降，12:00—14:00可
授性要明显低于其他时段，之后可授性又重新升高，于

14:00—16:00达到日变化第 2个高峰，16:00—18:00
可授性降低（图 3）。 

2.5    盛花期单日不同授粉时间对板栗结实情况的影响

各杂交组合中，不同时间授粉落果率与坐果率

均无显著差异，但结实率与空苞率在不同授粉时间

存在显著差异（图 4）。 ‘燕山早丰’ × ‘王钱大栗’杂交

组合在盛花期 08:00—10:00与 10:00—12:00时段

授粉，其结实率分别高达 79.30% 与 80.36%，显著

高于 12:00—14:00与 16:00—18:00两个授粉时段

（图 4）；且在 10:00—12:00时段授粉，3粒坚果球苞

结实率相较于其他授粉时段最高，达 55.10%（表 3）；
空苞率在 10:00—12:00授粉时段最低，仅为 14.74%，
而 16:00—18:00授粉时段的空苞率高达 37.88%，二
者差异达到显著水平。

在‘燕山早丰’ × ‘短枝芽变’杂交组合中，结实率

在 08:00—10:00授粉时段最高 （59.35%）， 10:00—
12:00时段的结实率与 08:00—10:00时段相比略有

下降（56.10%），并显著高于 12:00—14:00授粉时段

（图 4）；3粒坚果球苞结实率以 10:00—12:00时段最

高（43.72%）（表 3）；空苞率则以 10:00—12:00授粉

时段最低 （27.64%）， 12:00—14:00与 16:00—18:00
的空苞率则高达 46.34% 与 44.59%，均显著高于

10:00—12:00（图 4）。
在 ‘燕山早丰 ’  ×  ‘三屯红栗 ’杂交组合中 ，

08:00—10:00、10:00—12:00授粉时段的结实率较

高，达 76.42%、78.86%，16:00—18:00结实率最低
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图 2    联苯胺–过氧化氢法（a）和MTT染色法（b）检测‘燕山早丰’柱头可授性

Fig. 2    Detecting stigma receptivity of ‘Yanshanzaofeng’ according to benzidine hydrogen peroxide method (a) and MTT method (b)

 

表 2    联苯胺–过氧化氢法检测‘燕山早丰’盛花期单日不同时间柱头可授性

Tab. 2    Detecting single day stigma receptivity during full flowering period of ‘Yanshanzaofeng’ by
benzidine-hydrogen peroxide method

时段 柱头反应 柱头可授性

08:00—10:00 浸泡在溶液中3 ~ 5 min后，柱头表面出现大量气泡，且体积较大 +++

10:00—12:00 浸泡溶液3 min左右，柱头表面出现大量气泡，气泡密集且体积较大 +++

12:00—14:00 浸泡溶液5 min后，柱头表面出现少量气泡，体积较小 +

14:00—16:00 浸泡溶液5 min后，柱头表面出现气泡，气泡密集 +++

16:00—18:00 浸泡溶液5 min后，柱头表面出现大体积气泡，但数量较少 ++

注：+++. 柱头可授性极强；++. 柱头可授性较强；+. 柱头具可授性。
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（56.91%），与上午差异达到显著水平（图 4）；3粒坚

果球苞结实率以 08:00—10:00时段最高（53.41%），
10:00—12:00时段略有下降（50.98%）（表 3）；空苞率

则在 10:00—12:00授粉时段最低（8.94%），显著低

于 12:00—14:00和 16:00—18:00授粉时段。

在‘燕山早丰’ × ‘燕山早丰’自交组合中，结实率

均在 30% 左右（图 4）。在 08:00—10:00授粉时段，

结实率最高 （31.32%），空苞率最低 （30.38%）；在
16:00—18:00授粉时段结实率最低（21.21%）（图 4）。
结实的球苞大多只含有 1粒坚果，2粒坚果球苞

与 3粒坚果球苞结实率均以 08:00—10:00最高，

16:00—18:00最低；空苞率则以 12:00—14:00最高，

达 53.54%（表 3）。相比其他杂交组合，自交组合中

的结实率较低，落果率与空苞率较高；但是结实率最

高值出现在上午授粉时段，这与其他杂交组合相同

（图 4）。
综合不同板栗品种授粉组合在不同时时段授粉

后的结实指标可以得出，结实率和 3粒坚果球苞结

实率最高值均出现在上午。因此，为提高板栗杂交

授粉结实率，应选择上午进行板栗杂交授粉。 

3   讨　　论
 

3.1    花粉活力检测

前人系统研究花粉活力发现，不同植物有不同

的适宜检测方法。如：花生（Arachis hypogaea）花粉

活力的最适检测方法为离体萌发法与红墨水染色法[7]，

 

a b c
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1 mm1 mm

e

a. 08:00—10:00；b. 10:00—12:00；c. 12:00—14:00；d. 14:00—16:00；e. 16:00—18:00

图 3    联苯胺–过氧化氢法检测‘燕山早丰’盛花期单日柱头可授性

Fig. 3    Detecting single day stigma receptivity during blooming period of ‘Yanshanzaofeng’ by benzidine-hydrogen peroxide method
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落果率 坐果率 结实率 空苞率

落果率 坐果率 结实率 空苞率

08:00—10:00 10:00—12:00 12:00—14:00 14:00—16:00 16:00—18:00

a.‘燕山早丰’♀ × ‘王钱大栗’♂；b.‘燕山早丰’♀ × ‘短枝芽变’♂；c.‘燕山早丰’♀ × ‘三屯红栗’♂；d.‘燕山早丰’♀ × ‘燕山早丰’♂。不同小写字母表

示同一授粉组合单日内不同时间授粉后结实情况存在显著差异（P < 0.05）。

图 4    各授粉组合盛花期单日不同时段授粉结果

Fig. 4    Pollination results of different combinations at varied times in a single day during blooming period
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薄壳山核桃（Carya illinoinensis）的花粉采用MTT染色

法着色效果最佳[8]，多花黄精（Polygonatum cyrtonema）
的花粉活力最适检测方法为 TTC染色法 [27]。TTC
试剂是依靠呼吸作用产生的 NADH2 或 NADPH2 对

花粉进行染色。本试验中 TTC试剂无法使板栗花粉

着色，这可能是由于板栗自身呼吸作用产生的脱氢

酶较少，无法达到理想的染色状态。此外，利用 I2-
KI对花粉进行染色时，染色效果会因直链淀粉与支

链淀粉的比例不同而产生差异[28]。当花粉直链淀粉

含量高时，会被试剂染为蓝色，如芝麻（Sesamum
indicum）[23]、油茶（Camellia oleifera）[29]；反之则为紫

红色，如花生[7]、百合（Lilium lancifolium）[30]等。醋酸

洋红染液则是根据花粉内物质积累量对花粉进行染

色，正常花粉物质积累较多，对醋酸洋红的吸附作用

与亲和力强，易被染为深红色，反正，呈淡红色或无

色，如油菜（Brassica campestris）[31]。本研究中，醋酸

洋红染色法、I2-KI染色法均可将‘燕山早丰’花粉成

功染色，但是醋酸洋红染色法操作简单，染色快速，

有活力花粉与无活力花粉易辨别，结果准确；而 I2-
KI染色法中存在浅色、黄褐色的介于有活力和无活

力之间的花粉，活力界定具有主观性，花粉活力较难

准确判别。因而，建议生产上使用醋酸洋红染色法

检测‘燕山早丰’花粉活力。 

3.2    柱头可授性检测

利用联苯胺–过氧化氢法检测柱头可授性，主要

是依靠柱头表面有活力的过氧化氢酶，试剂中的过

氧化氢在酶的作用下产生强氧化性的原子氧，将联

苯胺氧化变色，并产生气泡。故当柱头表面气泡

体积较大，数量较多时，柱头具有较强可授性，反之

则柱头可授性较弱。此方法已广泛用于植物柱头可

授性检验，如川贝母（Fritillaria  cirrhosa）[32]、兜兰

（Paphiopedilum）[33]等。MTT染色法检测柱头可授性

主要依据柱头表面活性酶与试剂反应变色原理，可

授性较强的柱头被染为深色，且染色面积较大，反之

柱头颜色较浅[34−35]。本试验采用联苯胺–过氧化氢法

和 MTT染色法检验‘燕山早丰’的柱头可授性，其反

应结果与其他植物基本相同，但MTT染色法检验板

栗柱头可授性耗时较长，可能导致错过最适授粉时

间。因此，在生产上可选取联苯胺–过氧化氢法快速

检测柱头可授性，为杂交授粉提供指导。 

3.3    花粉活力与柱头可授性日变化规律

花粉活力是决定授粉成功的重要因素，柱头是

植物承接花粉的部位，二者对于准确把握植物授粉

时间有重要意义，共同决定植物育种成功率[36]。不

同植物的花粉活力与柱头可授性变化规律不同[23,37]，

因此，植物育种授粉前，应准确掌握花粉活力和柱头

 

表 3    各授粉组合盛花期单日不同时间授粉结实情况

Tab. 3    Pollination and seed setting at different times of a single day during blooming period of each pollination combination

授粉组合 授粉时段 结实率（1粒）/% 结实率（2粒）/% 结实率（3粒）/% 总结实率/%

‘燕山早丰’♀ × ‘王钱大栗’♂

08:00—10:00 10.76a 14.71a 53.83a 79.30a

10:00—12:00 9.64a 15.62a 55.10a 80.36a

12:00—14:00 12.24a 17.78a 30.58b 60.60bc

14:00—16:00 5.21a 20.96a 44.24ab 70.42ab

16:00—18:00 12.35a 12.92a 29.86b 55.12c

‘燕山早丰’♀ × ‘短枝芽变’♂

08:00—10:00 10.59a 8.07ab 40.69a 59.35a
10:00—12:00 4.98a 7.40ab 43.72a 56.10a

12:00—14:00 7.13a 3.25b 26.20ab 36.59b

14:00—16:00 5.67a 12.61a 34.56a 52.85a

16:00—18:00 7.28a 8.01ab 23.62ab 38.90ab

‘燕山早丰’♀ × ‘三屯红栗’♂

08:00—10:00 3.25b 19.76a 53.41a 76.42a
10:00—12:00 10.60a 17.28ab 50.98a 78.86a

12:00—14:00 14.65a 17.31ab 29.02b 60.98ab

14:00—16:00 13.82a 17.32ab 39.06ab 70.20ab

16:00—18:00 11.38a 16.50b 29.02b 56.91b

‘燕山早丰’♀ × ‘燕山早丰’♂

08:00—10:00 23.80a 4.70a 2.82a 31.32a
10:00—12:00 21.12a 4.17ab 2.50ab 27.79ab

12:00—14:00 17.63a 3.25ab 1.95ab 22.83ab

14:00—16:00 20.07a 3.96ab 2.38ab 26.40ab

16:00—18:00 16.84a 2.73b 1.64b 21.21b

注：不同小写字母表示同一授粉组合单日内不同时段授粉后结实情况存在显著差异（P < 0.05）。
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的变化规律，由此得到最适授粉时间，提高育种成

功率。

本研究发现，上午 08:00—12:00柱头可授性与

花粉活力均较强，而在正午 12:00—14:00柱头可授

性较弱，且此时花粉活力显著降低，这可能与空气温

度、湿度变化有关。板栗柱头为针状形，在雌花成熟

过程中可观察到柱头尖端有蛋白质、脂类、多糖等分

泌物溢出[38]，中午温度升高，空气湿度降低，导致柱

头分泌物内酶活性降低，柱头可授性降低。这与温

度对甜樱桃（Prunus avium）柱头可授性的影响结果[39]

相一致。此外，正午高温导致板栗花粉活力降低，这

与辣椒（Capsicum annuum）的研究结果[40]相似。正午

过后，气温降低，日照强度减弱，柱头内酶活性增

强，柱头可授性与花粉活力回升；傍晚气温继续下降

导致柱头可授性与花粉活力又重新降低。本研究得

出的柱头可授性变化规律与周晶[17]对板栗柱头可授

性的研究结果基本一致，且本研究中板栗花粉活力

检测方法和变化规律方面的内容也弥补了板栗相关

研究的缺失。 

3.4    杂交授粉时间与结实情况

授粉时间显著影响授粉受精完成情况，如周建

辉等[41]对厚皮甜瓜（Cucumis melo）进行不同时间杂

交授粉，发现 06:00—12:00授粉种子发芽率较高。

对 西 瓜 （Citrullus  lanatus）[42]、西 葫 芦 （Cucurbita
pepo）[43]的研究也证实上午授粉比下午效果好，主要

表现为坐果率较高，结籽数量多。此外，对玉米（Zea
mays）进行不同时间授粉处理，发现不同自交系均

在 09:00—11:00和 16:00—18:00授粉果穗的结实性

状较好[44]。这与本研究得到的板栗 08:00—12:00与
14:00—16:00杂交授粉结实情况较好的结果相似，

即最适授粉时间均避开了正午时段。除可以根据授

粉结实情况筛选植物授粉时间外，也可根据柱头

可授性和花粉活力筛选植物的适宜授粉时间。对青

杨派树种进行柱头可授性检测，发现最佳授粉期

为花序顶部露出芽鳞 84 ~ 96 h[45]。本研究中，上午

10:00—12:00进行授粉结实效果优良，这与前期柱

头可授性与花粉活力变化规律的结果相符合，进一

步验证了此时段为板栗最适杂交授粉时间。

通过将 3个杂交授粉组合与自交授粉结实情况

相对比，可以看出‘燕山早丰’存在明显的自交不亲和

现象，其自交落果率与空苞率均较高，而结实率较

低。不同杂交授粉组合间结实情况也存在差异，以

‘王钱大栗’‘三屯红栗’为父本的授粉组合的结实率

和 3粒坚果球苞结实率与以‘短枝芽变’为父本的授

粉组合存在较大差距，即存在明显的花粉直感效应，

这与前人的研究结果[19]一致。后续在进行板栗杂交

育种和种质优化时，宜选取性状优良的品种为父本，

以丰富子代板栗优良性状。 

4   结　　论

本研究首次以国审板栗品种‘燕山早丰’为试验

对象，筛选其柱头可授性与花粉活力的高效便捷检

测方法，并在此基础上以其为母本进行了多组合的

分时段授粉，从而筛选出板栗适宜的杂交授粉时

段。研究得到以下主要结论。

（1）板栗‘燕山早丰’柱头可授性最适检测方法为

联苯胺–过氧化氢法，花粉活力最适检测方法为醋酸

洋红染色法。

（2）盛花期单日内柱头可授性呈“上升—下降—
上升—下降”趋势，且以 10:00—12:00时间段柱头可

授性最强，此时段不同父本板栗品种的花粉活力也

最高。

（3）不同杂交组合中，总结实率与 3粒坚果球苞

结实率最高值均出现在 08:00—12:00。
综合上述结果，实际生产中建议在上午 10:00—

12:00对‘燕山早丰’杂交授粉。研究结果不仅为优化

板栗人工杂交授粉技术，提高板栗杂交授粉成功率，

以获得充足的杂种资源提供了理论指导，同时有助

于丰富板栗生殖生物学内容，揭示其繁殖机制。本

研究设置的授粉试验时间梯度为 2 h，在后续研究中

可将时间梯度细化，以期筛选出更加精确的最适授

粉时间，从而获得更理想的结实效果。
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