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西藏野生宽叶韭花粉离体萌发特性研究

段双双 徐 湖 张子骏 马晓帆 王忠红*

（西藏农牧大学 植物科学学院，西藏林芝 860000）
摘要 为明确野生宽叶韭花粉的离体萌发特性，以西藏宽叶韭花粉为研究对象，先使用单因素试验初筛

花粉离体萌发培养需要的适宜光照条件、温度、时间以及培养基中蔗糖、硼酸、氯化钙的适宜质量浓度

范围，再利用正交试验检验各成分之间的交互作用对花粉萌发的影响，筛选出花粉离体萌发的最适培养

基。结果表明，25 ℃下暗培养1 h，更利于花粉萌发；单因素试验结果表明，适宜宽叶韭花粉萌发的培

养基中蔗糖质量浓度为100 ~ 150 g/L，硼酸质量浓度为100 ~ 150 mg/L，氯化钙质量浓度为0 ~ 50 mg/L。

试验中，蔗糖 100 g/L、硼酸 100 mg/L、氯化钙 0 mg/L下花粉萌发率是最高，为 57.39%，蔗糖 100 g/L、

硼酸200 mg/L、氯化钙150 mg/L下花粉萌发率是最低，为34.26%；蔗糖50 g/L、硼酸100 mg/L、氯化钙

0 mg/L下的花粉管最长，达40.76 µm，蔗糖150 g/L、硼酸200 mg/L、氯化钙150 mg/L时的花粉管最短，

仅19.11 µm。综上所述，宽叶韭花粉离体萌发最佳培养条件为25 ℃下暗培养1 h，最佳培养基组合为蔗

糖100 g/L + 硼酸100 mg/L + 氯化钙0 mg/L。
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Abstract: To investigate the in vitro germination characteristics of wild Allium hookeri pollen, 

this study focused on Xizang A. hookeri pollen. First, single-factor experiments were conducted 

to preliminarily identify optimal light conditions, temperature, incubation time, and suitable 

concentration ranges of sucrose, boric acid, and calcium chloride in the culture medium for 

pollen germination. Subsequently, orthogonal experiments were employed to evaluate the 

interactive effects of these components on pollen germination and to screen for the optimal 

medium formulation. The results showed that dark conditions were more conducive to pollen 

germination, the optimal germination temperature was 25 ℃, and the optimal culture time was 1 

h. The results of single factor test showed that sucrose concentration was 100 ~ 150 g/L, boric 

acid concentration was 100 ~ 150 mg/L and calcium chloride concentration was 0 ~ 50 mg/L in 

the suitable medium for A. hookeri pollen germination. In the orthogonal test, the highest pollen 

germination rate was 57.39% under sucrose 100 g/L, boric acid 100 mg/L and calcium chloride 
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0 mg/L, and the lowest pollen germination rate was 34.26% under sucrose 100 g/L, boric acid 

200 mg/L and calcium chloride 150 mg/L. The pollen tube under the conditions of sucrose 50 g/

L, boric acid 100 mg/L and calcium chloride 0 mg/L was the longest (40.76 μm), while the 

pollen tube under the conditions of sucrose 150 g/L, boric acid 200 mg/L and calcium chloride 

150 mg/L was the shortest (19.11 μm). Platyphylla, while high concentration of calcium 

chloride could inhibit it. In conclusion, the optimal culture conditions for in vitro germination of 

A. hookeri pollen were dark culture at 25 ℃ for 1 h, and the optimal medium combination was 

sucrose 100 g/L + boric acid 100 mg/L + calcium chloride 0 mg/L.

Key words: Allium hookeri; Pollen; Germination in vitro; Culture medium

宽叶韭（Allium hookeri Thwaites）是百合科葱属粗根组多年生草本植物，鳞茎圆柱状，具粗壮的根，

8月至 9月开花结果。主要分布于中国四川、云南西北部和西藏东南部，以及斯里兰卡、不丹和印度北

部，生于海拔1 500 ~ 4 000 m的湿润山坡或林下[1,2]，部分地区的人会将其作为蔬菜食用。相关研究表明，

宽叶韭具有2倍体、3倍体以及4倍体居群[3-5]，而在7个二倍体居群中发现花粉母细胞减数分裂时染色体

不能进行正常配对，因此虽然能开花但是不能结实[3,4,6,7]，这一类群只能靠无性繁殖扩大居群[3,4,7]。有研究

发现，西藏宽叶韭具有有性繁殖和分蘖无性繁殖2种繁殖方式，开放授粉和套袋自交均能结实[8]，可进行

杂交育种研究。

花粉是植株进行杂交育种的父本材料，而杂交育种与新品种研发常遇到花期不遇和花粉活力不够导

致的植物结实率低等问题[9]，这就需要对花粉进行采集和活力测定。测定花粉活力主要有染色法、离体萌

发法、活体萌发法及授粉结实法等[10]，花粉离体萌发法通过筛选适宜的培养基和培养温度来模拟花粉在柱

头上的萌发条件，从而测定花粉萌发花粉管的能力[11]，在植物杂交育种研究中应用十分普遍。具有易于

观察计数、培养条件可定量控制、数据准确等优点，成为测定花粉活力最可靠有效的方法[12]，花粉离体

萌发法的缺点是受培养条件的影响较大，不同植物所需的培养基成分及其质量浓度和培养温度差异较

大[13]。因此，探究花粉离体萌发适宜的培养温度、时间及培养基成分及配比等条件，是测定植物花粉活

力的基础[14]。

西藏拥有丰富的植物资源[15]，产于西藏的野生宽叶韭是当地特色的野菜[16,17]，研究其花粉离体萌发特

性有利于未来葱属植物花粉活性、杂交育种等探究试验的进行。

1  材料与方法

1.1  试验材料

试验时间为2024年8月25日至28日，以采集于西藏农牧学院实习农场野生葱属植物资源圃的野生宽

叶韭花粉为材料。花药采集时间为2024年8月25日9:00 ~ 11:00 am，选择生长旺盛、较少或无病虫害植

株上的已开放小花的花药，将形态饱满、发育较好的未开裂花药取下，置于铺有硫酸纸的培养皿内于干

燥通风处待其散粉，每次试验至少选取50粒花药。试验培养基成分选择天津市致远化学试剂有限公司的

分析纯蔗糖、硼酸及氯化钙。
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1.2  试验方法

1.2.1  试验设计

本研究由多组试验构成。

（1）光照处理组。设黑暗处理和光照处理，黑暗处理用锡箔纸对培养皿进行包裹，与光照处理在

25 ℃培养箱内同时培养1 h。

（2）温度处理组。培养温度设为18 ℃、22 ℃、25 ℃和28 ℃，用质量浓度为100 g/L蔗糖、100 mg/

LH3BO3和100 mg/LCaCl2的培养基，按1 h进行培养。

（3）时间处理组。培养时间分别为 0.5 h、1 h、1.5 h 和 2 h，用质量浓度为 100 g/L 蔗糖、100 mg/

LH3BO3和100 mg/LCaCl2的培养基，在25 ℃下进行培养。

（4）培养基处理组。分单一培养基处理试验（表1）和混合培养基处理试验（表2），均在最适宜的温

度（25 ℃）、时间（1 h）和黑暗环境下进行培养。

所有试验处理均设置3次重复（即3个玻片）。

1.2.2  花粉萌发培养与观测方法

采用液体培养基离体培养法进行花粉培养，具体方法如下：采集的花药散粉后将其抖动混合后，在

凹玻片中央滴2 ~ 3滴液体培养基，用镊子和解剖针将花粉取出放至凹玻片的液体培养基中，将花粉搅散

均匀（不同处理取花粉前镊子、解剖针及手均使用酒精消毒），后将载玻片放入装有浸湿滤纸的培养皿

内，于恒温培养箱中进行培养，在显微镜下观察花粉萌发情况，花粉管长度大于等于花粉粒直径视为萌

发。每个玻片随机观察5个视野，每个视野花粉粒统计不少于40粒。

表1　蔗糖、硼酸、氯化钙单因素试验设计

Tab.1　Single-factor experimental design of sucrose， boric acid， and calcium chloride

处理

CK（清水）

1

2

3

4

蔗糖/g·L-1

0

50

100

150

200

硼酸/mg·L-1

0

50

100

150

200

氯化钙/mg·L-1

0

50

100

150

200

表2　不同培养基三因素三水平正交试验

Tab.2　Three-factor three-level orthogonal design of different medium components

处理

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

蔗糖/g·L-1

50

50

50

100

100

100

150

150

150

硼酸/g·L-1

100

150

200

100

150

200

100

150

200

氯化钙/g·L-1

0

50

150

0

50

150

0

50

150
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花粉萌发率 = 萌发花粉粒数/每个视野观察总花粉数 × 100%[15]。

1.3  数据分析

采用DPS18.10软件进行统计分析。

2  结果与分析

2.1  宽叶韭花粉离体萌发的适宜条件

2.1.1  光环境对花粉离体萌发的影响

由表 3可知，黑暗条件下宽叶韭花粉萌发率达 45.17%，花粉管长度达 25.36 µm，萌发率显著（p < 

0.05）高于光照培养，花粉管长度极显著（p < 0.01）高于光照培养。说明黑暗条件更适于宽叶韭花粉离

体萌发，但光照下亦有一定的萌发率。

2.1.2  培养温度与时间对花粉离体萌发的影响

从图1-A和B可知，宽叶韭花粉离体萌发率随培养时间的增长，呈现出先升高再降低的变化趋势，在

1 h时萌发率最高，达到62.94%，1.5 h次之，2 h较低，出现时间延长萌发率下降的原因，可能是部分花

表3　光照条件对宽叶韭花粉离体萌发的影响

Tab.3　Effects of light conditions on the in vitro germination of Allium hookeri pollen

处理

光照

黑暗

花粉萌发率/%

33.38 ± 1.93 b

45.17 ± 2.97 a

花粉管长度/µm

18.66 ± 0.78 bB

25.36 ± 0.68 aA

注：同列数据后标不同小写字母表示在p ≤ 0.05水平差异显著，大写字母表示在p ≤ 0.01水平差异显著。

图1　不同培养温度、时间对宽叶韭花粉萌发率及花粉管长度的影响

Fig.1　Effects of different culture temperature and time on in vitro germination of Allium hookeri pollen
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粉的花粉管在现有试验条件下萌发时间较长时出现颜色变化或其他原因导致在低倍显微镜观察时观察不

到（图2），但0.5 h最低，仅为25.41%，且方差分析表明，萌发1 h的萌发率极显著（p < 0.01）高于0.5 h

的，说明宽叶韭花粉离体萌发在1 h左右即达到较高萌发率。花粉管长度在 0.5 h最短，仅为 14.15 µm，1 h

和2 h的最高，在30.85 µm左右，亦说明在萌发1 h左右即可达到花粉管最长状态，超过1 h有可能出现观

察不到的现象。

图 1-C和D可知，温度对宽叶韭花粉离体萌发率及花粉管长度均有明显影响。最适宜的萌发温度为

25 ℃，此时萌发率可达71.35%，22 ℃的萌发率亦较高，28 ℃下较低但高于18 ℃的萌发率。不同温度下

的萌发率呈现出显著或极显著性的差异，说明宽叶韭花粉离体萌发的最佳温度范围应该在25 ℃左右。花

粉管的长度与萌发率有类似变化趋势，但22 ℃的长度极显著（p < 0.01）高于25 ℃的，说明从花粉管长

度来看，22 ℃左右的温度是较适宜温度，18 ℃的较低温度和28 ℃的较高温度均不利于花粉管的生长。

2.2  不同培养基对宽叶韭花粉离体萌发的影响

2.2.1  蔗糖、硼酸、氯化钙单一培养基对宽叶韭花粉离体萌发的影响

由图3可知，与清水处理（对照）相比较，蔗糖、硼酸、氯化钙的各浓度处理均对宽叶韭花粉离体萌

发有促进作用，萌发率远高于对照的0.27%、花粉管长度远高于对照的12.62 µm。

在不同浓度蔗糖处理下，花粉离体萌发率随蔗糖质量浓度的升高呈现先上升后下降的趋势，在100 g/L

时萌发率（55.48%）最高，150 g/L次之（55.32%），50 g/L下较低但高于200 g/L下的萌发率（34.54%）。

方差分析显示，100 g/L和150 g/L之间无差异，均与对照和200 g/L下的萌发率有极显著性差异，与50 g/L

下的萌发率有显著性差异。花粉管长度与萌发率有相同的变化趋势，但150 g/L时花粉管最长（29.45 µm），

且与其他处理间有极显著性差异；低浓度和较高浓度处理的接近，但均极显著长于对照，说明蔗糖溶液

在50 ~ 200 g/L范围内对宽叶韭花粉离体萌发促进作用明显，综合萌发率和花粉管长度看，150 g/L是最佳

处理浓度。

在不同浓度硼酸处理下，花粉离体萌发率随硼酸质量浓度的升高呈上升趋势，但中、较高及高浓度

间差异未达显著性水平；花粉管长度则随硼酸质量浓度的升高呈先增长后缩短的趋势，且中、较高浓度

的处理极显著长于高浓度的处理，综合表明100 ~ 150 mg/L的硼酸质量浓度是宽叶韭花粉离体萌发的较适

宜浓度。

在不同浓度氯化钙处理下，花粉萌发率及花粉管长度均随CaCl2质量浓度的升高而下降，50 mg/L的

图2　萌发的宽叶韭花粉

Fig.2　Germination of Allium hookeri pollen

743



2025 年第 6 期高原农业

低浓度有利于花粉萌发和花粉管的生长，中、较高和高浓度下虽然能够促进花粉萌发，但对花粉管长度

没有明显促进作用。综合表明50 mg/L左右是氯化钙对宽叶韭花粉离体萌发最适宜的培养浓度。

2.2.2  蔗糖、硼酸、氯化钙混合培养基对宽叶韭花粉离体萌发的影响

由图4可知，用蔗糖、硼酸、氯化钙混合培养基培养时，不同配方之间在萌发率和花粉管长度方面均

有不同程度的差异。

萌发率方面，T6和T9配方的极显著低于其他配方，萌发率在35%左右；其他配方均在50%左右，T4

配方最高，其次为T7配方，T2和T1配方居中，从这几个配方来看，无氯化钙或低氯化钙含量、中度的

蔗糖和硼酸含量的混合配方有利于宽叶韭花粉离体萌发。

花粉管长度方面，T1处理的最长，极显著长于其他配方；T9配方的最短，极显著短于其他配方；T6

和T8配方的较短，其他配方的居中，相互之间的差异有不同程度的显著性。这与T1配方的综合浓度最

图3　不同培养基及其质量浓度对宽叶韭花粉萌发的影响

Fig.3　Effects of different medium components and their concentrations of Allium hookeri pollen
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低、T9配方的综合浓度最高对应。

由表 4和图 4可知，低浓度蔗糖和较低浓度硼酸的混合培养基有利于宽叶韭花粉离体萌发，随着蔗

糖、硼酸、氯化钙综合浓度的增加，花粉离体萌发效果相较变差。
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图4　混合培养基对宽叶韭花粉离体萌发的影响

Fig.4　Effect of mixed culture medium on in vitro germination of Allium hookeri Pollen

表4　混合培养基对宽叶韭花粉萌发影响的隶属函数值

Tab.4　Membership function values of mixed medium effects on pollen germination of Allium hookeri Pollen

处理

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

萌发率/%

53.90

54.41

50.54

57.39

47.34

34.26

56.51

51.31

35.37

花粉管长度/µm

40.76

30.29

29.28

30.56

32.21

25.96

32.57

24.62

19.11

萌发率隶属值

0.8 491

0.8 712

0.7 038

1.0 000

0.5 655

0.0 000

0.9 620

0.7 371

0.0 480

花粉管长度隶属值

1.0 000

0.5 164

0.4 697

0.5 289

0.6 051

0.3 164

0.6 217

0.2 545

0.0 000

隶属值合计

1.8 491

1.3 876

1.1 735

1.5 289

1.1 706

0.3 164

1.5 837

0.9 916

0.0 480

隶属值排序

1

4

5

3

6

8

2

7

9
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3  讨论与结论

3.1  讨论

花粉离体萌发法是目前检测花粉活力最有效的方法，但其效果不仅受花粉自身影响，也受光照、温

度、时间、培养基组分等外界环境的影响[18]。本试验中黑暗处理对宽叶韭花粉离体萌发的影响明显优于

光照处理。培养温度、时间是影响花粉活力的重要环境因素，张瑞等[19]、刘馨语等[20]研究结果表明，温

度过高过低、时间过长过短均影响花粉的萌发。本试验结果与前人研究一致，18 ℃ ~ 25 ℃范围内花粉萌

发率随温度升高而上升，25 ℃后开始下降，花粉管表现基本一致，最适培养温度为25 ℃，与杨晓梅等[21]

研究结果表现一致。培养最佳时长为1 h。

花粉离体萌发一般于培养基上进行，需要多种成分参与。蔗糖是花粉萌发及花粉管壁合成的主要营

养物质，也是花粉代谢的碳源和细胞渗透生物调节物质[22]，因此蔗糖浓度不宜过高或过低。本试验研究

中，宽叶韭花粉萌发率及花粉管长度变化均随蔗糖质量浓度的上升而先上升后下降，蔗糖质量浓度在100 

g/L、150 g/L时萌发率最高，花粉管最长，这与席延坡等[23]关于2倍体棱叶蒜花粉活性研究结果相似。硼

酸可与蔗糖形成络合物，促进糖的吸收与转运，还促进花粉培养中花粉壁果胶物的合成[24]；本研究单因

素试验结果显示，硼酸质量浓度在0 ~ 200 mg/L范围内，宽叶韭花粉萌发率随浓度的增加而上升，表明最

适质量浓度应大于200 mg/L，这与刘国宇等[25]研究结果不一致，说明不同物种间离体萌发所需条件有所

不同；宽叶韭花粉管长度随硼酸质量浓度的升高呈现先增长后缩短的趋势，差异较为显著，100 mg/L下

最长，50 mg/L最短，与杨晓梅等[21]研究结果相近。有研究表明，适宜浓度的外源Ca2+能够促进花粉离体

萌发[26]，但当植物花粉中已含有适量Ca2+时，外源的Ca2+会产生抑制作用[27,28]。本试验中萌发率及花粉管

均随氯化钙质量浓度的上升而下降，0 ~ 50 mg/L质量浓度范围适宜于宽叶韭花粉的离体萌发，这也表明

过高的Ca2+会对宽叶韭花粉的萌发产生抑制作用，与张薇等[29]研究结果一致。

本研究中不同质量浓度的蔗糖、硼酸、氯化钙对宽叶韭花粉的萌发产生不同的影响，3种物质混合的

培养基中，蔗糖100 g/L、硼酸100 mg/L、氯化钙0 mg/L下花粉萌发率最高，蔗糖100 g/L、硼酸200 mg/

L、氯化钙150 mg/L下花粉萌发率最低；蔗糖50 g/L、硼酸100 mg/L、氯化钙0 mg/L下的花粉管最长，蔗

糖 150 g/L、硼酸 200 mg/L、氯化钙 150 mg/L时的花粉管最短。结果表明，3种培养基成分混合情况下，

蔗糖、硼酸对宽叶韭花粉萌发有明显的促进作用，高质量浓度的氯化钙存在抑制作用，与殷陈陈等[30]研

究结果一致。

3.2  结论

本试验中黑暗处理更利于宽叶韭花粉离体萌发，最适培养时间1 ~ 2 h，最适培养温度为25 ℃，单因

素试验表明，培养基蔗糖最适浓度范围为100 ~ 150 g/L，硼酸较适浓度为100 ~ 150 mg/L以上，具体范围

待进一步研究，氯化钙为0 ~ 50 mg/L，综合来看，对宽叶韭花粉离体萌影响最大的是蔗糖，其次为硼酸，

最小的是氯化钙。正交试验表明，低浓度蔗糖和较低浓度硼酸的混合培养基有利于宽叶韭花粉离体萌发，

随着蔗糖、硼酸、氯化钙综合浓度的增加，花粉离体萌发效果相较变差，最佳培养基组合为蔗糖100 g/L 

+ 硼酸100 mg/L + 氯化钙0 mg/L。
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