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摘要：［目的］对滇东南特有濒危植物长梗杜鹃花粉形态及其特性进行系统研究，为长梗杜鹃进一步的遗传育种、花

粉种质保存和传粉生物学等相关保护利用提供一些科学依据，并为系统分类研究作旁证。［方法］利用光学显微镜

和扫描电子显微镜对长梗杜鹃花朵不同发育时期（花蕾膨大期、花瓣初开期和花瓣盛开期）的花粉形态进行了观

察；通过ＴＴＣ染色法对开花当天不同时段及开花后不同天数的花粉活力进行了快速检测；做Ｌ２５（５
３）正交试验探讨

１０ｇ·Ｌ－１琼脂和不同浓度的蔗糖、Ｈ３ＢＯ３、ＣａＣｌ２组成的培养基配方对长梗杜鹃花粉萌发的影响。同时，研究了其花
粉在不同贮藏温度下活力随贮藏时间的变化情况。［结果］表明：从花蕾膨大期到花瓣盛开期，花粉逐渐成熟，为四

合体花粉，呈正四面体排列，四合体直径为４３．０ ６５．４μｍ，平均５１．３μｍ；单粒花粉近球形且表面有粘丝，具三孔
沟。在扫描电镜下，花粉粒外壁为均匀的颗粒状，孔沟周围颗粒细密呈波状突起；在光镜下，花粉粒外壁为内外２
层，厚度约相等为０．８ １．２μｍ。长梗杜鹃整个单花花期花粉活力较强，于开花当天９：００达最高，为９２．１８％，至花
末期（花后第９天）仍保持着４８．５％的活力，适宜做父本开展相关杂交育种工作。长梗杜鹃开花当天９：００的花粉
在１０ｇ·Ｌ－１琼脂＋１００ｇ·Ｌ－１蔗糖＋２００ｍｇ·Ｌ－１Ｈ３ＢＯ３＋０ｍｇ·Ｌ

－１ＣａＣｌ２的培养基中萌发率最高，达９０．２６％；
极差分析表明，影响长梗杜鹃花粉萌发率高低的主次顺序为蔗糖→ ＣａＣｌ２→ Ｈ３ＢＯ３，一定浓度的蔗糖和Ｈ３ＢＯ３均起
到了很好的促萌效果，而ＣａＣｌ２的添加则显著抑制了其花粉萌发。此外，适宜的低温有利于长梗杜鹃花粉的贮藏，
－１８℃条件下贮藏４８ｄ仍有一定的萌发力。［结论］长梗杜鹃特殊的花粉外壁纹饰支持了前人对其系统位置划分
的合理性。其较高的花粉活力、适宜的固体萌发培养基及贮藏温度的研究为今后以长梗杜鹃为父本的杂交育种提

供了可靠的理论依据，对其他同属植物花粉形态及特性研究具有重要的指导意义。
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　　杜鹃花是世界上最著名的观赏花卉之一，因种
类繁多、花美色艳而闻名于世。全世界超过 １０００
余种，起源于距今约６７００万年至１３７００万年中生
代的白垩纪；广泛分布于亚洲、欧洲和北美洲，但有

２种进入北美阿拉斯加和格陵兰东部，形成分布区
的北缘；有 １种越过赤道达昆士兰，形成分布南
界［１－３］。中国约 ５８１种，被划分为 ６个亚属，其中
４２１种为特有种；主要集中于西南地区，为植物群落
中常见的伴生种、优势种或建群种；云南、四川、西藏

三省的高海拔山地几乎拥有中国杜鹃花种类的

９０％以上，有“世界杜鹃大花园”之称［３－４］。中国西

南的高山、亚高山因有杜鹃花而绚丽多彩。

欧美至今流传着一句名言“没有中国的杜鹃

花，就没有西方的园林”。近百年来，比利时、美国、

英国、日本等通过从我国西南引进野生种，并与本地

种进行杂交培育出了大量极具商品性的杜鹃新品

种［５］，可见，我国众多的杜鹃种质资源为世界杜鹃花

育种做出了重大贡献；而我国杜鹃花育种工作进行

得较晚，仅３４个品种进行了登记［６］。时至今日，常

规杂交育种仍是培育杜鹃花新品种的主要途径，且

当前国际上杜鹃花的花色育种趋向于培育纯色花，

尤其是明亮的黄色。同时，为迎合中国节日活动布

置和年宵花供应所需，培育不同花期的杜鹃品种也

是杜鹃花育种者的目标之一［７］。长梗杜鹃（Ｒｈｏｄｏ
ｄｅｎｄｒｏｎｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍＬｅｉＣａｉ＆Ｙ．Ｐ．Ｍａ）因其罕
见的花期和纯黄色的花朵为上述育种目标提供了契

机，若将其与其他优良种质进行杂交，使有益基因相

互渗透，有望创制出更多市场所需的新品种，进而加

快国内外杜鹃花育种产业的快速发展。

长梗杜鹃隶属类越桔杜鹃亚组，为１．０ ３．３ｍ
高的多分枝常绿灌木；其树形美观、花叶兼美，花梗

长达３．０ ５．５ｃｍ；花冠鲜黄、无任何斑点。与野生
杜鹃花期多集中于３ ６月不同，长梗杜鹃的自然
花期从１１月下旬持续至翌年的２月上旬，历时３个
月之久且正值春节和圣诞节［４，８］，在市场上有巨大

的产业发展前景。然而，其分布区极其狭窄，仅发现

残存于麻栗坡县石灰岩生境的５个自然居群，植株
数量不足２０００株。根据 ＩＵＣＮＲｅｄＬｉｓｔＣａｔｅｇｏｒｉｅｓ
ａｎｄＣｒｉｔｅｒｉａ（ｖｅｒｓｉｏｎ３．１）［９］属于极危状态［ＣＲ
Ｂ１ａｂ（ｉ，ｉｉｉ，ｖ）］。

花粉是遗传信息的载体，其形态特征受核基因

的控制，具有很强的遗传保守性，其固有的轮廓、外

壁纹饰、萌发孔数目及位置等特征有助于解决某些

植物在分类系统上的地位问题［１０－１１］。杂交亲本的

２５
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花粉生活力高低、贮藏寿命的长短直接影响着育种

的成效。为避免其盲目性，在开展杂交育种之前，对

亲本材料的花粉生活力和贮藏特性进行检测尤为必

要。测定杜鹃花花粉活力的染色法和液体培养基方

法已有一些报道［１２－１４］，而固体培养基法很少见。鉴

于此，本研究利用光学显微镜和扫描电子显微镜对

滇东南稀有濒危植物长梗杜鹃的花粉形态进行了观

察；通过ＴＴＣ染色法和花粉离体萌发法对长梗杜鹃
的花粉生活力进行比较检测，同时研究了其在不同

贮藏温度下花粉活力随贮藏时间的变化情况。本研

究旨在对长梗杜鹃开花过程中的花粉活力进行快速

检测，明确采粉的最佳时期，找出适合测定长梗杜鹃

花粉萌发力的最佳固体培养基配方，并了解其花粉

适宜的贮藏温度，为今后开展以长梗杜鹃为父本材

料的杂交育种积累有用的资料；同时，也为探讨该种

的起源演化和亲缘关系提供孢粉学理论依据。

１　材料与方法
１．１　供试材料

采自残存于云南省麻栗坡县的最大野生居群

（文保 居群，海拔 １３１２ｍ，１０４°９４′Ｅ，２３°１５′
Ｎ），于２０１６年１２月分别从１５个生长良好的单株上
剪下带花蕾或刚开放花朵的３ ５个枝条，竖插于
放有适量水的桶中带回实验室。置于室温下，每天

更换３次蒸馏水使花朵自然开放，直至试验结束。
本试验中每个处理所用花粉均分别从１５个单株的
枝条上收集并充分混匀。

１．２　长梗杜鹃花粉形态观察
取３个不同发育时期（花蕾膨大期、花瓣初开期

和花瓣盛开期）的新鲜花粉，分别用蒸馏水清洗２
３次，使花粉粒充分散开。水洗后，部分花粉粒用甘
油胶封片，在蔡司 ＡｘｉｏＳｃｏｐｅ．Ａ１显微镜下用油镜
（放大 １０００Ｘ）进行观察和拍照；部分花粉粒经
３０％至９５％酒精逐级脱水，晾干后用双面导电胶
带将其固定在样品台上，经喷金镀膜后，在日立高

新 ＴＭ３０００扫描电镜下观察、拍照并记录，并在花
瓣盛开期随机选取３０粒花粉测量其直径大小、萌
发孔长宽及萌发孔相对长度。相对长度 ＝萌发孔
长度／直径。
１．３　长梗杜鹃开花过程中花粉活力检测
１．３．１　开花当天花粉活力的动态变化　从水培培
养的瓶插花不同枝条上，选取当天开放的 １０个花
朵，从９：００至２１：００，每隔２ｈ取１次花粉，每次从

各朵花中选１个雄蕊取花粉，混合后置于凹型载玻
片上；滴加１ ２滴０．５％ＴＴＣ的５％蔗糖溶液，迅速
盖上盖玻片，置入内有湿润滤纸的培养皿中，连同培

养皿放置在室温黑暗条件下２ｈ左右。在光学显微
镜下分别统计载玻片中央３ ５个视野里全部观测
到的花粉（每个视野不少于５０粒）中红色花粉所占
的比例，重复３次。
１．３．２　不同开花天数花粉活力变化　在水培培养
的瓶插花不同枝条上，用标签纸标记合瓣期（主要指

开花前１ ２ｄ）以及开花后不同时间（１ ９ｄ）的
花朵４５朵。每天９：００选取５朵花，每朵花选３ ５
个雄蕊，混匀后测定其花粉活力，具体方法同上。

花粉活力 ＝每个视野被染红的花粉数／观察到
的花粉总数×１００％
１．４　长梗杜鹃花粉萌发试验

参照张超仪等［１２］的方法，利用 Ｌ２５（５
３）正交试

验探讨１０ｇ·Ｌ－１琼脂、不同浓度蔗糖 （０、５０、１００、
１５０、３００ｇ·Ｌ－１）、Ｈ３ＢＯ３（０、５０、１００、２００、３００ｍｇ·
Ｌ－１）及ＣａＣｌ２（０、５０、１５０、２５０、３５０ｍｇ·Ｌ

－１）等体积

混合组成的培养基配方对长梗杜鹃花粉萌发的影

响，找出适宜的固体培养基。具体方法为：于早上

９：００收集不同植株当天开放花朵的新鲜花粉充分
混匀，用毛笔将其均匀的撒播在含有０．１ｍＬ以上培
养基的双孔凹型载玻片上，盖上盖玻片，放入铺有３
层湿润滤纸的培养皿内，并置于（２５±１）℃的光照
培养箱中。每隔４ｈ在低倍显微镜下观察１次，并
适当补充相应的培养基成分，发现花粉萌发后，每隔

１ｈ观察１次，最终结束时间以２次观察到的萌发率
基本相同为准。每次观察从载玻片中央选取３ ５
个清晰视野（每个视野不少于５０粒花粉）统计萌发
率，３次重复。以花粉管长度等于或超过花粉粒直
径、四合体只要有１个单花粉粒萌发即视为已萌发。

萌发率 ＝某视野中已萌发的花粉粒数／该视野
中花粉粒总数×１００％
１．５　长梗杜鹃花粉贮藏力测定

于花朵开放当天９：００ａｍ收集１５个不同植株
的新鲜花粉充分混匀，装于１ｍＬ冻存管中，放入适
量干燥剂，并贴好标签，分别置于室温（２０ ２５℃）、
４℃和－１８℃低温冰箱中保存。室温保存的花粉每
隔２ｄ检测１次萌发力变化情况，４℃和 －１８℃贮藏
的花粉每隔６ｄ检测１次，直至萌发力低于５％，基
本不能再用于杂交授粉为止。检测方法用１．４节中
筛选出的最适培养基培养１７ｈ，并统计花粉的萌发
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情况，４个重复。

２　结果与分析
２．１　长梗杜鹃花粉形态特征

通过光学显微镜和扫描电镜观察，长梗杜鹃的

花粉为复合型四合体，呈正四面体（即极面观：１粒
在上３粒在下或３粒在上１粒在下）或十字形（即赤
道面观：２粒在上２粒在下）排列。四合体直径４３．０
６５．４μｍ，平均直径５１．３μｍ；花粉表面具粘丝，

单粒花粉近球形，均具３个子午向的孔沟，沟长９．０３
２３．９μｍ，相对长为０．１５ ０．５１，平均沟长和平

均相对长分别为１３．９μｍ和０．２７；沟宽３．６ ８．６
μｍ，平均５．９μｍ。相邻花粉分体上的孔沟相连，并
且相通，沟通常与相邻花粉粒紧靠的一端平，向着花

粉粒极面的一端尖。孔沟边缘呈加厚，沟内内含物

外露，花粉分体间区为均匀的颗粒状同外壁，孔沟周

围颗粒细密呈波状突起，与外壁纹饰区别明显。

　　花朵不同发育时期在扫描电镜下的花粉结构特
征存在一定差异，而光镜下无明显不同。花蕾膨大

期：四合花粉初具形状，花粉分体中部凹陷，三萌发

沟可见雏形；四合体间缝浅，花粉分体间区为粗糙的

聚颗粒状，有清晰裂纹；沟周围纹饰不明显（图１：Ⅰ
－１、２、３）。花瓣初开期：花粉形状趋于清晰，呈正四
面体排列时为锐角三角形，单花粉粒椭圆形，四合体

间缝较浅，萌发沟内出现疏松的内含物；花粉分体间

区为均匀的粗颗粒状，沟周围开始加厚（图１：Ⅱ －
１、２、３）。花瓣盛开期：花粉成熟，形状饱满，呈正四
面体排列时为圆角三角形；单花粉粒近球形，四合体

间缝深，萌发沟内充满内含物。花粉分体间区为均

匀的细颗粒状，沟周围加厚且呈波状突起（图１：Ⅲ
－１、２、３）。
光学显微镜下观察到长梗杜鹃花粉外壁为内外

２层，厚度约相等为０．８ １．２μｍ，表面可见模糊
的细网状雕纹（图１：Ⅳ－１、２、３）。

注：扫描电子显微镜：Ⅰ（花蕾膨大期）、Ⅱ（花瓣初开期）、Ⅲ（花瓣盛开期）；光学显微镜：Ⅳ．Ⅰ－１、Ⅱ－１、Ⅲ－１：极面观×２５００；Ⅰ－２、

Ⅱ －２、Ⅲ－２：赤道面观×２５００；Ⅰ－３、Ⅱ－３、Ⅲ－３：外壁纹饰×５０００；Ⅳ－１、Ⅳ－２：极面观×１０００，标尺为５０μｍ；Ⅳ－３：赤道面观×
１０００，标尺为５０μｍ．
Ｎｏｔｅ：ＳＥＭ：Ⅰ （Ｔｈｅｐｏｌｌｅｎｏｆａｌａｂａｓｔｒｕｍｉｎｔｕｍｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｇｅ）、Ⅱ （Ｔｈｅｐｏｌｌｅｎｏｆｐｅｔａｌｌｏｏｓｅｓｔａｇｅ）、Ⅲ （Ｔｈｅｐｏｌｌｅｎｏｆｐｅｔａｌｆｕｌｌｂｌｏｏｍｓｔａｇｅ）；ＬＭ：

Ⅳ．Ⅰ－１、Ⅱ－１、Ⅲ－１：Ｐｏｌａｒｖｉｅｗ×２５００；Ⅰ－２、Ⅱ－２、Ⅲ－２：Ｅｑｕａｔｏｒｉａｌｖｉｅｗ×２５００；Ⅰ－３、Ⅱ－３、Ⅲ－３：Ｅｘｉｎｅｓｃｕｌｐｔｕｒｅ×５０００；Ⅳ
－１、Ⅳ－２：Ｐｏｌａｒｖｉｅｗ×１０００，ｔｈｅｂａｒｉｓ５０μｍ；Ⅳ－３：Ｅｑｕａｔｏｒｉａｌｖｉｅｗ×１０００，ｔｈｅｂａｒｉｓ５０μｍ．

图１　长梗杜鹃花朵不同发育时期的花粉形态
Ｆｉｇ．１　ＰｏｌｌｅｎｇｒａｉｎｓｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＲ．ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅｓ
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２．２　长梗杜鹃开花过程中的花粉活力
通过ＴＴＣ（氯化三苯基四氮唑）染色法能使长梗

杜鹃新鲜花粉在短时间内快速着色，且染色效果明

显，容易区分。花粉活力检测结果见图２。从图２Ａ
可看出：长梗杜鹃开花当天从９：００—１７：００花粉活
力随着开花时间的延长逐渐递减，以９：００最高，达
９２．１８％；１７：００最低，为４２．８５％；１７：００之后有缓慢
上升的趋势。从图２Ｂ可看出：长梗杜鹃合瓣期（开

花前１ ２ｄ）的花粉活力相对较高，为７８．２０％，但
显著低于开花当天（Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔｔｅｓｔ，ｔ＝２２．５４；Ｐ＜
０．００１）；之后，随着花粉从花粉囊散出其活力逐渐下
降，直至花末期（花后第９天）仍保持着较高的花粉
活力（４８．５％），约为最高花粉活力的一半。由此可
见，整个单花花期长梗杜鹃能维持较高的花粉活力，

有利于后期相关杂交育种工作的开展。

Ａ：开花当天的花粉活力变化；Ｂ：开花不同天数的花粉活力变化，ＩＳＰ：合瓣期（主要指开花前１ ２天）。

Ａ：Ｃｈａｎｇｅｏｆｐｏｌｌｅｎｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｎｔｈｅｆｉｒｓｔｄａｙｏｆａｎｔｈｅｓｉｓ；Ｂ：Ｐｏｌｌｅｎｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｙｓｏｆａｎｔｈｅｓｉｓ，ＩＳＰ：Ｉｎｓｙｍｐｅｔａｌｏｕｓｐｅｒｉｏｄ（ｍａｉｎｌｙｒｅｆｅｒｓ

ｔｏ１－２ｄａｙｓｂｅｆｏｒｅｆｌｏｗｅｒｉｎｇ）．

图２　长梗杜鹃花朵开放期间的花粉活力变化情况

Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｏｆｐｏｌｌｅｎｖｉａｂｉｌｉｔｙａｔａｎｔｈｅｓｉｓｏｆＲ．ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍ

２．３　蔗糖、Ｈ３ＢＯ３和 ＣａＣｌ２三因子对长梗杜鹃花

粉萌发的影响

　　试验观察发现：大部分培养基上的花粉培养４ｈ
后已开始萌发，培养９ｈ后，２号和６号培养基上的
花粉萌发量达最大，而２２号和２５号培养基直到２６
ｈ后花粉萌发数才达到稳定。Ｌ２５（５

３）正交试验各培

养基组合的花粉萌发率差异较大（表１），以１００ｇ·
Ｌ－１蔗糖＋２００ｍｇ·Ｌ－１Ｈ３ＢＯ３＋０ｍｇ·Ｌ

－１ＣａＣｌ２
培养基配方培养１７ｈ的萌发率最高（达９０．２６％）。
对表１中的数据进行极差分析，表明３因素的主次
顺序为：蔗糖→ ＣａＣｌ２→ Ｈ３ＢＯ３，极差分别为２．３６，
０．９２和０．８８，相对应的最佳蔗糖因子为 Ａ３（ｋ３＝
３．７２），Ｈ３ＢＯ３为Ｂ４（ｋ４＝３．３５），ＣａＣｌ２为 Ｃ１（ｋ１
＝２．９３），即适宜的蔗糖和 Ｈ３ＢＯ３浓度组合最有利
于长梗杜鹃的花粉萌发，而 ＣａＣｌ２的添加显著抑制
了其萌发。蔗糖作为影响长梗杜鹃花粉萌发率高低

的决定因素，随其浓度的增加，萌发率呈现出先增后

减的趋势，且以１００ｇ·Ｌ－１为最适浓度，当浓度达到
３００ｇ·Ｌ－１时，花粉萌发率下降，萌发所需时间延
长，部分培养基花粉管先端出现破裂现象；Ｈ３ＢＯ３的
促萌效果虽不如蔗糖显著，但在一定程度上也促进

了其花粉萌发。此外，蔗糖、Ｈ３ＢＯ３以及 ＣａＣｌ２都并

表１　长梗杜鹃花粉在Ｌ２５（５
３）正交试验中的萌发率

Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＲ．ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍ
ｐｏｌｌｅｎｇｒａｉｎｓｉｎＬ２５（５

３）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试验号

Ｎｏ．

蔗糖

Ｓｕｃｒｏｓｅ／
（ｇ·Ｌ－１）

硼酸

Ｈ３ＢＯ３／
（ｍｇ·Ｌ－１）

二氯化钙

ＣａＣｌ２／
（ｍｇ·Ｌ－１）

萌发率

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ／％

１ ０ ０ ０ ２２．５４±１．５９ｃ
２ ０ ５０ ５０ ７１．０６±１．７２ｍｎ
３ ０ １００ １５０ ５８．７３±１．２０ｊ
４ ０ ２００ ２５０ ７４．３２±１．５８ｎ
５ ０ ３００ ３５０ ４３．２１±１．７２ｇ
６ ５０ ０ ５０ ７８．４４±１．４０ｏ
７ ５０ ５０ １５０ ６９．３８±３．１６ｌｍ
８ ５０ １００ ２５０ ６３．８２±１．２７ｋ
９ ５０ ２００ ３５０ ６８．２７±１．６５ｌｍ
１０ ５０ ３００ ０ ７４．０５±１．５２ｎ
１１ １００ ０ １５０ ７８．２２±１．１３ｏ
１２ １００ ５０ ２５０ ８５．９０±１．４１ｐ
１３ １００ １００ ３５０ ４６．７２±１．４７ｈ
１４ １００ ２００ ０ ９０．２６±１．９２ｑ
１５ １００ ３００ ５０ ７０．４８±１．７５ｌｍ
１６ １５０ ０ ２５０ ５３．２０±０．９６ｉ
１７ １５０ ５０ ３５０ ６７．５８±０．９４ｌ
１８ １５０ １００ ０ ８７．５２±１．４３ｐｑ
１９ １５０ ２００ ５０ ８７．９４±０．９５ｐｑ
２０ １５０ ３００ １５０ ３２．７１±１．６２ｅ
２１ ３００ ０ ３５０ ４０．３６±１．６８ｇ
２２ ３００ ５０ ０ １８．５７±１．３７ｂ
２３ ３００ １００ ５０ ３６．６５±１．５１ｆ
２４ ３００ ２００ １５０ １３．８６±０．７７ａ
２５ ３００ ３００ ２５０ ２５．９０±１．５３ｄ

　　注：同列数据不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｅａｃｈｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔＰ＜０．０５ｌｅｖｅｌ．
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非是长梗杜鹃花粉萌发的必要条件，在仅含１０ｇ·
Ｌ－１的琼脂培养基中仍有２２．５４％的萌发率。
２．４　不同贮藏温度对长梗杜鹃花粉萌发力的影响

试验对长梗杜鹃在室温（２０ ２５℃）、４℃和 －
１８℃３个贮藏温度下不同贮藏时间的花粉萌发率进
行了测定，结果（图３）表明：随着贮藏天数的增加，３
个温度下的花粉萌发率均呈逐步下降的趋势。在室

温条件下，长梗杜鹃花粉萌发率下降最迅速，在第８
天，已降至较低水平（１８．８６％），至第１２天，其萌发

率已低于５％，基本不能再用作父本进行杂交授粉
（图３Ａ）。４℃和－１８℃低温条件下其萌发率下降较
缓慢，在贮藏的前１２天，４℃的贮藏效果稍好一些，
但在第２４天萌发率出现较大降幅，至第３６天仍有
１３．２１％的萌发率；而 －１８℃保存的花粉直到第３６
天才出现较大降幅，在第４８天仍有９．６５％的萌发率
（图３Ｂ）。因此，适宜长梗杜鹃花粉贮藏的温度为－
１８℃，其次是４℃，即一定的低温有利于延长其花粉
寿命。

图３　长梗杜鹃花粉在不同贮藏温度下的萌发率变化情况

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｏｆｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＲ．ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍｐｏｌｌｅｎｇｒａｉｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｏｒａｇｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

３　讨论
对植物进行分类是为了更好的认识、保护和利

用植物资源［１１］。杜鹃属植物由于种类繁多，分布

广、变异大，且在自然条件下存在非常明显的杂交现

象，使得分类问题十分复杂，在系统划分和某些种的

归属上长期众说纷纭。到目前为止，仍没有一个具

有公认性的权威分类系统。花粉特征是植物分类和

探讨植物起源演化及亲缘关系的重要依据之

一［１１，１５］，如山矾科植物中一些明显的花粉特征为该

科的系统发育提供了重要证据［１６］。杜鹃属植物孢

粉学研究始于２０世纪中叶，随着光学显微镜和扫描
电子显微镜的应用得到了很快的发展。毛子军

等［１７］对产于我国东北的杜鹃属６种、１变种、１变型
的花粉观察表明，其形态具有种间差别，可用于分类

学研究；高连明等［１８－１９］对杜鹃属广义马银花亚属和

杜鹃属４个亚属的２５种和仿杜鹃属１种的花粉进
行分析，认为花粉形态在杜鹃属中不能做为区分亚

属的主要特征，而对组或亚组的划分具有重要的分

类学意义；花粉粒大小、外壁纹饰和孔沟长短等微小

差异可为某些种的分类学处理提供一些有用的孢粉

学证据。同样，周兰英等［１０］对四川２６种野生杜鹃
属植物的花粉观察表明，结合组或亚组的划分，孢粉

学差异对种的确定具有一定实际意义。因此，对该

属植物花粉形态特征的深入研究可为其准确分类提

供重要依据。

Ｃａｉ等［４］因长梗杜鹃罕见的花期、鲜黄的花朵

及花、叶各部形态特征的特殊性，明显区别于相似种

滇越杜鹃（Ｒ．ｒｕｓｈｆｏｒｔｈｉｉＡｒｇｅｎｔ＆Ｄ．Ｆ．Ｃｈａｍｂｅｒ
ｌａｉｎ）、Ｒ．ｔｒａｎｃｏｎｇｉｉＡｒｇｅｎｔ＆Ｒｕｓｈｆｏｒｔｈ和大田顶杜
鹃（Ｒ．ｄａｔｉａｎｄｉｎｇｅｎｓｅＺ．Ｊ．Ｆｅｎｇ），将其鉴定为新种，
并划分系统位置为杜鹃亚属（ｓｕｂｇ．Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ）、
越桔杜鹃组（ｓｅｃｔ．Ｖｉｒｅｙａ）、类越桔杜鹃亚组（ｓｕｂ
ｓｅｃｔ．Ｐｓｅｕｄｏｖｉｒｅｙａ）。本文对长梗杜鹃花粉形态的观
察结果表明，从花蕾膨大期到花瓣盛开期，花粉逐渐

成熟，且为复合体形成的四合花粉，表面具粘丝，使

得各花粉粒在花药中粘连在一起，但经过蒸馏水和

不同浓度酒精充分洗脱后的制片上仅有少数残留

（图１：Ⅱ－１、２，Ⅲ－１、２）。四合体直径介于高连明
等［１８］所报道的２６．３８ ６６．４０μｍ，萌发沟的长宽比
已知的杜鹃种稍大一些。花粉分体间区为均匀的颗

粒状同外壁，孔沟周围颗粒细密呈波状突起，这与高
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连明［１８－１９］和王玉国等［２０］认为绝大多数杜鹃属植物

花粉孔沟周围与极面区域光滑、近光滑或纹饰不明

显的结论不符。Ｃｕｌｌｅｎ［２１］认为，越桔组的花粉形态
在杜鹃属中最特殊，三孔花粉，孔为圆形，花粉表面

纹饰为均匀的颗粒状，孔沟周围呈波状突起；胎座成

熟时从中轴分离，种子两端具长尾状附属物等，是杜

鹃亚属中一个特化的类群。长梗杜鹃具有越桔组杜

鹃属植物花粉的典型特征，这间接从孢粉学层面支

持了 Ｃａｉ等［４］对其系统位置划分的合理性。此外，

根据周凌瑜等［２２］对不同传粉方式的花粉形态比较

研究，长梗杜鹃无论是花粉直径大小、还是外壁纹饰

特征均与虫媒传粉的花粉特征相似，这为今后进一

步开展长梗杜鹃的传粉生物学研究奠定了孢粉学

基础。

花粉活力强弱是植物进行有性繁殖的基础，且

直接影响着育种的效率。花粉在自然状态下可存活

的时间不同植物间差异较大，锦带花（Ｗｅｉｇｅｌａｆｌｏｒｉｄａ
ＢｕｎｇｅＡ．ＤＣ．）的花粉活力只能维持约３天［２３］，而

海枣（ＰｈｏｅｎｉｘｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａＬ．）的花粉可达数月至 １
年［２４］。ＴＴＣ染色法因具有简单、快捷和有效等优
点，越来越多被用于杜鹃属植物花粉活力的快速测

定［２５－２６］。本研究采用 ＴＴＣ染色法对长梗杜鹃的花
粉生活力进行了测定，结果表明，整个单花花期花粉

活力均较高，于开花当天 ９：００ａｍ达最大，为
９２１８％，低于大白花杜鹃（Ｒ．ｄｅｃｏｒｕｍＦｒａｎｃｈ．）（开
花７２ｈ达到９６．８４％）和迷人杜鹃（Ｒ．ａｇａｓｔｕｍＢａｌｆ．
ｆ．ｅｔＷ．Ｗ．Ｓｍｉｔｈ）（开花９６ｈ达９５８４％）［２５］，但高
于大喇叭杜鹃（Ｒ．ｅｘｃｅｌｌｅｎｓＨｅｍｓｌ．ｅｔＷｉｌｓ．）（开花当
天达 ８４．４３％）［２７］和锈叶杜鹃（Ｒ．ｓｉｄｅｒｏｐｈｙｌｌｕｍ
Ｆｒａｎｃｈ．）（开花当天９：００ａｍ达８３．９５％）［２６］。可能
由于花药中未成熟的花粉逐渐成熟累积的结果，使

得长梗杜鹃花粉在末花期（花后第９天）仍保持着相
对较高的活力水平［２８］，这与大喇叭杜鹃［２７］和常绿

杜鹃品种‘ＸＸＬ’［２９］表现相似，但锈叶杜鹃花粉至

开花第７天已无活力［２６］。可见，不同杜鹃属植物花

粉生活力差异较大，在开展杂交育种工作之前需要

进行具体测定。长梗杜鹃因其稀有的花期、纯黄色

的花朵、美观的树形，加之单花花粉活力持续时间

长，很适宜作为父本材料开展杜鹃花期和花色育种

工作，且采集开花当天９：００ａｍ的花粉进行人工授
粉更有利于杂交结实。

杜鹃属植物种类繁多，花粉离体培养过程中对

蔗糖、硼离子和钙离子的需求以及最优培养组合存

在较大差异［１２］。本研究表明，长梗杜鹃新鲜花粉萌

发的适宜固体培养基为１０ｇ·Ｌ－１琼脂 ＋１００ｇ·
Ｌ－１蔗糖＋２００ｍｇ·Ｌ－１Ｈ３ＢＯ３＋０ｍｇ·Ｌ

－１ＣａＣｌ２。
同锦绣杜鹃（Ｒ．ｐｕｌｃｈｒｕｍＳｗｅｅｔ）［１３］、睫毛杜鹃（Ｒ．
ｃｉｌｉａｔｕｍＨｏｏｋ．ｆ．）和比利时杜鹃 （Ｒ．ｈｙｂｒｉｄｕｍ
Ｈｏｔ）［１２］一样，蔗糖对长梗杜鹃花粉萌发具有主导作
用，适宜的蔗糖浓度均能显著促进其花粉萌发，浓度

过低或过高会导致萌发率下降或花粉管先端破裂，

这可能是因为适宜浓度的蔗糖为花粉提供了萌发所

需的碳素营养，并能维持花粉与培养基之间的渗透

平衡［３０］；而浓度过高会使外部环境渗透压过高产生

质壁分离，进而使花粉萌发和生长受到抑制［３１］。硼

元素是花粉萌发的必需元素，能与蔗糖形成络合物，

易于在组织中运输和参与花粉管果胶物质的合

成［３２］。一般情况下，花粉细胞中 Ｈ３ＢＯ３含量较少，
其正常萌发需要吸收柱头和花柱中的硼，故在离体

萌发试验中需要添加适量的 Ｈ３ＢＯ３来促进花粉的
有效萌发［３３］。本次正交试验表明，Ｈ３ＢＯ３对长梗杜
鹃花粉萌发的影响水平皆不及蔗糖和ＣａＣｌ２，但添加
一定量的 Ｈ３ＢＯ３起到了很好的促萌效果。姚成义
等［３４］对蓝猪耳花粉及张超仪等［１２］对马银花（Ｒ．
ｏｖａｔｕｍ（Ｌｉｎｄｌ．）Ｐｌａｎｃｈ．ｅｘＭａｘｉｍ）花粉特性的研究
表明，其萌发不需要外源 Ｃａ２＋的存在。本研究中，
ＣａＣｌ２的添加也显著抑制了长梗杜鹃花粉的萌发，这
或许是蔗糖、Ｈ３ＢＯ３的添加降低了长梗杜鹃花粉萌
发对Ｃａ２＋的需求，花粉细胞内已有相对较高的游离
钙，能满足花粉萌发和花粉管伸长所需，这一点在今

后的研究中还需要进一步的验证。此外，长梗杜鹃

花粉在上述最适培养基中的萌发率稍低于 ＴＴＣ染
色法对其活力的检测结果，可能是由于培养基配方

的组成、培养条件、ＴＴＣ的浓度、染色时间或是染色
标准的主观判断误差等造成，但差值并不显著。这

进一步验证了 ＴＴＣ染色法适合用于野外条件下长
梗杜鹃花粉活力的快速测定。

花粉的贮藏寿命对种质资源保存和解决远缘杂

交问题至关重要，而贮藏温度直接影响各花粉贮藏

期的长短［１４］。本研究初步探索了不同贮藏温度对

长梗杜鹃花粉萌发力的影响，结果表明，在室温下可

保存的时间较短，而低温大大延长了花粉的贮藏天

数。这可能是由于低温干燥的贮藏环境降低了花粉

细胞的呼吸强度和酶活性，进而减少了可溶性糖类
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和有机酸类物质的消耗［３５］。长梗杜鹃花粉生命力

在室温下只能保存１０天左右，且整个贮藏期的活力
均显著小于相对应开花后不同天数的测定结果，原

因可能是花朵开放期间，各花药内花粉不断成熟累

加及花丝、花柄等花器官为花粉提供了一定的营养，

从而延缓了花粉的衰亡；而在４℃和 －１８℃低温条
件下分别能保存３６和４８天左右，其萌发力水平高
于映山红（Ｒ．ｓｉｍｓｉｉＰｌａｎｃｈ．）、马银花和锦绣杜
鹃［１３］，但低于黄杯杜鹃（Ｒ．ｗａｒｄｉｉＷ．Ｗ．Ｓｍｉｔｈ），
其在 ２０℃、４℃和 －１６℃可分别贮藏 ３０、６０、１２０
ｄ［１４］。由此可见，长梗杜鹃花粉在 －１８℃低温条件
下能贮藏较长时间，有利于解决杂交育种中与另一

亲本花期不一致和远距离杂交等问题。

４　结论
美丽的株型、纯黄色的花朵及罕见的花期赋予

了长梗杜鹃极高的观赏价值，也是国内外开展杜鹃

花育种极为难能可贵的亲本材料，在市场上有着巨

大的产业发展前景。本研究对其不同开花时期的花

粉形态、开花当天和开花后不同天数的花粉活力、离

体萌发最适固体培养基的筛选及不同贮藏温度对花

粉萌发力的影响进行了系统研究，据此了解该稀有

濒危种的花粉特性。结果表明，长梗杜鹃花粉活力

较强，适宜作为父本开展杂交育种研究，并确定了最

佳采粉期以及为解决今后以长梗杜鹃为杂交父本的

育种中可能遇到的花期不遇及远距离杂交等问题奠

定了理论基础。同时，长梗杜鹃特殊的花粉形态特

征从孢粉学层面支持了前人对其系统位置划分的合

理性。
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