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贮存条件对卵叶牡丹花粉寿命的影响 
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摘  要：为确定卵叶牡丹花粉萌发力准确测定的适宜培养基及高效保存方法，解析花粉在不同温度贮存下花粉萌发率变

化的生理机制。采用扫描电镜观察分析卵叶牡丹花粉表观特征，用离体培养法对卵叶牡丹花粉进行了 4 因素（蔗糖、硼

酸、Ca(NO3)2、GA3含量）3 水平正交试验，并研究了不同贮存温度及时间对花粉萌发率、超氧化物歧化酶（SOD，Superoxide 

Dismutase）、过氧化物酶（POD，Peroxidase）、过氧化氢酶（CAT，Catalase）活性、丙二醛（MDA，Malondialdehyde）

含量的影响。结果表明：卵叶牡丹花粉畸形、瘪粒率达 19.50%，是卵叶牡丹新鲜花粉萌发率低的主要原因；影响卵叶牡

丹花粉萌发的因子依次为：蔗糖，硼酸，Ca(NO3)2，GA3；花粉萌发力检测的最适宜培养基为：110 g/L 蔗糖，45 mg/L

硼酸，55 mg/L GA3，30 mg/L Ca(NO3)2；2、-20 ℃分别适宜 1~6 个月花粉的短期贮存，-80 ℃适合花粉 1 a 左右的中期

贮存， -196 ℃适合花粉的长期保存；相关分析结果显示：花粉萌发率与 3 种保护酶活性呈显著正相关，与丙二醛含量

呈显著负相关，3 种保护酶活性对花粉萌发率的影响次序为：超氧化物歧化酶，过氧化氢酶，过氧化物酶；不同贮存温

度下，3 种保护酶的敏感性不同，室温下，POD 为敏感性保护酶；2、-20、-80 ℃下，SOD 为敏感性保护酶；花粉丙二

醛含量及 3 种保护酶活性基本稳定，氧化代谢保持平衡，是卵叶牡丹花粉在-196 ℃下贮存长久保持高萌发力的内因；保

护酶活性降低、丙二醛含量升高，不能有效清除活性氧、自由基，生理代谢失衡是卵叶牡丹花粉在室温、2、-20 ℃下贮

存寿命缩短的主要原因之一。 
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0  引  言  

卵叶牡丹（Paeonia qiui）为芍药科芍药属落叶灌木，

是现在栽培牡丹的重要祖先之一，卵叶牡丹早春、花期

叶正面紫红、背面绿色，花色粉色或粉红，花期早，是

牡丹 9 个野生种质中仅有的春色叶、双面叶种质，结实

多，总脂肪酸含量高[1-4]，利用卵叶牡丹开展芍药属植物

的种间杂交育种工作，是培育油用牡丹新品种，以及花

期早、花色艳丽、春色叶的牡丹观赏品种最具潜力的途

径之一。 

花粉粒的小体积和耐干燥性特性特别适合贮存，是

种质资源保存的重要材料，杂交是牡丹培育新优种质的

主要途径之一，杂交特别是远距离杂交及远缘杂交，需
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要解决时空不遇，延长花粉寿命等问题[5-7]，以便与合适

的母本进行杂交。杂交前对牡丹父本花粉进行贮存和对

萌发率进行测定，有助于制定适宜的杂交组合方案，现

有研究显示，牡丹花粉自然寿命仅有 5～10 d，远远不能

满足杂交的需求，筛选适合卵叶牡丹花粉贮存的适宜方

案，是延长卵叶牡丹花粉寿命，解决杂交时空不遇问题

的唯一途径，此外，近年来，越来越多的研究发现，由于

温度和水分的胁迫，花粉萌发率及寿命与花粉贮存期间活

性氧的清除机制及膜脂过氧化水平有关，保护酶活性及丙

二醛含量的高低可以反映花粉的健康程度，与花粉寿命及

生活力具有相关性，是花粉萌发力的直接表现[5-9]。目前，

有关卵叶牡丹的研究主要集中在分类学[2-3]、遗传学[4]、

起源[10]、孢粉学[11]、杂交[12]等方面，不同牡丹种质花粉

生活力测定适宜的培养基差异较大[13-18]，卵叶牡丹花粉

萌发仅盖伟玲等[17]对花粉适宜的蔗糖、硼酸浓度进行了

单因素筛选，关于其萌发特性、贮存特性及贮存期间花

粉生活力下降的生理机制方面的系统研究尚未见报道。

为此，本研究以洛阳国家牡丹园收集的卵叶牡丹花粉为

材料，探讨了花粉萌发力检测的适宜培养基，不同的贮
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存环境下的花粉寿命，并测定了贮存期间 3 种保护酶的

活性及丙二醛的含量，以期确定卵叶牡丹花粉生活力检

测的最佳、最可靠的培养基配方，明确卵叶牡丹花粉经

济、最佳的贮存温度，探讨卵叶花粉寿命与花粉保护酶

活性、丙二醛的含量的相关性，解析卵叶牡丹花粉寿命

在不同贮存环境下降低的生理机制，为牡丹杂交育种提

供理论和试验依据。 

1  材料与方法 

1.1  花粉收集、处理与贮存 

1.1.1  花粉收集、处理 

卵叶牡丹花粉采自洛阳国家牡丹园，预先选定生长

健壮的植株，2018 年 4 月中旬上午 9:00～11:00，采集含

苞待放的卵叶牡丹花苞，花柄下部在清水剪成斜口，然

后迅速放入瓶中水培，带回实验室后置于(25±1)℃培养箱

内继续培养 24 h，花朵开放后将花萼、花瓣剥去，轻弹

倒置的花朵，花粉从花药中掉落或散出，用 150 目（孔

径为 0.10 mm）过筛去除花药等杂质，收集备用。 

1.1.2  花粉贮存 

将新鲜花粉用 45 ℃恒温干燥箱脱水 4 h（花粉含水

率从 14.8%降到 7.8%）后，分成 5 份，每份 20～30 个 2 mL

离心管，每管加 1～3 粒变色硅胶，装入 1～1.5 g 花粉，

封口贮存，之后依次放到室温（18～25 ℃）、2、-20、

-80、-196 ℃（放入液氮罐中，定期添加液氮）下贮存。  

1.2  花粉超微结构观察 

将 1.1.2 所得烘干脱水花粉用 2%戊二醛固定 2 h，1%

锇酸固定 1 h，75%、85%、95%、100%、100%乙醇梯度

脱水镀金，二氧化碳临界点干燥，镀金后在日立 SU-1510

扫描电镜下观察、拍照，记录花粉表面纹饰、大小。 

1.3  卵叶牡丹花粉萌发最适培养基的筛选试验   

在矮牡丹花粉萌发研究的基础上，选取对植物花粉

萌发影响较大的硼酸、蔗糖、Ca(NO3)2、GA3作为试验的

4 个因素，采用 4 因素 3 水平完全随机正交试验，共 9 个

固体培养基处理，1 个空白对照，浓度梯度见表 1，试验

重复 3 次，确定 4 因素的最佳组合。培养基琼脂添加量

为 5 g/L，pH 值调至 6.0。培养基加热熬制待琼脂完全融

化后，分装至培养皿，冷却后将新鲜花粉均匀撒在培养

基上，之后放入放有 2 层湿润滤纸的大培养皿里，加盖。

置于培养箱中培养，温度保持在(25±1)℃、湿度 80%～

90%，18 h 后在显微镜下观察统计花粉萌发情况，总计观

察花粉数大于 300 粒。花粉萌发率计算如下 

花粉萌发率=花粉管长度大于花粉直径的花粉数/观

察花粉数×100 %。 

表 1  试验因素水平 
Table 1  Test factor level 

因素 Factor 
水平 

Levels 
蔗糖 

Sucrose  
A /(g·L-1) 

硼酸 
Boric acid 

 B/(mg·L-1) 

GA3    
C /(mg·L-1) 

Ca(NO3)2 

D /(mg·L-1)

1 90 30 25 30 

2 110 45 40 50 

3 130 60 55 70 

1.4  不同贮存温度对卵叶牡丹花粉萌发、丙二醛含量及

3种保护酶活性的影响试验 

卵叶牡丹花粉贮存 8、24、40、72、120、184、264、

365 d 后，分别从 5 个贮存环境中取出 1 只离心管（其中

-20、-80 、-196 ℃取出的花粉在 35℃下水浴 5～10 min

快速解冻），每离心管取出少许采用 1.3 所得最适培养基

培养测定花粉萌发率，统计花粉贮存寿命（一批花粉萌

发率降到新鲜花粉萌发率 50%的时间，即花粉的半衰

期），其余花粉用于保护酶活性和丙二醛含量检测。 

3 种保护酶及丙二醛含量溶液的提取：准确称取

0.100 g 卵叶牡丹花粉，放入 4 ℃预冷玻璃研钵中，加入

少许聚乙烯吡咯烷酮（Polyvinyl Pyrrolidone，PVP）、石

英砂，然后加入 5 mL 0.05 mol/L 磷酸缓冲液（pH 值为

7.0），匀速研磨 30～40 s，之后将研磨混合液倒入离心

管，8 000 g 4 ℃离心 10 min，取上清，置冰上待测。 

过氧化氢酶（Catalase，CAT）（可见光分光光度法）、

丙二醛（Malondialdehyde，MDA）含量（硫代巴比妥酸法）、

超氧化物岐化酶（Superoxide dismutase，SOD）（氮蓝四

唑法）、过氧化物酶（Peroxidase，POD）（愈创木酚法）

采用北京索莱宝科技有限公司提供的试剂盒测定[19]。 

数据用 EXCEL 2003、DPS 6.5 进行作图、方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  卵叶牡丹植物形态及花粉表观特征 

卵叶牡丹株形婆娑，叶紫红，花色艳丽（图 1a）。

肉质花盘亚组卵叶牡丹花粉粒为 3 个萌发沟，为孢粉学

研究的原始类型，平均极轴长 47.55 μm （38.15～53.07），

平均赤道轴长 22.65 μm（17.30～24.90 μm），P/E≈2.09

（图 1b～1d），与何丽霞等[11]的研究结果不同，大于神农

架 居 群 的 39.84 μm×19.36 μm ， 与 保 康 居 群 花 粉

（37.02 μm×23.05 μm）相比，极轴更长，但赤道轴稍短，

这表明卵叶牡丹不同居群间遗传特性存在差异，要合理

揭示其系统发育意义，仍需进行更全面更深人的研究。

卵叶牡丹花粉形态观为长椭圆形，面包状，两端逐渐收

缩呈尖形或截形；花粉粒的 3 个萌发沟基本到达两极，

呈现两极窄而浅，中间稍宽而深，有毛状突出物，边缘

明显增厚，极面观为长椭圆形，少数花粉极面观近圆形

（图 1d）。赤道外壁纹饰基本类型为粗网筛状，网眼多为

椭圆形、圆形、近圆形或不规则多边形，网眼平均直径

为 3～4.7 μm，大小网眼不规则分布，网眼较深（图 1e），

网脊平滑，大于网眼直径。畸形花粉长在 10～40 μm 之

间，总体观不饱满、空瘪，多为勺状、条状、三棱状、

不规则状等，约占观察花粉总数的 19.50%（图 1b）。 

2.2  不同培养基对卵叶牡丹花粉萌发的影响 

蔗糖、硼酸、Ca2+是大多数植物花粉离体萌发测定

常用的物质，蔗糖能维持高渗透压，为花粉萌发提供营

养[14,16]，硼酸促进花粉对糖的吸收，促进花粉管壁的形

成，提高萌发率[20-22]，而 Ca2+在花粉管的脉冲式生长、花粉

管的生长调节方面具有重要作用[9]。卵叶牡丹花粉萌发的正

交试验结果及方差分析结果如表 2、表 3 所示，卵叶牡丹花

粉在空白培养基上也能萌发，但萌发率较低，仅为 10.30%，
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这说明卵叶牡丹部分花粉内贮存有少量的营养物质。表 2

极差结果分析表明：正交设计中 4 个因素的 R（极差）值差

异较大，其中蔗糖极差值最大，其他依次是硼酸，Ca(NO3)2

和 GA3，这表明 4 个因素中对卵叶牡丹花粉萌发影响最大

的因子为蔗糖，其它主要影响因子依次为：硼酸，Ca(NO3)2

和 GA3。由表 3 F 值可知，蔗糖对卵叶牡丹花粉萌发率影响

最大，其次为硼酸，均达极显著水平，F(Ca(NO3)2)=3.81 大

于 F0.05(2，18)=3.55，小于 F0.01(2，18)=6.01，说明 Ca(NO3)2

对卵叶牡丹花粉萌发率有显著影响，而 F(GA3)=2.47 小于

F0.10(2，18)=2.62，表明 GA3对卵叶牡丹花粉萌发率无显著

影响，试验中 4 个因素主次地位依次为：蔗糖，硼酸，

Ca(NO3)2 和 GA3，与极差分析结果一致。蔗糖、硼酸不同

水平间卵叶牡丹花粉萌发率差异显著，蔗糖、硼酸浓度分

别为 110 g/L 和 45 mg/L 时，花粉萌发率高，但蔗糖、硼酸

浓度提高和下降，卵叶牡丹花粉萌发率均出现显著下降，

不同浓度间的差异达到极显著水平；因素Ca(NO3)2中30 g/L

水平显著性高于 50、70 mg/L，显示卵叶牡丹花粉萌发需要

的 Ca2+浓度较低，因素 GA3中，40 mg/L 花粉萌发率高于其

他 2 个水平。考虑到蔗糖、硼酸、赤霉素和硝酸钙 4 因素

的互作作用，适宜卵叶牡丹花粉萌发最优的培养基参数的

水平组合为 A2B2C3D1，即 110 g/L 蔗糖，45 mg/L 硼酸，

55 mg/L GA3，30 mg/L Ca(NO3)2，花粉萌发率最高，平均为

73.20%，明显高于其他组合。试验中发现，在最佳培养基

中，光学显微镜下观察的结果显示，卵叶牡丹花粉萌发率

为 73.2%，不萌发或者不符合萌发标准的花粉大多为畸形、

瘪粒、小粒，占比平均为 19%左右，显示花粉形态影响了

花粉的萌发，这表明小粒、畸形、瘪粒率高是卵叶牡丹花

粉萌发率低的主要原因。  

 
a.植株形态 

a. The morphology 
characteristics  

b. 花粉群体 
b. Pollen grain group 

c. 赤道面观 
c. Polar morphology 

d. 极面观 
d. Equatorial morphology 

e.表面纹饰 
e. Surface characteristics 

图 1 卵叶牡丹植株形态及其花粉表观特征 

Fig.1 Morphology characteristics and pollen grain morphology of Paeonia qiui 
 
表 2  卵叶牡丹花粉萌发的正交试验结果及极差分析 

Table 2  Orthogonal test results and range analysis of pollen 
germination of Paeonia qiui  

因素 Factor 序号 
No. 蔗糖 Sucrose 硼酸 Boric acid GA3 Ca(NO3)2 

萌发率 
Germination rate/%

1 1 1 1 1 45.10±1.25 d 
2 1 2 2 2 51.70±1.58 c 
3 1 3 3 3 38.40±1.05 ef 
4 2 1 2 3 61.55±0.85 b 
5 2 2 3 1 73.20±0.95 a 
6 2 3 1 2 54.70 ±1.00 c 
7 3 1 3 2 35.85±0.65 f 
8 3 2 1 3 40.55±1.52 e 
9 3 3 2 1 30.56±1.30 g 
10 0 0 0 0 10.30±1.25 h 
K1 135.20 b 142.50 b 140.35 b 148.86 a  
K2 189.45 a 165.45 a 143.81 ab 142.25 b  
K3 106.96 c 123.66 c 147.45 a 140.50 b  
R 24.90 12.85 2.13 2.53  

注：不同小写字母分别表示在 0.05 水平上存在差异。 
Note: Different lower case letters indicate differences at 0.05 levels. 

表 3  试验结果方差分析表 
Table 3  Variance analysis of test results 

变异来源 
Source 

平方和 
Sum of 
square 

deviation 

自由度 
Degree 

of 
freedom 

均方 
Mean 
square 

F 值 
F value 

临界值 
Threshold 

P 值
P 

value

模型 Model 4 455.16 8 556.90 109.18 0.000 1
A 3 515.05 2 1 757.53 344.55** 0.000 1
B 876.01 2 438.01 85.87** 0.000 1
C 25.21 2 12.61 2.47 0.112 7
D 38.88 2 19.44 3.81* 

F0.10(2,18)=2.62
F0.05(2,18)=3.55
F0.01(2,18)=6.01

 
0.041 7

误差 Error 91.82 18 5.10    

注：“**” 表示差异达到极显著水平，“*” 表示差异达到显著水平。 
Note: “**” indicate very significant difference at 0.01 level, “*” indicate 
significant difference at 0.05 level. 

2.3  不同贮存温度下花粉萌发率随时间的变化 

从图 2 可以看出，贮存温度对卵叶牡丹花粉萌发率

影响极大。新鲜花粉的萌发率为 72.60%，随着贮存时间

的延长，除-196 ℃贮存条件外，其他 4 个温度下，花粉

萌发率均呈现下降的趋势，室温条件下萌发率下降最快，

花粉的半衰期仅为 8 d，这可能是较高温度下，呼吸作用

及酶活性较强，消耗了大量营养，导致部分花粉很快丧

失萌发力，贮存第 40 天，花粉萌发率降为 0；2 ℃贮存，

花粉半衰期出现在第 72 天，之后迅速下降，贮存第 264

天，萌发率仅为 3%；-20 ℃贮存，萌发率前期下降缓慢，

后期下降加速，花粉半衰期为 184 d，-80 ℃贮存条件下，

花粉萌发率随着时间的延长呈缓慢下降的趋势，曲线较

为平缓，贮存第 365 天，花粉萌发仍达到 58%，这表明

花粉半衰期超过 365 d。-196 ℃下花粉萌发率则成波动下

降而后缓慢上升的趋势，贮存第 365 天花粉萌发率高达

75.5%，显著高于新鲜花粉萌发率 72.6%（图 2），这与

李秉玲等[18]对日本牡丹品种‘日幕’和‘白王’的研究

结果相似，花粉经超低温保存 1～2 a 后花粉萌发率有较

大的提高。综合来看，贮存温度越低，卵叶牡丹花粉贮

存寿命越长，-80 、-196 ℃适合卵叶牡丹花粉的中长期

贮存，作为种质资源保存最佳的贮存温度为-196 ℃。 

2.4  不同贮存温度下卵叶牡丹花粉 MDA 含量随时间的

变化 

从图 3 可以看出，不同环境下随着贮存时间的延长，

丙二醛含量呈现不同的趋势。室温、2 ℃下，卵叶牡丹花

粉丙二醛含量呈现先升高，而后迅速降低的趋势，其中，
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室温下贮存 72 d，首先达到高峰，2 ℃下随后在 184 d 出

现高峰，结合图 2 的分析可以看出，2 个高峰均出现在花

粉萌发率大幅下降后，这表明花粉受到伤害加剧导致膜质

过氧化快速升高，而后又随着多数花粉的死亡而迅速下降；

-20 ℃下丙二醛含量呈现先缓慢后快速升高的趋势，贮存第

365 天 MDA 达到最高，为贮存前的 4.5 倍，而-80 ℃则呈

现波动缓慢升高的趋势，贮存第 365 天，丙二醛含量为贮

存前的 1.92 倍，显示-20 ℃、-80 ℃下贮存 1 a 后，-80 ℃

花粉细胞膜脂过氧化程度加剧程度较-20 ℃下重。-196 ℃

下卵叶牡丹花粉 MDA 含量总体变化幅度较小，贮存 365 d，

MDA 含量由贮存前的 7.2 μmol/g 升高到 7.5 μmol/g，但仅

提高了 0.3 μmol/g，这表明在-196 ℃贮存下卵叶牡丹花粉细

胞膜系统维持稳定，并未造成严重的膜脂过氧化。 

 
注：RT 代表室温，同一折线上的不同字母表示在 0.05 水平上差异显著，花

粉离体培养采用的培养基为 110 g·L-1 蔗糖，45 mg·L-1 硼酸，55 mg·L-1 GA3，

30 mg·L-1 Ca(NO3)2，下同。 
Note: RT represent room temperature. Different letters on the same polyline 
indicate significant differences at the 0.05 level, in vitro pollen germination 
medium containing 110 g·L-1 sucrose, 45 mg·L-1 boric acid, 55 mg·L-1 GA3, 
30 mg·L-1 Ca(NO3)2, The same below. 

图 2  不同贮存温度下花粉萌发率随时间的变化 

Fig.2  Effects of different storage temperature and time on 
pollen’s germination 

 

 
图 3  不同贮存温度下卵叶牡丹花粉丙二醛含量随时间的变化 

Fig.3  Effects of different storage temperature and time on 
pollen’s MDA 

 
2.5  不同贮存温度下卵叶牡丹花粉保护酶活性随时间

的变化 

2.5.1  不同贮存温度下卵叶牡丹花粉SOD活性随时间的

变化 

图 4 试验结果显示，室温下，卵叶牡丹花粉 SOD 呈

迅速下降的趋势，这说明卵叶牡丹花粉超氧自由基不断

减少，导致保护能力快速下降，而低温（-2 、-20 ℃）

下，SOD 随时间延长呈现先快速升高后降低的趋势，-2 ℃

下在贮存第 24 天，花粉 SOD 活性最先达到高峰，表明

此时花粉受低温胁迫加剧，需要提高 SOD 活性减少活性

氧、自由基对花粉的伤害，-20 ℃下 SOD 活性则在第 72

天达到最高，之后伴随着花粉萌发率的下降而迅速下降，

这表明此时胁迫加剧，SOD 活性不足以清除过多的自由

基而导致花粉萌发率显著降低。-80 ℃、-196 ℃下，随

着时间的延长，均呈现总体缓慢波动上升的趋势，变化

幅度比较平缓，-80 ℃下，伴随着花粉萌发率的缓慢降低

SOD 活性呈上升短暂下降后波动上升的趋势，贮存

360 d，SOD 活性为 240 U/g，达到贮存前的 1.56 倍，而

-196 ℃贮存下 SOD 变化较小，贮存 365 d 仅为新鲜花粉

的 1.15 倍，此时花粉萌发率较新鲜花粉无差异，这表明

超低温贮存，SOD 活性保持较为持久，能有效清除过多

的活性氧、自由基，花粉细胞处于生理代谢平衡状态，

所以花粉仍具有较高活性。 

 

图 4  不同贮存温度下卵叶牡丹花粉 SOD 活性随时间的变化 

Fig.4  Effects of different storage temperature and time on 
pollen’s SOD activity 

 
2.5.2  不同贮存温度下卵叶牡丹花粉POD活性随时间的

变化 

低温胁迫下，植物材料易出现活性氧、自由基种类

及数量增加，造成代谢紊乱、膜脂过氧化，植物通常通

过提高保护酶的活性，增加脯氨酸、抗坏血酸等物质来

清除过量的活性氧、自由基，以维持代谢平衡和膜系统

的稳定性，从而避免或减少损伤。POD 是植物保护系统

的关键酶，可有效清除醛、酚、胺以及 SOD 的副产物

H2O2。由图 5 可以看出，5 个贮存温度下，卵叶牡丹花粉

POD 活性变化与 SOD 活性变化基本相似，仅室温、-80 ℃

下变化规律略有不同。室温、2 ℃、-20 ℃、-80 ℃贮存

下，卵叶牡丹花粉 POD 活性随时间的增长，基本呈现先

升高后下降的趋势，室温贮存至第 8 天时，POD 活性升

至 135 U/g，达到原来的 2.45 倍，之后迅速下降，-2 ℃、

-20 ℃、-80 ℃下，POD 活性则分别出现在贮存后的第

72、120、184 天，伴随着高峰的出现，4 个贮存温度下，

花粉萌发率均出现显著降低，其中 2 ℃、-20 ℃下，POD

出现高峰后迅速下降，而-80 ℃下，上升与下降速度都较

为缓慢，变化不显著，这表明与室温、2 ℃、-20 ℃下相

比，-80 ℃下，花粉受到的胁迫较小。-196 ℃贮存，过

氧化物酶活性呈波动上升、下降、再上升的趋势，最高

峰分别出现第 120 天，此时 POD 活性为原来的 1.11 倍，

之后 POD 活性开始下降，贮存第 365 天，POD 活性为
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59.64 U/g，是贮存前花粉的 1.08 倍，这表明卵叶牡丹花

粉贮存 1 a 后，仍然具有较强清除 H2O2、苯、醛和胺等

有害物质的能力，进而保护花粉减少低温伤害，保持较

高的花粉萌发力。 

 
图 5  不同贮存温度下卵叶牡丹花粉 POD 活性随时间的变化 

Fig.5  Effects of different storage time and temperature on 
pollen’s POD activity 

 
2.5.3  不同贮存温度下卵叶牡丹花粉CAT活性随时间的

变化 

CAT 等抗氧化酶可清除 H2O2及有害自由基，对防御

活性氧、自由基毒害具有重要作用。图 6 表明，随着贮

存时间的延长，室温、2 ℃下，CAT 活性呈现先升高而

后迅速下降的趋势，其中室温下在第 24 天出现峰值，2 ℃

下则在第 72 天出现峰值，室温下变化幅度较-2 ℃下剧

烈，二者差异显著。-20 ℃下，则呈现先缓慢降低后缓慢

升高，再迅速下降的趋势，这表明-20 ℃下后期花粉萌发

率的下降与 CAT 活性降低，清除活性氧的能力下降有关。

-80 ℃，卵叶牡丹花粉的 CAT 活性呈现先缓慢降低再缓

慢升高而后又下降的曲线，但整体变化幅度较小，最高

变化幅度仅为 1.34 倍，这说明相比 2 、-20 ℃下花粉受

到的伤害较小；-196 ℃贮存卵叶牡丹花粉的 CAT 活性呈

现缓慢升高的趋势，总体上起伏较小，最高值出现在第

365 天，为 125 mg/g，达到贮存前花粉 CAT 的 1.12 倍，

显示卵叶牡丹花粉保护机制处于健康状态，仍然具有较

强的 H2O2清除能力，能够有效减轻花粉受到的胁迫伤害，

保持花粉较高的萌发力。 

 
图 6  不同贮存温度下卵叶牡丹花粉 CAT 活性随时间的变化 

Fig.6  Effects of different storage temperature and time on 
pollen’s CAT activity 

 
2.6  卵叶牡丹花粉萌发率与 MDA 含量、3 种保护酶活性

的关系分析 

从表 2 相关分析可以看出，卵叶牡丹花粉萌发率与

丙二醛含量呈显著负相关关系，花粉萌发率与 3 种保护

酶（过氧化物酶、超氧化物歧化酶、过氧化氢酶活性）

呈显著正相关（P<0.01），说明在卵叶牡丹花粉的贮存过

程中，3 种保护酶活性对花粉萌发率起着主导作用，从影

响花粉萌发率的程度来看，顺序依次为：超氧化物歧化

酶活性，过氧化氢酶活性，过氧化物酶活性。 

表 4  花粉萌发率与 MDA 含量、3 种保护酶活性的相关分析表 
Table 4  Correlation analysis table of pollen’s germination and 

protective enzymes activity 

项目 
Project 

相关方程 
Correlation equation 

相关系数 
Correlation coefficient

丙二醛含量 MDA y = -18.595x + 74.761 -0.609 7** 

超氧化物歧化酶 SOD y = 0.303x + 4.853 8 0.839 8** 

过氧化物酶 POD y = 0.699 5x + 24.474 0.599 9** 

过氧化氢酶 CAT y = 1.102 3x + 48.77 0.700 0** 

注：*表示在 0.05 水平上显著的相关性；**表示在 0.01 水平上显著的相关性。 
Note: * and ** mean significantly correlation at 0.05, and 0.01 level, 
respectively. 

 

3  讨  论 

3.1  不同培养基对卵叶牡丹花粉萌发率的影响 

现有的研究表明不同的牡丹种质花粉萌发对蔗糖、

硼酸的需求差异较大，黄牡丹[13]、牡丹‘凤丹白’等

（150 g/L 蔗糖及 60～80 mg/L 硼酸）[16]，矮牡丹（90 g/L

蔗糖及 45 mg/L 硼酸）[14]，日本牡丹（50 g/L 及 1 000 mg/L

硼酸）[18]，滇牡丹（50 g/L 蔗糖）[23]，因此探讨卵叶牡

丹花粉萌发力测定的适宜培养基对于后续的杂交育种等

工作的开展具有重要意义。本试验结果显示，蔗糖、硼

酸对卵叶牡丹花粉萌发影响极显著，Ca2+对花粉萌发影响

显著，而 GA3则对花粉萌发率影响不显著，这表明蔗糖、

硼酸、Ca2+是影响卵叶牡丹花粉萌发的主要因素，GA3

虽对部分植物花粉萌发有促进作用[24]，但对卵叶牡丹花

粉萌发无显著作用。综合来看，卵叶牡丹花粉萌发最佳

的培养基为：110 g/L 蔗糖，45 mg/L 硼酸，50 mg/L 

Ca(NO3)2，蔗糖需求方面，低于黄牡丹、牡丹‘凤丹白’，

但高于滇牡丹、矮牡丹等野生种质，硼酸需求较其他牡丹

种质低，这表明不同牡丹种质花粉对硼酸、蔗糖的适应性

不同，这些萌发特性的差异可能是基因型不同造成的。 

3.2  不同贮存温度卵叶牡丹花粉萌发率随时间的变化 

低温贮存是生物材料长期保存最有前途的方法，已

经广泛应用于作物、水果、蔬菜和观赏植物[25-29]。花粉

体积小占用空间少，使花粉粒特别适合贮存，作为基因

库的重要组成部分，适宜花粉贮存库建立可以持续为育

种计划提供有活力和可育的稀缺植物花粉，满足育种的

需求[29]。牡丹花粉自然情况下的寿命仅 10 d 左右，常规

的 4 ℃贮存仅能延长花粉寿命 1～2 个月[14-15,18]，很难满

足牡丹种质贮存、远缘杂交、隔年杂交的需要，因此探

讨牡丹花粉不同贮存条件下的寿命，对于根据需要选择

合适的、经济的贮存方法贮存牡丹花粉具有重要意义。

研究表明，美洲山核桃花粉贮存 13 a，与新鲜花粉萌发率

统计学差异不明显[30]，超低温贮存 2 a 的日本牡丹花粉，

仍具有较高的萌发率，个别品种甚至超过新鲜花粉的萌
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发率[18]，本研究结果也表明，与室温、2 ℃、-20 ℃贮存

环境下牡丹花粉萌发率随贮存时间延长快速下降相比，

-80 ℃、-196 ℃下，卵叶牡丹花粉仍保持较高的萌发率，

适合花粉的中、长期贮存，特别是-196 ℃贮存 1 a 后，花

粉萌发率高达 75.5%，比新鲜花粉萌发率提高了 2.9%，

这表明-196 ℃下卵叶牡丹花粉贮存 1 a 后，花粉细胞处于

生理代谢平衡的健康状态，仍保持较高的萌发力，适合

作为牡丹花粉种质资源的长期保存，这为克服牡丹远缘

杂交、远距离杂交的时空障碍，也为卵叶牡丹的种质长

期保存奠定了基础。 

3.3  不同贮存温度下花粉萌发率与丙二醛含量的关系 

MDA 是膜质过氧化的主要产物，含量高低代表质膜

透性的强度，与细胞是否受到伤害密切相关性[19，31]。植

物材料不同，贮存温度的高低对细胞膜系统影响不同，

保存效果有较大差异，牡丹‘凤丹白’花粉[31]、桃叶卫

矛[26]超低温保存后丙二醛与新鲜材料基本一致，贮存后

的花粉、种子仍然保持较高的萌发力，而留兰香[27] 、牡

丹‘八千代椿’花粉[31]经超低温处理后与对照组相比丙

二醛（MDA）含量显著升高，贮存后的牡丹‘八千代椿’

花粉萌发力、留兰香再生能力均出现下降。本试验也证

实了这一点，随贮存时间延长，室温、4 ℃贮存条件下，

卵叶牡丹花粉 MDA 含量呈先升高而后迅速降低的趋势，

伴随着高峰的出现，花粉萌发率迅速下降，-20 ℃、-80 ℃

下，呈逐渐上升的趋势，其中-20 ℃下，上升趋势显著，

伴随着花粉萌发率的逐渐下降，而-196 ℃下 MDA 含量

比较平稳，萌发率基本无变化或有部分提高。这表明花

粉细胞膜在-196 ℃贮存下膜脂过氧化程度低，膜系统稳

定，贮存 1 a 后，花粉细胞内 SOD、CAT 和 POD 仍具有

较高的活性，协同作用有效的清除了多余的活性氧、自

由基，保持了氧化平衡状态，这可能是卵叶牡丹花粉萌

发率仍然很高的原因。 

3.4  不同贮存温度下花粉萌发率与 3 种保护酶活性的

关系 

研究表明，保护酶活性一定程度上是生物体机能维

持的重要指标[32-39]，低含水量、低温、低氧可以降低植

物的代谢活动，减少营养消耗，是延长保存时间的有效

途径[18,25-30]，植物花粉在保存期间，在环境胁迫下，代谢

紊乱，活性氧、自由基显著增加，植物通常通过增加保

护酶的活性来清除过量的活性氧，以维持代谢平衡和膜

系统的稳定性，从而避免或减少损伤[36-40]，因此保护酶

活性的稳定性与保存质量具有相关性，保护酶的大幅升

高与降低，可能预示保存材料萌发率的下降[6-8,30]。本研

究结果表明，室温下 8～24 d，POD、CAT 先后出现最高

峰值，2 ℃下 24～72 d，SOD、POD、CAT 先后出现最

高峰值，-20 ℃下 72～120 d，SOD、POD、CAT 先后出

现最高峰值，然后下降，-80 ℃下 184～264 d，POD、CAT

先后出现最高峰值，在此期间，卵叶牡丹花粉萌发率均

出现了显著下降，这表明在花粉萌发率下降最快期间，

花粉细胞膜质过氧化加剧，活性氧、自由基增多，3 种保

护酶先后启动，协同花粉内抗坏血酸等物质清除活性氧、

自由基、醛、酚等有害物质，减少损害，但随着时间延

长、胁迫加剧，3 种保护酶活性及体内抗坏血酸、脯氨酸

等不足以消除花粉细胞内的活性氧，导致有害物质积累，

花粉细胞死亡，花粉萌发率随之降低。而在-196 ℃下，

卵叶牡丹花粉在贮存 1 a 的不同时间阶段，3 种保护酶活

性均保持平稳，花粉萌发率接近或超过新鲜花粉萌发率，

这说明-196 ℃下，卵叶牡丹花粉处于代谢平衡状态，健

康程度高，因此花粉仍然具有较高的萌发力。随着贮存

时间的延长，室温下卵叶牡丹花粉 POD 活性最先达到高

峰值，CAT 随后达到高峰值，然后下降，SOD 活性则迅

速下降，说明室温下 POD 是敏感保护酶；2 ℃、-20 ℃、

-80 ℃下，SOD 活性首先升高，分别在第 24、72、40 天

达到高峰值，随后下降，而 POD、CAT 活性则在贮存 72～

264 d 才陆续出现高峰，这表明 2 ℃、-20 ℃、-80 ℃下，

SOD 为敏感性保护酶。 

花粉低温保存可以有效地实现单倍体阶段的基因组

保存，为核遗传多样性提供了丰富的来源[29,40]，大部分植

物花粉在贮存后花粉萌发率下降，但一部分物种花粉超

低温（-196 ℃）贮存后，出现萌发率升高或明显升高的

“冷刺激”的现象，如矮牡丹[14]、山龙眼属[14]、日本牡丹

品种‘日幕’、‘白王’、阿月浑子[18]、芍药[35]花粉等，

本试验也发现了类似现象，-196 ℃超低温贮存 1 a 后，卵

叶牡丹花粉萌发率高达 75.5%，较新鲜花粉有较大提高，

这表明在超低温贮存下，卵叶牡丹花粉生命代谢并非处

于理论上的“停滞”状态，张亚利[25]研究也发现，超低

温保存后，伴随着梅花萌发率的提高，花粉内 Ca2+浓度

较新鲜花粉显著增加，贮存前后存在差异蛋白，本试验

结果表明，伴随着萌发率的升高，花粉 SOD、POD、CAT

活性有不同程度的提高，而丙二醛含量却出现下降，花

粉膜系统稳定，生命代谢系统处于平衡的健康状态，能

有效清除过多的自由基、活性氧，牡丹‘岛大臣’也发

现了类似现象[31]，这是否是卵叶牡丹花粉超低温贮存出

现“冷刺激”现象的生理机制，需要进一步研究探讨。 

4  结  论 

卵叶牡丹花粉不同居群间遗传特性存在差异，单纯

以花粉表观不足以揭示其系统演化规律；花粉小粒、畸

形和瘪粒率高是卵叶牡丹花粉萌发率低的主要原因。卵

叶牡丹花粉离体培养最佳的培养基为：110 g/L 蔗糖，

45 mg/L 硼酸，55 mg/L GA3，30 mg/L Ca(NO3)2。蔗糖是

影响卵叶牡丹花粉萌发率最大的因子，其次是硼酸、

Ca(NO3)2、GA3等。 

不同温度贮存下，卵叶牡丹花粉 3 种保护酶的作用

不同，SOD 在 2 、-20 和-80 ℃时是敏感的保护酶，而在

室温下，POD 是敏感的保护酶，花粉萌发率与 3 种保护

酶活性呈显著正相关，与丙二醛含量呈显著负相关，3 种

保护酶活性对花粉萌发率的影响次序为：SOD，CAT，

POD。卵叶牡丹花粉在贮存期间，3 种保护酶活性、丙二

醛含量保持稳定，细胞处于代谢平衡状态，健康程度高，

是-196 ℃下贮存 1 a 后卵叶牡丹花粉仍然保持较高萌发

力的生理原因；贮存期间环境胁迫加剧，花粉 3 种保护

酶先后升高，达到高峰值后快速下降，丙二醛含量快速
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增高，膜脂过氧化程度加剧，不能有效清除活性氧、自

由基，生理代谢失衡，是室温、2 、-20 ℃下花粉贮存寿

命缩短的内因之一。 

贮存温度是影响卵叶牡丹花粉贮存寿命的关键因

子之一，且贮存温度越低，卵叶牡丹花粉的贮存寿命越

长。2 、-20 ℃下，花粉贮存寿命分别为 2～3 个月、5～

6 个月，综合经济、适用考虑，家用冰箱即可满足卵叶

牡丹花粉短期贮存的需求；-80 ℃下花粉贮存寿命超过

1 a，适宜卵叶牡丹花粉的中期贮存；卵叶牡丹花粉最佳

的贮存温度为-196 ℃，适宜卵叶牡丹花粉种质资源的长

期保存。 
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Effects of storage conditions on pollen longevity of Paeonia qiui 
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Abstract: Paeonia qiui is one of the important ancestors of cultivated species of tree peony, serving as an important genetic 
resource in peony cross breeding, due to its purple-red leaves. The pollen is widely known to directly influence reproductive 
success and genetic structure of the main plant population. This study aims to investigate the storage characteristics of Paeonia 
qiui pollen, further to elucidate the physiological mechanism of pollen storage at different temperatures, in order to determine 
the accurate and efficient storage method for the viability of Paeonia qiui pollen. In this study, the pollen morphology of 
Paeonia qiui was characterized using scanning electron microscopes. Four factors (sucrose, boric acid, Ca (NO3)2, GA3) at 
three different levels were selected in the orthogonal test to investigate the characteristics of Paeonia qiui in vitro germination. 
The experiment was conducted to explore the effect of storage temperatures and duration on the pollen germination rate, 
malondialdehyde (MDA), and the activity of superoxide dismutase (SOD), peroxidase(POD), catalase (CAT). The results show 
that the rates of abnormal and shrunken pollen were as high as 19.5%, indicating the low viability of Paeonia qiui pollen. The 
important factors affecting the germination rate of Paeonia qiui pollen were listed in order, sucrose, boric acid, Ca (NO3) 2, 
GA3. The optimum concentrations of media were achieved in vitro pollen germination, when containing 110 g/L sucrose, 45 
mg/L boric acid, 55 mg/L GA3, 30 mg/L Ca(NO3)2. The optimum temperatures were 2℃ and -20℃ for the pollen storage of 

1-2 months and 4-6 months, respectively. The optimum condition was -80℃ for the intermediate storage within one year, 

whereas the promising temperature was -196℃ for the long-term preservation of Paeonia qiui pollen. The germination rate 
was 75.5% after 365 days of storage, indicating that the optimum condition can effectively prolong pollen longevity. The 
germination rate of pollen was positively correlated with three protective enzymes, while negatively correlated with 
malondialdehyde content. The influence of three protective enzymes on pollen germination rate was ranked in order: 
superoxide dismutase (SOD) , catalase (CAT), peroxidase (POD). The sensitivity of three protective enzymes was different at 
different storage temperatures. Specifically, SOD served as a sensitive protective enzyme at 2, -20℃ and -80℃, whereas POD 
served as sensitive protective enzymes at room temperature. The protective enzyme activity decreased, while the 
malondialdehyde content increased, leading to the active oxygen can not be effectively removed. This process was one of the 
main reasons for the decrease in pollen viability after storage at room temperature, 2, -20 and -80℃. The malondialdehyde 
content and the activity of three protective enzymes in pollen remained basically stable. The three protective enzymes can 
effectively maintain the internal balance of oxidative metabolism, and thereby reduce the levels of oxidative damage. This can 
be the internal cause to keep high germination rate after cryopreservation. This finding can provide a promising experimental 
and theoretical basis for cross-temporal pollination hybridization and germplasm resource conservation. 
Keywords: storage; low temperature; enzymes; Paeonia qiui; pollen grain morphology; germination; MDA  
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