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摘 要 中国特有植物银杉（!"#$"% "&’%&()$%**"）是最濒危的松杉类植物之一。研究表明，受精前胚珠的高败育率
是银杉生殖效率低的重要原因之一，但迄今对银杉花粉活力及其变异仍不得而知。由于花粉活力对授粉、受精、种

子产量和质量以及后代适合度都有直接影响，该研究采用 ))*染色和体外萌发法测定了来自大瑶山（+,-,./0,1，
+23）和花坪（45,6718，49）两个地区 (个种群 !:个个体 %"份银杉花粉样品的生活力。结果表明银杉花粉的活力水
平（’#;#<）与其它裸子植物相当，干燥低温条件下银杉的花粉活力比较稳定，体外萌发的适宜蔗糖浓度在 !#<左
右。=>?@=分析揭示种群内个体间的花粉活力差异不大（ ) A &; &%），而地区内的种群间及地区间的花粉活力有显
著差异（ ) B &;&%）。银杉花粉活力与其生殖成功没有相关性。在上述基础上，从控制授粉的角度讨论了银杉的保
护策略和复壮的可能性。
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根据自然选择的基本原理，种群的进化速率与 其遗传多样性成比例，也就是说，一个种群遗传多样
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性的下降意味着其适应环境变化的能力的下降

（!"##" $ %&’’())，*++,）。而植物对环境的适应包括
植物发育各个阶段对环境的适应，尤其是有性生殖

的各个阶段。花粉是雄配子体，其活力和寿命对授

粉、受精、种子产量和质量以及后代适合度都有直接

影响（-&#./ $ 0/’1&2"，3444；5&16"7 $ 8&92:;(.，
3444；<#)926:&9=; !" #$ >，3443；李胜等，344,）。例
如，张志勇和李德铢（344?）推测五针白皮松（%&’()
)*(#+#"#）极低的遗传多样性是结实率低、种子在野
外条件下难以萌发、进而导致种群面临衰竭处于濒

危境地的重要原因；甘肃扁桃的研究表明低花粉活

力是其低坐果率的原因之一（李胜等，344,）；通过
对德国特有植物 ,-./$!#0&# 1#2#0&.# 控制授粉的研
究，<&6@:A" 等（3443）发现花粉多态性越高繁殖成功
率也越高。另外，许多研究也表明花粉活力和后代

适合度呈正相关（B/.6(’ !" #$ >，*+CD；B&)6: $
%:&’)"6E(’;:，*++3；!/;@:"))，*++D）。
银杉（,#"/#3# #0430-5/3$$#）是中国特有的松科

单型属植物。由于银杉起源古老，分类地位独特，在

松科系统发育重建和进化研究，以及在古生物、古气

候、古地质和古生态等方面的研究中都有重要科学

价值，被誉为植物王国的“大熊猫”。据调查，目前高

于 * 1的银杉个体数有 F 444 余株（谢宗强和李庆
梅，3444），成熟个体的总数则不到 3 444 株（孙敏
等，*++,），现存种群规模很小、孤立分布于相隔很
远的山地（王伏雄，*++4），成为最濒危的松杉类植
物之一（傅立国，*++3；汪松和解焱，344,）。生殖生
物学研究表明，银杉的结果率很低、球果的出种量也

很少，空粒比例很高（谢宗强等，*++C；谢宗强和李
庆梅，3444）。遗传多样性和谱系地理的研究也证
实了银杉的残遗特性，表现为低水平的遗传多样性

和强烈的种群间遗传分化*）（G" !" #$ 6，*++C）。已有
的研究表明，银杉受精前胚珠的高败育率可能是其

生殖效率很低的重要原因之一（谢宗强等，*++C）。
然而，迄今对银杉雄配子体的研究还很少，银杉花粉

的活力是否正常，是否影响到银杉的生殖成功，以及

银杉花粉活力在个体间以及种群或地区之间是否有

差异等都不得而知。另一方面，针对银杉种群遗传

多样性水平很低而种群间遗传分化明显，G" 等
（*++C）提出可以尝试采用传统的人工授粉方法，在
不同种群的个体间、尤其是不同地区的个体间开展

杂交，来恢复银杉的天然种群，但这些工作需建立在

对银杉花粉生命力及其变异的了解的基础上。本研

究拟通过 HH%染色法检测银杉花粉活力及其变异，
探讨花粉活力与银杉濒危的可能关系，并为进一步

采取可能的保护和种群恢复措施提供技术基础。

! 材料和方法

! >! 花粉取样
344? 和 344, 年分别在广西金秀大瑶山

（-&7&(6:&.，-IJ）国家级自然保护区和龙胜花坪
（K9&=/.2，K<）国家自然保护区分别采集银杉花粉
样品。花粉样品以雄球花为单位，将正在散粉的雄

球花轻轻取下，放入纸袋内。在室内，暴露空气中自

然干燥 D L。除留存少量花粉进行连续活性检测外，
其余部分包于纸袋内，硅胶干燥，冰箱冷冻室保藏。

由于大瑶山的一些种群只有 * M 3株成熟银杉个体，
雄球花极其稀少且不易采集，所以这些种群的个体

数和雄球花数都很少。最后的实验样品为来自大瑶

山（-IJ）地区的 F个种群和花坪（K<）地区的 3个种
群，每个种群取样个体为 * M F株不等，每个个体的
取样雄球花为 * M N朵不等（表 *）。
用于检测花粉活力变化的 F份样品分别来自大

瑶山 -IJ*（-IJ*O*O*）、-IJ?（-IJ?O*ON），-IJ,
（-IJ,O*O?）以及 -IJF（-IJFO*O*、-IJFO3O*）种群。
而测试不同蔗糖浓度下花粉萌发率的样品为大瑶山

的混合花粉。

! >" 花粉活力检测
花粉活力检测采用氯化三苯四氮唑（HH%）染色

法（胡适宜，*++?）。氯化三苯四氮唑是一种氧化还
原色素，水溶液无色，遇到活细胞里的脱氢酶接受氢

离子，还原后生成不溶于水的红色物质。花粉中呼

吸酶的活跃情况能正确地反映其生活力的强弱，同

时氧化还原燃料能在呼吸酶的作用下着色，因此可

根据着色情况判断花粉的生活力。该方法对许多植

物类群的花粉活力测定都很精确（P&.6&@ !" #$ >，
*++,）。干燥冷冻保藏的花粉检测活力前，应作预处
理：冷冻保存的花粉先在 , Q冰箱内放置 3 M ? :，然
后在 , Q冰箱里进行吸湿处理 3, :。制备染色装片
时，先在载玻片上加一滴 HH%溶液（配制方法见胡
适宜，*++?），取少许花粉于其上，加盖玻片，然后置
恒温培养箱内，?D M ?C Q保温（注意保持湿润）。
经连续检测发现，保温 * :左右染色花粉数稳定，且
比较容易区分出着色和非着色花粉粒，故以染色 * :

*）B&.2 KB，G" J（344N）> R =:7)(2"(2’&=:/@ 6;9L7 (# ,#"/#3# #0430-5/3$$# 6 7-$!.($#0 8.-$-43（/. <’"66）
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为标准。!" # !$倍显微镜下检测，染成红色为有活
力花粉，无色为无活力花粉（花粉密集处染色很深，

散落周围的花粉染色很浅或不着色，所以记数时，选

取染色均匀，花粉相对分散区域。随机选择 % & !$
个视野，计数花粉的总数和有生活力（红色）的花

粉数。每份样品计数花粉总数 %$$ & "$$。按下式计
算有活力花粉的百分数：

有活力花粉百分数 ’（红色花粉数目 (花粉总
数）# !$$)

表 ! 银杉花粉活力检测取样及检测结果
*+,-. ! /0--.1 2+34-.2 05 !"#$"%" "&’%&()$%**" 60--.67.8 91

7:. 27;8< +18 7:.9= >9+,9-97<

种群

/04;-+7901
个体

?189>98;+-

雄球花数目

@0A 05 3+-.
5-0B.=2

花粉活力范围（平均值）

/0--.1 >9+,9-97<
（+>.=+C.）

大瑶山 !（DEF!） DEF!G! % H% A% & IJ AH（HKAI）
大瑶山 L（DEFL） DEFLG! L HI AL & IJ AK（I!AM）
大瑶山 %（DEF%） DEF%G! M H" AK & IL A$（I$A!）

DEF%GJ ! H" AI
HH AM!

大瑶山 M（DEFM） DEFMG! L HM A% & H"AI（HKAK）
DEFMGJ L I$ A! & IM AJ（IJA%）
DEFMGM " HM AI & IL A%（I$AI）
DEFMG" M HI A! & IJ AI（I!AJ）
DEFMGH L I$ AJ & IM AI（I$AL）

I$AM!

大瑶山 K（DEFK） DEFKG! ! IH A!
大瑶山总数或平均

*07+- 0= +>.=+C. 91
DEF

!$ L% I!AL

花坪 !（N/J） N/JG! L IM & I"（IM AK）
N/JGJ L IJ & I"（I% A$）
N/JGL L IJ & IM（IL AL）

I%AL!

花坪 J（N/L） N/LG! L I"（I"）
N/LGJ L IM & IK（I"）
N/LGL L IM & IK（I"）

I"!

花坪总数或平均

*07+- 0= +>.=+C.
91 N/

" !H IMAJ

物种总数或平均

*07+- 0= +>.=+C.
91 24.69.2

!" MJ ILAL

!：种群平均花粉活力 O>.=+C. >+-;. 05 40--.1 >9+,9-97<

离体条件下，大多数植物的花粉在适宜的培养

基和温度条件下能够萌发。在 J$ 3-锥形瓶内加入
H 3-左右萌发花粉的溶液（胡适宜，!IIL），取适量
花粉于瓶内。加塞防止水分蒸发。室温（J% & JH
P）条件下，每天取样镜检，有花粉管突起的花粉即
为萌发花粉。银杉花粉萌发缓慢，大部分花粉管长

度超过花粉直径需 M & " 8时间。由于花粉体外萌

发时霉菌污染严重，第四天时已不能制作装片，故以

第三天的萌发情况为最终结果。随机选取若干视

野，计数花粉总数和萌发花粉数。每份样品计数至

少 L$$粒花粉。按下式计算萌发率：
萌发率 ’（萌发花粉粒数 (花粉总数）# !$$)

! A" 数据分析
应用 F/FF !$ A$ A!软件分别从个体、种群和地区

水平上对银杉花粉活力进行统计分析。用于统计分

析的花粉活力以雄球花为单位，包括所有采集到的

正常花粉样品。

# 实验结果

# A! 银杉花粉寿命和萌发适宜蔗糖浓度
对来自大瑶山 %个种群 M份花粉样品的活力检

测显示，花粉采集后第七天，有活性花粉比例平均降

低 M AJ)（图 !）。活力降低幅度最大的是 DEF!G!G!
（H AL)），DEFMG!G!降低幅度最小（J AL)）。DEF%G!G
L和 DEFMGJG!的活力下降幅度都未超过 M)，DEFLG
!G"样品的下降幅度为 " A I)。%M 8后，花粉活力平
均下降 " A M)，DEF!G!G! 的下降幅度远高于其它样
品，达 !J A%)，DEFLG!G"、DEF%G!GL、DEFMG!G! 和
DEFMGJG!分别下降 " A ")、M A ")、J A M)和 % A I)。
随后花粉活力没有明显的下降，直至 LI$ 8 时仍维
持在较高的活力水平（H$)以上）。这说明在干燥和
低温贮藏的条件下，银杉的花粉活力比较稳定。这

一结果为远距离的异地杂交和花粉的长期保存提供

了保障。

图 ! 花粉活力随时间的变化
Q9CA! *:. 6:+1C. 05 40--.1 >9+,9-97< B97: 793.

花粉样品来自大瑶山，第一个数字代表种群，第二个数字代表个

体，第三个数字代表雄球花。例如 DEFMGJG!是指大瑶山地区 M号种
群 J号样树的 !号雄球花 /0--.1 2+34-.2 603. 5=03 D+<+02:+1A *:. 59=27
1;3,.= 27+182 50= 404;-+7901，7:. 2.6018 50= 9189>98;+-，7:. 7:9=8 50= 3+-.
5-0B.= A Q0= .R+34-.，DEFMGJG! 27+182 50= 3+-. 5-0B.= ! 05 7=.. J 91 404;-+G
7901 M
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离体萌发测定花粉生活力要得到正确的结果，

必须提供花粉萌发最适宜的条件。主要是营养培养

基和温度条件。一般来说，各种植物在 !" #左右都
是合适的，但对培养基的要求不同物种有所不同，特

别是起维持渗透压作用的蔗糖浓度（胡适宜，

$%%&）。从多次萌发的结果来看，银杉花粉萌发率较
低（未显示）。大瑶山混合花粉样品的检测表明，银

杉花粉在 %’ ( $)’蔗糖浓度范围内均有较高萌发
率，低于 %’或高于 $)’时萌发率大幅度下降（图
!）。蔗糖浓度为 $&’时花粉萌发率最高，因此银杉
花粉体外萌发的适宜蔗糖浓度为 $&’左右。

图 ! 不同蔗糖浓度下银杉花粉萌发率（大瑶山混合花粉）
*+,-! ./01/234,/ 56 7588/2 ,/09+243+52 43 :+66/0/23 ;<105;/

1521/23043+52;（=+>/: 7588/2 ,04+2; 6059 ?4@45;A42）

! -! 银杉花粉活力的个体变异和种群差异
BBC染色法鉴定的银杉花粉活力很高，有活力

的花粉数都在 D"’以上（表 $）。个体水平上，花粉
活力最小的是大瑶山的 ?EFGH!，为 D) - %’，；最高者
是大瑶山的 ?EFI，为%D -$’，所有个体花粉活力的
平均值是 %& - &’。物种范围内花粉活力个体变异
较大，从 D) - %’到 %D - $’不等，差异极显著（ ! J
K-KKK）。两个地区内的个体变异有不同表现，大瑶
山地区内的个体间有显著差异（ ! J K- KG!），而花坪
地区内的个体差异不显著（ ! J K- K"%）。同一种群
内的个体间差异较小，都没有显著的个体差异（ ! L
K-K"）。
物种范围内，种群间花粉活力差异极显著（ ! M

K-KK$），在 DI - %’和 %D - $’范围内变动（表 $）。大
瑶山地区，各种群花粉活力变化很大（ ! M K- K"），最
高者为 ?EFI（%D -$’），其次是 ?EF&（%$ - "’）和
?EF"（%K - "’），最低的是 ?EF$，只有 DI - %’，最高
和最低的花粉活力相差 $K个百分点。花坪地区，两
种群间的花粉活力也有较大差异（ ! M K- K"），N.!

为%G -&’，N.&为 %)’。平均水平上，花坪的花粉活
力（%" -!’）高于大瑶山（%$ -&’）（表 $），差异达显著
性水平。

" 讨 论

" -# BBC染色是一快速准确鉴定银杉花粉活力的
方法

BBC染色是一快速（!K ( )K 9+2）而准确的花粉
活力检测方法（O42;41 "# $% -，$%%G），已在许多植物
花粉活力研究中得到验证（张子学和孙峰，!KK!；程
广有等，$%%D；刘林德等，!KK$）。但该染色法的缺点
是颜色的界限不易判定，所以在应用时受到一定的

限制（F352/ "# $% -，$%%"）。本研究发现，在用 BBC对
银杉花粉染色时，适当延长染色时间可获得清晰的

颜色分辨。此外，染色后的银杉花粉颜色比较稳定，

可维持若干小时，这与 O42;41等（$%%G）的 $K 9+2后
褪色结果截然不同。清楚的颜色判断、稳定的颜色

保持在高山松（&’()* +"(*$#$）花粉 BBC染色中得到
佐证。因此，BBC染色是快速、简便和有效的银杉雄
配子体活力检测方法。

" -! 银杉具有同其它裸子植物类似的花粉活力
通过 BBC法测定的银杉有活力花粉比例很高，

个体花粉活力平均为 %& - &’，与其它裸子植物花粉
活力相一致。采用同样的 BBC 染色法，毛建丰等
（私人通讯）检测出高山松的平均花粉活力也在

%K’以上。梁建萍等（!KKK）应用活力估计偏高的次
甲基兰染色法研究了华北落叶松（,$-’. !-’(/’!’*0-)!0
!-"/1#’’）不同散粉期的花粉活力，其最大值为
%& -"’，相当于银杉的平均水平。刚采集的银杏花
粉活力在 %! - %’ ( %D- !’之间（王燕和张黎明，
!KK!），与银杉的变化范围一致。然而，与银杉的孤
立分布的濒危状况不同，高山松在我国西南高山地

带呈广泛而连续的分布，华北落叶松则是华北地区

中山以上的主要造林树种，而银杏现已在我国广泛

栽培，成为许多城市的行道树。另外，自然状态下，

银杉花粉活力在 I :内没有明显的降低（图 $）。在
干燥低温条件下，银杉花粉活力很稳定，保藏一年后

仍有很高的活力指数。而同为裸子植物的东北红豆

杉（2$.)* /)*!’+$#$）花粉活力则有截然不同的表现
（程广有等，$%%D）。与银杉花粉一样，东北红豆杉
花粉先自然干燥，然后在不同温度条件下保藏一段

时间后检测有生活力的花粉比例，检测方法同样采

用 BBC染色。自然条件下，东北红豆杉花粉贮藏 "
周时，有生活力的花粉仅占 $ - $"’，已基本丧失了
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生活力，不能再用于杂交授粉。虽然低温贮藏可延

长花粉寿命，但在 ! "# $贮藏 % 个月后，有生活力
的东北红豆杉花粉也不足 %&（程广有等，"’’(）。
这些结果表明，与其它裸子植物相比，银杉并未表现

出花粉活力的下降。与银杉雌配子体发育不正常相

比，银杉雄配子发育并未出现异常，不是导致其濒危

的主要原因。本研究结果也为远距离的异地杂交和

花粉的长期保存提供了科学依据。

! )! 银杉花粉活力变异及其保护意义
银杉的花粉活力表现出个体和种群间的变异，

尤其是在供试的两个地区间（大瑶山和花坪）。银杉

花粉活力的差异可能是由于遗传因素的影响。等位

酶研究表明，银杉种群间遗传分化很大（ !*+ ,
# )--"），花坪的等位酶多态性（ " , ") .；# , -#) #；
$/ , # )"-"）高于金秀（ " , ") 0；# , 1() #；$/ ,
# )#22）（3/ %& ’( )，"’’(）。这一遗传变异趋势在花
粉活力上得到了体现，花坪的花粉活力（’% ) 1&）显
著高于大瑶山（’" )0&）（) 4 #) ##"）。多基因序列数
据也表明银杉种群的遗传多态性变化很大，种群间

存在显著性的遗传差异（5678 9 3/，1##.），但种群
的花粉活力和遗传多态性没有相关性。因此，遗传

多样性水平和花粉活力之间的相关性还有待进一步

探讨。

:6*;<=/ 等（1##1）对 *+,-(%’./’ 0’1’./,’ 的研究
表明用多个外来种群的花粉进行授粉能提高结实率

和出种率。他们认为增加花粉源种群的数目就是提

高花粉多态性，这可使柱头受精时选择到最适宜的花

粉。从遗传角度看，花粉多态性是指花粉遗传多态性

的变异，也既是种群间的遗传差异。:6*;<=/等（1##1）
的研究同时揭示小种群内授粉产生的后代较一般个

体要小，并且很少能长成结果母树。他们推测这可能

是由于同一种群内的花粉多态性很低，导致了后代适

合度的下降。>?@@A78等（1##-）对菊科鸦葱属 2,+.3+45
%.’ -67/(/8 的研究也得到同样的结果。由此看来，在
进行银杉人工辅助授粉时，除了考虑利用一定遗传差

异的种群花粉外，应尽可能选用多个外来种群的混合

花粉。然而，需要注意的是开展遗传上有差异的种群

间杂交时可能会遇到异交衰退问题（56*/B 9 :BA;/，
"’(’；CA*;</B 9 D6++<A/*，"’’2）。生态学研究表明，尽
管不同地点种群间的遗传差异很大，但银杉生态需求

和生境特点却是类似的，不存在明显的地方适应（王

伏雄，"’’#；谢宗强和陈伟烈，"’’’）。因此，银杉种群
间的人工辅助授粉似乎切实可行，但在具体实施前尚

需通过实验进行慎重评价。
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