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两面针花粉活性与形态特征研究 
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摘  要：目的  进一步认识两面针 Zanthoxylum nitidum 花粉粒形态特征和生理特性。方法  采用离体培养法测定花粉粒活性，

并应用“3414”试验设计对培养条件：蔗糖质量分数、硼酸（HBO3）质量浓度、氯化钙（CaCl2）质量浓度 3 个因素进行筛

选，同时与碘-碘化钾（I2-KI）、氯化三苯基四氮唑（TTC 法）测定花粉活性的方法比较，建立测定花粉活性的适宜方法。

然后应用所建立的方法，进一步研究保存方法、保存时间对花粉粒活性影响。应用电子显微镜观察花粉粒大小、形态等特征。

结果  I2-KI 染色法、TTC 法 2 种方法不适合两面针成熟花粉活性的测定。离体萌发法中最佳的组合为 10%蔗糖＋0.1 mg/mL
硼酸＋0.1 mg/mL 氯化钙，测定萌发率可达 66.67%。两面针花粉活性 24 h 内最高，4 ℃的低温条件下可保持约 15 d，而冷

冻和常温条件不太适合其保存。花粉粒形态为长椭球形，具有 3 个萌发沟，表面有网状纹饰。结论  初步建立了两面针花粉

粒活性测定方法、贮藏条件，为了解两面针花粉粒生理特性、品种选育及分类奠定基础。 
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Study on pollen viability and morphological characteristics of Zanthoxylum nitidum  
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Abstract: Objective  To investigate the pollen morphological and physiological characteristics of Zanthoxylum nitidum. Methods  
The pollen grain viability was studied using an in vitro method and the optimal concentration of sucrose, H3BO3, and CaCl2 on pollen 
germination were investigated by 3414 test. At the same time it contrasted with the I2-KI and TTC methods to find the proper 
determination method for Z. nitidum pollen vitality. And then It was further studied that different storage time and methods had an 
effect on pollen grain viability by having established method. Pollen morphology was studied by scanning electron microscopy (SEM). 
Results  The I2-KI and TTC methods were not fit for determining the mature pollen vitality of Z. nitidum. The optimal medium was 
10% sucrose + 0.1 mg/mL H3BO3 + 0.1 mg/mL CaCl2 on pollen germination in vitro and the pollen germination ratio was up to 66.67%. 
Pollen viability was the highest in 24 h and it could keep about 15 d in 4 ℃ environments. The pollen grains were 3-colpate prolate, 
with reticulate ornamentation. Conclusion  The determination and storage of pollen grain viability is established preliminarily to 
provide reliable basis of knowing physiological characteristics, breeding and taxonomy.  
Key words: Zanthoxylum nitidum (Roxb.) DC.; pollen; viability; morphology; I2-KI; TTC method 
 

两面针 Zanthoxylum nitidum (Roxb.) DC. 为芸

香科（Rutaceae）花椒属 Zanthoxylum L. 木质藤本

植物，俗称钉板刺、入山虎、入地金牛、叶下穿针

等，其根、茎、叶、果皮均可入药，但通常以根入

药[1]。其根性平，味苦、辛，具有活血化瘀、行气

止痛、解毒消肿的功能；主要用于跌扑损伤、胃痛、

牙痛、风湿痹痛、毒蛇咬伤，外治烧烫伤[2]；是外

感风痧冲剂、金鸡系列、骨刺片、跌打万花油、两

面针中药牙膏等药品和日用品的重要原料。现代药

理研究证明其在抗癌、消炎等方面作用显著[3-6]。 
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两面针主要分布于我国广西、广东、云南、福

建、湖南、台湾等地，生于山野坡地灌木丛中，以

广西的资源最为丰富[7-8]。近年来，由于过度开发经

济林以及烧山和除草剂的大量应用，两面针生境受

到严重破坏，加上乱采乱挖、繁殖率低、生长缓慢

等因素，使其野生蕴藏量急剧下降，人工栽培已迫

在眉睫。近几年对其研究主要集中于化学成分、药

理作用方面，对其繁育栽培方面的基础研究报道甚

少，本实验首次对两面针的花粉进行研究，为其育

种、栽培、分类研究奠定基础。 
1  试验材料 

样品取自福建省福州市金山，经中国医学科学

院 药 用 植 物 所 林 雨 霖 教 授 鉴 定 为 两 面 针

Zanthoxylum nitidum (Roxb.) DC.。选择盛花期的枝

条带回室内，作为试验材料备用。 
2  方法 

选择刚开放的花蕾，用于花粉活性、形态特征

测定。 
2.1  花粉活性测定   

采用碘-碘化钾（I2-KI）染色法、氯化三苯基四

氮唑（TTC 法）和离体萌发法对花粉活性进行测定。

I2-KI 染色法、TTC 法参照《植物生理生化试验原理

和技术》[9]，染色后，置于 10 倍显微镜下观察，每

张片上统计 100 个，记录发芽数，重复 3 次。 
萌发采用琼脂培养法，对蔗糖质量分数、硼酸

质量浓度、氯化钙质量浓度 3 个因素进行筛选，蔗

糖质量分数为 0、5%、10%、20%，硼酸质量浓度

为 0、0.05、0.1、0.2 mg/mL，氯化钙质量浓度为 0、
0.05、0.1、0.2 mg/mL，3 个因素 4 水平，故采用了

“3414”的试验处理，其组合情况见表 1，并与常规

的 BK 培养基[10]作比较，筛选出适宜两面针花粉萌

发的培养基。各处理按表 1 组合配好后，分别加入

0.5%的琼脂，然后煮沸，使琼脂溶解，均匀滴在载

玻片中间，冷却后，将上述花粉，散在培养基上面。

4 h 后，置于 10 倍显微镜下，每张片上统计 100 粒，

记录萌发的粒数，重复 3 次。 
2.2  贮藏方法和时间的筛选   

于 2014 年 4 月在同一植株上再次采摘盛花期枝

条，带回室内，选择刚开放的花药，放入信封内，置

于常温（自然室内）、低温（4 ℃冰箱）、冷冻（−20 
℃冰箱）环境下，每天上午 11 点左右取样，并将花

粉均匀涂在铺有适宜培养基的载玻片上，培养方法、

观察统计方法同“2.1”项离体萌发法，连续测定 14 d。 

表 1  “3414”各处理组合 
Table 1  Each treatment combination of 3414 test 

处理 蔗糖/% 硼酸/(mg·mL−1) 氯化钙/(mg·mL−1)
1  0 0.00 0.00 
2  0 0.10 0.10 
3  5 0.10 0.10 
4 10 0.00 0.10 
5 10 0.05 0.10 
6 10 0.10 0.10 
7 10 0.20 0.10 
8 10 0.10 0.00 
9 10 0.10 0.05 

10 10 0.10 0.20 
11 20 0.10 0.10 
12  5 0.05 0.10 
13  5 0.10 0.05 
14 10 0.05 0.05 

 
2.3  花粉形态特征观察   

将花粉均匀弹撒在带有双面导电胶的载物铜台

上，放入 JEOL JFC-1600 离子溅射仪中喷镀铂金，

置于 JSM-6390 LV 扫描电镜下观察，并选有代表性

的视野 500×（群体）、3 000×（个体）、10 000×
（局部）3 种类型拍照记录。选择 20 个有代表性的

花粉粒，测量其极轴长和赤道轴长，计算均值和极

赤比；观察花粉表面纹饰及萌发沟形态。 
2.4  数据统计与处理 

将不同处理的实验数据汇总于 Excel 2007 中，

运用 SAS 9.2 进行统计分析。 
3  结果 
3.1  TTC 法测定花粉活性 

用 TTC 对刚开放花朵的花粉粒进行染色，实验

结果表明，没有观察到花粉粒被染为红色或淡红色，

均为黄色（图 1），所以此方法不适合测定两面针

的花粉活性。 
3.2  I2-KI 染色法测定花粉活性 

用 I2-KI 进行染色，仅有 6%的花粉粒染为蓝色，

其他均为黄色（图 2），从实验结果可知该方法不

能有效地反映两面针的花粉活性。 
3.3  离体萌发培养法测定花粉萌发率 

花粉管萌发情况见图 3。处理 6 的萌发率最高，

可达 66.67%，显著高于空白和常规的 BK 培养基，

离体萌发培养法各处理的花粉萌发率结果见表 2。 
3.3.1  蔗糖质量分数对花粉萌发率的影响  表 1 中的

处理 2、3、6、11，氯化钙和硼酸质量浓度保持不变，

并处于中等水平，因此可单独考虑蔗糖质量分数对花 
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图 1  TTC 法测定花粉活性 
Fig. 1  Determination of pollen activity by TTC method   

   

图 2  I2-KI 法测定花粉活性 
  Fig. 2  Determination of pollen activity by I2-KI method 

 
图 3  离体萌发的花粉粒及花粉管 

Fig. 3  Germination of pollen grain and pollen tube in vitro 

粉萌发率的影响。由表 1 和 3 可见，添加蔗糖的处理

6、11 高于不添加蔗糖处理 2 和不添加任何物质的处

理 1，并且随着蔗糖的添加量增加，萌发的数目也逐

渐增加。当蔗糖质量分数增加到 10%时，萌发率最高

达到 66.67%，增加到 20%时，萌发率为 63.33%，两

者差异不大，但两者均显著高于不加蔗糖、含有 5%
蔗糖以及没有添加任何物质的处理 1 和 BK。 
3.3.2  硼酸质量浓度对花粉萌发率的影响  表 1
中的处理 4、5、6、7，蔗糖质量分数和氯化钙质

量浓度保持不变，并处于中等水平，因此可单独

考虑硼酸质量浓度对花粉萌发率的影响。表 1 和

4 的结果表明花粉萌发率随着硼酸质量浓度的增 

表 2  离体培养法各处理的花粉萌发率结果 
Table 2  Pollen grain germination results of each treatment in culture of in vitro 

萌发率/% 
处理 

重复 1 重复 2 重复 3 平均值 
F 值 Pr＞F 多重比较 

1 12 7 4 7.67 9.86 ＜0.000 1 F 

2 27 12 19 19.33   DEF 

3 13 29 18 20.00   DEF 

4 27 37 46 36.67   CD 

5 34 43 53 43.33   BC 

6 54 82 64 66.67   A 

7 16 37 18 23.67   CDEF 

8 8 18 14 13.33   EF 

9 29 43 48 40.00   CD 

10 14 32 19 21.67   DEF 

11 69 48 73 63.33   AB 

12 26 20 31 25.67   CDEF 

13 28 34 25 29.00   CDE 

14 37 19 24 26.67   CDEF 

BK 16 35 28 26.33   CDEF 

不同字母表示差异显著 P＜0.01，下同 
Different letters are significantly different P < 0.01, same as below 
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表 3  蔗糖质量分数对花粉萌发率的影响 
Table 3  Effects of sucrose concentration on pollen grain 
germination 

处理 萌发率/% F 值 Pr＞F 多重比较 
1  7.67 18.13 ＜0.000 1 B 
2 19.33   B 
3 20.00   B 
6 66.67   A 

11 63.33   A 
BK 26.33   B 

表 4  硼酸质量浓度对花粉萌发率的影响 
Table 4  Effects of HBO3 concentration on pollen grain 
germination 

处理 萌发率/% F 值 Pr＞F 多重比较 
1 7.67 11.64 0.000 3 C 
4 36.67   B 
5 43.33    AB 
6 66.67   A 
7 23.67    BC 

 BK 26.33    BC 

加而增加，0.10 mg/mL 时萌发率最大，达到

66.67%，高于其他处理。当质量浓度为 0.05 或

0.2 mg/mL 时，均低于 0.1 mg/mL 的萌发率，但

与不添加硼酸的处理 4 和常规的 BK 差别不大，

与不添加任何物质的处理 1 差别较大。 
3.3.3  氯化钙质量浓度对花粉萌发率的影响  处
理 6、8、9、10，蔗糖质量分数和硼酸质量浓度

保持不变，并处于中等水平，即可单独考虑氯化

钙质量浓度对花粉萌发率的影响。表 1 和 5 的实

验结果表明花粉萌发率随着浓度的增加而增加，

0.1 mg/mL 氯化钙时萌发率最大，达到 66.67%，

显著高于不添加任何成分的处理 1。含有 0.05 与

2.0 mg/mL 氯化钙（处理 9、10）、常用的 BK 培

养基之间没有显著差别，但与处理 9 和处理 1 差

异显著。处理 1 和处理 8 之间有一定的区别，但

均未达到显著程度。 
3.4  贮藏方法和时间对花粉活性影响 

将花粉粒在不同的环境下经过不同时间的贮

藏，花粉活性有显著的差别。从图 4 可知，在所采

用的 3 种贮藏方法中，花粉活性都随着贮藏时间的

延长而逐渐降低，并且以 0～1 d 的下降速度最快，

即意味着 24 h 内花粉活性较高。两面针的花粉在不

同的环境下进行贮藏亦表现出不同的活性，其中 4 ℃
低温贮藏的环境优于常温贮藏和冷冻贮藏，其中 

表 5  氯化钙浓度对花粉萌发率的影响 
Table 5  Effects of CaCl2 concentration on pollen grain 
germination 

处理 均值/% F 值 Pr＞F 多重比较 

1 7.67 15.97 0.000 1 C 

6 66.67   A 

8 13.33   C 

9 40.00   B 

10 21.67   BC 

BK 26.33   BC 

 

 

 

图 4  不同贮藏时间和方法对花粉粒活性的影响 
Fig. 4  Effects of different storage time and methods on 
pollen grain germination 

常温贮藏的寿命最短，而冷冻贮藏的发芽率始终较

低，甚至在前 7 d，冷冻贮藏的发芽率不仅低于低温

贮藏也低于常温贮藏。在整个测定的时间段内，低

温贮藏条件下花粉发芽率始终高于另外 2 种环境，

并且低温贮藏条件下花粉粒不易散落，而常温下花

朵易于脱水干燥，花粉粒易于散落，不利于花粉粒

在花药上的保存。在冷冻环境中花朵和花药均变硬，

花粉粒黏在花药上，于常温中放置片刻后才变软，

但花粉粒经历冷冻与融化过程，可能影响花粉的发

芽率，成为冷冻环境下花粉发芽率较低的原因之一。

3.5  花粉形态特征研究 
通过形态特征观察，两面针的花粉形态赤道面

观为长椭球形，极面观为 3 裂圆形，极轴长 23～30.6 
μm，赤轴长 15.2～19.4 μm，极赤比为 1.55；基本

上都具有 3 个萌发沟，沟长 21.25～24.4 μm，沟宽

2.4～4.0 μm；表面均具有清楚的网状纹饰，网孔大

小不一，多边形，有些网孔内含有一些颗粒状物质

（图 5）。从花粉粒群体可知，花粉粒饱满，约有 2%
左右发育不良的花粉粒出现（图 5）。 
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图 5  花粉粒的极面观 (A)、赤面观 (B)、表面网孔 (C)、萌发沟 (D)、群体 (E)、发育不良花粉粒 (F) 
Fig. 5  Polar view (A), equatorial face (B), reticulate ornamentation (C), germinal colpate (D), population (E), and dysplasia (F) 
of pollen grain 

4  讨论 
测定花粉活性的方法有很多种，常用的有 TTC

法、I2-KI 法和离体萌发法。通过以上 3 种方法对两

面针的花粉活性比较，结果表明 TTC 法无法测定两

面针花粉粒活性，这可能是其内所含脱氢酶活性太低

的原因；I2-KI 法在一定程度上反映了其活性，但仅有

6%的萌发率，远低于离体萌发 66.67%的萌发率，这

表明两面针花粉粒内所含的淀粉量较低。 
“3414”试验设计吸收了回归最优设计处理少、

效率高的优点，又符合各因素最佳浓度筛选[11]。本实

验首次将“3414”试验设计应用于花粉萌发适宜条件

筛选，借用了该设计处理少、效率高的优点，不仅减

少处理的组合数，而且能够全面分析影响花粉萌发较

大的 3 个主要因素。可把不同的处理挑选出来单独分

析各个因素对两面针发芽率的影响。但也有不足之

处，不能分析各因素对发芽率的贡献率，以及理想的

最佳发芽组合仍需进一步改变各因素的水平，使不同

因素的水平趋近最高发芽率，从而得到最优发芽组

合。另外人工创造的离体发芽条件，与柱头上的发芽

环境也可能不一样，因此上述离体发芽组合不能代表

花粉在柱头上真正的发芽率，只能反映两面针花粉活

性的大小，所以其最优且较理想的离体萌发条件有待

进一步深入研究。 
影响花粉寿命的有温度、湿度等自然因素，将

两面针花粉置于不同的环境条件下贮藏，其寿命则

长短不一。在本实验研究中以 4 ℃低温贮藏的环境

下保存两面针花粉最适合，这与其他物种的保存方

法基本一致[12-13]。冷冻贮藏活性低，可能与两面针花

粉不耐低温有关，具体原因有待进一步研究；越来越

多用超低温保存花粉[14]，两面针的花粉能否用超低温

保存，同样需要进一步研究。不同的年份所测得的花

粉活性不同，这可能与取样时的环境有关。 
不同成熟度花粉具有不同活性，两面针花序为

聚伞圆锥花序[15]，开花期不一致，且当花粉从花药

上开始散粉时，即意味着花粉成熟，其不同成熟度

时期难以划分，故本实验未对不同成熟期花粉粒进

行研究，但值得进一步探讨。 
两面针的花粉形态赤道面观为长椭球形，极面

观为 3 裂圆形，具有 3 个萌发沟，表面均具有清楚

的网状纹饰等特征，与刘炳仑[16]所报道的花椒属花

粉特征一致，两面针不同的类群间是否存在差别有

待进一步研究。 
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