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摘要：花粉作为植物雄性生殖细胞的载体，蕴含该物种的成套单倍体核基因组信息。花粉长期保存对于植物学研究、作

物育种、农业生产和植物遗传多样性保护具有重要意义。本文总结了影响花粉生活力的因素及测定方法，探讨了花粉干燥保

存、低温保存、超低温保存和有机溶剂保存技术的研究进展。文章还分析了这些技术在植物育种和遗传资源保护中的应用，

同时提出未来研究方向，为推动花粉保存技术创新提供参考。
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Abstract: Pollen, serving as the essential carrier of plant male reproductive cells, encapsulates a complete set of haploid nuclear

genomic information specific to a given plant species. The long-term preservation of pollen holds immense significance for botanical

research, crop breeding, agricultural production, and the conservation of plant genetic diversity. This article comprehensively reviews

the factors affecting pollen viability and the methods for its detection. It also summarizes the research advancements in pollen

preservation techniques, such as drying, low-temperature, ultra-low temperature, and organic solvent storage methods. The authors

further analyze the applications of pollen preservation in plant breeding and genetic resource conservation and deliberate on the
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prospects of future research. The aim is to offer a reference for promoting innovation in pollen preservation technologies.

Keywords: pollen; vitality; preservation techniques; genetic resource

作为植物遗传资源的关键载体，花粉蕴含了物种单倍体基因组的完整信息[1]，在现代育种工作中具有

不可替代的作用。然而，花粉对外界环境极为敏感，易失活，这一特性给种质资源的长期保存带来了重大

挑战。因此，探究高效、稳定的花粉保存技术成为植物学研究的重要课题。

早在 19世纪 60年代，Visser等[2]首次提出将苹果与梨的花粉置于低温条件储存，可以延长花粉的寿命。

进入 20世纪 80年代，超低温技术的逐渐应用推动了植物营养器官（包括花粉）保存技术的发展。美国、

英国和印度等国的科研人员在这一领域取得了显著进展。例如，印度园艺研究所成功保存了来自分属 15个

科和 40个物种的 600份种质花粉，其中部分样品已保存超过 15年，并且保存效果良好[3]。

尽管我国在花粉保存技术研究方面起步较晚，但近年来，花粉保存技术已在多种农作物[4]、果树[5]、观

赏植物[6]以及中草药[7]等植物中得到了广泛应用。江雨生等[8]将 4个桃、梨品种的花粉在超低温环境下储藏

365 d，与新鲜花粉对比，发现授粉结实率、离体萌发率等均无显著差异。此外，自 1992年以来，胡晋等[9-10]

探索花粉超低温保存技术在杂交水稻育种中的应用，发现超低温（-196°C）条件下保存的恢复系花粉依然能

保持较高花粉生活力[10]。

在种质创新与作物遗传改良的进程中，杂交育种始终占据着主导地位。然而，在进行品种间杂交时，

育种家常常面临多重挑战，包括杂交双亲时空上的隔离[11]、短暂的杂交时间窗口[12]、不稳定的气候条件和

病虫害[13]、花粉不足[14]以及自然条件下花粉寿命较短[15]等问题。通过保存花粉并确保其生活力，使其能够

随时取用，从而为克服这些挑战提供更多可能性[16]。综上所述，植物花粉保存技术的不断优化与应用不仅

在保护植物遗传资源方面发挥着重要作用，还为应对育种中的各种挑战提供了关键策略。

1 影响花粉生活力的因素

花粉生活力（Pollen viability）通常是指花粉维持受精能力的时间长短[17]。研究表明，成熟花粉的活力

维持机制与其独特的细胞壁结构密切相关：由外壁和内壁构成的双层结构不仅通过富含孢粉素、脂类及蛋

白质的复合基质形成物理屏障，还通过渗透压调节系统贮存丰富的代谢底物和酶系统，从而在特定环境条

件下实现自主代谢调控，延长其生存期[18]。

花粉的生活力受众多因素的影响。内在因素涉及遗传背景、花粉类型及其发育阶段等；外部因素则与

温度、湿度、光照等环境参数显著相关。

1.1 遗传因素

不同物种和基因型的花粉生活力存在显著差异。研究结果显示，不同分类单元（如葫芦科、禾本科、

蔷薇科等）植物花粉的寿命在自然条件下呈现显著的种属特异性：瓜类（<5 h）、水稻（<10 min）、玉米
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（≈24 h）、高粱（<5 h）、苹果（≈192 h）等物种的活力差异与雄配子体发育相关基因簇（如 Pollen-specific

leucine-rich repeat proteins）的表达有关[19]。在种内，基因型效应也相当突出。侯亚欣等[20]研究发现，在 30℃

条件下，同域分布的 5种柽柳属植物中，长穗柽柳的花粉萌发率高达 92.06%，而刚毛柽柳的花粉萌发率仅

为 25.91%。

1.2 花粉类型

植物花粉的类型也会影响其生活力。成熟花粉细胞由一个营养细胞、一个生殖细胞或生殖细胞产生的

两个精子组成。根据花粉母细胞减数分裂时形成花粉粒的核数目，被子植物的花粉可以分为二核型、三核

型以及混合型三类[21]。例如，豆科、石蒜科、百合科、兰科等花粉属于二核型，而禾本科、菊科、忍冬科

等花粉则属于三核型[18]。Hoekstra 等[22]研究发现，三核型花粉比二核型花粉具有更强的呼吸作用和代谢能

力，这种增强的生理活动导致三核型花粉的失活速度更快、寿命更短，且在离体状态下更难以长期保存。

1.3 环境条件

花粉活力维持受环境因子（温度、湿度和光照等）的协同调控，其机制涉及能量代谢与氧化还原稳态

的动态平衡。通常情况下，低温、低湿和无氧环境可抑制线粒体活性，有助于花粉的保存；相反，在高温、

高湿和有氧环境中，花粉的呼吸作用增强，生理代谢活跃，导致营养物质消耗加速，进而缩短寿命[23]。光

环境调控研究显示，黑暗条件下的野生龙蒿花粉萌发率显著高于光照条件，进一步证实了光照条件对花粉

生活力的影响[24]。此外，病虫害和环境污染（如化学物质、重金属等）也是影响花粉生活力的重要环境因

素。

1.4 其他因素

花粉活力还受母体生理状态、花粉发育时期等因素的影响。花粉在其形成和成熟过程中所需的营养及

生理状态对其生活力至关重要。如果母体植物在花粉发育期间营养不良或生理状态不佳，可能导致花粉发

育不良，进而影响其生活力。不同时期采集的花粉生活力差异明显。例如，Marchant等[25]发现月季花粉在

花朵半开放状态下具有最高的生活力；Craddock等[26]的研究表明，山茱萸花药刚开裂时采集的花粉保存效

果最佳。因此，在花粉的采集与保存过程中，需要综合考虑以上因素，以确保花粉的生活力和有效性。

2 花粉生活力的测定方法

花粉生活力直接影响授粉效果和杂交组配的成败，因此，在植物花粉保存过程中，提前测定花粉生活

力对种质资源保存和育种至关重要[27]。常用的花粉生活力测定方法包括离体萌发法、染色法和杂交授粉法。

每种方法具有不同的优缺点，适用于不同的实验需求。

2.1 离体萌发法

离体萌发法是将花粉置于含特定成分的培养基中离体培养，利用显微镜观察花粉管的伸长情况[28]。不
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同植物花粉萌发所需培养基的组分和浓度存在差异（表 1）。培养基的主要成分是蔗糖和硼酸，蔗糖的作用

是提供合适的渗透压和花粉管形成所需能量，硼酸的作用是促进花粉管的萌发[29]。花粉萌发的标准通常为

花粉管的伸长长度至少达到或超过花粉的直径[30]。该方法直观且准确，但操作复杂且易受外界环境影响。

表 1 不同植物花粉离体萌发的培养基成分与培养条件

Table 1 Medium components and culture conditions for in vitro pollen germination of different plants

物种 Species 培养基成分（g/L） Medium component 培养条件 Culture condition

大豆 Soybean[31] 蔗糖 192，聚乙二醇 75，硼酸 0.15，氯化钙 0.5，赤霉素 0.0689 25℃，培养 20 min

玉米 Maize[32] 蔗糖 120，琼脂 8.5，硼酸 0.10，氯化钙 0.3 25℃，培养箱中培养 24 h

柑橘 Citrus[5] 蔗糖 150，琼脂 10.0，硼酸 0.10，硝酸钙 1.0，硝酸钾 0.1，硫酸镁 0.3，pH 6.5 25℃，黑暗培养 8-16 h

番茄 Tomato[33] 蔗糖 200，硼酸 0.10，硝酸钙 0.3，硝酸钾 0.1，硫酸镁 0.2 22°C或 30°C，培养 6 h

葡萄 Grape[34] 蔗糖 200 27°C，培养 5 h

辣椒 Hot pepper[35] 蔗糖 150，琼脂 8.0，硼酸 0.10，硝酸钙 0.3，硝酸钾 0.1，硫酸镁 0.2，pH 6.5 22°C或 30°C，培养 6 h

西瓜 Watermelon[36] 蔗糖 100，琼脂 10.0，硼酸 1.00 28℃，黑暗培养 2.5 h

椰枣 Date palm[37] 蔗糖 150，硼酸 0.10，硝酸钙 0.3，硝酸钾 0.1，硫酸镁 0.2 23℃，黑暗培养 2 h

椰子 Coconut[38] 蔗糖 80，琼脂 10.0，明胶 10.0，硼酸 0.10 25℃，黑暗培养 1.5 h

槟榔 Arecanut[38] 蔗糖 25，琼脂 10.0，明胶 10.0，硼酸 0.10 25℃，黑暗培养 1.5 h

2.2 染色法

染色法是利用染色剂与花粉中酶的氧化还原反应引起的颜色变化来反映花粉的生活力。常用的染色法

有 I2-KI（碘-碘化钾）染色法[39]、TTC（2，3，5-三苯基氯化四氮唑）染色法[40]、醋酸洋红染色法[41]、联苯

胺染色法[30]、FDA-PI（双色荧光）染色法[30]和红墨水染色法等（表 2）。该方法操作简单快速，但未发育、

不育和败育的花粉也会被染色，导致最终反映的生活力偏高[30]。

表 2 不同染色方法在花粉生活力检测中的应用

Table 2 Application of different staining methods in pollen viability detection

染色方法

Staining

methods

原理

Principle

适用花粉类型

Applicable

pollen type

操作步骤

Operational

procedure

结果判断

Result

judgement

优缺点

Merit and

demerit

注意事项

Notice

I₂-KI 染色法

I₂-KI staining

method

淀粉与碘结合

显色

含淀粉的成熟

花粉

1. 取花粉于载玻片

上；

2. 加 I₂-KI染色液，

35℃恒温染色 30 min；

3. 显微镜观察。

有活力：花粉呈蓝色

无活力：花粉呈黄褐色或无

色

优点：操作简单

缺点：仅适用于淀粉积累型

花粉，不适用于未成熟花粉

染色液需现配

现用

TTC 染色法

TTC staining

method

脱氢酶活性还

原 TTC 为红色

甲臜

大多数花粉 1. 取花粉于载玻片

上；

2. 加 TTC 染色液，

35℃恒温染色 30 min；

3. 显微镜观察。

有活力：花粉呈红色

活力弱：花粉呈淡红色

无活力：花粉无色

优点：灵敏度高

缺点：需控制温度和时间，

长时间处理可能导致假阳

性

染色液需避光

保存
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表 2（续）

染色方法

Staining

methods

原理

Principle

适用花粉类型

Applicable

pollen type

操作步骤

Operational

procedure

结果判断

Result

judgement

优缺点

Merit and

demerit

注意事项

Notice

醋酸洋红染色法

Acetic carmine

staining method

细胞核染色 核型清晰的花

粉

1. 取花粉于载玻片

上；

2. 加醋酸洋红染色

液，35℃恒温染色 20

min；

3. 显微镜观察。

有活力：花粉呈深红色

无活力：花粉呈浅红色或无

色

优点：可观察核形态

缺点：需经验判断，染色时

间长

染色液浓度需

适中

联苯胺染色法

Benzidine

staining method

过氧化物酶催

化联苯胺显色

含活性酶的花

粉

1. 取花粉于载玻片

上；

2. 加联苯胺染色液，

室温染色 5-10 min；

3. 显微镜观察。

有活力：花粉呈红色

活力弱：花粉呈淡红色

无活力：花粉无色

优点：快速灵敏

缺点：试剂有毒

染色液需现配

现用；染色液需

避光保存

FDA-PI染色法

FDA-PI staining

method

活细胞酯酶分

解 FDA释放荧

光素

所有类型花粉 1. 取花粉于载玻片

上；

2. 加 FDA染色液，染

色 10-15 min；

3. 荧光显微镜观察。

有活力：细胞质和细胞核发

出绿色荧光

无活力：不发光或荧光微弱

优点：结果直观准确

缺点：需荧光显微镜，成本

较高

避光操作；染色

液需现配现用

红墨水染色法

Red ink staining

method

细胞膜完整性

检测

大多数花粉 1. 取花粉于载玻片

上；

2. 加红墨水，染色

5-10 min；

3. 显微镜观察。

有活力：花粉无色

活力弱：花粉呈淡红色

无活力：花粉呈红色

优点：成本低、操作快速

缺点：准确性较低，染色时

间需严格控制，易受背景色

干扰

红墨水需稀释

2.3 杂交授粉法

杂交授粉法是评估花粉生活力最真实且具有实际应用价值的方法[21]。选择已知基因型和标志性状的母

本植株，将花粉授于母本柱头，依据结实率和杂交后代真实性评估花粉的生活力[42]。该方法更具实用性，

但所需时间较长，且易受外界因素如机械损伤、病虫害等的影响[43]。

3 花粉保存技术研究进展

3.1 干燥保存技术

干燥保存技术是指通过降低花粉的水分含量，减少其代谢活动，从而延长花粉生活力的一种保存方法。

花粉保存后的生活力与其水分含量紧密相关，较低的水分含量有助于防止冷冻过程中产生冰晶，避免细胞

结构损伤[44-45]。Oreto等[46]的研究表明，经过适度脱水的洋葱花粉在低温保存后仍能保持较高的萌发率，说

明适度干燥处理对于花粉的低温冷冻保存是必不可少的[47]。因此，花粉保存前的脱水处理至关重要。

早期的干燥保存技术主要依赖自然风干，但随着研究的深入，人们发现不同的干燥方法和温度也会影

响花粉的生活力。沈健等[48]发现，南瓜花粉在自然风干条件下比在硅胶干燥法下保存效果更好，因此自然
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风干法被认为是南瓜花粉的最佳干燥方式。杨帆等[49]发现，对于澳洲坚果花粉保存而言，自然干燥法和干

燥皿干燥法的效果显著优于烘箱干燥法。古吉等[50]研究了不同干燥方法对两个烟草品种花粉活力及耐贮藏

性的影响，发现采用 25℃下干燥 12 h的处理方式能够有效保持花粉的活力。

干燥保存技术的优点在于操作相对简单、成本较低、对设备要求不高，适合于一些对干燥条件耐受性

较强的花粉。但其缺陷也较为明显，过度干燥可能导致花粉细胞结构受损，降低花粉生活力[51]。此外，不

同花粉对干燥条件的耐受性差异较大，需要针对具体花粉种类进行优化（表 3）。

表 3 不同花粉保存技术的原理及优缺点

Table 3 The principle, advantages and disadvantages of different pollen preservation techniques

保存技术

Preservation technology

原理

Principle

优点

Merit

缺点

Defect

干燥保存

Drying preservation

降低花粉含水量，抑制

代谢活动

操作简单，成本低 保存时间有限，对一些对干燥敏感的花粉效

果不佳

低温保存

Low temperature

preservation

低温减缓代谢速率 设备要求相对不高，较为经济，能满足一般

短期保存需求

保存时间相对有限，不适用于长期保存，且

对温度波动较敏感

超低温保存

Ultra-low temperature

preservation

超低温（液氮，-196℃）

完全抑制代谢

可实现花粉长期保存，为珍稀植物种质资源

保存提供有力手段

需要液氮设备，成本较高，操作复杂，且解

冻过程需严格控制避免冰晶损伤

有机溶剂保存

Organic solvent

preservation

有机溶剂脱水并固定

结构

设备需求相对简单，可有效抑制微生物侵染 适用花粉种类有限，有机溶剂可能对花粉产

生潜在毒性，影响长期保存效果

3.2 低温保存技术

低温保存技术是一项专门用于在低温环境下长期或短期保存花粉以保持其活性的技术[52]。其原理是通

过降低温度，显著降低花粉细胞代谢强度和能量消耗，从而帮助其在较长时间内维持生理功能和形态结构

[53]。

兰思仁等[54]发现，4°C条件下保存 30 d的茵芋花粉生活力是室温条件下保存花粉的 3.64倍。Mesnoua

等[55]的研究结果表明，在-20°C条件下保存的枣椰树花粉在生活力和坐果率方面表现最佳。宋常美等[56]对红

枫湖樱桃花粉的研究表明，在-80°C及-20°C条件下保存 1年的花粉与新鲜花粉在授粉坐果率上并无显著差

异。Wang等[57]的研究显示，在-86°C条件下保存 1年的荔枝花粉，其萌发率显著高于其他温度（4°C、15°C、

25°C、30°C）条件下保存 1年的花粉。总体而言，低温环境能够显著延长花粉的保存期限。

低温保存技术的优点在于能够在一定程度上延长花粉寿命，且操作相对简单。但其缺陷在于，不同花

粉对低温的耐受性差异较大，部分花粉在低温下保存时可能会出现生活力下降的情况[58]。此外，低温保存

需要持续的低温环境，一旦温度波动，可能会对花粉造成不可逆的损伤。

3.3 超低温保存技术
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超低温保存技术是一种在极低温度（如液氮）下保存生物材料的方法，目前已成为植物种质资源长期

稳定保存的重要手段[59]。液氮低温环境能够有效抑制细胞代谢活动，从而实现花粉的长期保存[60]。

早在 1922年，Knowlton等[61]的研究表明，金鱼草花粉在-180°C条件下保存 12年后仍能保持较高生活

力。随后，Dutta等[62]的研究进一步验证在-196°C条件下，芒果花粉可长期保存。Ren等[1]以 102种观赏植

物花粉为研究对象，发现经 8~10年的液氮保存后，43种植物花粉的生活力介于 10%~30%之间，36种植物

花粉的生活力介于 30%~50%之间，表明液氮保存能够使花粉在较长时间内保持较高的生活力。Xu等[6]对 19

科 71种观赏植物的花粉进行了超低温保存研究，发现保存 1年后，60%的品种花粉仍具有较强的萌发力。

张金梅等[63]发现，超低温保存 1个月后的桃花粉萌发率最高可达 83.3%，即使保存 4 年，14份样本的萌发

率仍保持在 30%以上。Maryam 等[64]也证实，-196°C是枣树花粉长期保存的最优温度。

超低温保存技术的优点在于能够有效抑制细胞代谢活动，实现花粉的长期保存，操作相对简单、成本

低、空间需求小且安全性高。通过采集、干燥、低温预处理及液氮长期冷冻保存等步骤，能够显著提高花

粉保存效果[65]。但其缺陷在于，部分花粉在液氮温度下可能会出现生活力下降的情况[58]，且液氮的使用需

要一定的安全防护措施。

3.4 有机溶剂保存技术

有机溶剂保存技术是指通过将花粉浸泡于有机溶剂中去除水分，降低其代谢活动，从而有效延长其保

存时间的技术[66]。常见的有机溶剂包括丙酮、苯、甲醇、氯仿和乙醚等[67]。

Iwanami 等[67-68]在 1972年发现，多种植物花粉（如山茶、亚洲红、赤藓等）在适宜的有机溶剂中可长

期保持活力。刘国俭等[69]的研究结果表明，山荆子、桃和山杏的新鲜花粉在丙酮、苯、二甲苯和乙酸乙酯

中保存 1 d后仍具有正常的授精能力。Agarwal等[70]发现戊醇和苯对葡萄花粉的保存效果最佳。此外，刘武

林等[71-72]证实桃、梨和苹果等多种花粉在有机溶剂中保存的可行性；王郁民等[73]系统评估了中华猕猴桃和

美味猕猴桃花粉在多种有机溶剂中的保存效果，发现在二甲苯、甲苯、苯、1-戊醇、乙酸乙酯和己烷中，两

种花粉均能维持较长时间的生活力。

有机溶剂保存技术凭借成本低、操作简便和设备需求低的优势，在花粉保存中展现了重要潜力。但其

缺陷在于不同花粉对溶剂的响应存在差异，仍需进一步研究和优化[72]。

4 花粉保存技术的应用

4.1 在植物种质资源保护中的应用

植物花粉保存技术是保护遗传资源的重要手段，尤其适用于无法通过传统种子保存或其他方式保存的

珍稀濒危植物。这项技术不仅有效维护了遗传多样性，还确保了丰富遗传信息的传承和利用。在现有的花

粉保存技术中，超低温保存技术因其能够长期保持花粉生活力而备受关注。该技术通过显著降低细胞代谢
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活动，在极低温条件下实现花粉的长期保存。目前，超低温保存技术已广泛应用于多种果树作物的花粉保

存，如苹果[74]、芒果[62]、柑橘[5]、椰子[75]、桃[76]、梨[77]和樱桃[78]等。此外，该技术还扩展到了瓜菜[79]、经

济作物[80]、药用植物[81]和牧草[82]等多个物种类别。例如，Jia等人[31]对大豆花粉的超低温保存技术进行了优

化，为突破大豆杂交育种中的时空限制提供了有利支持，显著推动了工程化育种的发展。

作为异地保护策略，超低温保存技术不仅在植物遗传资源保护中具有重要意义，还为作物育种提供了

丰富的基因资源库，从而支持现代植物育种的多样化需求[83]。此外，这项技术为种质资源的国际交流提供

了新的途径[84]，进一步提升了其在全球植物资源保护中的应用潜力。因此，植物花粉保存技术在维护现有

植物遗传资源中的重要性不容忽视，加强该技术的研究、推广和应用，对于全球范围内植物遗传资源的保

护和可持续利用具有深远意义。

4.2 在作物育种和生产中的应用

植物花粉保存技术有效解决了育种过程中面临的诸多挑战，如不同亲本基因型间的开花期不同步、自

然环境中花粉供给不足及花粉采集质量差异等问题，在推动植物育种技术革新方面发挥着越来越重要的作

用[85]。

在作物育种过程中，借助发达的现代物流体系，花粉保存技术能实现资源的异地高效利用。例如，通

过大豆花粉的长距离运输，实现异地异季应用，这一过程被形象地称为“鹊桥相会”[31]。在依赖雄性不育

特性的杂交种生产系统中，冷冻保存的花粉可维持雄性不育群体，避免频繁种植保持系所需的资源投入，

从而节省时间、土地和劳动力成本[84]。在果树生产实践中，花粉保存技术能实现花粉来源和授粉时间的精

准控制，以确保水果品质的一致性和优良性[57]。随着相关技术的不断发展和完善，花粉保存技术在植物育

种和生产领域的应用前景将更加广阔，应用潜力巨大。

4.3 花粉在遗传转化中的利用

近年来，植物遗传转化技术广泛应用于作物种质创新，结合常规育种，培育出高产、优质、抗逆、抗

病虫、抗除草剂等新品种，并实现大面积推广应用。但对很多植物而言，遗传转化效率低仍是制约生物技

术育种应用的重大瓶颈。花粉作为自然转化载体和独特的受体，已成为植物遗传转化的新工具和新途径[86]。

例如，通过根癌农杆菌真空渗透处理花粉或授粉前在柱头上滴加农杆菌悬浮液的方式，可实现矮牵牛的外

源基因（35S-bar）转移[87]。此外，在蔗糖存在的条件下，温和的超声波处理能够介导高粱花粉的直接基因

转移，进而产生转基因植株[88]。花粉磁转染被认为是一种高效的遗传转化技术，该方法不仅简化了传统组

织培养程序，还能在短时间内通过转化种子产生转基因植物[86,89]。与传统的农杆菌介导法和基因枪法相比，

该技术适用于更多种类的植物，特别是那些难以转化的材料。

此外，常规杂交育种技术的后代材料纯合所需时间长、育种周期长，育种效率较低，而双单倍体（DH,

Double haploid）技术通过雄核发育（小孢子和花药培养）、雌核发育（子房和胚珠培养）以及远缘杂交产
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生的纯合植株，能在一代中获得完全纯合子。例如，小麦与玉米的远缘杂交可诱导小麦产生单倍体植株，

通过该方法可使得小麦杂种后代在短期内纯合、缩短育种年限、提高育种效率，同时为遗传研究提供 DH

永久性遗传群体[90]。

结合花粉介导的遗传转化技术和双单倍体技术，未来的植物育种将实现更加高效、精准的基因编辑与

品种改良。随着技术的不断优化和创新应用，预计将形成更加丰富多样且适应性强的作物品种库，极大推

动全球农业发展，满足日益增长的食物需求，并应对气候变化等环境挑战。

5 总结与展望

5.1 植物花粉保存技术存在的问题与挑战

花粉保存技术的研究与应用对植物种质资源的保护及人工杂交育种技术的发展具有重要意义。随着分

子生物学及相关交叉学科技术的快速进步，花粉保存技术的研究不断深入。然而，该领域仍面临若干关键

问题和挑战：

（1）不同植物花粉特性差异明显：不同植物花粉的特性不同，其保存方法和适宜保存条件也不同，很

难找到一种通用的保存方法来保障所有花粉的生活力。例如，不同植物花粉进行保存的适宜含水量不同，

且同种植物不同品种间也存在较大差异，这使得在实际应用中难以制定统一的标准。

（2）标准化操作流程缺乏：尽管花粉保存技术已经成功应用于多种植物，但目前尚未建立起一套标准

化的操作流程。其中，涉及采集时期、花粉预处理、保护剂的选择、保存方法以及保存条件等多个方面，

都需要进一步进行优化。

（3）超低温保存机理尚不明晰：目前，针对超低温保存前后花粉生理状态、花粉膜透性以及内含物质

等方面是否发生变化等问题的研究还不够全面和深入。此外，关于 Ca2+信使系统在花粉低温信息传递过程

中所发挥的作用，以及其与抗冻蛋白产生的相关性等问题，也有待进一步展开深入研究。

（4）保存后的遗传稳定性研究不足：当前对于保存后花粉的遗传稳定性方面的研究相对较少，难以确

定保存过程是否会对花粉的遗传物质造成损伤或引发变异。

5.2 未来研究展望

植物花粉保存技术在植物遗传资源保护、生物多样性维护和农业生产中具有重要意义。未来的研究应

重点关注以下方向：

（1）深入研究花粉的生理和生化特性：针对不同种类的花粉，系统研究不同植物花粉的生理需求和生

化特性，确保花粉在采集时处于最佳活力状态。研究环境因素（如温度、湿度、光照等）对花粉保存的具

体影响机制，以制定最佳保存方案。

（2）制定操作规程和质量控制体系：制定详细的花粉保存操作规程和标准体系，确保从花粉采集、预
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处理、保存到质量检测等环节的一致性和可靠性，提高花粉保存技术的整体质量和效率。鉴于不同植物花

粉的特性差异，未来需要开发更具普适性的保存方法，同时针对特定植物或品种制定个性化的保存方案，

以提高花粉保存的成功率和生活力。

（3）加强遗传稳定性研究：利用分子生物学技术（如基因测序、分子标记等），系统研究保存后花粉

的遗传稳定性，明确保存过程是否会导致遗传物质的损伤或变异。通过长期实验，评估不同保存方法对花

粉遗传稳定性的影响，特别是超低温保存后花粉的遗传完整性和功能稳定性，为制定长期保存策略提供数

据支持。

（4）建立花粉库与信息管理系统：构建标准化的花粉库是实现植物花粉长期保存和高效利用的重要基

础。花粉库应具备完善的设施和环境控制系统，以确保花粉在适宜的条件下保存。此外，还应配套建立信

息管理系统，详细记录花粉的来源、保存条件、活力状态和测试结果，实现对花粉样本的全程跟踪和管理，

为长期保存和后续应用提供全面的数据支持。

（5）加强国际合作与交流：花粉是植物基因资源的重要载体。在全球化的背景下，整合各方的优势资

源，推动各国花粉保存技术和花粉资源的共享，将提升植物遗传资源的全球化保护与高效利用。
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	1.1 遗传因素
	不同物种和基因型的花粉生活力存在显著差异。研究结果显示，不同分类单元（如葫芦科、禾本科、蔷薇科等）植
	1.2 花粉类型
	植物花粉的类型也会影响其生活力。成熟花粉细胞由一个营养细胞、一个生殖细胞或生殖细胞产生的两个精子组成
	1.3 环境条件
	花粉活力维持受环境因子（温度、湿度和光照等）的协同调控，其机制涉及能量代谢与氧化还原稳态的动态平衡。
	1.4 其他因素
	花粉活力还受母体生理状态、花粉发育时期等因素的影响。花粉在其形成和成熟过程中所需的营养及生理状态对其
	2 花粉生活力的测定方法
	花粉生活力直接影响授粉效果和杂交组配的成败，因此，在植物花粉保存过程中，提前测定花粉生活力对种质资源
	2.1 离体萌发法
	离体萌发法是将花粉置于含特定成分的培养基中离体培养，利用显微镜观察花粉管的伸长情况[28]。不同植物
	表1 不同植物花粉离体萌发的培养基成分与培养条件
	Table 1 Medium components and culture conditions f
	物种 Species
	培养基成分（g/L） Medium component
	培养条件 Culture condition
	大豆 Soybean[31]
	蔗糖192，聚乙二醇75，硼酸0.15，氯化钙0.5，赤霉素0.0689
	25℃，培养20 min
	玉米 Maize[32]
	蔗糖120，琼脂8.5，硼酸0.10，氯化钙0.3
	25℃，培养箱中培养24 h
	柑橘 Citrus[5]
	蔗糖150，琼脂10.0，硼酸0.10，硝酸钙1.0，硝酸钾0.1，硫酸镁0.3，pH 6.5
	25℃，黑暗培养8-16 h
	番茄 Tomato[33]
	蔗糖200，硼酸0.10，硝酸钙0.3，硝酸钾0.1，硫酸镁0.2
	22°C或30°C，培养6 h
	葡萄 Grape[34]
	蔗糖200
	27°C，培养5 h
	辣椒 Hot pepper[35] 
	蔗糖150，琼脂8.0，硼酸0.10，硝酸钙0.3，硝酸钾0.1，硫酸镁0.2，pH 6.5
	22°C或30°C，培养6 h
	西瓜Watermelon[36] 
	蔗糖100，琼脂10.0，硼酸1.00
	28℃，黑暗培养2.5 h
	椰枣 Date palm[37] 
	蔗糖150，硼酸0.10，硝酸钙0.3，硝酸钾0.1，硫酸镁0.2
	23℃，黑暗培养2 h
	椰子 Coconut[38]
	蔗糖80，琼脂10.0，明胶10.0，硼酸0.10
	25℃，黑暗培养1.5 h
	槟榔 Arecanut[38]
	蔗糖25，琼脂10.0，明胶10.0，硼酸0.10
	25℃，黑暗培养1.5 h
	2.2 染色法
	染色法是利用染色剂与花粉中酶的氧化还原反应引起的颜色变化来反映花粉的生活力。常用的染色法有I2-KI
	表2 不同染色方法在花粉生活力检测中的应用
	Table 2 Application of different staining methods 
	染色方法
	Staining 
	methods
	原理
	Principle
	适用花粉类型
	Applicable pollen type
	操作步骤
	Operational 
	procedure
	结果判断
	Result 
	judgement
	优缺点
	Merit and 
	demerit
	注意事项
	Notice
	I₂-KI染色法
	I₂-KI staining method
	淀粉与碘结合显色
	含淀粉的成熟花粉
	1. 取花粉于载玻片上；
	2. 加I₂-KI染色液，35℃恒温染色30 min；
	3. 显微镜观察。
	有活力：花粉呈蓝色
	无活力：花粉呈黄褐色或无色
	优点：操作简单缺点：仅适用于淀粉积累型花粉，不适用于未成熟花粉
	染色液需现配现用
	TTC染色法
	TTC staining method
	脱氢酶活性还原TTC为红色甲臜
	大多数花粉
	1. 取花粉于载玻片上；
	2. 加TTC染色液，35℃恒温染色30 min；
	3. 显微镜观察。
	有活力：花粉呈红色
	活力弱：花粉呈淡红色
	无活力：花粉无色
	优点：灵敏度高
	缺点：需控制温度和时间，长时间处理可能导致假阳性
	染色液需避光保存
	表2（续）
	染色方法
	Staining 
	methods
	原理
	Principle
	适用花粉类型
	Applicable pollen type
	操作步骤
	Operational 
	procedure
	结果判断
	Result 
	judgement
	优缺点
	Merit and 
	demerit
	注意事项
	Notice
	醋酸洋红染色法
	Acetic carmine staining method
	细胞核染色
	核型清晰的花粉
	1. 取花粉于载玻片上；
	2. 加醋酸洋红染色液，35℃恒温染色20 min；
	3. 显微镜观察。
	有活力：花粉呈深红色
	无活力：花粉呈浅红色或无色
	优点：可观察核形态缺点：需经验判断，染色时间长
	染色液浓度需适中
	联苯胺染色法
	Benzidine staining method
	过氧化物酶催化联苯胺显色
	含活性酶的花粉
	1. 取花粉于载玻片上；
	2. 加联苯胺染色液，室温染色5-10 min；
	3. 显微镜观察。
	有活力：花粉呈红色
	活力弱：花粉呈淡红色
	无活力：花粉无色
	优点：快速灵敏缺点：试剂有毒
	染色液需现配现用；染色液需避光保存
	FDA-PI染色法
	FDA-PI staining method
	活细胞酯酶分解FDA释放荧光素
	所有类型花粉
	1. 取花粉于载玻片上；
	2. 加FDA染色液，染色10-15 min；
	3. 荧光显微镜观察。
	有活力：细胞质和细胞核发出绿色荧光
	无活力：不发光或荧光微弱
	优点：结果直观准确缺点：需荧光显微镜，成本较高
	避光操作；染色液需现配现用
	红墨水染色法
	Red ink staining method
	细胞膜完整性检测
	大多数花粉
	1. 取花粉于载玻片上；
	2. 加红墨水，染色5-10 min；
	3. 显微镜观察。
	有活力：花粉无色
	活力弱：花粉呈淡红色
	无活力：花粉呈红色
	优点：成本低、操作快速缺点：准确性较低，染色时间需严格控制，易受背景色干扰
	红墨水需稀释
	2.3 杂交授粉法
	杂交授粉法是评估花粉生活力最真实且具有实际应用价值的方法[21]。选择已知基因型和标志性状的母本植株
	3 花粉保存技术研究进展
	3.1 干燥保存技术
	干燥保存技术是指通过降低花粉的水分含量，减少其代谢活动，从而延长花粉生活力的一种保存方法。花粉保存后
	早期的干燥保存技术主要依赖自然风干，但随着研究的深入，人们发现不同的干燥方法和温度也会影响花粉的生活
	干燥保存技术的优点在于操作相对简单、成本较低、对设备要求不高，适合于一些对干燥条件耐受性较强的花粉。
	表3 不同花粉保存技术的原理及优缺点
	Table 3 The principle, advantages and disadvantage
	保存技术
	Preservation technology
	原理
	Principle
	优点
	Merit
	缺点
	Defect
	干燥保存
	Drying preservation 
	降低花粉含水量，抑制代谢活动
	操作简单，成本低
	保存时间有限，对一些对干燥敏感的花粉效果不佳
	低温保存
	Low temperature preservation
	低温减缓代谢速率
	设备要求相对不高，较为经济，能满足一般短期保存需求
	保存时间相对有限，不适用于长期保存，且对温度波动较敏感
	超低温保存
	Ultra-low temperature preservation
	超低温（液氮，-196℃）完全抑制代谢
	可实现花粉长期保存，为珍稀植物种质资源保存提供有力手段
	需要液氮设备，成本较高，操作复杂，且解冻过程需严格控制避免冰晶损伤
	有机溶剂保存
	Organic solvent preservation
	有机溶剂脱水并固定结构
	设备需求相对简单，可有效抑制微生物侵染
	适用花粉种类有限，有机溶剂可能对花粉产生潜在毒性，影响长期保存效果
	3.2 低温保存技术
	低温保存技术是一项专门用于在低温环境下长期或短期保存花粉以保持其活性的技术[52]。其原理是通过降低
	兰思仁等[54]发现，4°C条件下保存30 d的茵芋花粉生活力是室温条件下保存花粉的3.64倍。Me
	低温保存技术的优点在于能够在一定程度上延长花粉寿命，且操作相对简单。但其缺陷在于，不同花粉对低温的耐
	3.3 超低温保存技术
	超低温保存技术是一种在极低温度（如液氮）下保存生物材料的方法，目前已成为植物种质资源长期稳定保存的重
	早在1922年，Knowlton等[61]的研究表明，金鱼草花粉在-180°C条件下保存12年后仍能
	超低温保存技术的优点在于能够有效抑制细胞代谢活动，实现花粉的长期保存，操作相对简单、成本低、空间需求
	3.4 有机溶剂保存技术
	有机溶剂保存技术是指通过将花粉浸泡于有机溶剂中去除水分，降低其代谢活动，从而有效延长其保存时间的技术
	Iwanami等[67-68]在1972年发现，多种植物花粉（如山茶、亚洲红、赤藓等）在适宜的有机溶
	有机溶剂保存技术凭借成本低、操作简便和设备需求低的优势，在花粉保存中展现了重要潜力。但其缺陷在于不同
	4 花粉保存技术的应用
	4.1 在植物种质资源保护中的应用
	植物花粉保存技术是保护遗传资源的重要手段，尤其适用于无法通过传统种子保存或其他方式保存的珍稀濒危植物
	作为异地保护策略，超低温保存技术不仅在植物遗传资源保护中具有重要意义，还为作物育种提供了丰富的基因资
	4.2 在作物育种和生产中的应用
	植物花粉保存技术有效解决了育种过程中面临的诸多挑战，如不同亲本基因型间的开花期不同步、自然环境中花粉
	在作物育种过程中，借助发达的现代物流体系，花粉保存技术能实现资源的异地高效利用。例如，通过大豆花粉的
	4.3 花粉在遗传转化中的利用
	近年来，植物遗传转化技术广泛应用于作物种质创新，结合常规育种，培育出高产、优质、抗逆、抗病虫、抗除草
	此外，常规杂交育种技术的后代材料纯合所需时间长、育种周期长，育种效率较低，而双单倍体（DH, Dou
	结合花粉介导的遗传转化技术和双单倍体技术，未来的植物育种将实现更加高效、精准的基因编辑与品种改良。随
	5 总结与展望
	5.1 植物花粉保存技术存在的问题与挑战
	花粉保存技术的研究与应用对植物种质资源的保护及人工杂交育种技术的发展具有重要意义。随着分子生物学及相
	（1）不同植物花粉特性差异明显：不同植物花粉的特性不同，其保存方法和适宜保存条件也不同，很难找到一种
	（2）标准化操作流程缺乏：尽管花粉保存技术已经成功应用于多种植物，但目前尚未建立起一套标准化的操作流
	（3）超低温保存机理尚不明晰：目前，针对超低温保存前后花粉生理状态、花粉膜透性以及内含物质等方面是否
	（4）保存后的遗传稳定性研究不足：当前对于保存后花粉的遗传稳定性方面的研究相对较少，难以确定保存过程
	5.2 未来研究展望
	植物花粉保存技术在植物遗传资源保护、生物多样性维护和农业生产中具有重要意义。未来的研究应重点关注以下
	（1）深入研究花粉的生理和生化特性：针对不同种类的花粉，系统研究不同植物花粉的生理需求和生化特性，确
	（2）制定操作规程和质量控制体系：制定详细的花粉保存操作规程和标准体系，确保从花粉采集、预处理、保存
	（3）加强遗传稳定性研究：利用分子生物学技术（如基因测序、分子标记等），系统研究保存后花粉的遗传稳定
	（4）建立花粉库与信息管理系统：构建标准化的花粉库是实现植物花粉长期保存和高效利用的重要基础。花粉库
	（5）加强国际合作与交流：花粉是植物基因资源的重要载体。在全球化的背景下，整合各方的优势资源，推动各
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