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摘要：为促进五味子栽培育种，通过对五味子花期和小孢子发育过程的观察及花芽分化过程中营养物质变化

规律，对五味子成花特性进行了研究。并通过单因素试验和正交试验，对五味子花粉离体萌发培养基进行了

优化。结果表明：辽宁省五味子花期为４月２３日－５月５日；其花药横切面呈蝶形，每枚雄蕊具有４个小孢子

囊，同一花内小孢子发育基本同步；花芽分化过程中叶片总糖和游离氨基酸在不同枝类叶片含量变化趋势基

本一致，但含量高低存在显著差异；花粉萌发的最佳培养基配方为３０ｍｇ·Ｌ
１硼酸、７．５ｇ·Ｌ
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氯化钙，此配方下北五味子花粉萌发率最高，达４９．８４％，花粉管长度为８３．３５μｍ。培养基中添加３０ｍｇ·Ｌ
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硼酸、５．０ｇ·Ｌ
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１氯化钙，花粉管长度最大，达１６１．２９μｍ，花粉萌发率为４２．８１％。
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　　 五味子为木兰科（Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ）五味子

属（犛犮犺犻狊犪狀犱狉犪 Ｍｉｃｈｘ．）药 用 植 物 五 味 子

［犛犮犺犻狊犪狀犱狉犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 （Ｔｕｒｃｚ．）Ｂａｉｌｌ］的干燥成

熟果实，习称“北五味子”［１］。“北五味子”为辽宁

省道地药材之一，是《神农本草经》所收录药材中

的上品，具有收敛固涩，益气生津，补肾宁心等作

用［２３］。现代医学研究中，五味子还具有提高机体

抗逆能力、滋补强壮、保肝、调整血压等作用［４５］。

由于长期掠夺式采摘，使五味子野生资源受到严

重破坏，质量下降，产量降低［６］。我国自２０世纪

７０年代开始对野生五味子进行栽培驯化的研究，

并对其推广生产，普遍采用实生苗建园［７］，然而后

代存在较多的变异，在抗性、丰产稳产性及生物学

特性等方面均存在较大差异，不利于人工长期栽

培和品质的提高。高等植物的成花是植物个体发

育的中心环节［８］。在植物生长发育过程中，花的

分化是生殖器官生长的开始，首先营养组织产生

花序分生组织，其次产生花分生组织，再继而产生

花器官原基，最后产生各种花器官。研究五味子

的成花特性以及花芽分化过程中营养物质的变化

规律，进而完善五味子的栽培管理措施具有重要

意义［９］。此外，花粉作为遗传信息的载体，其活力

的大小对育种工作有着直接的影响［１０］。因此，本

文还对五味子花粉离体萌发的培养基条件进行优

化，以期为五味子栽培育种提供一定的技术指导。

１　材料与方法
１．１　材料

五味子来源于辽宁万亩五味子科技产业园区

有限公司五味子基地，选取五味子生长发育基本

一致的植株。

１．２　方法

１．２．１　花期观测　选取１０株五味子供花期观

测。从４月２３日开始，将标定的五味子植株做好

标记，每天９：００测定全株开花量。利用龚春

等［１１］的方法，将五味子整株有花蕾未开花标记

“Ｏ”，整株存在３０％以下的花蕾开放标记“Ａ”，为

始花期；整株存在３０％～７０％花蕾开放标记“Ｂ”，

为初花期；整株存在７０％以上的蓓蕾开放标记

“Ｃ”，为盛花期；整株存在９０％的蓓蕾开放标记

“Ｄ”，为末花期；整株大部分的花已经凋谢，只有

少量残花标记“Ｅ”，为花谢期。当有５０％以上的

植株达到某一阶段时，表示五味子进入该开花

时期。

１．２．２　小孢子发育与配子体形成　将采下的五

味子花蕾立即投入ＦＡＡ固定液中固定并保存带

回实验室。采用常规石蜡切片法对花蕾进行切

片，番红固绿双重染色，中性树胶封片，用ＯＬＹ

ＩＭＰＵＳ显微镜观察，找出各发育时期，并进行显

微照相。

１．２．３　总多糖及游离氨基酸的含量测定　从

６月１４日到９月２日，每隔１０ｄ取样。选取生长

发育正常且树龄株高一致的植株，从植株中上部

分别取叶丛枝叶片、未结果长枝第３～４节叶片、
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结果长枝第３～４节叶片和果实，立即放入冰盒中

带回实验室。将各样品剪碎混匀，液氮研磨，置于

－６０℃冰箱储存。取０．２５ｇ样品按制备五味子

总多糖和总游离氨基酸提取液，吸取１ｍＬ各提

取液，采用蒽酮比色法测定总多糖含量［１２］，茚三

酮显 色 法 测 定 游 离 氨 基 酸 含 量［１３］。并 以

１ｍｇ·ｍＬ
１的葡萄糖标准溶液和１．２５μｇ·ｍＬ

１亮

氨酸标准液０，０．２，０．４，０．６，０．８和１．０ｍＬ绘制

标准曲线。总多糖标准曲线方程为犢＝０．００４９犡－

０．００７３，Ｒ２＝０．９９５４；总氨基酸标准曲线方程为

犢＝０．６７９１犡－０．０００１，Ｒ２＝０．９９９８。

１．２．４　花粉离体萌发培养基优化　于盛花期采

集五味子雄蕊置于硫酸纸上，室温下待其自然开

放，取成熟花粉用于花粉萌发试验。基本培养基

含０．７％琼脂、０．１％硝酸钾、０．２％硫酸镁。添加

蔗糖、硼酸和氯化钙后，１２１ ℃高压蒸汽灭菌

１５ｍｉｎ，备用。使用凹面载玻片，滴加适量的培养

基于载玻片的凹槽中，并将花粉置于培养基上，盖

紧盖玻片，将载玻片和花粉放入培养皿中，用水浸

湿脱脂棉并放入培养皿中，用于保持培养基的湿

润，２５℃恒温培养８ｈ。在显微镜下随机选取

３个视野，每视野观察３０粒以上，并记录花粉萌

发情况。花粉管萌发长度大于花粉粒直径１／２为

萌发的基准，统计五味子花粉的萌发率。用目镜

测微尺测量花粉管长度，每视野随机测量１０个花

粉，每个处理组共测３０个花粉管长度。

１．２．５　单因素试验　在基本培养基中加入硼酸，

浓度分别为１５，２０，２５，３０和３５ｍｇ·Ｌ
１；在基本培

养基中加入蔗糖，浓度分别为５．０，７．５，１０．０，

１２．５和１５．０ｇ·Ｌ
１；在基本培养基中加入氯化钙

１０，２０，３０，４０和５０ｍｇ·Ｌ
１。统计不同处理的萌

发率和花粉管长度。

１．２．６　正交试验　在单因素试验的基础上，对硼

酸、蔗糖、氯化钙３因子进行正交试验，如表１所

示。统计萌发率和花粉管长度。

表１　Ｌ２５（５
３）正交试验设计表

水平
因素

硼酸／（ｍｇ·Ｌ１） 蔗糖／（ｇ·Ｌ１） 氯化钙／（ｍｇ·Ｌ１）

１ １５ ５．０ １０

２ ２０ ７．５ ２０

３ ２５ １０．０ ３０

４ ３０ １２．５ ４０

５ ３５ １５．０ ５０

１．２．７　数据分析　使用 Ｅｘｃｅｌ２０１３和 ＳＰＳＳ

２０．０软件处理数据。

２　结果与分析

２．１　五味子的花期观测

由表２可知，五味子于４月２４－２５日进入始

花期，４月２６日为初花期，４月２７－２８日为盛花

期，４月２９日－５月２日为末花期，５月３日之后

进入花谢期。另外，观测还发现五味子不同植株

间、同一植株的不同枝间和同一枝的不同芽间，花

的发育不同步。雌花花柄较长，雄花花柄短缩，雄

花较雌花开花早。

表２　五味子各植株开花状况观测结果

日期 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ 开花时期

４月２３日 Ｏ Ａ Ｏ Ｏ Ｏ Ｏ Ｏ Ｏ Ｏ Ｏ 未开花

４月２４日 Ａ Ａ Ｏ Ａ Ａ Ｏ Ｏ Ａ Ｏ Ｏ 始花期

４月２５日 Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｏ Ａ Ｏ Ａ

４月２６日 Ｂ Ｂ Ｂ Ｂ Ｂ Ｂ Ａ Ｂ Ｂ Ｂ 初花期

４月２７日 Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｂ Ｂ Ｃ Ｃ 盛花期

４月２８日 Ｃ Ｄ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｄ Ｄ

４月２９日 Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｃ Ｃ Ｄ Ｄ 末花期

４月３０日 Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｃ Ｄ Ｄ

５月１日 Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ

５月２日 Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｅ Ｄ

５月３日 Ｅ Ｅ Ｄ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｄ Ｅ Ｄ 花谢期

５月４日 Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｄ Ｅ Ｅ

５月５日 Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ

　　注：Ｏ为未开花；Ａ为始花期；Ｂ为初花期；Ｃ为盛花期；Ｄ为

末花期；Ｅ为花谢期。

２．２　五味子花的小孢子发育与配子体形成

五味子雄蕊４～５枚，花药横切面呈蝶形，具

有４个小孢子囊（图１Ｉ）。图１中ＩＩＶ所示为花

药从小孢子形成成熟花粉粒，并释放花粉的过程。

图１Ｖ中的小孢子母细胞正处于减数分裂期，其

他大部分细胞已经形成四分体结构，说明同一小

孢子囊内母细胞减数分裂存在个别差异，但基本

上同步。图１ＶＩ中可以观察到胼胝质壁中包藏

着大量呈四面体结构的细胞团，这些细胞团是小

孢子在经历两次细胞分裂过程中，新的细胞壁同

时在４个细胞核之间产生，并将原有细胞的细胞

质分成４份，而形成的四面体结构。因此，小孢子

母细胞在减数分裂后期的胞质分裂为同时型。随

着小孢子进一步发育，包裹在四分体周围的胼胝
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质壁逐渐消失，将小孢子传输到药室中，发育成单

核小孢子（图１ＩＩ）。之后，细胞质中液泡不断长

大，逐渐形成中央大液泡，将小孢子核推向花粉壁

的一侧，形成单核靠边期花粉（图１ＶＩＩ）。随后，

小孢子完成有丝分裂，形成营养核与生殖核，此时

萌发沟清晰可见，为六沟型花粉（图１ＩＸ），细胞型

花粉粒发育完成。

图１　五味子花的小孢子发育显微观察

２．３　花芽分化过程中营养物质变化规律

在五味子的生长发育过程中，叶片是果实与

花芽生长发育的营养源，花芽能否获得充足的营

养供应，决定了其分化的质量。果实作为花芽营

养竞争的主要来源，是影响花芽分化的重要因素。

营养供应水平高低直接影响花芽的分化［１４］。

由图２可知，从６月１４日到７月１６日，五味

子果实中总糖含量持续升高，从４．８０％上升到

７．４９％，含量提高５６％。至８月４日，总糖含量

基本无明显变化。而８月４日到９月２日总多糖

含量呈先降后升趋势。其原因可能是在五味子成

熟过程中，部分糖类成分参与包括花色苷在内的

苷类化合物的合成，导致８月中下旬总多糖含量

降低，而后果实内化合物的合成代谢逐渐减弱，且

糖类物质持续积累，总多糖含量又逐渐升高。不

同枝类五味子叶片中总糖含量变化趋势基本一

致，在整个花芽分化过程中，有果和无果长枝叶片

总糖含量始终高于叶丛枝叶片。研究表明，叶片

中总糖含量的高低直接决定源端对库端的营养供

应能力，叶片营养含量的降低反映了源端营养向

库端转移的过程。因此，与叶丛枝相比，长枝叶片

具有较强的碳同化物供应能力，有利于花芽分化。

叶片总多糖含量存在两次明显的下降，可能与果

实的快速生长有关，叶片中营养物质向果实转移，

导致叶片自身总糖含量降低，另外，在整个花芽分

化过程中，无果长枝叶片总糖含量始终高于有果

长枝叶片，这也印证了果实作为营养的库具有较

强的营养竞争能力。结有果实或靠近果实的枝条

由于果实的营养竞争，导致花芽分化的营养供应

不足，雌花分化水平降低。

氨基酸含量可以反映果肉中生理活动的强弱

变化［１５］。蛋白质以氨基酸为合成原料，其含量随
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着氨基酸的变化而变化［１６］。本研究中五味子果

实中游离氨基酸含量先持续降低后升高再降低。

不同枝类五味子叶片中游离氨基酸含量变化趋势

基本一致，呈先降后升再降趋势，７月１６日含量

最低，这一变化可能与这一时期花芽处于花性分

化期，花芽细胞分裂及分化等生理活动旺盛，游离

氨基酸向花芽转移有关［１４，１７］。而在整个过程中，

叶丛枝叶片游离氨基酸含量始终低于长枝叶片，

推测较高浓度的游离氨基酸可能有利于花芽分化

和雌花形成。

图２　不同时期果实和叶片中总糖和游离氨基酸

含量的动态变化

２．４　五味子花粉离体萌发培养基优化

２．４．１　单因素试验结果　由图３Ａ可知，在培养

基中增加硼酸浓度后，花粉萌发率也相应上升，上

升幅度缓慢，并且在硼酸浓度高于３０ｍｇ·Ｌ
１时，

五味子花粉萌发率略有下降。在硼酸浓度低于

３０ｍｇ·Ｌ
１时，花粉管长度则随着硼酸浓度的增加

无明显变化，在浓度高于３０ｍｇ·Ｌ
１时，花粉管长

度才出现明显的增加。经方差分析，硼酸浓度为

２０，２５，３０和３５ｍｇ·Ｌ
１时，均对五味子花粉萌发

率和花粉管长度存在显著影响。培养基中硼酸浓

度在３０ｍｇ·Ｌ
１时，萌发率最高，但花粉管长度最

低，因此，最佳的硼酸浓度确定为３５ｍｇ·Ｌ
１。

图３　硼酸、蔗糖和氯化钙浓度对花粉萌发的影响

由图３Ｂ可知，增大培养基中蔗糖的浓度后，

五味子花粉萌发率和花粉管长度变化趋势都为先

升高后降低，蔗糖浓度为７．５ｇ·Ｌ
１时，花粉萌发

率（５３．４６％）和花粉管长度（５７．７０μｍ）都达到最

大值。方差分析表明，蔗糖浓度为７．５ｇ·Ｌ
１时，

０２１
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五味子花粉萌发率和花粉管长度显著高于其他处

理组，因此在五味子花粉离体培养中，最佳蔗糖浓

度确定为７．５ｇ·Ｌ
１。

由图３Ｃ可知，增加培养基中氯化钙的浓度，

五味子花粉萌发率和花粉管长度变化趋势都为先

升高后降低，花粉萌发率最高的氯化钙浓度为

４０ｍｇ·Ｌ
１，花粉管长度最大的氯化钙浓度为

３０ｍｇ·Ｌ
１。经方差分析表明，氯化钙浓度对花粉

萌发率和花粉管长度影响显著，氯化钙浓度

为３０和４０ｍｇ·Ｌ
１时，花粉管长度接近，且显著

高于其他处理组。因此，氯化钙最佳浓度确定为

４０ｍｇ·Ｌ
１。

２．４．２　正交试验结果　由表４可知，由各因素不

同水平间的极差值可知，对五味子花粉萌发率和

花粉管长度的影响表现为蔗糖＞硼酸＞氯化钙。

培养基中硼酸和氯化钙浓度对花粉萌发率和花粉

管长度有一定的影响。根据正交试验结果，培养基

中添加３０ｍｇ·Ｌ
１硼酸、７．５ｇ·Ｌ

１蔗糖、５０ｍｇ·Ｌ
１

氯化钙，五味子花粉萌发率最高，达４９．８４％。但

是正交试验花粉萌发率低于单因素的试验结果，

在重复正交试验中，发现不同的批次取样的花粉

的活性有一定的差别，但在多次试验中得到的最

优五味子花粉萌发培养基都是相同的。培养基中

添加０．３０ｍｇ·Ｌ
１硼酸、５．０ｇ·Ｌ

１蔗糖、０．４０ｍｇ·Ｌ
１

氯化钙，花粉管长度最大，达１６１．２９μｍ。

表３　五味子花粉在正交试验中的萌发率和花粉管长度

试验号
因素水平

硼酸 蔗糖 氯化钙
萌发率／％

花粉管

长度／μｍ

１ １ １ １ ２３．０３ ６６．０１

２ １ ２ ２ ０ ０

３ １ ３ ３ ２９．８０ ９８．９３

４ １ ４ ４ ３．５４ ４５．６５

５ １ ５ ５ ０ ０

６ ２ １ ２ ３７．０２ ７０．３１

７ ２ ２ ３ ３２．９０ ７２．７８

８ ２ ３ ４ ２６．０５ ７６．５４

９ ２ ４ ５ ２８．３１ ４５．９３

１０ ２ ５ １ ０ ０

１１ ３ １ ３ ２８．４７ ８４．４９

１２ ３ ２ ４ ４４．３８ ７９．７４

１３ ３ ３ ５ ２５．８３ ４７．４２

１４ ３ ４ １ ２３．６８ ４８．７４

１５ ３ ５ ２ ０．２５ １９．５５

１６ ４ １ ４ ４２．８１ １６１．２９

１７ ４ ２ ５ ４９．８４ ８３．３５

１８ ４ ３ １ ３４．２６ ６１．８０

１９ ４ ４ ２ ３４．８５ ８５．３８

２０ ４ ５ ３ ０．３６ ７．９０

２１ ５ １ ５ ３３．６０ ６２．８８

２２ ５ ２ １ ４３．１３ １２３．６７

２３ ５ ３ ２ ２７．０６ ９６．１９

２４ ５ ４ ３ ３３．５６ ４５．２０

２５ ５ ５ ４ ０ ０

表４　五味子花粉离体萌发正交试验极差分析结果

项目
硼酸（Ａ） 蔗糖（Ｂ） 氯化钙（Ｃ）

萌发率／％ 花粉管长度／μｍ 萌发率／％ 花粉管长度／μｍ 萌发率／％ 花粉管长度／μｍ
最佳培养条件

ｋ１ １１．２７ ４２．１２ ３２．９８ ８９．００ ２４．８２ ６０．０４

ｋ２ ２４．８６ ５３．１１ ３４．０５ ７１．９１ １９．８４ ５４．２９

ｋ３ ２４．５２ ５５．９９ ２８．６０ ７６．１８ ２５．０２ ６１．８６

ｋ４ ３２．４３ ７９．９５ ２４．７９ ５４．１８ ２３．３６ ７２．６４

ｋ５ ２７．４７ ６５．５９ ０．１２ ５．４９ ２７．５２ ４７．９２

极差 ２１．１５ ３７．８３ ３３．９３ ８３．５０ ７．６８ ２４．７３

萌发率：Ａ４Ｂ２Ｃ５；

花粉 管 长 度：Ａ４

Ｂ１Ｃ４

３　讨论与结论
在高等植物中，成花是一个非常重要的过程，

是植物个体发育的中心环节［８］。在植物个体发育

中，花的分化是生殖器官生长的开始。研究五味

子的成花特性以及花芽分化过程中营养物质的变

化规律，进而完善五味子的栽培管理措施具有重

要意义［９］。此外，花粉作为遗传信息的载体，其活

力的大小对育种工作有着直接的影响［１０］。

因此，本研究对五味子的花期进行了观测，辽

宁省五味子花期为４月２３日－５月５日，较吉林

与黑龙江两省早。刘实等［１８］观测吉林农业大学

中药种植园中的五味子，报道其花期为５月

１７日－５月２４日；周德本等
［１９］连续三年对黑龙

江省野生五味子进行花期观测，报道其花期为

５月１９日－６月１２日。即由于气候等原因，辽宁

省五味子较吉林省和黑龙江省五味子开花早，生

１２１
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育期相对较长。通过石蜡切片法观察五味子小孢

子发育情况，花药横切面呈蝶形，每枚雄蕊具有

４个小孢子囊，同一花内小孢子发育基本同步。

花芽分化过程中叶片总糖和氨基酸含量测定结果

表明，不同枝类叶片营养含量变化趋势基本一致，

但含量高低存在显著差异，长枝叶片总糖和游离

氨基酸含量均始终高于叶丛枝叶片，而长枝无果

叶片总糖与游离氨基酸含量始终高于长枝有果叶

片，刘实等［１８］研究表明，五味子不同枝类花芽分

化差异较大，叶丛枝花芽分化水平最低，雌花分化

率为０％，而中长枝花芽分化水平较高，雌花分化

率可达４０％以上，上述测定结果说明花芽分化水

平高低与其能否得到充足的营养供应有关，果实

作为较强的营养竞争来源，是影响花芽分化水平

的重要因素。通过对花粉萌发培养基中硼酸、蔗

糖和氯化钙浓度的优化，最终获得了五味子花粉

萌发的最佳培养基配方，以期为五味子栽培育种

提供一定的技术指导。
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