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摘　 要:以华山松种子为研究材料ꎬ通过研究不同质量分数(０.２％、０.５％)四唑溶液、不同染色温度和不同染色时间对华山松

种子生活力的影响ꎬ探索出测定华山松种子生活力的最佳条件ꎮ 通过萌发率对比ꎬ得出:在 ３０ ℃下用质量分数为 ０.５％的四唑

溶液染色为最佳染色条件ꎬ且染色时间仅需要 ５ ｈꎻ胚全部染色ꎬ胚乳未染色面积小于 １ / ３ 的种子具有生活力ꎮ
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０ 引言

华山松(Ｐｉｎｕｓ ａｒｍａｎｄｉｉ Ｆｒａｎｃｈ.)为松科(Ｐｉｎａ￣
ｃｅａｅ)松属(Ｐｉｎｕｓ)高大乔木ꎬ原产于中国ꎬ因集中产

于陕西的华山而得名ꎬ集材用、观赏、种子食用等多

种用途ꎮ 种子生活力的高低直接影响到植物栽培ꎬ
在对华山松的需求日益增大的情况下ꎬ加强种子检

验显得十分重要ꎮ
种子生活力是指种子能够萌发的潜在能力或

种胚所具有的生命力ꎬ它决定着种子或种胚在发芽

和出苗期间活力水平和行为的综合表现ꎬ是评价种

子品质的重要指标之一[１－３]ꎮ 检测种子生活力主要

采用四唑试验和标准发芽试验 [４－６]ꎮ 四唑检验原理

为四唑溶液穿透生物组织ꎬ与氢离子释放的酶参与

呼吸过程形成不溶性红色化合物ꎬ所以呼吸组织被

染成红色[７－９]ꎮ 四唑溶液染色因其快速高效准确等

特点ꎬ已经成为检验种子品质的重要手段[１０－１２]ꎮ
华山松种子存在休眠ꎬ且萌发时间长ꎬ标准萌

发实验难以直接、迅速检验其萌发情况[１３－１４]ꎻ也有

报道以 Ｘ 射线水衬比法测定华山松种子生活力[１４]ꎬ
但该方法操作较复杂ꎬ且不能精确判断单粒种子中

各组织与各区域的细胞存活情况ꎮ 因此选择四唑

染色是测定华山松种子生活力的较好方式ꎮ
对于不同植物种类ꎬ最适宜的四唑溶液质量分

数、染色时间和预处理方式均有不同ꎻ四唑染色能

够判定种子中各个组织与各个区域的存活情况ꎬ但
不同组织与不同区域的存活模式对不同植物种类

的萌发与成苗的影响不同ꎬ因此不同的物种也存在

不同的生活力判定方式ꎮ 本文从染色条件与生活

力判定角度对以四唑染色方式测定华山松种子生

活力进行研究ꎮ
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１ 材料与方法

１.１ 材料与试剂

华山松种子由滁州学院种子中心实验室提供ꎮ
种子纵径 １１. ６２０ ４ ± １. ０４ ｍｍꎬ横径 ７. ７３２ ４ ± ０. ６２
ｍｍꎬ种子千粒质量 ２４２.４０８ ｇꎮ

四唑试剂为仅供科研使用的飞净(ｐｈｙｇｅｎｅ)牌
ＰＨ１７９２(红四氮唑)ꎮ
１.２ 方法

预处理:从充分混合的种子中ꎬ随机选取种子

剥去种壳[１５]ꎬ浸泡 １２ ｈ 后ꎬ将种仁用刀片通过胚中

轴的中部纵向切开使胚根和组织暴露在四唑溶

液中ꎮ
四唑配制:根据国家标准林木种子检验规程

ＧＢ２７７２—１９９９[１６]的规定ꎬ配制质量分数为 ０.５％和

０.２％的四唑溶液ꎮ
四唑染色:将预处理的种子分别放入质量分数

为 ０.５％和 ０.２％的四唑溶液中ꎬ使溶液淹没种仁ꎬ而
后分别放入 １５、２０、２５、３０ ℃的恒温培养箱中避光染

色ꎬ每个试验处理 ５０ 粒种子ꎬ并进行 ４ 次生物学重

复ꎮ 每隔 １ ｈ 观察记录一次ꎬ观察至连续 ３ 次记录

无明显变化为止ꎮ
观察鉴定:染色结束后ꎬ沥去溶液ꎬ用清水冲

洗ꎬ将种子摆在湿润的滤纸上ꎮ 逐粒记录种子染色

的区域ꎮ
萌发试验:种子吸胀 １０ ｄ 后ꎬ与湿沙混合均匀ꎬ

在 ４ ℃条件下层积 ６０ ｄꎬ然后置于 ４ 层湿润滤纸上ꎬ
放入 １０、１５、２０、２５、３０ ℃恒温光照培养箱中培养ꎬ培
养 ４５ ｄꎬ每天记录种子萌发情况ꎮ 萌发试验每次取

１００ 粒种子ꎬ重复 ３ 次试验ꎮ 以形成正常幼苗作为

萌发标准[１７]ꎮ
数据处理:所得数据用 ＳＰＳＳ１９ 软件进行方差

分析与多重比较ꎮ

２ 结果与分析

２.１ 不同条件下染色结果

观察染色后的华山松种子ꎬ整理为 ４ 种染色模

式ꎬ如图 １ 所示ꎮ 本次试验未出现胚完全不着色的

情况ꎮ
将华山松种子种仁用刀片通过胚中轴的中部

纵向切开后ꎬ在不同质量分数(０.２％、０.５％)的四唑

试剂(ＴＴＣ)和不同染色温度条件下的染色结果如表

１ 所示ꎮ
判定最佳染色条件时ꎬ仅选择染色模式 １ꎬ即胚

与胚乳完全染色的情况进行多重比较ꎮ 结果表明:

注:１.胚和胚乳完全染色ꎻ２ .胚完全染色ꎬ少于 １ / ３ 部分的胚乳未染

色ꎻ３.胚完全染色ꎬ多于 １ / ３ 的子叶未染色ꎻ４.胚部分未染色(胚根ꎬ
子叶ꎬ胚轴的部分或全部未染色)ꎬ胚乳全部或部分染色ꎮ

图 １　 华山松种子四唑不同染色模式

表 １　 不同质量分数的 ＴＴＣ 与不同温度下的种子染色结果

ＴＴＣ 质量
分数 / ％

染色
温度 / ℃

染色率 / ％

模式 １ 模式 ２ 模式 ３ 模式 ４
染色

时间 / ｈ

０.２

１５ ５０ｅ １８ ２０ ８ １５ａ

２０ ５８ｃ １８ １６ ８ １５ａ

２５ ６０ｃｄ １６ １９ ７ ９ｂ

３０ ６３ｂｃ １３ １５ ７ ５ｃ

０.５

１５ ５６ｄ ２０ １３ ６ １５ａ

２０ ６５ｂ ２３ ７ ５ １５ａ

２５ ６８ｂ ２０ ５ ５ ９ｂ

３０ ７５ａ １７ ４ ４ ５ｃ
注:同列不同小写字母表示数据间的差异具有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ

在 ３０ ℃条件下ꎬ以质量分数为 ０.５％的四唑溶液染

色ꎬ染色率最高ꎬ达到 ７５％ꎬ显著高于其他染色条件

下的染色率(Ｐ<０.０５)ꎮ 而染色时间在 ３０ ℃ 条件

下ꎬ无论四唑溶液质量分数为 ０.２％或 ０.５％ꎬ均低于

其他染色温度下的染色时间ꎬ仅需 ５ ｈꎮ 因此ꎬ在
３０ ℃条件下ꎬ质量分数为 ０.５％的四唑溶液为最佳

染色条件ꎮ
２.２ 萌发率结果

表 ２ 和表 ３ 为华山松种子在不同温度的恒温培

养箱中的萌发情况ꎮ 华山松种子在 ２０ ℃萌发率最

高ꎬ为 ９０％ꎬ且开始萌发时间最早ꎬ第 ４ ｄ 开始萌发ꎻ
在 １５ ℃ 时萌发率为 ８９％ꎻ在 ２５ ℃ 时萌发率为

７９％ꎻ培养温度为 １０ ℃时ꎬ种子萌发率为 ６１％ꎬ且有

２１％种子未萌发ꎬ也未腐烂ꎻ培养温度为 ３０ ℃时ꎬ萌
发率最低ꎬ为 ２８％ꎬ腐烂率也高达 ３９％ꎬ萌发开始时

间最迟ꎬ为 １５ ｄꎮ

􀅰６􀅰
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表 ２　 不同温度下华山松种子萌发率

发芽温度 / ℃ 发芽率 / ％ 未发未腐烂 / ％ 腐烂率 / ％
１０ ６１±２ｃ ２１±６ｂ １８
１５ ８９±７ａ １±１ｃ １０
２０ ９０±３ａ ０ｃ １０
２５ ７９±６ｂ ３±３ｃ １８
３０ ２８±４ｄ ３３±８ａ ３９

注:同列数值后英文字母不同表示差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ

表 ３　 不同温度下华山松种子的发芽时间

发芽温度 / ℃ 开始萌发时间 / ｄ 发芽结束时间 / ｄ
１０ １４ ３０
１５ ５ ２６
２０ ４ ２４
２５ ４ ２６
３０ １５ ２６

２.３ 染色结果判定

由表 １ 可知ꎬ在四唑溶液质量分数为 ０.５％ꎬ温
度为 ３０ ℃时ꎬ染色结果最佳ꎮ 故采用此条件下的染

色结果来判定有生活力的种子染色模式ꎮ 华山松

种子吸胀后放入 ２０ ℃恒温培养箱中萌发 ４５ ｄ 后ꎬ
计算萌发率为(９０±３)％ꎮ 表 ４ 显示判定染色后有

生活力的类型和其对应的萌发率结果ꎬ并对比不同

类型比例染色率数值与萌发率数值的差异ꎮ 染色

模式 １ 为胚乳与胚全部着色ꎬ显然应作为有生活力

的种子ꎮ 因此判定时ꎬ比较染色模式 １ 与染色模式

２、３、４ 的各种组合的情况所占比例与萌发率的

差异ꎮ
表 ４　 染色后华山松种子有生活力的类型及其萌发率

染色类型 染色率 / ％ (染色率－萌发率) / ％

１ ７５ １５ａ

１＋２ ９２ ２ｄ

１＋３ ７９ １１ｂ

１＋４ ７９ １１ｂ

１＋２＋３ ９６ ６ｃ

１＋２＋４ ９６ ６ｃ

１＋３＋４ ８３ ７ｃ

１＋２＋３＋４ １００ １０ｂ
注:同列不同的字母表示数据间差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ

采用染色判读类型和萌发率的差异分析ꎬ如表

４ 所示ꎬ显示了类型 １ 和类型 ２ 的数据结果和种子

萌发率(９０％)结果相比差异性最小ꎬ仅 ２％ꎬ显著低

于其他组合情况ꎬ其差异具有统计学意义 ( Ｐ <
０.０５)ꎮ 也就是说ꎬ除了胚和胚乳完全染色的情况

外ꎬ胚完全染色且胚乳染色比例不低于 ２ / ３ 的种子

也具有生活力ꎮ

３ 结论与讨论

１)试验表明:在 ３０ ℃下用质量分数为 ０.５％的

四唑溶液染色ꎬ为最佳染色条件ꎬ且染色时间仅需

要 ５ ｈꎻ胚全部染色ꎬ胚乳染色面积不小于 ２ / ３ 的种

子具有生活力ꎮ
２)试验结果表明:在 ３０ ℃条件下染色优于前

人提出的 ２０ ℃条件下染色 [１３]ꎬ而在很多情况下ꎬ
３０~３５ ℃的染色条件均优于较低的温度ꎬ３０ ~ ３５ ℃
也是很多植物的建议染色温度[１７]ꎮ

３)虽然统计结果显示ꎬ染色模式 ３ 和染色模式

４ 不宜判作有生活力的种子ꎬ但由于本试验所用的

该批次白皮松种子生活力较高ꎬ染色模式 ３ 与 ４ 所

占的比例较低ꎬ对于种胚的染色所得的染色类型较

少ꎬ因此很难判断胚根、胚轴或子叶的小部分面积

未染色时ꎬ对种子整体质量的影响ꎬ没有数据说明

种子是否还具有生活力ꎮ 因此还需以中、低等生活

力的种子进行研究ꎬ获得更精细的判读标准ꎮ
４)对比染色率与萌发率时所用的萌发标准ꎬ一

般的萌发结果往往有 ３ 种判断类型:胚根突破种皮ꎻ
胚根生长到一定程度ꎬ或形成正常幼苗ꎻ田间出苗

率ꎮ 这 ３ 种萌发标准类型适用的情况不同ꎮ 胚根突

破种皮往往作为生理层面的萌发标准[１８－２０]ꎬ多用于

种子休眠的研究ꎻ虽然种子的生活力被定义为萌发

的潜在能力或种胚所具有的生命力ꎬ但国际上使用

产生正常幼苗作为种子有生活力的标准[１７]ꎬ那些胚

根能够突破种皮但不能形成正常幼苗的种子不被

认为具有生活力ꎮ 有时四唑染色的结果也被用于

预判田间成苗率ꎬ这是由于四唑染色也能用于判定

种子活力ꎮ 种子在大田萌发时ꎬ受环境影响ꎬ低活

力的种子萌发后不能存活ꎬ而四唑染色也可以通过

特定的染色模式鉴别出不适宜田间萌发的种子ꎮ
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