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摘要：杂交育种是最为传统的选育新品种的方式之一，花粉生活力能够影响其中遗传物质的传递。胀果甘草是 3 种药典收录

的甘草之一，具有许多特殊活性成分。通过 TTC 法和离体萌发法对 2 个胀果甘草(Glycyrrhiza inflata)种质资源 GJJ-7 和 GJJ-9

花朵开放 5 个时期(a~e)的花粉生活力进行测定。结果表明，GJJ-7 花粉生活力趋势在 5 个时期呈现波浪型，在 a、d 时期达

到最高；GJJ-9 花粉生活力会随着花瓣展开度的变大而升高，在 e 时期达到最高。离体萌发结果表明 GJJ-7 和 GJJ-9 花粉生

活力随花朵开放程度增大呈先升高后降低的趋势，萌发力均在 c 时期最高。杂交结荚率则与离体萌发结果一致，说明离体萌

发法测定花粉生活力比 TTC 法更可靠。以光果甘草(G. glabra) S-7 和 S-12 为母本的杂交组合结荚率低，但能够获得发芽率

高的种子；以乌拉尔甘草(G. uralensis) GDN-16 为母本的杂交组合结荚率高，但种子发芽率低，说明在甘草杂交中父母本的

选择对结荚率有重要影响。 

关键词：甘草；花粉生活力；杂交育种 
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Abstract: Hybridization is one of the traditional methods to breed new cultivars, pollen viability is important for 

the successful transmission of genetic material to generations. Glycyrrhiza inflata is one of the three licorice 

species recorded in Chinese Pharmacopoeia, with many specialized active compounds. In order to determine the 

optimal pollen development periods for licorice hybridization, the pollen viability of five bloom stages (a, b, c, d, 

and e) of two G. inflata cultivars (GJJ-7 and GJJ-9) were measured by TTC staining and in vitro pollen 

germination methods. The result of TTC staining method showed that the pollen viability of GJJ-7 trended in a 

wave pattern and peaked at a and d stages. The pollen viability of GJJ-9 increased with the opening process of 

petals, and peaked at e stage. But the result of in vitro pollen germination method showed that the pollen viability 
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of both GJJ-7 and GJJ-9 was highest at c stage, which was consistent with fruiting rate in the hybridization, and 

further indicating the higher reliability of the in vitro germination method compared with the TTC staining. 

Hybridization results of the three medicinal licorice species showed that a low fruiting rate but highest seed 

germination rate was obtained when G. glabra cultivars S-7 and S-12 were used as the female parents. High 

fruiting rate but low seed germination rate was observed when G. uralensis cultivar GDN-16 was used as the 

female parent, indicating the importance of parent selection during licorice hybridization. These provides an 

important reference for improving the field hybridization efficiency of licorice. 

Key words: Licorice, Pollen viability, Hybridization 

 

甘草是多年生草本植物，为豆科(Leguminosae)

甘草属(Glycyrrhiza)植物，在我国药用历史悠久。《中

华人民共和国药典》规定，光果甘草(G. glabra)、乌

拉尔甘草(G. uralensis)和胀果甘草(G. inflata)等 3 种

甘草的干燥根和根茎可入药[1]。野生甘草往往比栽

培甘草品质更好，药用价值更高，但是人们的过度

采挖已经严重地破坏了野生甘草原本的生长环境, 

因此野生甘草资源面临枯竭的困境。人工培育并种

植是保护甘草野生种质资源的有效途径，目前已有

多种药用植物通过选择育种、杂交育种等方式获得

了优质的药用植物新品种[2–5]。通过培育、筛选出

高产高品质的甘草新品种，不仅能缓解野生资源匮

乏的问题，而且有助于增加甘草产量，满足市场需

求的同时保护生态环境[6]。 

本团队广泛收集了野生甘草资源，并从中选育

了 5 份优良的种质资源：乌拉尔甘草 GDN-16、胀

果甘草 GJJ-7 和 GJJ-9、光果甘草 S-7 和 S-12。前

期研究表明不同物种根茎中的代谢物具有差异累

积的现象，胀果甘草 GJJ-7 和 GJJ-9 根中含有特征

性化合物甘草查尔酮 A，且生物量较大；光果甘草

S-7 和 S-12 根中能够积累含量较高的光甘草定，生

物量也较大；而乌拉尔甘草 GDN-16 根中甘草酸含

量更高，但生物量较小。甘草酸具有抗癌[7]、抗

炎[8]和抗病毒[9]等药理活性，是甘草的特殊甜味来

源[10]，且药典中规定，甘草干燥品中甘草酸的含量

不得低于 2%[1]。如果能够通过杂交获得生物量大, 

且富含甘草酸以及其他次生代谢物的甘草新品种, 

将有助于满足市场的多样化需求。 

杂交是传统的培育作物新品种的方式之一，其

中花粉生活力指数是影响杂交成功率的关键因素

之一。测定甘草的花粉生活力，有助于提高杂交结

荚率，获得更多的杂交后代[11]。本研究基于从野生

资源中选育出的 5 份优良甘草种质资源，对两个胀

果甘草品种 GJJ-7 和 GJJ-9 不同开放程度的花朵进

行花粉生活力的测定，同时进行甘草杂交，旨在探

索提高杂交效率的方法，并培育集合亲本优良性状

的甘草新品种。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 试验区域和材料选择 

供试材料胀果甘草 (Glycyrrhiza inflata)品种

GJJ-7 和 GJJ-9 均来自宁夏回族自治区银川市西夏区

平吉堡西北农业生物中心。 

GJJ-7 和 GJJ-9 的花粉生活力测定实验于 2020

年 6 月—7 月进行。选择当天采摘的新鲜花朵，将

开花状态分为 a~e 时期(图 1)。a 时期雄蕊低于雌

蕊, 花药微微裂开散出少量花粉；b 时期雄蕊与雌

蕊继续生长，但二者相对距离增大，此外花药裂开

程度加大，能够观察到有少量花粉附着在柱头上；

c 时期花药几乎完全裂开，雌蕊继续生长，与雄蕊

间距离继续拉大，此时能够观察到花粉大量附着在

柱头上；d 时期翼瓣展开，龙骨瓣微微裂开，此时

的花粉已经能从花朵中由虫媒散布；e 时期的花朵

完全打开，花药开始萎缩变黑。从 a 时期到 e 时期

约需要 3 d。 

 

 
图 1  胀果甘草开花过程的 5 个时期。a: 花药开始散粉; b: 旗瓣白色部

分露出 2 mm; c: 旗瓣开缝 2 mm; d: 翼瓣展开; e: 龙骨瓣展开。 

Fig. 1 Five flowering stages of Glycyrrhiza inflata. a: Anthers begin to 

disperse; b: White part of standard extended to 2 mm; c: Standard opened to 

2 mm; d: Wings open; e: Keel open. 
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杂交试验材料有乌拉尔甘草 GDN-16、胀果甘

草 GJJ-7 和 GJJ-9、光果甘草 S-7 和 S-12 等 5 个种

质资源。 

1.2 方法 

1.2.1 TTC 法测定花粉生活力 

TTC 是脂溶性光敏感复合物，能够与活细胞线

粒体内的琥珀酸脱氢酶反应，生成红色的甲臜，以

显示细胞的生活力[12–13]。利用 0.5%的 TTC 溶液对

花粉进行染色，根据显色的程度不同可以判断花粉

的生活力，红色越深表示花粉生活力越强。在载玻

片上滴 1~2 滴 0.5%的 TTC 溶液，把花粉轻轻撒入

载玻片上的溶液中，轻轻晃匀。盖上盖玻片，在 30 ℃

培养箱中染色 20 min。显色后即可观察计数。显色

程度分为无色、粉色和红色。每个样本观察 3 个视

野，每个视野有 20 粒以上的花粉，计数并统计各颜

色花粉的数量及比例。花粉生活力=(染色花粉数/

花粉总数)×100% 

1.2.2 花粉萌发力测定 

花粉萌发力测定通过人为创造适合花粉萌发

的培养基条件，以花粉管的萌发情况来判定花粉管

萌发力的强弱。花粉的萌发力受到硼酸、蔗糖等因

素的影响，因此通过单因素试验设计分别对培养基

蔗糖和硼酸(H3BO3)进行最适浓度筛选。以 MS 培

养基为基础培养基，调节 pH 为 5.8，最适蔗糖浓

度筛选以含 100 mg/L H3BO3的 MS 培养基为基底，

并分别添加 0、20、40、60、80 和 100 g/L 蔗糖; 最

适硼酸浓度筛选以 20 g/L 蔗糖的 MS 培养基为基底, 

并分别添加 0、50、100、150、200、250 mg/L H3BO3。 

将采集的新鲜花粉均匀撒在 MS 培养基上，每

处理设置 3 个重复。将培养基置于 28 ℃培养箱中，

暗培养 4 h 以上，直至花粉管长度稳定。使用光学

显微镜观察计算花粉萌发数量，每组随机观察 5 个

视野，计算萌发花粉数，统计花粉萌发力。花粉萌

发力=(萌发花粉数/花粉总数)×100%。 

1.2.3 甘草杂交方法 

试验时间为 2020年和 2021年的 6月—7月, 在

无风无雨的天气下进行杂交。选择花朵未开放，雄

蕊未成熟的花朵去雄，进行授粉、套袋，5 d 后去

袋，1 个月后统计结荚量。试验材料为乌拉尔甘草

(GDN-16)、胀果甘草(GJJ-7、GJJ-9)、光果甘草(S-7、

S-12)。 

 

2 结果和分析 
 

2.1 胀果甘草 GJJ-7、GJJ-9 花粉生活力测定 

2.1.1 花粉生活力 

从图 2 可见，2 个品种几乎所有的花粉都能被

TTC 染色，无色花粉粒多为发育不良的花粉，无生

活力的花粉占比非常低，约为 2.08%，说明这 2 个

品种花粉的生活力都比较高，其中 GJJ-7 花粉生活   

 

 
图 2  TTC 法测定 GJJ-7、GJJ-9 的花粉生活力(A)和花粉颜色(B)。a~e 为开花的 5 个时期。下同 

Fig. 2 Pollen viability (A) and pollen color (B) of GJJ-7 and GJJ-9 by TTC staining. a-e indicate five flowering stages. The same below 
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力的变化趋势不稳定，在 a~e 时期呈现波浪型，以 a、

d 时期最高；GJJ-9 花粉生活力随着花瓣的展开而升

高，在 e 时期达到最高。 

2.1.2 花粉萌发力 

随着蔗糖浓度的升高，花粉萌发力越来越高,

在 100 g/L 蔗糖时达到最高(图 3: A)，因此培养基最

适蔗糖浓度为 100 g/L。随着硼酸浓度的升高，花粉

萌发力呈先升高后下降的变化趋势，GJJ-7 花粉在

硼酸浓度为 200 mg/L 时达到最高，但与 150 mg/L 硼

酸时的萌发力差异不显著，而 GJJ-9 花粉在硼酸浓度

为 150 mg/L 时达到最高(图 3: B)，因此将 150 mg/L

定为最适硼酸浓度，进行后续实验。 

在含 100 g/L蔗糖和 150 mg/L硼酸的培养基中, 

GJJ-7 和 GJJ-9 的花粉萌发力均在 c 时期最高，且花

粉生活力随花朵开放程度增大呈先升高后下降的

变化趋势，两种花粉在 a~e 时期的萌发力变化趋势

一致，且 GJJ-7 的花粉萌发力比 GJJ-9 高(图 3: C)，

这与 TTC 法测定结果不一致。 

综合两种方法，认为 c、d 时期的花粉生活力

较适合作为父本进行授粉，为甘草杂交时父本的选

择提供参考。 

2.2 杂交结荚率 

由表 1 可见，同一物种分别作为父母本时，结

荚率有明显差异。当 GDN-16 作为母本时，结荚率

在 30%以上；当其作为父本时，♀GJJ-7×♂GDN-16

的结荚率最高，仅为 16.67%；♀S-7×♂GDN16 的结

荚率为 1.80%，♀S-12×♂GDN-16 为 6.91%；反交组

合♀GDN16×♂S-7、♀GDN16×♂S-12 结荚率最高, 

分别达 52.50%和 47.58%，说明 GDN-16 更适合做

母本，S-7 和 S-12 则更适合作父本。但♀GJJ-9×♂S-7

的结荚率为 0，♀GJJ-9× ♂S-12 为 18.87%，这些组

合的结荚率不高，说明不同种间的杂交亲和性也会

影响结荚率。 

我们还观察到，将 GDN-16、GJJ-7、GJJ-9、S-12

等进行套袋自交，自交花朵都无法结出果荚，少量

结荚也是发育不良的果荚，无法收获种子。将 S-7

和 S-12 进行种内杂交的结荚率仅为 11.86%，并且

无法获得种子。而对 GDN-16 进行同株异花及异株

异花自交均能正常结果，结荚率分别为 46.67%和

13.89%，但种子发育不良，无法收获正常的种子,

说明甘草存在自交不亲和的现象，并且荚果的发育

可能不需经过授精作用。 

当杂交选用的父本均为 c、d 时期的花朵，杂交

组合♀S-12×♂GJJ-7 和♀GDN-16×♂GJJ-7 的结荚率分

别为 23.53%和 30.25%；杂交组合♀S-12×♂GJJ-9 和

♀S-7×♂GJJ-9 的结荚率分别为 36.78%和 29.77%, 这

与离体萌发法测定的 GJJ-7 和 GJJ-9 花粉生活力更

为接近，因此离体萌发法测定的花粉生活力结果更

为可靠。 

2.3 杂交种子活力 

对 2020和2021年收获的杂交种子进行播种和

发芽率测定，播种数为各杂交组合收获的种子数 

 

 

图 3 离体萌发法测定 GJJ-7、GJJ-9 花粉生活力(A~C)和花粉在 MS 培养基上的萌发情况(D) 

Fig. 3 Pollen viability (A-C) of GJJ-7 and GJJ-9 by in vitro germination assay and pollen germination on MS medium (D) 
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表 1 甘草的杂交结果率 

Table 1 Fruiting rate of hybridization among five licorices 

亲本 
Parents (♀×♂) 

花朵数量 
Number of 

flower 

结荚数 
Number of 

pod 

结荚率 /%
Fruiting rate

亲本 
Parents (♀×♂) 

花朵数量 
Number of 

flower 

结荚数 
Number of pod 

结荚率 /% 
Fruiting rate

GJJ-7×GDN-16 258 43 16.67 S-12×GJJ-7 17 4 23.53 

GJJ-7×S-12 97 36 37.11 S-12×GJJ-9 174 64 36.78 

GJJ-7×GJJ-7 (套袋自交) 102 0 0.00 S-12×S-12 (套袋自交) 70 0 0.00 

GJJ-9×GDN-16 244 29 11.89 GDN-16×GDN-16 (套袋自交) 154 2 1.30 

GJJ-9×GJJ-9 (套袋自交) 17 0 0.00 GDN-16×GDN-16 (同株异花) 30 14 46.67 

GJJ-9×S-7 94 0 0.00 GDN-16×GDN-16 (异株异花) 36 5 13.89 

GJJ-9×S-12 265 50 18.87 GDN-16×GJJ-7 119 36 30.25 

S-7×GDN-16 111 2 1.80 GDN-16×GJJ-9 131 39 29.77 

S-7×GJJ-9 48 14 29.17 GDN-16×S-12 248 118 47.58 

S-7×S-12 59 7 11.86 GDN-16×S-7 280 147 52.50 

S-12×GDN-16 188 13 6.91     

 

(表 2)。组合♀S-12×♂GDN-16、♀S-7×♂GJJ-9 和♀S- 

7×♂S-12 的种子发芽率最高，均达 100%，组合♀S- 

12×♂GJJ-9 的发芽率也高达 91.15%，说明这两种甘

草的杂交种子活力较高，杂交亲和性也更高，且种

间隔离机制不完善。但这 3 组杂交组合的结荚率均

较低，说明 S-12 和 S-7 不仅适合作父本也适合作为

母本，作母本时虽然结荚率低，但是种子饱满，发

芽率高。而♀GDN-16×♂S-7 的种子发芽率仅为 1.89%, 

但杂交结荚率为 52.50%；相似的，♀GDN- 16×♂S-12

的种子发芽率仅为 4.3%，但杂交结荚率高达 47.58%,

说明 GDN-16 作母本时虽然结荚率较高，但是种子

发芽率低。因此母本的选择对于杂交种子的收获更

为重要，选择合适的母本能够提高杂交种子产量和

质量。此外，组合♀S-7×♂S-12 能够收获饱满且正

常发芽的种子，但是套袋自交却无法结实，说明光

果甘草 S-12 和 S-7 能够进行种内杂交，但有自交不

亲和的现象。 

 

3 结论和讨论 
 
采用 TTC 法与离体萌发法对 GJJ-7、GJJ-9 花

粉生活力的测定结果不一致，离体萌发法表明 a~e 时

期的花粉生活力呈先升高后下降的变化趋势，与乌拉

尔甘草不同开放阶段的花粉生活力较为一致[14]，也

与本研究中的甘草杂交结荚率较为一致。TTC 法有

操作简单，成本低，能够大批量检测的优点，但其

染色程度不易分辨，容易导致测定值偏高[15]。蔗糖

和硼酸是影响花粉萌发力的重要因素，蔗糖能提供

营养和所需碳源，硼酸能增加花粉管的萌发力，通

过培养基模拟柱头环境能够更加准确的检测花粉 

表 2 杂交种子的发芽率 

Table 2 Germination rate of hybrid seeds 

母本 
Female 

父本 
Male 

发芽数 
Seedling 
number 

播种数 
Seed 

number 

发芽率/% 
Germination 

rate 

S-12 GDN-16 14 14 100.00 

S-12 GJJ-9 103 113 91.15 

GJJ-7 GDN-16 4 29 13.79 

GJJ-7 S-12 21 81 25.93 

GDN-16 S-12 8 120 4.30 

GDN-16 S-7 5 70 1.89 

S-7 GJJ-9 14 14 100.00 

S-7 S-12 12 12 100.00 

 

的生活力，此外 Ca2+、Mg2+、pH 值、温度、水分、

光照等都会影响到花粉管的萌发[16–21]。本研究中只

筛选了蔗糖和硼酸的浓度，并且当蔗糖浓度超过

100 g/L 时，花粉萌发力仍有提高的可能，对于其他

会影响到花粉管萌发的因素没有做深入的研究，因

此本试验中离体萌发法测定的结果可能会偏低，但

与后期杂交实验的结荚率相近且变化趋势一致，因

此可认为离体萌发法对胀果甘草花粉活力的检测

结果比 TTC 法更加可靠。 

GDN-16 作为母本的杂交结荚率最高，在田间

自然结荚率也比较高，而且其花大，去雄时较为简

单也是其较适宜作为母本的重要原因，但其种子的

发芽率在本研究收获种子中最低，且多数发霉，这

可能与其植株形态有重要的关系，GDN-16 匍匐生

长，果荚容易接触地面，而甘草地采取漫灌方式, 在

浇水时果荚容易长时间浸泡在水中，进而易引起霉

菌感染。而 GJJ-7、GJJ-9、S-7、S-12 直立生长, 能

够避免果荚遭受水浸的情况，后续研究可通过抬高
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植株避免果荚浸水，减少种子的损失。S-7、S-12

等的田间自然结荚率较高，但花小，杂交时作为母

本的去雄操作较为困难，在去雄、授粉、套袋时也

容易造成机械损伤，进而影响结荚率，但收获的种

子较为饱满，且发芽率高，因此在能够避免机械损

伤的情况下，S-7、S-12 适合作为母本进行杂交。

GJJ-7、GJJ-9 的田间自然结荚率较低，且从自然结

荚的果荚中收获的种子多数发育不良，仅有少数饱

满的种子；而 GDN-16 经同株异花杂交和异株异花

杂交均无法收获种子，但果荚仍能够发育，说明甘

草果荚的发育可能不需要经过受精作用。 

甘草具有虫媒传粉特性，传粉者多为蜂类，当传

粉者的足部停在翼瓣和龙骨瓣上时，利用自身重量使

得龙骨瓣打开，暴露出雌雄蕊后再由昆虫授粉[22]。然

而，在花未开放时(b、c 时期)花粉便已经附着在柱

头上，这种行为模式更适合自交。但我们多次在

GDN-16、GJJ-7、GJJ-9、S-7、S-12 花开前套袋，1

个月后无种子生成，可能存在自交不亲和现象，因

此猜测在胀果甘草花柱中可能存在某种预防自交

机制。组合♀S-7×♂S-12 能够收获饱满种子并且正

常发芽，但是各自套袋自交却无法结实，说明光果

甘草 S-12 和 S-7 能够进行种内杂交，但同时有自交

不亲和的现象。已有研究报道在显微镜下观察到乌

拉尔甘草花柱头的可授性，在无外来花粉的情况下,

自身雄蕊上的花粉能够萌发花粉管并进入胚珠中完

成受精，证明其授粉方式属于闭花受精[23]，但本研究

中的乌拉尔甘草 GDN-16 品种并不能自交结实，说明

授粉方式可能存在品种差异。而在田间试验中，张新

玲等[24]报道乌拉尔甘草自交不亲和，本研究中除乌拉

尔甘草 GDN-16 自交不亲和外，胀果甘草 GJJ-7 和

GJJ-9、光果甘草 S-7 和 S-12 同样自交不亲和。异种

花粉也能在柱头上萌发并且到达子房完成受精，但不

同杂交组合的花粉管生长速度不一致，说明甘草属种

间杂合亲和性较高，种间隔离机制不完全[25]，这也与

本研究中不同杂交组合的结荚率差异一致。 

综上所述，TTC 法和花粉离体萌发法对胀果甘

草 GJJ-7、GJJ-9 花朵 5 个开放时期花粉生活力的测

定结果存在差异，以花粉离体萌发法更加可靠。甘

草种间正交和反交的结荚率存在明显差异，说明在

甘草杂交中父母本的选择有助于提高结荚率。 

通过测定甘草花朵不同开放程度时的花粉生

活力，能够辅助杂交育种对于父本花朵的选择，提

高杂交成功率。后续研究可通过杂交育种构建遗传

群体后代，培育甘草新品种以及构建甘草遗传图

谱，有助于甘草的遗传学研究、品种改良以及甘草

资源的可持续利用。 
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