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四唑染色法测定毛竹种子生活力的研究 
蔡春菊 彭镇华 高志民 高 健 李雪平 

(国际竹藤网络中心 国家林业局竹藤科学与技术重点实验室 北 京 100102) 

摘 要：采用染色全过程观察和正交试验方法研究了TTC浓度、温度和染色时间对毛竹种子生活力的影 

响，探讨毛竹种子生活力测定的最佳条件。结果表明：四唑染色法能够很好地检测毛竹种子生活力水平， 

估测种子的潜在发芽能力。TTC浓度、温度和染色时间在生活力测定中存在一定的线性关系。试验表 

明，25℃下浸种48 h待种子完全吸涨后，于 30～35℃黑暗条件下、TTC浓度0．5％，染色 3～4 h为 

毛竹种子生活力测定的最佳条件。 
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Study on Moso Seed Viability by TTC Testing Method 

Cai Chunju；Peng Zhenhua；Gao Zhimin；Gao Jian；Li Xueping 

(International Center for Bamboo and Rattan，Key Laboratory 

ofScienceandTechnology ofBam booan dRattan ， 

State Forestry Administration，Beijing 100102) 。 

Abstract：To find the optimum conditions for testing seed vi曲ilities of Phyllostachys edulis，11 concentration， 

dyeingtemperatureanddyeingtimeweretestedbydyeingprocessobservationandorthogonaldesign(fourlevelsin 

eachofthreefactors)．The results showedthatTTCmethodscouldtest seedviabilityleve1．effectivelyandappraise 

potentialgerminationabilityofPhyllostachys edulis．Thereexistedlinearrelationshipam ong solutionconcentration， 

dyeingtemperaturean ddyeingtime．T}lispaperproposedthatafterfullimbibitiontreatn~ntbydippingin waterfor 

48hoursat25℃ ．0．5％ of1=1℃ concentration，3O一35℃ oftemperatureand3-4hofdyeingtimein darknesscould 

bethebestconditionforPhyllostachys edulis seedviabilitytesting． ‘ 
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毛竹(P yZZD f c y edulis)，隶属禾本 

科 竹亚科、刚竹属，为我国分布最广、面积最 

大 经济价值最高的竹种之一。营造毛竹竹林对 

优质种苗的需求与日俱增，常规的分株 压条 

埋杆、埋鞭等育苗已经不能满足需求．采用种子 

育苗逐渐成为现代毛竹造林的主要途径之一。 

种子育苗造林适应性强 成苗率和成活率高．更 

重要的是．实生苗圃一旦建立将成为 “终身苗 

圃”。种子质量的优劣直接影响实生苗成活率和 

造林成效的高低．开展毛竹种子质量检验显得 

非常重要。 
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通常毛竹种子发芽迟缓，即使在适宜的温 

度条件下，也要延续30天左右【 。常规的发 

芽试验方法远远不能满足实际种子质量检验和 

调拨的需要。如何采用准确可靠的快速方法测 

定毛竹种子生活力是迫待解决的实际问题。生 

活力的四唑(2．3．5一Triphenyl Tetrazolium 

Chloride．缩写1TrC)测定技术【 _4]是通过鉴定种子 

内部活组织的染色情况，确定种子生活力的快 

速 有效 准确的质量检验方法．是 《国际种子 

检验规程》中用于测定发芽缓慢或有休眠种子 

的生活力 快速判断种子潜在发芽能力的一种 

有效方法，应用范围广泛。本研究旨在探讨应用 

四唑测定技术测定毛竹种子生活力的适宜条件， 

提出毛竹种子的生活力快速测定的方法．为提 

高毛竹育苗质量提供可靠参考。 
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1材料与方法 

1．1材 料 

毛竹种子源自广西省临桂县林业局．2006 

年9月份采收．通风干燥后于4℃冰箱中塑料袋 

封存。种子净度为56．6％士0．3 1％．千粒重为 

24．1±0．53 g。处理时净种子平均含水量为 
8．26％ ± 0．43％ 。 

1．2方 法 

1．2．1 染色进程观察 

分别测定2 5口C、3 0。C、3 5。C、4 5。C温度 

下TTC浓度为1．0％、0．5％、0．2％、0．1％ 

时种子随时间变化的染色反应过程。每个处理 

3次重复．50粒／重复。 

1．2．2 染色影响因子正交试验 

根据TTC染色曲线的初步结果．选用L， 

(4 )3因素4水平的正交表．设计TTC生活力 

测定主要影响因子浓度、染色时间和反应温度 

的正交设计(见表 1)。每个处理50粒种子．3次 

重 复 。 

参考国家标准GB2772— 1 999《林木种子 

检验规程 。用磷酸缓冲液(pH=7．0)配制不 

同浓度的TTC溶液。取完全吸涨后不同处理的 

毛竹净种子．切开露胚．带胚的一半种子加入 

TTC溶液．以完全淹没种子为宜，于恒温黑 

暗条件下染色。染色结束后用清水冲洗并在解 

剖镜下观察判断种子生活力 。 

种子生活力(％)=胚被染色的种子数目／ 

观察的种子总数X 1 00。 

表 1 TTC生活力测定的正交表 

试 验 TTC浓度 ／％ 反应温度 ／℃ 染色时间 ／h 

ACADÊⅡC F卫 D 学 术 园 地 

1．2．3 种子发芽与生活力测定 

选择毛竹净种子放入预先稳定2 d、温度40 

。C 相对湿度为95％ 的恒温恒湿箱中进行老化处 

理．分别于放入0 d，2 d．4 d．6 d，8 d． 

1 0 d后取出．自然干燥至含水率8．0％左右．得 

到6种老化处理种子。取老化处理后的种子，每 

个处理随机取净种子300粒．去离子水25。C下浸 

泡48 h后分成数量相等的2份，分别用于发芽实 

验和生活力测定 (染色条件为TTC浓度0．5％、 

35。C、染色4 h)．验证毛竹种子发芽率和生活 

力的关系。每个处理3次重复．50粒／重复。 

双层滤纸发芽床，2 5。C恒温生化培养箱内 

发芽。置床后以胚+下胚轴达到或超过种子长度 

为标准记录发芽数，发芽结束后统计发芽率。 

发芽率(G )=∑G,／N X 1 00％。其中．G 

表示在t日时的发芽数．N 表示种子总数(̈。 

2 结果与分析 

2．1 TTC浓度及温度对种子染色进程的影响 

按照 《国际种子检验规程》，林木种子 

TTC染色浓度通常为0．1％一1．0％．适宜的染 

色温度为20--45℃。在适宜的染色温度范围内 

选择25℃、30。C、35℃、45℃四种温度．研究不 

同TTC浓度下毛竹种子染色进程(见图1)。 
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图1 TT0浓度及温度对种子染色进程的影响 
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结果表明：TTC浓度越高，染色反应速度 

越快，所需时间越短，结果越明显，且染色结果 

保持的时间越长。TTC浓度为0．1％、0．2％、 

O．5％和 1．O％时，平均染色时间为3．9 h，2．7 

h、2．5 h和1．8 h；在25—35℃下染色时，染色 

结果分别能保持2一 h 3一 h、6．3 h、11 h． 

45℃时染色结果则能保持25～39 h。温度也是 

种子生活力测定的重要影响因素之一。在同一浓 

度条件下．温度越高．染色所需时间越短．染色 

结果保持时间也越长。25。C、30℃、35口C、45 

℃4种温度下平均染色时间为5．8 h，4．5 h、 

4．3 h和1．3 h．染色结果分别能保持 4．3 h、 

6．3 h
、
6．8 h

，
3 2．3 h。 

TTC浓度、温度和时间三者在染色反应过 

程中关系密切。在一定范围内，可以通过改 

变其中的两个条件而达到改变第 3个条件的目 

的。因此 ．从生产实际出发 ，可以通过增加 

反应温度和反应时间降低TTC浓度同样达到良 

好染色效果。试验中发现：在TIC浓度≤0．2％ 

时．在3 0～4 5℃下染色4～6 h较为适宜，温 

度较低(25。C)．染色时间长，着色稳定时间短． 

染色效果不理想；当TIC浓度在0．2％～1．0％ 

时，在30～3 5。C下染色3～4 h效果较好．温 

度过高(45℃)．染色太快．着色深．也不利于 

染色结果的生活力准确判断。 

2．2 生活力测定影响因素间的相互作用 

根据染色进程的初步结果，选用L (4 ) 

3因素4水平正交表．设计TTC生活力测定主 

要影响因子浓度、染色时间和反应温度的正交 

试验．结果见表4．对测定结果进行方差分析 

和回归分析结果见表 5，表 6。 

由表 4直观的测定结果同样得出与上述相 

同的结论：TTC浓度、染色温度越高及染色时 

间越长．染色效果越好．且改变其中的两个条件 

可以达到改变第 3个条件的目的。 

方差分析表明：在适宜的温度和浓度范围 

内．三因素对生活力均表现出极显著影响．均 

为生活力测定的关键因素。其中．TTC浓度、 

温度和时间三因素间对生活力影响作用表现出 

时间>温度>TTC浓度．温度和TTC浓度的 

影响贡献率相差不大：染色时间与生活力的相 

关系数略大．成为生活力测定的主要限制因子。 
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这也说明适宜的染色时间在生活力测定中的重 

要 性 。 

表2 TTC生活力测定 

试 验 浓 度／％ 温 度／℃ 时 间 ／h 生活力／％ 

用SPSSl1．0统计软件进行方差分析和交互 

作用分析。结果表明：在适宜的染色反应条 

件范围内，TTC浓度、染色温度和染色时间 

与生活力间存在极显著的线性相关关系，回归 

系数为0．9 2 6。TTC法测定方法简便、省时、 

快速和可操作性强．是毛竹种子生活力的良好 

方法。生活力与三因素之间建立起的多元线性 

回归方程(见表6)可以为毛竹种子生活力估测作 

参 考 。 

2．3 毛竹种子发芽率与种子生活力的关系 

老化处理后不同活力的毛竹种子进行生活 

力与发芽率测定结果表明：老化处理后的毛竹 

种子发芽率(Y)与生活力(X)之间建立的线性方 

程为Y=I．909x—l33．432．二者达到极显著相关 

(P<0．01)．相关系数为0．939。因此．TTC法 

可以较好的检测毛竹种子生活力水平的高低。 

但TTC法得出的生活力均高于直接用发芽试验 

得出的发芽率水平。因此 ．本研究中TTC法 

测定的生活力只能用于估测种子潜在的发芽能 
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表 4 毛 竹 种 子 生 活 力 与 T T C 浓 度 、 温 度 和 时 间 的 回 归 分 析

力 ． 还 不 能 完 全 取 代 发 芽 试 验 ． 这 与 其 他 种

子 T T C 法 生 活 力测 定 结 果 一 致 [ 8 l 引
。

3 小 结 与讨 论

( 1 ) T T C 法检测种子活 力 ． 原 理 可 靠 、 方

法简便 、 省时快速 ． 可 较好 的检测毛 竹种子 生 活

力 水 平 的 高 低 ． 估 测 种 子 的 潜 在 发 芽 能 力 。

T T C 浓 度 、 温 度 和 时 间三 因 素均 为 生 活 力测定

的 关 键 因 素 ， 对 生 活 力 均 表 现 出 极 显 著 影 响 ，

在 生 活 力 测 定 中存 在 一 定 的线 性 关 系 ． 可 以通

过 改 变其 中的两 者 而 达 到 改 变第 3 条件 的 目的 。

在 适 宜 的温 度 和 浓 度 范 围 内 ． 染色 时 间成 为 生

活 力 测 定 的 主 要 限 制 因 子 ． 控 制 好 染 色 时 间 对

毛 竹 种 子 生 活 力测 定 具 有 重 要 意 义 。

( 2 ) 从 节 约成 本和 可 操 作 性 出 发 ． 可 通 过

降低 T T C 溶 液浓度 ， 提 高反 应 温 度 和 延 长 染 色

时 间达 到 良好 的染 色 效果 ， 从 而 降低 成 本 。 生

产 上 可 根据 实际 需 要 ． 在适 宜 的 T T C 浓 度范

围 内选 择低 浓度 ( ≤ 0 ． 2 ％ ) 在 3 0 ～ 4 5
。

c 下 染色

4 — 6 h 或较 高浓度 下 ( > 0 ． 2 ％ ) 在 3 0 ～ 3 5
。

c 下 染

色 3 ～ 4 h 效 果 较 好 。 建议 选 择 浓度 为 0 ． 5 ％
、

温 度 为 3 0 ～ 3 5
。

C
， 染 色 3 ～ 4 h 作 为 毛 竹 种 子 生

活 力 测 定 的 最 佳 条 件 。

(3 ) 经 世界许 多种子科学家用 标准发芽 与 四

唑 测 定 的对 比试验 表 明⋯
． 四 唑 测 定 结 果 与 标

准发 芽率 一 般 很接近 ． 四 唑 测 定 是 最 有 希望 代

替 发 芽 试 验 的 方 法 。 但 本 研 究及 玉 米等 [ 8 】其他

种 子 研 究 结 果 都表 现 出 T T C 法 得 出 的生 活 力普

遍 高 于 发 芽试 验 的结 果 ．
T T C 法 还 不 能 完全取

代 发 芽 试 验 。 这 一 方 面 在 于 毛 竹 种 子 萌 发 还 没

有建 立 起 标 准 的发 芽 方 法 ， 另 一 方 面 毛 竹种子

生 活 力测 定 条件 及 结 果 判 别方 法也 有待于 进 一

步 研 究 。 因此 ． 需 要 深入 研 究毛 种 子 萌发 的生

理 特 性 ． 以提 高毛 竹 种 子 生 活 力测 定 结果 判定

的 准确 性 ． 从 而 为估 测 毛 竹 种子 发 芽 率提 供 了
一 种 快 速 、 准 确 、 简 便 和 适 用 的 新 方 法 。
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