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一、前言

花粉在作物有性生殖的過程中扮演傳遞遺傳物質的角色，具有活力的花粉方能

於柱頭上萌發，並於完成受精後產生種子與果實，因此花粉活力是影響作物產量與品

質的重要因素之一。茄科作物是台灣重要的經濟作物，包含數種重要的果菜類蔬菜如

番茄、番椒等，根據農業統計年報108年番茄總種植面積達4,326公頃，番椒種植面積

亦達到2,498公頃，產區主要集中在嘉義與南投等地。近年由於氣候暖化日趨嚴重，每

年的高溫時數與最高溫度均顯著上升，若開花期遭逢高溫逆境，花粉易因蛋白質變性

與熱休克蛋白質的形成而降低花粉的萌芽能力，導致授粉率低，種子與果實的形成與

發育受阻，嚴重影響作物的產量與品質，因此育成耐熱品種是茄科作物現階段最重要

的育種目標之一。研究報告指出，作物的耐熱性與花粉在高溫下的活力變化有關，高

溫逆境下花粉活力的表現可以做為評估其耐熱特性的指標之一 (Paupière et al. 2014)，

亦有學者實際利用花粉活力表現針對小麥種原進行高通量耐熱種原篩選 (Anowarul et 

al. 2019)，因此，若能建立一快速評估高溫逆境下花粉活力與數量之檢測方法，將有

效節省耐熱育種所需的人力與時間成本，提高我國茄科作物的產業競爭力。

二、常用的花粉活力測定法

常用的花粉活力檢測法大致可分為兩大類型，其一為萌芽測定法包括活體 (in 

vivo)、半活體 (semi in vivo)、離體 (in vitro) 萌芽測定法；另外一種則為組織化學染色

法 (histochemical staining method)。活體萌芽法是將花粉置於花的柱頭上後，使用苯胺

藍 (aniline blue) 染色，再以螢光顯微鏡觀察花粉發芽情形；而半活體發芽測定法是將

授粉後的柱頭切下，以顯微鏡觀察花粉管穿過柱頭的生長情況，上述兩種檢測法的可

信度高，缺點為耗時費力，且無法處理大量樣品。離體發芽測定法則是將花粉置於固

於茄科作物耐熱性評估之應用

電阻抗式流式細胞儀
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法有可能會高估花粉活力。以番椒「北

極星」之花粉為例，花粉經過FDA染色

後，在螢光顯微鏡下會呈現明暗度不一

的黃綠色螢光，比對明視野下鏡檢之花

粉型態，顯示具明亮螢光的花粉其型態

通常正常飽滿，而呈現較弱螢光的花粉

其型態則較為萎縮甚至有破裂情形 (圖

一A-1、A-2)。此類花粉通常已不具萌芽

能力，研究者若僅依據FDA螢光觀察結

果，容易造成高估的狀況。為修正FDA

易錯估花粉活力之情形，後續有學者提

出同時使用FDA和碘化丙啶 (propidium 

iodide, PI) 提高對花粉細胞活力的區分

能力 (Ascari et al. 2020; Greissl 1989)。PI

是一種螢光嵌入劑，當PI進入細胞後，

會嵌入DNA或RNA分子結構，在螢光顯

體或液體培養基上培養一定時間後，計

算花粉發芽率及花粉管生長情形，其優

點為可處理較多之樣品，但缺點為可能

因為作物品種特性的不同，需要事先對

培養基成分、萌芽條件與時間進行最佳

化調整。

組織化學染色法是利用染劑對

花粉的核酸、澱粉等成分進行染色

反應，或藉由花粉細胞內之脫氫酶 

(dehydrogenase)、酯酶 (esterase) 等酵素

與螢光受質作用產生螢光，藉由產生之

顏色或螢光來檢測花粉活力。組織化學

染色法的優點在於檢測速度快，可處理

大量樣品，常用的染劑有碘化鉀、氯化

三苯基四氮唑 (2,3,5- triphenyltetrazolium 

c h l o r i d e ,  T T C )  和雙醋酸螢光素 

(fluorescein diacetate, FDA) 

等，其中F D A為螢光染

劑，具有容易操作與判讀

的優點，最常被用來檢測

花粉活力。FDA在進入具

有活力的花粉細胞後，會

被細胞內的酯酶水解為螢

光素 (fluorescein)，螢光素

在螢光顯微鏡下會呈現黃

綠色螢光 (Heslop-Harrison 

& Heslop-Harrison 1970)。

使用FDA的缺點在於敗育

或完整發育但活力不佳

的花粉也可能呈現弱螢光

反應，且不具活力的花粉

也可能因為螢光素的蓄積

而有螢光反應，因此FDA

圖一、番椒「北極星」花粉以FDA、FDA-PI染色處理檢測花粉
活性之結果。花粉經FDA處理後 (A-1) 以螢光顯微鏡觀察；(A-
2) 以顯微鏡於明視野觀察；花粉經FDA-PI雙重染色處理後 (B-
1) 以螢光顯微鏡觀察；(B-2) 以顯微鏡於明視野觀察 (bars = 
100 μm)。

(A-1) (A-2)

(B-1) (B-2)



30

生物技術

電
阻
抗
式
流
式
細
胞
儀
於
茄
科
作
物
耐
熱
性
評
估
之
應
用

－農業試驗所技術服務季刊．2021年9月．127期－

微鏡下產生紅色螢光，由於PI無法通過

完整細胞膜，因此只有在細胞膜破損、

瓦解等不具活力的花粉中才會呈現出

紅色螢光反應。以番椒為例，將「北極

星」的花粉進行FDA與PI共同染色，當

花粉細胞處於具有活力、細胞膜完整狀

態時，PI無法進入花粉細胞，FDA因進

入細胞被水解後形成螢光素，因此完整

之活細胞會呈現黃綠色螢光，而細胞膜

破損、瓦解等情形之細胞，則因PI的染

色呈現紅色螢光。將FDA-PI共同染色

法結果比對明視野下鏡檢的花粉型態，

結果相當一致，證實此法可降低單純使

用FDA染色高估花粉活力的缺點 (圖一

B-1、B-2)。

三、應用IFC進行花粉活力快速
檢測

電阻抗式流式細胞儀 (impedance 

flow cytometry, IFC) 是基於流式細胞分

析技術 (flow cytometry) 所

發展的分析方法，其原理是

以多頻波之交流電通過單細

胞，並將各個細胞產生的電

阻抗訊息加以收集、分析並

轉換成具生物意義數據。IFC

可高通量進行花粉活力的測

定，分析過程快速且不需染

劑，分析結果可提供花粉數

量、粒徑大小、活力和染色

體倍體數等生物資訊 (杜等

2019)。研究報告指出，使用

IFC檢測經37℃熱處理與未

經熱處理之番茄花粉，可將

花粉區分出為不具活力、具

活力但無法萌芽以及具活力

且可萌芽3個類別 (圖二)，同

時可計算上述3類花粉的數

量與比例關係 (Heidmann & 

Berardino 2017)。另外，使用

經60℃熱處理後之番椒「北

極星」滅活花粉，與正常花

粉依下列比例0 : 5、1 : 4、2 

圖二、IFC檢測法分析番茄花粉活力結果。dead: 不具活力
的花粉；viable: 具活力的花粉；NG: 具活力但無法萌芽的
花粉；G: 具活力、萌芽的花粉 (Heidmann & Berardino 
2017)。

圖三、番椒「北極星」之滅活花粉與正常花粉以0 : 5、1 : 4、
2 : 3、3 : 2、4 : 1和5 : 0體積比例混合之樣本，分別以FDA-
PI和IFC法檢測花粉活力，將所得數值進行相關性分析之結
果。
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: 3、3 : 2、4 : 1和5 : 0混合後，再以FDA-

PI與IFC檢測法分析花粉活力並計算兩種

檢測結果的相關性，結果顯示兩者的相

關係數 (R2) 為0.9597，意指FDA-PI和IFC

在番椒花粉活力的檢測結果具有高度相

關性 (圖三)。上述2例說明IFC在茄科作

物花粉活力檢測方面具備有實際應用

之效果，具有取代組織化學染色法的潛

力。

四、結語

IFC檢測技術利用偵測個別花粉細

胞在通過交流電場所產生的電阻抗訊

號，可快速大量分析樣品的花粉活力與

花粉粒徑大小，相較於花粉萌芽測定法

與組織化學染色法，可減輕檢測花粉活

力過程所需耗費的時間與人力成本。此

外，在耐熱性育種應用方面，利用IFC檢

測技術可快速鑑別茄科作物花粉在高溫

逆境的活力表現，可作為品種耐熱特性

篩選指標之一，為評估茄科作物耐熱特

性可使用的嶄新技術。本所除已利用IFC

進行十字花科小孢子培養研究之應用

外，業已開展應用IFC快速檢測花粉活力

進行番椒耐熱育種相關研究，期待未來

可建立一穩定、可靠之耐熱篩選模式，

提供種苗業者作為加速茄科作物耐熱品

種育成的有效工具。
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