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摘 要：以室内实生核桃苗的茎段为试材，以Ms培养基为 

基本培养基，适当添加植物生长调节剂，对核桃纽织培养的一系 

列影响因子进行 了研究。结果表明，适宜于室内实生核桃组织培 

养的各项因子分别为：最佳外植体取材时间为 5月～6月份；初 

代培养培养基为MS+琼脂 5g／l+蔗糖 30g／l；继代培养基为 

Ms+BA +IBA㈣+琼脂$g／l+蔗糖 30g／1，核桃芽苗在增殖过程 

中的继代周期以28d～30d为宜；生根培养基为 1／2MS+IBA0．5+ 

琼脂 $g／l+蔗糖 3Og／1。 
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核桃是世界 大干果之一，以其很高的经济、生态和社会效 

益而被广泛栽培，其潜在的营养价值和医疗保健功能日益受到 

国内外专家学者的关注，深受消费者喜爱。我国是核桃原产地之 
一

，栽培历史悠久“]。日前核桃在我国分布广泛，种质资源极为 

丰富。 

当前生产中存在的问题是利用实生核桃繁殖苗木，由于 自 

然杂交及实生变异，容易丧失优 良品种性状，使得苗木 良莠不 

齐，种性混杂，造成产量低、结果晚、品质差，降低了核桃生产的 

经济价值 。采用嫁接繁殖虽然可以有效防止上述弊端的发生， 

但生产中存在嫁接繁殖系数低、速度缓慢、成活率不稳定、穗条 

数量限制等不利因素影响。另外，核桃树体内存在着大量单宁类 

物质，使得扦插不易成活嘲。上述种种不利因素严重制约着核桃 

生产的发展。 

植物组织培养的兴起，为核桃的快速繁殖和组织、细胞水平 

上的遗传改良提供了一条有效的途径。利用组培技术繁育苗木， 

不仅能够大大提高繁殖系数，而且可以获得遗传上高度一致并 

具有良好表现型的无病毒苗木群体。对核桃离体快速繁殖虽然 

上世纪60年代末就开始了试验研究，目前只有少数几个国家有 

成功应用生物技术繁殖核桃的报道，在我国尚处于研究和探索 

中。本试验的主要目的是通过核桃组织培养试验研究Ⅲr[51，寻求 

核桃组织培养的最适条件，为核桃的良种化、区域化、产业化栽 

培提供基础，为探索核桃 良种快繁技术的研究工作提供参考。 
一

、 材料与方法 

㈠实验材料 室内一年生实生核桃茎段初代培养基为 Ms 

和 1／2MS，继代培养基为Ms，初代、继代培养基均附加生长调节 

物质，两种培养基均加入琼脂 0．5％、蔗糖 0．3％，适量抗氧化剂。 

培养条件均为 PH值 5．8，温度为 25~C±3℃，光照基本为自然 

光。生根诱导培养基为 MS、1／2MS、1／4MS，附加 IBA、NAA，培养条 

件为PH值5．8、温度25~C±3℃，黑暗条件下培养7d。实验时间 

为2006年 1月至 2006年 12月。 

㈢试验方法 
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1．外植体材料的处理。一是外植体材料的准备。选择大小相 

对一致的实生核桃种子进行层积处理45d~50d，然后在恒温培 

养箱内进行催芽，在25~C下培养 lOd~20d，种皮先后破裂、白色 

幼嫩的胚根伸出时，用富含有机质的土壤和沙子按 2：1的比例 

混合作基质进行播种。播种时将核桃的缝合线与地面垂直，种子 

尖向一面摆放，这样不仅有利于出苗，而且有利于幼苗的生长。 

播种后 15d~20d种子先后发芽出土。等到幼苗长出 3对～5对 

叶子时，即可采集带有腋芽 茎段备用。二是实生幼苗茎段的处 

理。采集培育好的实生幼苗茎段，在流水下冲洗 lOmin"--'15min， 

剪掉叶片，再用加有洗涤剂的水刷洗 10min~20min，然后将其 

剪成 】．Ocm～1．5cm并带有 1个至 2个腋芽的茎段，浸于无菌水 

中，置于超净台上，先用 75％的酒精浸泡 30s，倒掉酒精后，加入 

0．1％fJ‘汞溶液并用力振荡 5min~7min，最后再用无菌水冲洗 3 

次备用。 

2．初代培养。一是在培养基中加入不同的抗氧化剂和吸附 

剂试验。取最易表面消毒的室内盆栽～年生核桃苗茎段消毒后 

牾用。试验采用Ms培养基，在其他处理都相同的情况下，在培养 

基中添加不 同的抗氧化剂和吸附剂 ，分别 为 AC(1g／1)、Vc 

(5mg／1)、20％NazS 03(5ml／1)，将消毒好的茎段接种于培养基中， 

两周后统计其褐变率。二是基本培养基筛选试验。以Ms和 

1／2MS为基本培养基，以室内一年生播种苗为试材。实验分两 

组：一组是两种培养基中均加入生长激素，配比为 BA 。+IBA 

各加琼脂 5g／1、蔗糖 30g／1；另一组是两种培养基均不加生长激 

素，其他同一。两组均在相同条件下培养。三是在培养基中添加 

不同激素的试验。试验以Ms为基本培养基，分别选取了生长素 

N从、IAA、IBA、2，4一D (0．01；0．5：1．0)rag／1，细胞分裂素 BA、zT 

(0．5；1．0；2．0)mg／L配置组合 36个，每个组合接种 20个外植 

体(一年生核桃实生带腋芽茎段)，14d~21d后观察各个组合的 

生长分化情况。 

3．继代培养。一是不同的激素组合对无菌芽苗增殖的试验。 

继代培养试验在MS+GAo．5+琼脂 5g／l+蔗糖30g／1的培养基中 

分别加入不同浓度的激素组合，研究其对诱导芽丛分化和伸长 

的效果。二是继代周期对芽苗增殖率的影响。将初代培养获得的 

无菌芽苗，在无菌条件下切成 lcm长的茎段，接于MS+BAo I— 
BA +GA。-5培养基中，设置不同的继代周期 、 、 、．(15d 20d 25d 28d

、 

30d、35d、40d)，观察继代后芽苗的生长分化情况。 

4．生根培养。一是生根诱导。经继代培养后的芽苗长到 

2cm~4cm时，从芽苗基部切割芽丛为单个芽苗，转入生根诱导 

培养基中诱导生根。二是培养基中添加不同生长素的试验。在培 

养基中加入不同浓度的生长素，15d~20d后统计生根率。三是 
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在不同光照条件下的培养试验。试验采用继代两次后2cm~4cm 

的芽苗，在生根诱导期设置不同的光照处理，20d~25d后统计 

其生根率。 

二、结果与分析 

㈠初代培养试验结果 

1．不同的抗氧化剂和吸附剂对防止核桃外植体褐变的效 

果。取最易表面消毒的室内盆栽一年生核桃苗，在其他处理都相 

同的情况下，培养基中添加不同的抗氧化剂和吸附剂，分别为 

AC(ig／1)、Vc(5mg／1)、20％Na2S203(5ml／1)，2周后统计其褐变率。 

结果表明，每一种处理(包括对照组)均没有发现褐变，有个别外 

植体死亡，但没有发现其褐变，只是茎段变黄而死，培养基颜色 

正常，可见其不是因为褐变而死。但是将不同核桃优良品种的枝 

条也在其他处理都相同的情况下，在培养基中添加不同的抗氧 

化剂和吸附剂，ON量见表 1)，则发现所有的外植体均褐变而 

死，只是在时间上不同而已。其中西林 2号、陇南8号、绿波和香 

玲四个品种在接种后 lh后就开始褐变，剩下的鲁光和新早丰是 

在 3d以后才慢慢褐变而死。由此可见，半木质化的一年生实生 

核桃幼苗最不易褐变，这可能是因为其体内的酚类物质含量少 

的原因。而成年树也因基因型的不同，体内含酚类物质的量也不 

同，褐变的时间也不同。(结果见表 1)。 

2．基本培养基筛选结果。以Ms和 1／2MS为基本培养基，以 

表 1．不同的抗氧化剂和吸附剂对防止核桃外植体褐变的效果 

抗氧化剂、 褐化百 
吸附剂 用量 处理茎段数 褐化数 

分率(％) 

对照 O 26 O O 

PVP 5 29 O O 

20％Na2S：O3 5 32 O O 

AC 1 24 O O 

Vc 5 32 O O 

口用量单位：PVP和 AC为 g／L；Na 2S203为ml／L；Vc为mg／L。 

室内一年生播种苗为试材。试验分两组：一组是两种培养基中均 

加入生长激素配比为 BAl o+IBA仉1，各加琼脂 5g／1、蔗糖 30g／1； 

另一组是两种培养基均不加生长激素，两组均在相同条件下培 

养。结果表明两组培养基上培养的外植体在腋芽启动速度上基 

本是一致的，并且都可以生长。接种3d后，两组培养基中的外植 

体几乎同时转绿，腋芽膨大，开始启动。但相比之下，两组培养基 

中均以Ms培养基中的外植体能保持较好的生长势，表现为芽苗 

始终保持嫩绿，生长迅速健壮。而 1／2MS两种培养基中的外植体 

则表现为生长速度较慢、芽苗矮小，随着生长期的延长，部分顶 

芽及叶片 自上而下变黄脱落，继而死亡。因此，Ms培养基适合于 

核桃外植体的生长。试验结果见表2。 

表2．MS和1／2MS培养基对实生核桃腋芽的诱导 

接种数 萌芽数 萌芽率 (％) 污染数 褐变数 芽生长情况 

MS 44 38 86 4 2 生长快，健壮 

生长较 慢 ，苗 
l／2Ms 43 35 8l 5 3 较弱 

3．培养基中不同激素对核桃外植体生长分化的作用效果。 

生长素和细胞分裂素的运用及其浓度的大小直接影响着外植体 

生长和分化的方向，因而培养基中选择何种激素及其相互搭配 

对试验的成败意义重大。本试验以Ms为基本培养基，分别选取 

了生长素 NAA、IAA、IBA、2，4一D(O．01、0．5、1．Omg／1)，细胞分裂 

素、BA、ZT(O．5、1．0、2．Omg／L)配置组合 36个，每个组合接种 2O 

个外植体(--年生核桃实生带腋芽茎段)，2周～3周后观察各个 

组合的生长分化情况。结果表明，BA诱导腋芽分化的效果优于 

ZT，IBA和 BA搭配比较合适，表现为芽苗深绿色，生长迅速、健 

壮；其次为NAA和BA的组合：其他组合则表现为生长势弱，生 

长缓慢，且以2，4一D促进生长的效果最差。 

在选择出的最佳组合 IBA和 BA的基础上，再分别设置不 

同的浓度组合，进一步研究适合于外植体生长发育的最佳浓度 

组合 ，组合 为 I(BA0 5+IBAn o01)、II(BA +IBA㈤1)、III(BAn5+I— 

BA01)、IV(BAl o+IBAno01)、V (BAl o+IBAo。】)、VI(BAl o+IBA01)、VII 

(BAz o+IBA )，各处理均设4次重复。结果表明，接种的材料在 

3d~5d内开始启动，腋芽膨大并开始仲长。适合于核桃带腋芽 

茎段初代培养的最佳激素组合为II(BA +IBA~。．。)，该组合处理 

表现为存初代培养的中后期生长迅速，有效新苗率高，芽苗生长 

健壮、深绿色。而其他组合相对较差。 

(二)继代培养试验结果 

1．不同的激素 组合对 无菌芽苗增殖 的影 响。试验在 

MS+GAo 5+琼脂 5g／l+蔗糖 30g／1的培养基中分别加入以下不 

浓度的激素组合，研究其对诱导芽丛分化和仲长的效果。实验共 

设置了9个不同的激素组合，每个组合甲均接种 25个外植体， 

激素组合为 I(BAn +IBA㈤ )、II(BAIl0+IBA㈤ )、III(BAfl5+IBA㈤1)、 

IV(BAo 5+IBAn 05)、V (BAL o+IBAo o5)、VI(BAI 5+IBAo o5)、VII(BA0 5+I— 

BÄ )、Ⅷ(B 5+IBA )、IX(BAf_5+IB )。由表 3可以看出，组合 

I(BÄ +IBA㈣)最适合于芽的增殖：其次是IV(BAn 5+IBA。 )，而 

Ⅷ (B 5斗IB -)和 IX(BAIl5+IBA )组合显然是抑制了芽苗的生 

长，芽苗不但不分化芽丛，甚至出现生长停止或者死亡的现象； 

其他的组合随着 BA的增加，都在芽苗基部产生愈伤组织，BA浓 

度高产生的愈伤组织就越多，且是芽苗茎粗的 3倍～4倍，虽然 

芽丛较多，但生长不旺盛，芽苗细弱，达不到增殖的效果。只有在 

I(BA。 +IBAo。 )组合中芽苗生长迅速，芽丛多、而且芽苗易于伸 

长 。 

2．继代周期对芽苗增殖率的影响。在无菌条件下将初代培 
表 3．继代培养中不同激素组合下的芽增殖系数 

植物生长调节剂 IBA BAO．5 BAl|O BAI．5 

O．01 4．8 l_4 1．2 

O．05 l_8 1．O O．8 

O．1 O．5 O O 

养获得的无菌芽苗切成 lcm长的茎段，在 MS+BAo 5+IBAo ol+GA。5 

的培养基上能分化出芽丛，并健壮生长，大多数芽苗在继代 

25d~30d后可以伸长 3cm~5cm。试验同时设置了不同的继代周 

期 15d、20d、25d、28d、30d、35d、40d，观察继代后芽苗的生长分 

化情况。结果表明，继代周期为 15d的芽苗启动慢、生长势弱，其 
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后以继代周期在28d到30d的时候芽苗启动最快、生长势最强、 

生长分化最迅速。但当继代周期超过30d的时候，芽苗的启动速 

度又呈减慢趋势，生长势也一起减弱，有的叶片慢慢变黄直至死 

亡。因此，适宜于核桃芽苗在增殖过程中的继代周期以28d～ 

30d为佳。 

㈢生根培养试验结果 

1．生根诱导结果。经继代培养后的芽苗长到 2am~4am时， 

从芽苗基部切割芽丛为单个芽苗，转入培养基生根诱导培养基 

中诱导生根。结果15d后发现只有少数芽苗生根。 

2．不同生长素对核桃芽苗生根的影响。在培养基中添加不 

同浓度的生长素 NAA、IBA，采用经3次继代后的芽苗诱导7d 

后，于 15d~20d后芽苗生根，25d后统计生根率。结果表明，在 

NAA浓度为0．5mg／]的1／2MS培养基中，有部分芽苗生根，而在 

其他的组合当中没有发现生根。统计生根芽苗数后，发现生根率 

非常低，达不到统计要求，而且生出的根只有主根，没有侧根以 

及须根，并且在以后的生长过程中芽苗渐渐发黄而死，根也慢慢 

萎缩死亡。其原因可能是 Ms培养基不适合核桃的生根培养，由 

于时间关系未再进一步进行筛选，故适宜于核桃芽苗生根的培 

养基有待于进一步研究。试验中还发现，高浓度的 IBA会使芽茁 

基部先产生火量浅褐色愈伤组织，然后部分芽茁可从愈伤组织 

处再生出根系。Mccoaan曾在 1978年报 导，桦木从愈伤组织上诱 

导出的根，不与分化芽的输导系统相通。李曙轩等发现花椰菜等 

芸苔属蔬菜第一次培养可诱导成苗，但培养出来的苗的根系是 

从愈伤组织处产生的，与茎叶维管束不相通，需将芽苗切下转移 

到生根培养基上再生根，才与茎的维管束相通，才能进行正常的 

代谢活动。可见，由愈伤组织处产生的根系不利于根枝之间的水 

分运输。 

3．不同的光照处理列‘诱导芽苗生根的影响。试验采用继代 

两次后 2cm~4cm的芽苗，在生根诱导期设置不同的光照处理， 

20d~25d后统计其生根率。由表 4可以看出生根诱导期对外植 

体进行暗培养能提高芽苗生根率。暗培养 7d生根率比对照高出 

15个百分点，并且在 7d内随暗培养天数的增加芽苗生根率也 

上升，但是继续增加暗培养天数则生根率却没有上升，而且有部 

分芽苗基部出现坏死现象。这说明暗培养虽然可以提高芽苗生 

根率，但是这样的生根率仍然达不到实际生产的需要。 

三、结论与讨论 

表4．不同的光照条件对芽苗生根的影响 

暗培养天数 处理株数 生根株数 生根率(％) 

O l8 l 5、O 

4 l6 3 l8．8 

7 20 5 20 

9 22 6 27．3 

通过对核桃组织培养的研究过程可得出以下结论：适宜于 

室内实生核桃组织培养的最佳外植体取材时间为 5月～6月 

份；初代培养的最适培养基为 MS+琼脂 5g／l+蔗糖 30g／l：继代 

培养的最适培养基为 MS+BA +IBk。 +琼脂 5g／1+蔗糖 30g／1， 
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核桃芽苗在增殖过程中的继代周期以28d~30d为宜；生根培养 

基为1／2Ms+IB 5+琼脂5g／l+蔗糖30g／1。 

在对核桃的组织培养研究过程中发现如下问题应慎重对 

待。一是初代培养中的问题。核桃的初代培养是组织培养中最关 

键的一步。核桃是多年生高大乔木树种，枝条长期暴露在田间， 

容易滋生各种各样的细菌，有的细菌甚至长入组织内部，外植体 

即使经过细致的表面灭菌，仍然会发生污染。另一方面，木本植 

物的组织培养过程中褐化也是影响无菌体系建立的重要因素之 
一

， 褐化是由于外植体中所含的酚类化合物在多酚氧化酶的作 

用下，氧化成褐色或黑色的醌类物质，醌类物质会与组织中的蛋 

白质聚合，引起其他酶类的失活，从而对其他组织产生毒害。核 

桃树体内酚类物质含量高，因而克服污染和褐化这两大难题，则 

对核桃初代培养成功与否是至关重要的。二是继代培养中的问 

题。这一阶段的主要任务是繁殖大量有效芽苗。用芽增殖的方法 

比通过愈伤组织分化途径更有利于保持遗传稳定性，而且以腋 

芽或不定芽增殖的植物在培养许多代后，仍然保持着旺盛的增 

殖能力，一般较少出现再生能力丧失的问题。植物生长调节剂在 

试管苗增殖中起着决定性的作用。由于植物体内内源激素难以 

测定，因此外源激素加入的种类及用量只能通过试验来确定。本 

试验在经初代培养获得的无菌芽苗的基础上设置了不同的激素 

组合，筛选出适宜于芽苗增殖的激素组合 BAn +IBAo． 。一般认为 

高浓度的细胞分裂素和低浓度的生长素的配比，既能提高腋芽 

的增殖速度，也能保证腋芽的正常生长。但是细胞分裂素浓度过 

高，生长素浓度过低，就会形成细密的嫩芽，芽多而弱、质量也 

差，反而不会提高增殖速度。三是生根培养中的问题。生根是试 

管繁殖的最后一道复杂的工序，是能否进行大量生产和实际应 

用的重要环节，也是商品化生产取得效益的最终环节。本试验在 

诱 导芽苗生根过程 中使用了不同的 NAA和 IBA，发现只有 

0．5mg／1的IBA能诱导生根，但其生根率还是很低，并且所生根 

只有主根并无侧根，同时芽苗生长也不旺盛，随着时间的延长， 

芽苗出现发黄枯萎以至死亡。增加IBA的用量或者提高 IBA的 

浓度，未能有效的促进生根，而是使芽苗基部形成愈伤组织的几 

率增加。究其原因有可能是Ms培养基不适合核桃芽苗的生根， 

也有可能是其他的原因，有待于进一步研究。 
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