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摘要：以锥栗为材料，研究了锥栗不同外植体与不同消毒方法对离体组织培养的影响．试验结 

果表明：胚是离体培养的良好材料；用70％酒精浸30 S后，以0．2％HgCI：+吐温80消毒7— 

9 rain，消毒效果最好；接种方式是远轴面朝上平放最好． 
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The selection and sterilization of explant of 

Castanea henryi in tissue culture 
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(1．College of Crop Science，Fujian A culture and Fomstry University，Fuzhou 350002，China； 
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Abstract：Castanea henryi was taken as material cultured in vitro to induce the plant regeneration．The experiments were condueted 

in order to select the appropriate explants for tissue culture and the method of optimal sterilization of explants．The results showed 

that the embryo was the optimal explant．Th e most optimal method of sterilization was dipping embryo in 70％ alcohol for about 30 S 

and then in the solution of 0．2％ HgCL and tween-80 for 7—9 min；the most optimal method of inoculation methods WaS putting ab— 

axial layer upwards． 
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锥栗(Castanea n )属壳斗科栗属，是我国南方著名的木本果材兼用树种，其果实营养丰富，果 

肉含有大量淀粉、蛋白质、脂肪和水溶性糖，还含有多种维生素，氨基酸和无机盐类．据分析，其中淀 

粉含40％、60％，糖 10％一22％，脂肪20％ 一40％．其果生食，熟食甜、糯香且脆，风味极佳，明显 

优于板栗而深受群众喜爱．我国锥栗因甜度大，涩皮易剥，品质优异而居世界食用栗之首，在国际市场 

有强大的竞争力  ̈． 

锥栗栽培品种多，为了保持其优良品种特性，大部分采用扦插、嫁接等无性繁殖方法，其扩繁速度 

慢，育苗效率低．在种质资源有限的条件下不能在生产中大量推广，而用组织培养快速繁殖苗木，不仅 

可以加速良种繁育，而且在离体培养条件下个体小、群体大，实验条件易于控制，不受时间和季节的限 

制，大大提高繁殖系数和工作效率，并能在一定程度上保持母本的优良性状．本文就锥栗离体培养中的 

外植体选择和消毒进行了探索性的研究，以期为锥栗良种的组培快繁提供依据． 
' 

1 材料与方法 

1．1 植物材料 

本研究的实验材料为锥栗的腋芽、韧皮部、嫩叶、果实 ．来源于福建省建瓯市水源乡桃源村 ．于 

l0月下旬至1 1月上旬在健康的，长势好的母株上采集带腋芽的枝梢、嫩叶、果实，带回实验室立即放 

到4℃冰箱中冷藏保鲜，备用． 

1．2 主要的药品和仪器 

培养基所需要的常用化学试剂、消毒剂；超净工作台、高压灭菌锅、天平、移液枪、烘干箱、酸碱 

调节器、人工气候箱和其他实验所需的仪器． 
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1．3 试验方法 

试验材料腋芽、韧皮部、嫩叶按以下程序进行处理：流水冲去表面污物一用去污粉浸泡，同时搅动 

5一l0 min一自来水冲洗l0—30 min一在无菌条件下用70％一75％酒精表面消毒30—60 S一用消毒液消 

毒一用无菌水清洗4—5次一浸入无菌水中备用，消毒后切去材料与药液接触伤口，再切分接种于无菌 

培养基上．种子先用70％酒精浸泡1 min一再用消毒液消毒一用无菌双蒸水冲洗3遍一切取种子中的胚 

接入无菌培养基上-2 J． 

基本培养基为改良MS培养基，6．苄氨基嘌呤(BA)、吲哚丁酸(IBA)、维生素(VB)、琼脂粉 

7 g·L 和蔗糖30 g·L～．pH6．0—6．5，即改良Ms+BA 1 mg·L +IBA 0．5 mg·L +VB 0．5 mg·L 的 

培养基 ．培养室温度(26±1)℃，空气相对湿度50％ 一60％，光照时间每天 12 h，光照度 1 500— 

2 000 IxL5 J
． 初代培养20 d后，统计不同外植体污染率，存活率，褐变率 。J． 

2 结果与分析 

2．1 外植体的消毒 

消毒是植物组织培养的一个重要环节．在自然条件下作为植物的外植体材料，不管内部还是外部都 

带有很多的细菌和霉菌，因此为了让外植体能够在无菌的条件下生长，消毒成了组织培养一个必不可少 

的步骤[8]．不同的植物在自然条件下所带的菌不一样，这样所采取的消毒方式也有所不同．因此植物组 

培材料要选择好消毒剂及其消毒方式(即消毒剂的浓度和消毒时间)． 

2．1．1 不同消毒剂对外植体消毒效果的影响 锥栗的腋芽大，毛多，很难将附着其上的微生物彻底消 

除．为了找到有效灭菌的方法，用不同种类消毒剂对外植体消毒效果进行了实验．将半木质化嫩茎作为 

外植体，采用4种不同的消毒方法进行消 

毒，接种于改良 + l mg·L +IBA T 。一孝 ． 专 对夕 体消 母-的 ． 
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统计获得的无菌外植体个数．实验结果见 

表1．其中0．2％HgC1，+吐温80的消毒方式 

锥栗外植体的污染率最低为0．16，按污染 

率从低到高的顺序依次为0．2％HgCl 的消 

毒方式，5％次氯酸钠 +0．1％HgC1：消毒方 

式，6％次氯酸钠消毒方式． 

2．1．2 消毒时间对外植体的影响 这种 

消毒方式对锥栗组织消毒有良好的效果． 

但表面消毒剂对于植物组织可能是有毒 

的，因此应当正确选择消毒剂处理的时 

间，以尽量减少植物组织的死亡．外植体 

在0．2％HgC1，+吐温80消毒剂中消毒的 

时问分别为3、5、7、9、12 min，设为 1、 

2、3、4、5五个处理，结果见图1．由图1 

可以得知，随着消毒时间的延长，初代培 

养物的污染率下降，在消毒时间3—7 min 

之问，污染率急剧下降，之后污染率的变 

化趋于缓和．说明当消毒时间达到7 min 

时，绝大多数污染病菌已被杀死 ．但是， 

褐变随消毒时问的延长呈直线上升，存活 

率随着消毒时间的延长几乎呈直线下降． 

原因可能是在灭菌时，外植体受到汞离子 
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图 1 消毒时间对外植体消毒效果的影响 

Figure 1 Effects of the different time on sterilization of explants 
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的毒害而死亡．因此，在考虑降低污染率的措施时．不宜采用延长时间的办法．存活率在消毒7 min时 

达到峰值(0．685)，此时褐化率较低，之后存活率呈下降趋势，因此对于锥栗初代培养的外植体以0．2％ 

H l：+吐温为消毒剂时，消毒时间以7—9 min为宜． 

2．2 外植体选择 

取同一植株的不同器官为外植体，培养结果不同．可能是因为不同部位的外植体其表达基因不同， 

或是产生不同生长物质和次生物质；同时也有可能是外植体带菌情况的不同影响到了消毒，反过来消毒 

影响了外植体的培养结果．因此外植体的选择也是一个重要的环节． 

2．2．1 不同外植体对污染率的影响 把种子、腋芽、韧 

皮部、叶和茎段，先预处理，接着在0．2％HgC1：+吐温 

的消毒剂中消毒 7 min，用无菌水冲后把腋芽、韧皮部、 

叶、茎段和胚(种子中取出)分别接人改良MS+BA 1 mg· 

L +IBA 0．5 mg·L +VB 0．5 mg·L 的培养基中，观察 

污染率，褐变率和存活率．其结果见表2． 

从表2可以看出在锥栗的5类外植体中胚的存活率最 

高，其次为腋芽，接着是叶，最差的是韧皮部存活率为0． 

2．2．2 不同外植体对不定 

芽诱导的影响 由表3可以 Table 3 

看出，外植体胚诱导不定芽 

的能力最强，其次是腋芽和 

茎段；而诱导愈伤组织能力 

最强的是叶子；至于韧皮部 

其褐变率太大，以致于外植 

体无法启动生长． 

表 2 不同锥栗外植体的消毒情况 

Table 2 Results of sterilization of variant explants 

外植体类型 污染率／个 褐变率／％ 存活率／％ 

表3 不同外植体对不定芽诱导的影响 

Results of induction of adventitious buds from variant explants 

2．3 外植体胚接种方式的选择 ， 

为了让锥栗胚能按其自身的生长规律进行生长，本实验对其接种方式进行比较实验 ．共设3个处 

理，分别设为1、2、3即(1为远轴面朝上平放，2为近轴面朝上平放，3为横放插入培养基)然后把胚 

接人改良MS+BA 1 mg·L一 +IBA 0．5 mg·L一 +VB 0．5 mg·L一 的培养基中 ．1个月后再观察发芽率和 

长势，其结果见表4． 

从表4的发芽率上看 1处 

理好于其它 2个处理，从芽的 

长势看也是 1处理好于其它2 

个处理 ．因此可以说远轴面朝 

上平放的接种方式最好，其次 

是横放插入培养基，最后才是 

远轴面朝上平放 ． 

3 结论与讨论 

表4 锥栗胚接种方式对不定芽诱导的影响 

Table 4 Results 0f induction of adventitious buds from different inoculation methods 

处理 接种数／个 发芽数／个 发芽率／％ 芽的长势 

外植体的带菌状况直接影响着培养物的建立，木本植物组织培养中的困难之一是获得无菌材料 ． 

为了保证成功地进行培养，在材料接种前必须消毒，使材料完全无菌，这是接种成功的决定因素．由于 

锥栗锈毛很多，这给灭菌带来很大的难度 ．研究表明，用腋芽作外植体时，在无菌条件下先用70％酒 

精浸润30 s，然后用0．2％HgC1 +吐温80消毒7 min效果最好，获得无菌材料最多．因为70％酒精具 

有浸润和较强的杀菌双重作用，但却不能彻底灭菌．0．2％HgC1：有较好的灭菌作用是因为 Hg“可与带 

负电荷的蛋白质结合，使细菌蛋白变性，酶失活．对于锥栗腋芽还要加入几滴表面活性剂吐温80才能 

达到预期的效果，主要是因为其可使药剂更易于布展，更容易浸入到灭菌的材料表面． 

消毒剂的消毒时间对外植体的消毒效果有明显的影响，随着消毒时间的延长，污染率降低，褐化死 
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亡率升高．本实验得到较好的消毒时间为7—9 min．因此为达到理想的消毒效果，必须根据材料的具体 

情况确定最佳的消毒方法和时间． 

自然条件下的胚、腋芽、韧皮部、叶子和茎段作为外植体，实验结果得出胚为最好的外植体．其主 

要原因是胚为幼年态组织或器官，易于再分化，而其它外植体是成年态组织或器官，再分化难．除此之 

外还有其它原因影响了外植体分化，1)是植物激素的分布梯度，当植物内的某些激素以一定状态的相 

对浓度存在时，植物体内源激素分布就不均匀，最终导致了基因表达的不一致；2)是可能胚在消毒时 

被破坏的程度最低(在果实内)̈。。．因此锥栗外植体选择实验中得到胚是最好的外植体． 

实验得出，锥栗外植体的接种方式是远轴面朝上平放的接种方式最好．每一种植物都有生长极性， 

这是因为高等植物的生长发育受激素的广泛调控，其中生长素的作用尤为独特，因为生长素在植物组织 

内的浓度梯度是由其极性运输维持的，而正是激素在植物组织的相对含量决定了该组织的发育命运  ̈． 

远轴面朝上平放时可能生长素在远轴端集中较多所以此时外植体的发芽势更好． 
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