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摘要：以薄壳山核桃品种马罕×波尼的杂交种子为材料，研究不同外植体来源、不同培养基成分及不同质量浓度的
植物生长调节剂对愈伤组织诱导效率的影响。结果表明，ＭＳ较１／２ＭＳ和ＷＰＭ培养基更加有利于薄壳山核桃愈
伤组织的诱导和继代培养；最佳植物生长调节剂组合为２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；种子苗幼茎较胚根、胚
轴、幼叶更适于作为愈伤组织诱导的起始外植体，愈伤诱导率为７２．７９％。
关键词：薄壳山核桃；组织培养；愈伤组织；诱导；胚根；胚轴

中图分类号：Ｓ６６４．１；Ｑ９４３．１　　文献标志码：Ａ　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１－７３８０．２０１５．０５．００９

Ｉｍｐａｃｔｆａｃｔｏｒｓｏｆｔｈｅｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔａｎｄｇｒｏｗｔｈ
ｏｆＣａｒｙａｉｌｌｉｎｏｅｎｓｉｓｉｎｖｉｔｒｏｃｕｌｔｕｒｅ

ＬＹＵＹｕｎｚｈｏｕ，ＤＯＵＱｕａｎｑｉｎ，ＪＩＡＮＧＺｅｐｉｎｇ

（ＪｉａｎｇｓｕＡｃａｄｅｍｙｏｆＦｏｒｅｓｔｒｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ２１１１５３，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｈｙｂｒｉｄｓｅｅｄｓｂｅｔｗｅｅｎ‘Ｍａｈａｎ’ａｎｄ‘Ｐｏｗｎｅｅ’ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｒｅｓａｒｃｈｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｌａｎｔ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｍｅｄｉａａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｒｅｇｕｌａｔｏｒｓｏｎｔｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＭＳｂａｓｉｃｍｅｄｉｕｍｗａｓｍｏｒｅｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｏｆＣａｒｙａｉｌｌｉｎｏｅｎｓｉｓ，ａｎｄ２．０ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ６ＢＡｗａｓｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｔｅｎｄｅｒｓｔｅｍｓｅｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｍｏｒｅｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｒａｄｉｃｌｅ，ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｓａｎｄｓｐｉｒｅｓ，ｗｉｔｈｔｈｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ７２．７９％．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃａｒｙａｉｌｌｉｎｏｅｎｓｉｓ；Ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅ；Ｃａｌｌｕｓ；Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｒａｄｉｃｌｅ；Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ

　　薄壳山核桃［Ｃａｒｙａｉｌｌｉｎｏｅｎｓｉｓ（Ｗａｎｇｅｎｈ．）Ｋ．
Ｋｏｃｈ．］又名美国山核桃、薄壳山核桃、长山核桃，
属胡桃科（Ｊｕｇｌａｎｄａｃｅａｅ）山核桃属（ＣａｒｙａＮｕｔｔ）［１］，
原产北美，是世界著名干果之一，也是优良的果材

兼用树种［２］。

薄壳山核桃推广面积逐年增大，目前良种繁育

主要依靠嫁接繁殖，但是需要大量砧木且技术要求

高、人工成本大。组织培养快速繁育技术是保持薄

壳山核桃优良性状和加快繁殖的有效手段，可促进

该树种的推广和利用［３－４］。国外研究者开展薄壳山

核桃组织培养研究较早，并取得了一定进展，但尚未

建立成熟的再生体系［５－７］。Ｍａｔｈｅｗｓ等［５］利用未成

熟胚成功诱导出薄壳山核桃体细胞胚，但是未能实

现增殖和生根。已有多篇文献报道，利用带芽的茎

段作为外植体，可以诱导分化不定芽，但都存在继代

困难、生根困难等难题［６－７］。在国内，董筱昀等［８］、

傅玉兰等［９］已开展了薄壳山核桃的外植体消毒及

茎段诱导、增殖等相关技术的研究，但并未突破关键

技术，实现扩繁体系。研发薄壳山核桃愈伤组织诱

导，进而建立间接植株再生体系，可以为其扩繁提供

新的思路，也为遗传改良奠定基础。

本试验研究了不同培养基组成，不同植物生长

调节剂配比，不同外植体材料等因素对薄壳山核桃

愈伤组织诱导的影响，初步建立了薄壳山核桃愈伤

组织诱导方法。



１　材料与方法
１．１　供试材料

采集人工控制授粉的马罕 ×波尼的杂交种子，
采取恒温培养箱催芽（３０℃），出芽后移植育苗盘
置于温室内生长（室温２５℃，光照强度为１５００～
２０００ｌｘ，光照时间１６ｈ／ｄ），剪取胚轴、胚根及幼苗
茎段（未木质化）、幼叶为接种外植体。

１．２　外植体灭菌方法
将外植体剪成３～４ｃｍ长度，洗衣粉浸泡清洗，

流水冲洗３ｈ以上，７５％酒精溶液浸润３０ｓ，无菌水
冲洗１次，０．１％ ＨｇＣｌ２溶液浸泡灭菌，期间不断摇
晃，灭菌脱毒时间２～８ｍｉｎ，再用无菌水冲洗５～７
遍，吸水纸吸干外植体表面水珠，剪成１～２ｃｍ置于
愈伤诱导培养基。

１．３　培养基及培养条件
愈伤诱导培养基包括（１）在附含 ２．０ｍｇ／Ｌ

ＮＡＡ，０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的ＭＳ，１／２ＭＳ和ＷＰＭ培养
基。（２）以 ＭＳ为基本培养基，附加 ０～３ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ，０～３ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ和 ０～０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ。
所有培养基均附含３０．０ｇ／Ｌ蔗糖，１０．０ｍｇ／Ｌ肌醇，
５００ｍｇ／Ｌ水解酪蛋白（ＣＨ），１０．０ｍｇ／Ｌ维生素 Ｃ，
６．０ｇ／Ｌ琼脂。ｐＨ５．８０，于（２３±１）℃下暗培养。

１．４　统计分析
培养３０ｄ后统计愈伤分化率。每个组合每次

接种不少于３０个外植体，每组重复３次。愈伤诱导
率（％）＝分化愈伤外植体数／接种外植体总数
×１００。

２　结果与分析
２．１　灭菌时间对不同外植体的影响

植物愈伤组织诱导过程是体细胞脱分化过程，

与其细胞分裂活力紧密相关［１０］。灭菌过程不仅清

除了外植体表面微生物，同时也会对植物细胞产生

一定伤害，影响分化能力。为了尽可能减少对薄壳

山核桃外植体体细胞伤害，设置了从２～８ｍｉｎ灭菌
时间。试验结果如表１，随着灭菌时间的增加，外植
体胚根、胚轴、幼茎及幼叶的污染率递减，灭菌时间

达到８ｍｉｎ，除幼茎外其他３种外植体污染率均为
零，幼茎也只有４．４％。但是灭菌时间的增加对外
植体褐化率呈正相关，特别是幼嫩组织胚轴与胚芽，

灭菌８ｍｉｎ导致接种的４５个外植体中分别有３１个
和３３个发生褐化，褐化率为７０％左右。因此，综合
考虑对外植体污染率及褐化的影响，确定胚轴、胚根

的灭菌时间为４ｍｉｎ，幼叶灭菌时间为６ｍｉｎ，而幼茎
的灭菌时间最长，为８ｍｉｎ。

表１　不同处理时间的灭菌效果

灭菌时间 ２ｍｉｎ ４ｍｉｎ ６ｍｉｎ ８ｍｉｎ

外植体 污染率／％ 褐化数／个 污染率／％ 褐化数／个 污染率／％ 褐化数／个 污染率／％ 褐化数／个

胚轴 ５１．１ ６ ２２．２ １１ ０ ２６ ０ ３１

胚根 ５７．８ ４ １５．６ １０ ２．２ ２４ ０ ３３

幼茎 ７７．８ ０ ４６．７ ０ １１．１ １ ４．４ ８

幼叶 ５３．３ ３ １７．４ ５ ６．６７ １３ ０ １６

　　每组试验接种４５个外植体。

２．２　不同培养基成分对愈伤组织诱导效率的影响
薄壳山核桃愈伤组织的诱导培养分别采用ＭＳ，

１／２ＭＳ和 ＷＰＭ培养基作为基础，采用蔗糖作为碳
源并添加２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ，０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ植物生
长调节剂。结果显示（如表２），薄壳山核桃幼茎在
３种培养基中均可以形成愈伤组织，但愈伤诱导率
存在明显差异，以含氮量高的 ＭＳ作为基本培养基
时幼茎愈伤诱导率为 ６９．５％，显著高于 １／２ＭＳ，
ＷＰＭ时的５３．７％和５２．８％。此外，不同基本培养
基来源的新生愈伤组织状态也存在差异。ＭＳ基本

培养基上的愈伤组织质地致密，且颗粒较为均匀圆

润，颜色淡黄；１／２ＭＳ培养基上生长的愈伤组织水
质化较为严重，颜色较黄，不适于继代培养；而ＷＰＭ
培养基上诱导的愈伤组织颜色暗黄，呈松散颗粒状，

继代之后容易褐化。多重比较结果可以看出，ＭＳ
培养基上与其他２种培养基的愈伤诱导率差异显
著，因此在外植体相同、外源调节剂相同的情况下，

基本培养基成分对薄壳山核桃愈伤组织诱导率及愈

伤状态的影响较大。
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表２　薄壳山核桃幼茎在不同培养基上愈伤诱导率及愈伤
状态

处理
愈伤诱
导率／％ 愈伤状态

ＭＳ ６９．５±４．１ａ 　　颜色淡黄，质地致密、水润

１／２ＭＳ ５３．７±３．３ｂ 　　颜色黄，水质化程度高

ＷＰＭ ５２．８±５．７ｂ 　　颜色暗黄，呈松散颗粒状

　　以ＭＳ为基本培养基，每组合接种外植体不少于３０个，每组重

复３次。数值表示平均值±ＳＤ，不同字母表示在Ｐ＜０．０５时的Ｄｕｎ

ｃａｎ多重范围的差异检验的显著性。

２．３　不同外植体的愈伤组织诱导特点
愈伤组织形成与外植体分化程度相关，一般生

理年龄越小其脱分化能力越强。选择合适的外植体

材料对于建立愈伤组织诱导体系具有重要意义。本

试验选用４种薄壳山核桃外植体作为起始材料，于
质量浓度２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ，０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的ＭＳ培
养基中暗培养，诱导愈伤组织，结果表明不同外植体

的愈伤组织诱导率有所差异（如表３）。４种外植体
在ＭＳ培养基上接种７～１０ｄ后，均有愈伤组织形
成，其中幼叶的愈伤诱导率最低，只有３５．６％，另３
种外植体的愈伤诱导率相近，胚根、胚轴及幼茎分别

为５５．６％，６３．３％和５４．４％。
表３　不同外植体对薄壳山核桃愈伤组织诱导的影响

处理
愈伤诱导
率／％

继代２０ｄ后
褐化数

愈伤状态

胚轴 ６３．３±６．７ ２７ 质地致密、水润，继代后颜色
淡黄，增殖较少

胚根 ５５．６±６．９ ３１ 质地坚硬，继代后颜色转褐
色，可增殖

幼茎 ５４．４±８．８ ２３ 质地紧密，色黄，可增殖

幼叶 ３５．６±５．１ ３６ 透明状，转为灰褐色，易褐化，
不增殖

不同外植体形成的愈伤组织状态存在较大差

异，以胚轴、幼茎诱导的愈伤组织状态较好（如

表３），颜色淡黄、质地致密水润；胚根诱导的愈伤质
地较硬，生长速度较慢；而幼叶在切口周围有少量愈

伤生成，有透明装逐渐转变为灰褐色。此外，各种来

源的愈伤组织继代后的生长特点也不同。分别接种

５０块愈伤，培养２０ｄ后统计生长情况及褐化率发
现，脱离外植体后幼叶产生的愈伤组织不能够增殖，

３６块愈伤组织团发生褐化，褐化率（褐化愈伤数／继
代愈伤总数）达到７２％，因此幼叶不能够作为薄壳

山核桃愈伤组织诱导起始材料。较于胚根与胚轴，

生理年龄更大的幼茎愈伤组织继代２０ｄ的褐化率
更低，为４６％。因此，薄壳山核桃幼茎可作为愈伤
组织诱导的外植体。

２．４　不同植物生长调节剂质量浓度对愈伤组织诱
导的影响

　　在植物外植体在组织培养中产生愈伤的过程
中，外源生长调节剂是影响诱导效率的重要因素。

以ＭＳ为基本培养基，系统研究不同质量浓度生长
素、细胞分裂素类物质对薄壳山核桃幼茎愈伤组织

诱导率的影响，结果（见表 ４）显示，ＮＡＡ为 ２．０
ｍｇ／Ｌ，６－ＢＡ为０．１ｍｇ／Ｌ时的愈伤诱导率最高，为
７２．７９％，而对照培养基不能诱导愈伤组织生成。在
其他条件相同情况下，愈伤诱导率随着ＮＡＡ质量浓
度的提高而递增，当ＮＡＡ增加至２．０ｍｇ／Ｌ时，薄壳
山核桃幼茎的愈伤诱导率略有下降，为５６．１２％，且
愈伤组织结构变得松散，不利于后续分化。因此薄

壳山核桃幼茎愈伤诱导ＮＡＡ以２．０ｍｇ／Ｌ为宜。
表４　幼茎在不同植物生长调节剂下的愈伤诱导率

质量浓度／（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ ６－ＢＡ

愈伤诱

导率／％

质量浓度／（ｍｇ／Ｌ）

２，４－Ｄ ６－ＢＡ

愈伤诱导

率／％

０．０ ０．０ ０．０

０．５ ０．０ １０．９０ ０．５ ０．１ ３９．４９

０．５ ０．１ １２．４３ １．０ ０．１ ６６．５４

１．０ ０．０ ３１．４１ ２．０ ０．１ ５２．４３

１．０ ０．５ ４８．３７ ３．０ ０．５ ５３．３７

２．０ ０．１ ７２．７９

２．０ ０．５ ６７．０５

３．０ ０．５ ５６．１２

此外，从表４可以看出，生长素类物质是诱导薄
壳山核桃愈伤组织所必需的因素，而２，４－Ｄ在１．０
ｍｇ／Ｌ时诱导效率最高，为６６．５４％。适量添加６－
ＢＡ可以增加薄壳山核桃愈伤组织诱导率，但其质
量浓度增加到０．５ｍｇ／Ｌ时，反而有一定的抑制作
用，说明适度的生长素／细胞分裂素类物质配比可以
有效提高愈伤形成及状态稳定。

３　结论与讨论
本实验研究结果表明，薄壳山核桃外植体在接

种过程容易污染，选择温室萌发种子及幼苗为外植

体来源，可以有效控制接种污染，但是取自萌发种子
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的胚轴、胚根的褐化率较高。而种子苗幼茎取材容

易，接种污染率低，是薄壳山核桃愈伤组织诱导的理

想材料。ＭＳ培养基较１／２ＭＳ，ＷＰＭ培养基更适于
薄壳山核桃愈伤组织诱导，适当的生长素／细胞分裂
素类物质配比比单一性诱导效果更好，因此，附含

２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ，０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的ＭＳ培养基为薄
壳山核桃诱导愈伤的理想培养基。

基因型差异是影响植物愈伤组织诱导的重要因

素［１１］，本试验为了减少遗传因素对实验结果的影

响，选择马罕×波尼杂交子代群体作为研究材料，对
于后续研究具有指导意义。薄壳山核桃在生长过程

中容易积累多酚、醌类等次生代谢物质，可能是造成

本实验中愈伤组织褐化的主要原因。鉴于愈伤组织

继代过程中增殖较少、较易褐化的特点，笔者建议在

以后的薄壳山核桃愈伤组织分化及遗传转化研究过

程中，尽量减少继代次数，新生愈伤组织直接转入分

化阶段，以提高不定芽分化率。
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正常功能的根系，是成功进行藤本月季扦插苗生产

的关键。今后，可以进一步研究芸苔素内酯、烯效唑

等与常用生根剂的复配作用，进一步完善藤本月季

扦插苗的生产技术。
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