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摘要:采用正交设计研究了不同植物激素配比 、 蔗糖质量浓度 、外植体取材部位以及单宁含

量等因素对山核桃组织培养中愈伤组织形成的影响。结果表明:WPM+BA 8.0 mg·L
-1
+IBA

2.0 mg·L
-1
+GA 1.0 mg·L

-1
+蔗糖 30 mg·L

-1
是最适培养基;顶芽和第 4芽段为较适宜的山

核桃愈伤组织诱导的取材部位;不同芽段愈伤组织的形成率与其单宁含量不相关 , 而与芽段

愈伤组织形成的部位有关 , 且随着单宁含量的减少 , 愈伤组织形成的部位向切口上移。选取

1年生实生苗茎尖和茎段 , 配比合理的植物激素加以诱导 , 可提高山核桃嫁接成活率 。表 5
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山核桃(Carya cathayensis)属胡桃科 (Juglandaceae)山核桃属植物 , 集中产于天目山区浙江临安

和安徽宁国等县 (市)。山核桃为著名的木本油料树种和食用干果 , 具有较高的营养价值和经济价

值
[ 1 ,2]

。长期以来 , 它主要通过种子繁殖 。许多学者相继从不同角度对山核桃丰产栽培技术 , 保花保

果技术 , 低产林改造等方面进行了一系的试验研究 , 取得了一定的成果
[ 2 ～ 8]

。山核桃是嫁接难成活的

树种之一 , 虽然进行了多种有益的实践和探讨 , 但未能有效应用生产
[ 9 , 10]

。本研究从选取外植体部位

和培养基成分等环节探讨山核桃愈伤组织的诱导技术 , 旨在为提高其嫁接成活率 , 在接穗选材和附加

外源激素种类与配比等方面提供理论依据。这对山核桃提前开花结实 、扩大人工栽培以及保持品种优

良特性均具有重要的意义 。

1　试验材料与方法

1.1　组织培养条件的筛选

1.1.1　材料　山核桃 1年生实生苗茎尖和茎段。

1.1.2　方法　选取生长健壮的无病虫害的实生苗枝段为外植体 。将外植体用自来水洗净后 , 在洗洁

精溶液中浸泡 15 min , 冲洗后在流动的清水中浸泡 24 h , 再用洗洁精刷一遍 , 用滤纸吸干外植体表面

的水分 , 用70%的乙醇浸泡 10 s , 然后用 1.0 g·kg
-1
升汞溶液消毒 10 min , 无菌水冲洗 5次。在无菌

条件下切取1 ～ 2 cm茎尖 (含 2个芽)、茎段接种在不同激素配比的培养基上进行愈伤组织的诱导。

1.1.3　培养条件　培养温度为 (25±2)℃, 每日光照 12 h , 光强度为 1 500 ～ 2 000 lx 。



1.2　试验方法

表 1　植物激素种类和质量浓度
Table 1　Plant hormones and their mass concentrations

植物激素
植物激素质量浓度ρ/ (mg·L-1)

1 2 3

IBA 0.5 2.0 4.0

BA 2.0 4.0 8.0

GA 0.5 1.0 3.0

1.2.1　方法 1　基本培养基为WPM (McCown 和 Lloyd ,

1981), 附加 3种植物激素 , 即 6-苄基氨基嘌呤 (BA)、

吲哚丁酸 (IBA)和赤霉素 (GA)。每种选用 3 种质量

浓度 (表 1)。利用正交表来设计试验方案 , 进行山核

桃茎尖和茎段愈伤组织形成的对比试验 。

表 2　正交设计方差分析结果
Table 2　Variance analysis of the orthogonal design

变因
自由度

d

茎　　尖 茎　　段

均方 F值 均方 F 值
Fα

IBA 2 3 317.58 2.47 2 339.86 7.91＊＊ F0.05(2 , 20)=3.49

BA 2 789.80 0.59 500.93 1.69 F0.01(2 , 20)=5.85

GA 2 1 095.36 0.82 12.03

误差 20 1 341.48 295.78

表 3　植物激素配比对山核桃茎尖和茎段愈伤组织形成的影响
Table 3　Effects of proportions of plant hormones on the callus formation

of both stem apexes and other stem lengths

培养基序号 植物调节剂的配比
茎尖愈伤组织

形成率/ %

茎段愈伤组织

形成率/ %

1 IBA0.5 +BA2.0 +GA0.5 0 0

2 IBA0.5 +BA4.0 +GA1.0 0 0

3 IBA0.5 +BA8.0 +GA3.0 0 0

4 IBA2.0 +BA2.0 +GA1.0 0 30

5 IBA2.0 +BA4.0 +GA3.0 0 30

6 IBA2.0 +BA8.0 +GA0.5 65 10

7 IBA4.0 +BA2.0 +GA3.0 0 0

8 IBA4.0 +BA4.0 +GA0.5 60 15

9 IBA4.0 +BA8.0 +GA1.0 50 0

10 IBA0.5 +BA2.0 +GA1.0 100 50

11 IBA0.5 +BA4.0 +GA3.0 0 30

12 IBA0.5 +BA8.0 +GA0.5 35 15

13 IBA2.0 +BA2.0 +GA3.0 0 30

14 IBA2.0 +BA4.0 +GA0.5 55 60

15 IBA2.0 +BA8.0 +GA1.0 100 70

16 IBA4.0 +BA2.0 +GA0.5 35 35

17 IBA4.0 +BA4.0 +GA1.0 25 0

18 IBA4.0 +BA8.0 +GA3.0 15 0

19 IBA0.5 +BA2.0 +GA3.0 80 0

20 IBA0.5 +BA4.0 +GA0.5 0 0

21 IBA0.5 +BA8.0 +GA1.0 100 0

22 IBA2.0 +BA2.0 +GA0.5 100 0

23 IBA2.0 +BA4.0 +GA1.0 70 0

24 IBA2.0 +BA8.0 +GA3.0 60 0

25 IBA4.0 +BA2.0 +GA1.0 80 0

26 IBA4.0 +BA4.0 +GA3.0 30 0

27 IBA4.0 +BA8.0 +GA0.5 0 25

　　说明:基本培养基为WPM , 培养时间 20 d , 蔗糖质量浓度 30 mg·L-1

1.2.2　方法 2　用不同质量浓度的蔗糖 0 mg·L
-1
, 20

mg·L
-1
, 30mg·L

-1
, 40 mg·L

-1
, 80 mg·L

-1
试验对山核

桃茎尖愈伤组织形成的影响。

1.2.3　方法 3　利用 1.2.1 , 1.2.2试验方法选择最适合山核桃茎尖和茎段愈伤组织形成的蔗糖质量

浓度和植物激素配比 , 进行

外植体取样部位对愈伤组织

形成影响的试验 。

1.2.4　方法 4　用外植体取

样部位测定单宁含量的变化

对山核桃愈伤组织形成的影

响。

2　结果与分析

2.1　愈伤组织诱导情况

山核桃的茎尖和茎段接

种后 7 d 左右就在叶柄 、 叶

痕处 、皮层和上切口形成愈

伤组织。愈伤组织多为松散

型 , 乳白色或淡绿色 , 少具

光泽 。愈伤组织寿命为 20

～ 40 d。

2.2　植物激素配比对山核

桃茎尖和茎段愈伤组织形成

的影响

基本培养基能保证培养

物的生存与最低的生理活

动 , 但只有配合使用适当的

植物激素含量才能诱导细胞

分裂 、愈伤组织增殖 、生长

以及根 、 芽分化或胚状体发

育等合乎理想的变化 。诱导

和保持愈伤组织生长所需植

物激素的种类和质量浓度 ,

又与供体植物的种类和外植

体本身的生理状态或对植物

激素的敏感性密切相关
[ 11]
。

为此 , 本次试验选用了 3种

植物激素 , 每种选用 3种质
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量浓度 , 利用正交表设计了 27种组合的培养基 。结果见表2和表 3。

由表 2方差分析结果和表 3数据表明 , 茎尖愈伤组织的形成较茎段容易 , 组合间差异不显著 , 茎

尖愈伤组织的形成率高的可达 100%, 如 10号 、 15号 、 21号和 22号培养基 。相反 , 茎段愈伤组织的

形成率在组合间差异极显著 , 其中生长素 (IBA)是主导因子 。愈伤组织形成率高的可达 70%。其中

10号 、 14号和15号培养基显著高于其他组合 。相比之下 , 15号培养基是诱导山核桃茎尖和茎段愈伤

组织形成的适合培养基。

2.3　蔗糖质量浓度对山核桃茎尖愈伤组织形成的影响

蔗糖既是培养基中的能源物质也是渗透调节剂 , 其浓度对愈伤组织的诱导 、增殖 、 分化及质地有

明显的影响。因此 , 为了寻求山核桃茎尖愈伤组织形成中碳源的最适质量浓度 , 进行了蔗糖质量浓度

的对比试验 , 结果见表 4。

表 4　蔗糖质量浓度对茎尖愈伤组织形成的影响
Table 4　Effects of sucrose mass concentrations on the callus formation of stem apexes

蔗糖质量浓度/ (mg·L-1) 愈伤组织形成率/ % 愈伤组织生长状况

0 0

20 50 乳白色 , 增殖快

30 77.5 乳白色 , 增殖快

40 100 白色粉状 , 增殖慢 , 易干枯

80 100 白色粉状 ,增殖极慢 ,易干枯

　　说明:基本培养基WPM , 培养基中加 BA8.0 mg·L-1 , IBA2.0mg·L -1 , GA1.0 mg·L-1

　　从表 4可知 , 蔗糖质量浓度

在0 ～ 80 mg·L
-1
范围内 , 随蔗糖

质量浓度增加 , 茎尖愈伤组织的

形成率增高 , 以致达到 100%。

当蔗糖质量浓度达到或超过 40

mg·L
-1
时 , 愈伤组织的增殖极

慢 , 易干枯 , 一般寿命为 7 ～ 10

d , 这可能是由培养基的渗透势

增大所致。当蔗糖质量浓度为

0 , 山核桃茎尖愈伤组织未能形成。这说明碳源是愈伤组织诱导所必需的。可以认为 , 中等质量浓度

蔗糖 (30 mg·L
-1
)对山核桃愈伤组织的诱导 、 增殖和生长最为有利 。

2.4　外植体取样部位对山核桃愈伤组织形成的影响

利用上述试验结果 , 选出最适合山核桃茎尖和芽段愈伤组织诱导和生长的 15号培养基 , 即WPM

+BA 8.0 mg·L
-1
+IBA 2.0 mg·L

-1
+GA 1.0 mg·L

-1
+蔗糖 30 mg·L

-1
, 进行外植体取样部位对愈伤组

织形成的对比试验 , 结果见表 5。

表 5　不同芽段及单宁含量对愈伤组织形成的影响
Table 5　Effects of diff erent bud loci and tannin contents on the callus formation

外植体

部　位

单宁含量/

(g·kg -1)

接种数/

个

愈伤组织

形成率/ %
愈伤组织形成部位

顶芽 11.30 20 100 叶痕处 , 皮层

第 3芽段 81.1 20 30 上切口下 2～ 5 mm 皮层

第 4芽段 66.8 20 80 上切口

第 5芽段 58.3 20 40 上切口

　　说明:培养时间 20 d

　　由表 5可知 , 在同等条件下 ,

芽段在枝条上所处的位置不同 , 其

愈伤组织的形成率和愈伤组织形成

部位不同 。愈伤组织的形成率以顶

芽最高 , 第4芽段次之 , 这可能与

外植体自身生理生化状态有关 。由

此可以认为 , 顶芽和第 4芽段为较

适宜的山核桃愈伤组织诱导的取材

部位 。

2.5　不同芽段单宁含量的变化对山核桃愈伤组织形成的影响

2.5.1　单宁含量测定　单宁是多酚类化合物的总称 。其测定原理为单宁在碱性条件下与醋酸锌中的

锌离子络合 , 产生少量沉淀 , 多余的醋酸锌用 EDTA滴定 , 从而求出单宁的含量 。测定结果见表 5。

2.5.2　单宁含量的变化与芽段愈伤组织形成的关系　从表 5可知 , 不同芽段愈伤组织的形成率与其

单宁含量没有相关性 , 但对芽段愈伤组织形成的部位有影响 , 随着单宁含量的减少 , 愈伤组织形成的

部位向切口上移 。这说明在外植体切口上流出的单宁形成一种愈合物 , 对切口进行保护 , 单宁含量越

高越是要阻碍切口处愈伤组织的形成。

3　结论与讨论

山核桃是经济价值较高的树种 , 但它属于无性繁殖难的树种。本研究对山核桃茎尖和茎段在各种
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条件下愈伤组织诱导进行了初步的研究 。可以看出 , WPM+BA 8.0 mg·L
-1
+IBA 2.0 mg·L

-1
+GA 1.0

m·L
-1
+蔗糖 30 mg·L

-1
是最适培养基。在外植体选取上以顶芽和第 4芽段为较适宜的山核桃愈伤组

织诱导的取材部位 , 而且第 4芽段和第 5芽段上切口愈伤组织诱导成功 , 为提高嫁接成活率在接穗的

取芽部位提供了科学依据 。不同芽段愈伤组织的形成率与其单宁含量不相关 , 而与芽段愈伤组织形成

的部位有关 , 随着单宁含量的减少 , 愈伤组织形成的部位向切口上移。该试验结果为山核桃嫁接的接

穗选取和合理激素配比的使用提供了科学依据。但从试验结果看出 , 山核桃愈伤组织的寿命较短 , 一

般维持在 20 ～ 40 d , 这也许是影响山核桃嫁接成活的另一关键因素 。因此 , 如何保持愈伤组织较长时

间的分裂能力 , 愈伤组织细胞的分化以及成苗的内外条件等方面 , 还有待进一步的研究 。
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A preliminary study on induction of callus in Carya cathayensis
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Abstract:Effects of such factors as ratios of different plant hormones , mass concentrations of surose , the part

from which explants were obtained and the content of tannins on the formation of callus in the tissue culture of

Carya cathayensis were studied by means of an orthogonal design.Its showed that WPM+BA 8.0 mg·L
-1
+IBA

2.0 mg·L
-1
+GA 1.0 mg·L

-1
+sucrose 30 mg·L

-1
was an optimal medium;the portion between apical buds and

the 4th bud was suitable to induce callus in Carya cathayensis;and the formation rate of callus for loci of the buds

was not correlated with the content of tannins , but in correlation with the loci where callus was formed.In

addition , the smaller the content of tannins , the farther the locus where callus formed was from the cut.The key

of raising survival rate of grafting was the selection of scions and the proportions of hormones to be used in grafting.

Key words:Carya cathayensis;tissue culture;callus;tannin;grafting
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