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碳源对山核桃体细胞胚发生和植株再生的影响
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摘要
!

以山核桃
6&$5& 7&4*&5+%3-3

花后
!*#!&

周的幼胚为外植体
!

建立体胚发生及再生体系
!

同时分别对山核桃胚

性愈合组织和体细胞胚诱导的碳源种类和质量浓度进行了比较分析
%

结果表明
$

接种在含葡萄糖培养基中的山核

桃胚性愈合组织诱导率显著高于蔗糖
&

海藻糖和麦芽糖
!

诱导率达
'')',

'

在培养基中添加
&* -

(

.

$!葡萄糖
!

胚性

愈合组织诱导率最高
!

达
+*)*,

!

显著高于其他处理
%

蔗糖为山核桃体细胞胚诱导的最佳碳源种类
!

体细胞胚诱导

率显著高于葡萄糖
&

海藻糖和麦芽糖
!

诱导率达
&')',

'

在培养基中添加
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$!蔗糖
!

体细胞胚诱导率最高
!

达

'*)!,

!

显著高于其他处理
%

体胚在
/01

培养基
"

木本植物用培养基
)

附加
+ -

(

.

$!蔗糖的培养基上萌发率达
&*,

!

显著高

于附加
*
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$!蔗糖的体胚萌发率
%
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山核桃
"#$%# &#'(#%)*+,+

隶属于胡桃科
>'/3-0?-(+-+

山核桃属
"#$%#

' 别名小核桃( 小胡桃( 昌化山

核桃) 山核桃属植物分布于中国和北美' 共
#@

种
!

亚种' 中国分布
:

种' 即山核桃
"#$%# &#'(#%)*+,+

'

大别山山核桃
"- .#/,)+(#*)*+,+

' 湖南山核桃
"- (0*#*)*+,+

' 贵州山核桃
"- 12),&(32)*+,+

' 越南山核桃

"- '3*1,*)*+,+

及
"- 43,5#*),

*

:

个种中以山核桃人工利用时间最长' 经济价值最高' 已成为产区农民主

要的经济来源* 长期以来' 山核桃主要采用实生与嫁接繁殖* 实生繁殖难以保持品种的优良特性#

#!!

$

* 山

核桃体细胞胚!简称 +体胚, "具有完整的两极结构' 能一次再生完整植株* 为了满足生产对良种苗木的

需要' 山核桃的离体繁殖技术得到了较深入的研究* 胡桃科中' 虽然核桃
6075#*+ $)7,#

#

A

$

' 美国山核桃

"#$%# ,55,*3)*+,+

#

B!7

$等体胚诱导已有成功报道' 但山核桃的组织培养仍停留在愈合组织#

:

$及不定芽诱导#

C

$

的阶段* 本实验以山核桃幼胚为外植体' 通过不同碳源对体胚诱导的影响' 来探讨适合山核桃体胚发生

的碳源种类与质量浓度' 为山核桃体胚发生体系的建立提供实验平台*

#

材料与方法

)*)

外植体材料的处理

于浙江省临安市板桥乡罗塘村采同
#

株山核桃树自然授粉后
#%"#!

周的幼果' 带回实验室中剪去花

柱及柱头' 洗涤剂洗净表面后' 无菌条件下用体积分数为
C7D

乙醇涮洗
A% &

' 自来水冲洗干净' 用
76%

/

-

E/

!$次氯酸钠溶液加少许吐温
#!%

' 抽真空
!% <.0

' 无菌水冲洗
7F:

次' 无菌滤纸吸干表面水分' 超净

工作台上去除果皮和种皮后取出完整的幼胚!图
###

"作为外植体备用*

)*+

不同种类碳源对山核桃胚性愈合组织诱导的影响

以相同质量浓度为
A% /

-

G

!#蔗糖. 葡萄糖. 海藻糖和麦芽糖作为
B

个处理' 培养条件如下%

#H!IJ

!
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"附加
$6% </
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G
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苄氨基嘌呤!

KL
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%6$ </
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G
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B#

氨基
#A

'

7

'
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三氯吡啶羧酸!

=.#

(3*)-<

"'

7%% </

-

G

!$水解酪蛋白!

8M

"' 诱导培养
$

周后转入不含植物生长调节物质的相同培养基中培养*

培养温度!

!7$!

"

%

' 暗培养'

=M 76C

' 琼脂!

-/-) 24=+ L

"质量分数为
@6% /

-

E/

N$

* 接种幼胚
!%

个-处理N$

'

重复
A

次' 接种后前
A ?

外植体转接
$

次-
?

!$

' 以后隔
!

周转接
$

次'

:

周后统计胚性愈合组织诱导率*

)*,

不同质量浓度葡萄糖对山核桃胚性愈合组织诱导的影响

根据实验结果' 进一步对最佳碳源即葡萄糖的质量浓度进行测试* 设计单因子实验' 质量浓度采用

$%

'

!%

'

B%

'

:%

'
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G
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* 培养条件如下%
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诱导培养
$

周后转入不含植物生长调节物质的相同培养基中培养* 培养温度!

!7$!

"

%

' 暗培养'

=M 76C

'

琼脂 !

/-) 24=+ L

"质量分数为
@6% /

-

E/

N$

* 接种幼胚
!%

个-处理!$

' 重复
A

次' 接种后前
A ?

外植体转接
$

次-
?

!$

' 以后隔
!

周转接
$

次'

:

周后统计胚性愈合组织诱导率*

)*-

不同碳源种类对体胚的诱导影响

以
A% /

-

G

!$蔗糖. 葡萄糖. 海藻糖和麦芽糖对山核桃体胚进行诱导* 培养条件如下%
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' 诱导培养
$

周后转入不含植物生长调

节物质的相同培养基中培养* 培养温度!

!7$!

"

%

' 暗培养'

=M 76C

' 琼脂!

-/-) 24=+ L

"质量分数为
%6@D

*

各处理接种
!%

个幼胚产生的的胚性愈合组织' 重复
A

次' 培养物隔
!

周转接
$

次'

:

周后统计体胚诱

导率*

)*.

不同质量浓度蔗糖对体胚诱导的影响

对蔗糖质量浓度进行单因子试验' 以获得最佳诱导体胚的浓度* 蔗糖质量浓度分别为
$7

'

A%

'

B7

'

:%

'

C7 /

-

G

!$

* 培养条件如下%

OPQ

附加
A6% </

-

G

!$

KL

'

%6%$ </
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G
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'
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G
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8M

' 诱导培养

$

周后转入不含植物生长调节物质的相同培养基中培养* 培养温度!

!7$!

"

%

' 暗培养'

=M 76C

' 琼脂!

-/-)

24=+ L

"质量分数为
@6% /

-

E/

N$

* 各处理接种由
!%

个幼胚产生的胚性愈合组织' 重复
A

次' 培养物隔
!

周

转接
$

次'

:

周后统计体胚诱导率*

R$!
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碳源对山核桃植株再生的影响

将生长健壮的子叶胚进行脱水处理! 将体胚放置于取直径为
$ %&

! 且分成
'

格的培养皿! 其中
!

格

每格
!(

个体胚! 另外一格中加
) &*

饱和的
+,

"

-.

'

#

!

$

/0

!

.

溶液! 密封并暗培养
' 1

% 处理后将色泽乳白

至淡黄的体胚接种至马铃薯葡萄糖琼脂&

234

#基本培养基中分别附加蔗糖&

(

!

5

!

67

!

65

!

!(

!

!5

!

'(

8

$

*

!6

#!置光照条件下培养! 光暗周期为
69 :;" :

! 光照强度'

/7<57 !&=>

$

&

!?

$

@

!6

!

6(

周后统计体胚萌发率%

!"$

数据处理

实验采用单因子设计! 应用
AB8&,3>=C "D7

和
A3AA E#

系统软件对实验数据进行统计分析并进行显著

性分析% 实验数据均为
F

次重复的平均值% 胚性愈合组织诱导率
G

&诱导出胚性愈合组织外植体数
;

接种

的外植体数#

"E77H

! 体胚诱导率
G

&诱导出体胚的外植体数
;

接种的外植体数#

"E77H

%

?

结果与分析

%"!

碳源对山核桃胚性愈合组织发生的影响

不同种类碳源对山核桃胚性愈合组织的诱导具显著性影响% 在对山核桃胚性愈合组织的诱导过程

中! 葡萄糖的诱导效果明显优于蔗糖( 海藻糖和麦芽糖! 诱导率达
FFDFH

% 进一步进行方差分析和多重

比较! 葡萄糖与蔗糖( 海藻糖及麦芽糖之间存在显著性差异&图
?

#% 相同培养条件下! 在添加海藻糖和

麦芽糖的培养基中! 幼胚易出现玻璃化现象! 且形成的胚性愈合组织较少% 有添加蔗糖的培养基中! 胚

性愈合组织诱导率虽然比海藻糖和麦芽糖高! 但愈合组织继代培养后不易增殖! 且玻璃化现象比较严重

&图
F

#% 幼胚在含葡萄糖的培养基中培养!

?

周后开始出现乳白色愈合组织&图
E#?

#!

/

周后出现乳白色

至淡黄色愈合组织!

9

周后胚性愈合组织诱导率达到最高%

图
E

山核桃体细胞胚的诱导与植物再生

ED

山核桃幼胚
!

?D

胚性愈合组织从子叶表面发生
"

E;?4A

#

F7 1

$!

FD

体胚从愈合组织中发生
%

E;?IJ2K6;?234

&

65 1

$!

/D

发育

良好的子叶胚
!

5D

体胚大量发生
%

6;?IJ2LE;?234

&

E5 1

$!

9D

没有生长点的子叶胚
!

MD

体胚呈簇生状
!

"D

体胚萌发
%

改

良
234

&

E7 1

$!

$D

植株再生
%

改良
234

&

E5 1

$'

标尺
E $ E &&

!

?%M

(

E77 !&

!

"<$

(

E %&

'

NB8OPQ 6 A=&,CB% Q&RPS=8QTQ@B@ ,T1 U>,TC PQ8QTQP,CB=T =V !"#$" %"&'"$()*+*

E& W&&,COPQ Q&RPS=

)

!D X&RPS=8QTB% %,>>O@ =PB8BT,CQ1 VP=& C:Q @OPV,%Q =V %=CS>Q1=T

&

E;!4A

!

'7 1

#)

'D A=&,CB% Q&RPS=@ 1QPBYQ1 VP=&

Q&RPS=8QTB% %,>>O@

&

E;!IJ2LE;!234

!

E5 1

#)

/D 2Q>> 1QYQ>=UQ1 %=CS>Q1=T,PS Q&RPS=

)

5D A=&,CB% Q&RPS=@ 1QYQ>=UQ1 >,P8Q>S

&

E;!IJ2L

E;!234

!

E5 1

#)

9D +=CS>Q1=T,PS Q&RPS= ZBC: T= ,UQ[

)

MD N,@%B%O>,P @=&,CB% Q&RPS=@

)

"D \QP&BT,CQ1 @=&,CB% Q&RPS@

&

&=1BVBQ1 234

!

E7 1

#)

$D 3>,TC PQ8QTQP,CB=T

&

&=1BVBQ1 234

!

E5 1

#%

],P@ E $ E &&

)

?^MD E77 !&

)

"^$D E %&D

胡恒康等' 碳源对山核桃体细胞胚发生和植株再生的影响
$E'



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
$!

月
!%

日

图
&

不同碳源对体细胞胚发生的影响
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图
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不同质量浓度蔗糖对体胚诱导的影响
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!"!

不同质量浓度葡萄糖对山核桃胚性愈合组织诱导的影响

对山核桃胚性愈合组织诱导过程中! 发现不同质量浓度葡萄糖之间存在显著性差异" 胚性愈合组织

诱导率随着葡萄糖质量浓度的升高呈先上升后下降的趋势" 当葡萄糖质量浓度为
$" )

#

;

!$时! 诱导率为

!9<%=

! 子叶多数褐化" 当葡萄糖质量浓度为
!% )

$

;

!$时! 诱导率与其余处理间存在显著性差异! 达

9%<%=

%图
>

&! 产生的胚性愈合组织色泽乳白至淡黄! 并呈颗粒状结构" 随着葡萄糖质量浓度的逐渐升

高! 胚性愈合组织诱导率逐渐下降! 当质量浓度为
?% )

$

;

!#时! 大多形成淡灰色至褐色稀泥状非胚性愈

合组织"

!"#

碳源对山核桃体胚发生的影响

实验结果显示' 在山核桃体胚诱导过程中! 不同碳源之间存在显著性差异" 在添加蔗糖的培养基

中! 体胚诱导率与其余处理间存在显著差异! 达
!><>=

%图
&

&" 胚性愈合组织在含蔗糖的培养基中继代

培养!

!

周后出现乳白色至淡黄色颗粒状结构!

!@ &

周后体胚逐渐形成%图
#">

&! 体胚子叶可正常展开%图

#"&

&!

A

周后体胚大量发生%图
#"9

&! 诱导率达到最高! 无玻璃化现象" 相同条件下! 在添加海藻糖和麦

芽糖诱导过程体胚诱导率低! 畸形胚较多! 部分体胚子叶不能展开或没有生长点%图
#"A

&! 或呈簇生状%图

#"B

&! 同时部分胚性愈合组织细胞出现程序性死亡! 形成黄褐色稀泥状非胚性愈合组织" 葡萄糖虽然比

海藻糖和麦芽糖高! 但培养物易发育形成畸形体细胞胚! 且褐化现象比较严重"

!"!

不同质量浓度蔗糖对山核桃体胚诱导的影响

研究表明! 在体胚诱导过程中! 不同质量浓度蔗糖之间存在显著性差异" 随着蔗糖质量浓度的升

高! 体胚诱导率呈先上升后下降的趋%图
9

&" 在添加较低质量浓度%

#9 )

$

;

!#

&蔗糖的培养基中! 胚性愈合

组织不易形成体细胞胚! 胚性愈合组织增殖时部分脱分化形成非胚性愈合组织! 最终褐化死亡" 在培养

基中添加
>% )

$

;

!#当蔗糖时! 少数胚性愈合组织中产生体胚! 但较易褐化或形成畸形体胚( 当培养基中

蔗糖质浓度增加至
&9 )

$

;

!#时! 体胚诱导率最高! 接种后
!

周有少量体胚形成!

&

周左右大量发生!

A

图
!

不同碳源对胚性愈合组织诱导的影响
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图
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不同质量浓度蔗糖对体胚萌发的影响
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胡恒康等! 碳源对山核桃体细胞胚发生和植株再生的影响

周达到最高峰" 诱导率为
789:;

" 与其余处理间存在显

著性差异# 该处理下产生的体胚表面较为干燥" 色泽乳

白" 大多能正常发育至子叶胚时期" 且子叶可正常展

开# 当蔗糖质量浓度增加为
$8

或
<= '

$

>

!:时" 体细胞

胚诱导率逐渐降低" 并且褐化加重" 体细胞胚次生胚增

殖率降低" 褐色块状非胚性的愈合组织含量逐渐增加%

!"#

不同质量浓度蔗糖对山核桃植株再生的影响

山核桃体胚在一定蔗糖质量浓度下可正常萌发&图
:"

"

'% 不同质量浓度蔗糖对山核桃体胚萌发具显著性影

响" 体胚萌发率随着蔗糖质量浓度的升高呈先上升后下

降的趋势% 当蔗糖质量浓度为
= '

$

>

!:时" 萌发率与其

余处理间存在显著性差异" 达
?8#$;

&图
$

'% 对照萌发

率为仅
:9%;

" 但当蔗糖质量浓度分别升高至
:8

"

:=

"

!8

"

!=

"

@8 '

$

>

&: 时" 萌发率下降至
:8#$;

"

"9@;

"

=98;

"

$9$;

和
=98;

% 因此" 低质量浓度蔗糖能促进山核桃体胚的萌发" 接种
:8

周后可发育成含

数片真叶的再生植株&图
:"A

'%

@

讨论

到目前为止" 有关山核桃属植物组织培养的研究取得了一定进展" 尤其是美国山核桃" 已在体细胞胚

诱导(

"

)

* 植物再生(

A

)以及转基因(

:8

)等方面进行了较为深入的研究" 但有关山核桃的体细胞胚诱导目前还

未见报道% 本课题组已经初步得到山核桃愈合组织基本培养基为
:B!C+

" 体细胞胚发生的基本培养基是

:B!DEFG:B!FHC

" 在体细胚发生过程中添加适量的脱落酸有助山核桃体细胞胚发育发生% 本研究以碳

源为研究对象" 初步得到较好的碳源" 进一步优化了山核桃体细胞胚发生体系" 为下一步山核桃遗传体

系构建提供了基础%

培养基中的碳源是植物组织培养过程中的最重要因素之一(

::

)

% 糖作为碳源" 为细胞提供合成新化合

物的碳骨架" 为细胞的呼吸代谢提供底物与能量% 植物组织培养一般采用蔗糖(

:!&:@

)

* 葡萄糖(

:I

)

* 麦芽糖(

:=

)

*

海藻糖 (

:$

)

* 果糖 (

:<

)等%

J,K(L.).

等 (

:"

)的研究发现" 不同种类碳源使蝴蝶兰
!"#$#%&'()*) #+#,*$*)

悬浮培

养细胞系产生不同的培养结果" 麦芽糖和山梨醇能诱导原球茎直接发生+ 蔗糖和葡萄糖能诱导愈合组织

发生" 但不能形成原球茎+ 在添加果糖的培养基中产生的愈合组织是添加葡萄的培养基中的一半+ 而在

添加乳糖的培养基中既不能产生原球茎" 也不能产生愈合组织%

ML*,4'

等 (

:A

)报道蔗糖和葡萄糖有利于

豆樱
-./&/) *&0*)#

胚性愈合组织的发生" 而山梨醇和甘露醇则抑制胚性愈合组织的发生%

N.40L*O.

等(

?8

)

研究发现" 蔗糖
:8 '

$

>

&:和
?8 '

$

>

&:果糖组合最有利于无籽葡萄体胚的发生% 而
+.P.Q,O.

(

?:

)对黑松
!*&/)

1"/&,%.2**

进行胚性愈合组织诱导时发现" 胚性愈合组织在添加蔗糖* 麦芽糖* 葡萄糖及果糖的培养基

中均可发生% 本研究发现" 诱导山核桃胚性愈合组织形成的最佳碳源种类为葡萄糖" 其诱导率与蔗糖*

海藻糖以及麦芽糖之间存在显著性差异% 这与
N.4

等(

:I

)的研究一致% 但与汤浩茹等(

7

)在核桃组织培养中

采用蔗糖不同% 进一步对其质量浓度进行测试" 发现当葡萄糖质量浓度为
?8 '

$

>

&:时" 胚性愈合组织诱

导率最高%

蔗糖是光合作用的主要产物" 同时也是淀粉合成的前体物质% 它能促进大多数植物组织培养材料的

生长(

:?&:7

)

% 在植物组织培养中" 蔗糖一直被作为标准碳源" 蔗糖的用量也是组织培养成功与否的关键因

子之一% 本研究以蔗糖作为体细胞胚诱导的碳源" 其培养效果明显优于葡萄糖* 海藻糖以及麦芽糖% 一

般认为" 蔗糖是较适宜作为培养基渗透压的调节物质" 渗透压的原理主要是引起细胞失水" 使细胞内含

物升高" 直接影响体细胞胚的成熟(

??

)

% 在针叶树中" 体细胞胚的成熟需要较高的渗透压(

?7

)

+ 在杂交鹅掌

楸
3*.*'4%&4.'& "5,.*4)

(

?I

)

" 扁桃芒
6#&2*7%.# (%.)*0*7'.+*)

(

?=

)体胚成熟过程中" 也需要提高蔗糖质量浓度

来提高培养基的渗透压% 当蔗糖质量浓度提高为
I= '

$

>

&:时" 培养基渗透压升高" 培养物呈颗粒状" 山

核桃体细胞胚发生率也最高% 研究表明! 低质量浓度蔗糖有利于山核桃体胚的萌发" 这与汤浩茹(

?$

)的研

究一致%

A:=
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期

浙江农林大学获国家自然科学基金资助项目32项

!$%%

年! 浙江农林大学获国家自然科学基金资助项目
&'

项! 其中面上项目
%(

项! 青年科学基金

%)

项! 资助经费
% '#*

万元! 立项总量比
'$%$

年有较大增长! 资助经费也创新高! 为学校 "十二五#

科研工作奠定了基础$

据统计%

'$%%

年浙江农林大学国家自然科学基金资助项目涵盖数理科学部& 生命科学部& 地球科

学部& 化学科学部和信息科学部等领域! 其中生命科学部
'*

项& 数理科学部
%

项& 信息科学部
&

项&

地球科学部
&

项& 化学科学部
%

项$ 项目负责人呈现高学历& 年轻化的特点! 并成为科研的一支生力

军! 其中项目负责人具有博士学位占
+&,)-

!

*$

周岁以下占
)",%-

! 初次获得国家自然科学基金资助占

.',/-

$ 受资助项目分布于多个二级学院! 其中农业与食品科学学院
%$

项! 林业与生物技术学院
%'

项!

环境与资源学院
/

项! 信息工程学院
'

项! 理学院
&

项$

罗锡平

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

胡恒康等% 碳源对山核桃体细胞胚发生和植株再生的影响

0122 345612
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* 陈金慧! 施季森! 诸葛强! 等
,

杂交鹅掌楸体细胞胚胎发生研究)
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林业科学!

'$$&

!

'"

'

*

(%

*+ ! (*,

WXKS 8AEIFA

!

9XN 8A21E

!

YXZ[K \A5E3

!

(# */, 9@FGA12 >E @I1 2>?5@AB 1?C4D>31E12A2 >H <")",=(&=),& .>?)"=$

'

<@

-."&(&$( ! <A #4/"B"C()*

()

8

*

, D-" D"/% D"&

!

'$$&

!

'"

'

*

(%

*+ ! (*,

)

'(

* 黄镜浩! 谢江辉! 王松标! 等
,

扁桃芒'

E6&5"C()6 B()$"F"C,)7"$

(体胚发生及再生体系建立)
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果树学报!

'$$+

!

&(

'

'

(%

%). ! %)+,

XZ:S[ 8AE3I5>

!

]NK 8A5E3IFA

!

T:S[ 9>E3CA5>

!

(# 6/, 9@FGA12 >E 2>?5@AB 1?C4D>3E12A2 5EG 605E@ 4131E145@A>E >H

E6&5"C()6 B()$"F"C,)7"$

)

8

*

, 9 :)4"# DF"

!

'$$+

!

)(

'

'

(%

%). ! %)+,

)

'.

* 汤浩茹
,

核桃的体细胞胚胎发生与转基因研究)
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雅安% 四川农业大学!
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