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　　摘要：以９个无性系播种苗的幼茎为外植体，进行薄壳山核桃组织培养研究。结果表明，９个无性系都具有腋芽萌
发能力，可通过组织培养再生植株，但是不同无性系在不定芽分化、生根能力上有很大差异；９号无性系的不定芽增殖能
力相对较强，平均增殖系数达到５．６个／外植体，是无性系科瑞克的１．９倍；９号无性系的生根能力相对最好，生根率为
４１．７％；６－ＢＡ浓度为４．０ｍｇ／Ｌ时，多数无性系不定芽增殖较好；６－ＢＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时更适于不定芽的生长。
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　　薄壳山核桃［Ｃａｒｙａｉｌｌｉｎｏｅｎｓｉｓ（Ｗａｎｇｅｎｈ．）Ｋ．Ｋｏｃｈ．］别
称美国薄壳山核桃、长山核桃，世界著名干果之一，原产北美，

为胡桃科山核桃属雌雄同株植物，花单性，雌雄异熟［１］，是优

良的果材兼用树种［２］。我国于１９世纪末２０世纪初开始引种
美国山核桃，目前种植范围比较广，干果深受消费者欢迎。薄

壳山核桃丰产性与品种密切相关，主要靠本砧嫁接扩繁。但

是，嫁接繁殖需要大量砧木，且技术要求高、人工成本大，同时

受到季节限制，不利于快速扩繁良种种苗。组织培养快繁是

保持薄壳山核桃优良性状、加快其繁殖的有效手段，可促进薄

壳山核桃的推广和利用。目前，国外学者开展薄壳山核桃组

织培养研究相对较早，并取得一些进展，但尚未建立成熟的再

生体系［３－５］。Ｍａｔｈｅｗｓ等利用未成熟胚成功诱导出薄壳山核
桃体细胞胚，但未能实现增殖和生根［６］；Ｐｈｉｌｌｉｐｓ等用薄壳山
核桃实生幼苗的顶芽和腋芽为外植体分化出不定芽，但继代

困难、重复性差［７］；Ｂｕｒｎｓ等以８个薄壳山核桃品种的未成熟
胚为外植体诱导体细胞胚发现，除植物激素等培养条件外，外

植体基因型是影响再生体系建立的关键因素，品种 Ｓｃｈｌｅｙ的
体细胞诱导率远高于其他７种供试材料［８］；Ｒｅｎｕｋｄａｓ等以薄
壳山核桃 Ｄｅｓｉｒａｂｌｅ和 ＣａｐｅＦｅａｒ２个品种的试管无菌苗为材
料诱导茎段腋芽分化，并建立了植株再生体系［９］。目前，国

内对薄壳山核桃组织培养研究主要集中于外植体脱毒及腋芽

分化［１０－１１］，而由于成年大树外植体脱毒困难，未能实现其无

菌培养。

本试验收集９种薄壳山核桃品种或优良单株种子，培育
半同胞子代实生幼苗，以带腋芽茎段为外植体，研究不同品种

子代、不同激素浓度对薄壳山核桃不定芽分化及植株再生的

影响，以期探讨薄壳山核桃组织培养再生过程的影响因子，为

其扩繁提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１　外植体的构建　科瑞克（Ｃｒｅｅｋ）、波尼（Ｐｏｗｎｅｅ）、马罕
（Ｍａｈａｎ）、碧根源３号（Ｂｉｇｅｎｙｕａｎ３）的种子，采自江苏省常州
市金土地农牧科技服务有限公司的薄壳山核桃果园内；结合

南京市实生大树优选，收集优良薄壳山核桃种子，１号、５号采
自中国科学院南京中山植物园内，６号采自江苏省南京市雨
花台景区内，８号、９号采自江苏省林业科学研究院内。２０１４
年１月１４日进行播种，采取恒温培养箱３０℃催芽；出芽后育
苗盘移植，置于室温２５℃的温室内生长，日光灯为光源照射
１６ｈ／ｄ；剪取带腋芽茎段作为外植体材料（图３－ａ）。
１．１．２　培养基　选用ＷＰＭ培养基为基本培养基，同时添加
蔗糖 ３０ｇ／Ｌ，琼脂粉 ６ｇ／Ｌ。在此基础上，添加 ＮＡＡ
０．０１ｍｇ／Ｌ、６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ作为芽诱导及伸长培养基；添加
ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ、６－ＢＡ１．０～５．０ｍｇ／Ｌ作为芽增殖培养基；添
加ＩＢＡ０．５～５ｍｇ／Ｌ、活性炭３．０ｇ／Ｌ作为生根培养基。培养
基ｐＨ值均为５．８。
１．２　试验方法

待温室幼苗长至７～８ｃｍ时，切取１．０～１．５ｃｍ茎段，作
为起始外植体；流水冲洗３０ｍｉｎ，体积分数为７０％的乙醇消
毒３０ｓ；用０．１ｍｇ／ＬＨｇＣｌ２消毒６ｍｉｎ，无菌水冲洗４次；接种
于芽诱导培养基上，后续试验以分化的无菌芽为材料。每处

理１５个外植体，重复３次。培养条件：温度为（２５±２）℃，光
照度为１５００～２０００ｌｘ，光照时间为１６ｈ／ｄ。培养３０ｄ进行
调查统计。

１．３　数据分析
数据采用Ｅｘｃｅｌ、ＤＰＳ软件进行处理，采用Ｏｒｉｇｉｎ９．０软件

作图。

２　结果与分析

２．１　不同无性系腋芽萌发和生长的差异
由表１可见，薄壳山核桃不同无性系子代在腋芽诱导及

生长上有明显的差异；９号无性系子代的腋芽萌发率相对最
高，为９７．８％，与１号无性系的腋芽萌发率差异不显著，与其
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他无性系的腋芽萌发率差异显著；最低的为马罕子代，腋芽萌

发率为６５．７％，其他无性系均在７０％以上；腋芽生长量最大
的为５号无性系，平均腋芽长为４．２ｃｍ，单芽最长达５．２ｃｍ；
腋芽生长量最小的为碧根源３号，平均腋芽长为２．１ｃｍ，且
生长状态相对较弱，与其他无性系差异显著。

表１　不同无性系子代腋芽分化和腋芽长特征比较

无性系
腋芽萌发率

（％）
腋芽

平均长度（ｃｍ） 长度范围（ｃｍ）
科瑞克 ７４．７ｃ ２．９ｂ １．９～３．７
波尼 ８０．９ｂｃ ３．７ａｂ ２．５～４．３
马罕 ６５．７ｄ ３．２ｂ ２．８～４．０

碧根源３号 ７６．２ｃ ２．１ｃ ２．７～３．２
１号 ９６．３ａ ３．６ａｂ ２．９～４．６
５号 ８２．１ｂ ４．２ａ ３．１～５．２
６号 ８５．６ｂ ３．８ａｂ ２．８～４．７
８号 ７６．４ｃ ３．５ａｂ １．９～４．９
９号 ９７．８ａ ４．１ａ ３．５～５．１

　　注：同列数据后标注不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜
０．０５）。

２．２　不同６－ＢＡ浓度对不同无性系子代芽增殖的影响
由图１可见，在一定浓度范围内，随６－ＢＡ浓度的增加，

薄壳山核桃子代不定芽的分化数呈增加趋势；对碧根源３号
而言，６－ＢＡ浓度为２．０ｍｇ／Ｌ时芽的增殖数相对最多，平均
为３．４个／外植体；６号无性系芽增殖数相对最多时６－ＢＡ浓
度为３．０ｍｇ／Ｌ；其他７个无性系芽增殖数相对最多时６－ＢＡ
浓度为４．０ｍｇ／Ｌ，其中９号无性系的芽增殖数最多，平均为
５．６个／外植体。由图２可见，无性系１号、５号、８号、９号、波
尼具有相同的变化趋势，芽长与６－ＢＡ浓度呈负相关；马罕、
无性系６号分别在６－ＢＡ浓度为３．０、２．０ｍｇ／Ｌ时芽长达到
最大，后随６－ＢＡ浓度的增加而芽长减小；随６－ＢＡ浓度的
增加，科瑞克、碧根源３号的芽长表现出先降低后升高再降低
的趋势；６－ＢＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时，５号、９号无性系的芽生
长状态相对较好，芽长分别为４．１、４．０ｃｍ，且最为健壮。方
差分析结果表明，薄壳山核桃芽分化数量与芽长在不同６－
ＢＡ浓度间、不同无性系间均存在极显著性差异（表２）。

２．３　不同ＩＢＡ浓度对组培苗生根的影响
将不定芽转移至低浓度６－ＢＡ培养基上过渡生长，当不

定芽长至３～４ｃｍ时剪下，将４个无性系转移至添加不同质
量浓度ＩＢＡ的生根培养基上进行培养。由表３可见，添加不

表２　不同无性系在不同激素组合培养基
上芽增殖数及芽长的方差分析

变异来源 自由度
不定芽数 芽长

均方 Ｆ值 均方 Ｆ值
无性系 ８ ５．５３ ７．５４ ３．４１ 　６．１４

培养基 ４ ２２．４１ ３０．５７ １８．５０ ３３．３０

无性系×培养基 ３２ ２．５０ ６．８８ １．２１ ３．９３

误差 ９０ １．０１ １．１２

　　注：数据后上标“”表示测定指标在变异来源上有极显著
差异。　

同质量浓度ＩＢＡ的生根培养基均可诱导科瑞克等４个无性系
生根，但不同无性系所需的最佳 ＩＢＡ浓度及不同无性系的生
根能力均存在差异；低浓度ＩＢＡ不能诱导科瑞克生根，当ＩＢＡ
浓度为５．０ｍｇ／Ｌ时才能生根；ＩＢＡ浓度３．０ｍｇ／Ｌ时，波尼、６
号的无性系生根率相对较高，分别为２３．９％、３７．９％；随 ＩＢＡ
浓度的增加，９号无性系的生根率逐渐增加；参试的４个无性
系中，９号无性系的生根能力相对最强，ＩＢＡ浓度为５．０ｍｇ／Ｌ
时，生根率高达４１．７％；薄壳山核桃属于直根系树种，侧根生
长能力相对较差，４个无性系的生根数均相对较少，在１～４
个之间（图３－ｄ）。

表３　不同ＩＢＡ浓度诱导不同无性系的生根情况

无性系
ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

生根数

（个）

生根率

（％） 植株生长特征

科瑞克 ０．５ ０ ０ 苗较细，叶片较大

１．０ ０ ０ 苗较细，叶片较大

３．０ ０ ０ 苗细弱，叶黄

５．０ １．２ １０．６ 苗细弱，叶黄，无须根
波尼 ０．５ １．１ ６．５ 苗较细，叶片较大，无须根

１．０ １．８ ２１．７ 苗细弱，叶黄，根短，无须根
３．０ ２．１ ２３．９ 苗细弱，叶黄，根短，无须根
５．０ １．７ １５．８ 苗细弱，叶黄，根短，无须根

６号 ０．５ １．２ １１．９ 苗健壮，叶片较大，根细，无须根
１．０ １．６ ２５．８ 苗健壮，叶片较大，根细，无须根
３．０ １．９ ３７．９ 苗健壮，叶片较大，根细，无须根
５．０ ２．７ ２６．５ 苗细弱，叶黄，根细，无须根

９号 ０．５ １．９ ２５．３ 苗健壮，根粗壮，无须根
１．０ ２．８ ２８．６ 苗健壮，根粗壮，无须根
３．０ ３．１ ３８．９ 苗健壮，根粗壮，无须根
５．０ ２．５ ４１．７ 叶发黄，根粗壮，无须根

　　注：由于其他５个无性系生长的芽数量不足５０个，故没有进一
步开展生根试验。
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３　结论与讨论

无性繁殖是短时间内实现薄壳山核桃良种种苗工厂化繁

育的理想手段。目前，薄壳山核桃已有成功建立体胚发生的

报道［６，８］，但是低分化率、低生根率限制了通过此方法建立植

株再生体系。Ｒｅｎｕｋｄａｓ等曾报道以薄壳山核桃试管无菌苗
诱导茎段腋芽分化成功建立植株再生体系［９］，但由于成熟胚

脱毒进瓶污染率较高而限制了外植体来源数量，进一步影响

在生产中的应用。笔者以成熟种子培育的幼苗为材料，大大

增加了外植体数量，同时也减少了脱毒过程的污染，研究结果

表明，薄壳山核桃９个无性系子代都具有腋芽萌发能力，可通
过组织培养再生植株，但是不同无性系子代在不定芽分化、生

根能力上有很大差异；各无性系芽增殖数在２．９～５．６个／外
植体之间，９号无性系子代的不定芽增殖能力相对较强，科瑞
克相对最差，９号无性系不定芽的增殖能力是无性系科瑞克
的１．９倍；９号无性系子代的生根能力也相对较好，生根率达
到４１．７％，但生根率不是很高。这种差异说明薄壳山核桃的
芽增殖能力与生根能力可能受遗传因素影响较大。

　　工厂化繁育薄壳山核桃良种苗木需要从优良品种植株上
采集外植体，而大树外植体灭菌较为困难，傅玉兰等研究不同

灭菌方法在薄壳山核桃当年生带芽茎段无菌培养体系建立中

的效果发现，经过暗培养、７０％乙醇浸泡３０ｓ、０．２％ ＨｇＣｌ２处
理１５ｍｉｎ等措施可将无菌率提高到９５％［１２］，但未见无菌材

料获取及后续扩繁体系建立的报道。笔者前期在大树外植体

脱毒试验中发现，ＨｇＣｌ２浓度过高或浸泡时间过长，都会严重
影响腋芽的萌发，造成无菌材料获取失败。总的来看，通过组

织培养可实现薄壳山核桃的体外植株再生，但要实现工厂化

快繁还须进一步摸索培养条件以提高生根效率和成苗率。
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