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　　摘要　以早实核桃新品种为试材,对试管微枝接穗扩繁中的主要技术环节进行了研究。结果表

明: 接种外植体适宜的时期为新梢长至 8～10 个节位,适宜的取样部位为顶芽和顶芽下第 4 和第 5

个带节茎段。培养基中 BA 水平、培养温度和继代间隔时间对微枝产生的数量和质量有明显影响。

BA 为 0. 5～1. 0 mg/ L ,培养温度以昼夜变温即白天 25±3 ℃、夜间 18±2 ℃以及继代间隔 20 d 为

微枝扩繁的适宜条件。对生长势衰退的试管微枝进行去除顶端处理,可部分恢复其生长势, 抑制衰

老黄化和试管内开花。采用改良DKW 培养基显著增加了试管微枝生长势, 基本上克服了退化现象

的发生, 是扩繁早实品种微枝接穗较好的培养基。

关键词　早实核桃品种　微枝接穗　试管扩繁技术

　　核桃( Juglans regia L. )是重要的木本油料树种,我国科技人员经过长期的良种选育, 培

育出早实、丰产、优质的 53个核桃新品种, 它们的推广和应用对实现核桃产业化和改变目前较

为落后的生产状况具有重要意义。然而,核桃在无性繁殖上仍存在一些问题,如常规嫁接成活

率不稳定、繁殖系数低,试管苗生根困难 [ 1～3]等; 不但如此, 早实核桃良种形成长枝的能力很

差,尤其对于 7～8年生以上的树体表现更为突出
[ 2]
,接穗量远远满足不了嫁接繁殖需要,使得

新品种的推广工作受到很大限制。解决早实核桃良种的快繁问题显得极为迫切。核桃微枝嫁

接技术
[ 3]
是新品种快速大量繁殖的新途径。在微枝嫁接繁殖体系中,试管微枝的质量直接影响

到嫁接的成活率, 其生产效率又制约着整个繁殖速度,是较关键的环节。因此建立规范和有效

的核桃试管微枝扩繁技术系列, 及时大量地提供优质的微枝接穗, 对于成功地进行嫁接繁殖是

十分必要的。本文对影响早实核桃试管微枝扩繁因素进行了研究, 初步解决了微枝繁殖过程中

的退化和黄化现象,获得了良好的试管繁殖率和有效微枝生产率。

1　材料与方法

1. 1　外植体初代培养

取中林 5号、新早丰、辽宁 1号(辽核 1号)等早实核桃新品种的接穗,在室内进行嫁接,砧

木为 2年生的核桃实生苗,嫁接苗盆栽于温室中。次年春天以萌发的新梢为外植体进行灭菌和

接种。首先取新梢茎段在流水中冲泡 5～8 h,在无菌条件下将茎段浸于 75%乙醇中 1 min,而

后用无菌水冲洗 3～5次,再将茎段浸泡于0. 1% HgCl 2中5～10 m in,最后用无菌水冲洗5～8

次。将茎段基部切一新面并切分成单节间的茎段接种于培养基中培养。

1. 2　培养基及培养条件



基本培养基为 DKW
[ 4]
, 继代扩繁培养基为 DKW 附加 1. 0 mg / L BA 和 0. 001 mg/ L

IBA, 培养温度为 25±3℃,光照强度为 1 800 lx ,每天 16 h 光照和 8 h黑暗。继代培养容器为

250 mL 圆柱状培养瓶。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　外植体取样部位　取具有 8～10个复叶的新梢, 将新梢按单节间切分成段,即顶芽、顶

芽下第 1～3、4、5、6、7～10节的茎段。接种培养基为 DKW 基本培养基。

1. 3. 2　培养基中 BA 和 IBA 水平　以中林 5号早实品种为试材, BA 的水平为0. 1～1. 5 mg /

L , IBA 为 0. 000 1～0. 001 mg / L。每瓶接种 4个茎梢, 每个茎梢带3～4节位,茎梢生长状况尽

量选择一致, 培养 20 d 后切除基部愈伤、分离萌发新梢、转换新的培养基,再继代培养 20 d 调

查生长结果。有效微枝的标准为基部直径大于 4 mm,高 2. 5 cm 以上,生长旺盛的幼嫩微枝。

培养温度采用白天 25±3℃,夜间 18±2℃。

1. 3. 3　变温处理　以辽宁 1号早实品种为试材,每瓶 4个茎梢,每个茎梢带 3、4个节位,茎梢

生长状况尽量选择一致, 培养 20 d后切除基部愈伤、分离萌发新梢、转换新的培养基,再继代

培养 20 d后调查生长结果。温度处理有: ( 1)常规培养温度: 25±3 ℃; ( 2)变温处理:光照条件

下为 25±3℃,黑暗条件 18±2℃。

1. 3. 4　克服微枝在试管培养中生长势退化的处理　以辽宁 1号和新早丰早实品种为试材,去

除生长势表现出退化特征的微枝顶梢约 0. 5 cm。生长势退化的判断标准为:微枝叶片由嫩绿

色转至深绿色、节间变短,叶片簇生呈莲座状。对 DKW 培养基进行改良并添加了成分。

2　结果与分析

2. 1　茎段外植体取样时期和部位对其试管培养存活的影响

图 1　茎段外植体取样部位对试管接种存活和萌发影响

(每个处理至少取 20个带单节的茎段,重复 3次)

大量接种试验表明:核桃新梢在旺盛生长期,长出 8～10个复叶时是采集外植体进行试管

接种的较适宜时期,过早采集虽然可以获得较高的试管培养存活率,但茎段的萌发生长和不定

芽分化率较低,采集过晚则污染率明显提高。各个节段接种结果表明:茎段在新梢上所处的位

置不同,存活率和试管萌发率明显不同,结果见图 1。

从图 1可知:从新梢顶部至基部切取带

单节的茎段进行试管接种,其污染率由 73%

升高至 80%。虽然顶芽下第 1～3个节段接

种污染率较低为 10%,但其试管褐化率很高

为 90%;萌发率极低为 0,而靠近基部茎段接

种后污染率高。因此综合试验结果认为:新梢

顶芽和顶芽下 4、5个节段是较适宜的试管接

种取材部位。它除能较好地克服接种后外植

体褐化和污染问题外,还能获得较高的萌发

率( 50% )。核桃新梢上不同节段接种后表现

出的差异是由节段组织和所带芽体本身发育

不同而引起的。近顶端节段由于腋芽质量差、

木质化程度低、输导组织不健全,不仅腋芽很
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难萌发,而且在接种时极易受到伤害而褐化死亡。处于基部的节段腋芽发育也较差,且木质化

程度高,输导组织发达,因而组织内带菌严重,使得接种后的外植体污染率极高。从发育角度

看,顶芽和顶芽下第 4～5节段的芽体发育较好,组织带菌少, 是适宜的接种材料。

2. 2　BA对微枝增殖和质量的影响

茎梢培养 20 d 后其侧芽萌发,切取萌发新梢进行增殖培养,以生产大量优质的微枝接穗。

试验表明: 微枝的质量和数量与培养基中 BA 水平密切相关。虽然 IBA 等生长素类调节剂在

微枝扩繁过程中是必需的, 但需求水平很低
[ 3]
。BA为 0. 5、1. 0 mg/ L 时, IBA 为 0. 001～0. 01

mg / L 的处理微枝生长和扩增率没有表现出明显差异。IBA 水平过高,微枝基部会产生大量愈

伤,进而影响微枝生长。因此试验采用 IBA 水平为 0. 001 mg / L。

　　表 1 说明: 当 BA 浓度大于 1. 5 mg/ L

时,茎梢上侧芽萌发率显著提高,但每个萌发

的新梢较为细弱, 产生有效微枝数较少; 当

BA 浓度低于 0. 5 mg / L 时,茎梢侧芽萌发和

生长受到显著抑制,新梢生长较为缓慢,长出

的微枝细弱; BA 浓度为 0. 5～1. 0 mg / L 时,

茎梢萌发侧枝能力适中,产生的有效微枝数

最多, 平均每个茎梢产生新梢数和有效新梢

数分别为 2. 1～2. 4个和 0. 77～0. 96个。

表 1　培养基中 BA 水平对微枝接穗形成数量和质

量的影响

BA( mg/ L) 新梢数(个) 有效微枝接穗数(个)

2. 0 212±21　c 6±2　c

1. 5 182±21　b 20±5　b

1. 0 146±16　a 58±9　a

0. 5 123±14　a 46±10　a

0. 2 80±18　d 0

　　注:每处理为 15瓶内微枝数总和,重复 3次。字母表示

SSR 测验的显著性,相同字母表示差异不显著,不同字母

表示差异极显著( = 0. 01)。

2. 3　培养温度对试管微枝生长和增殖的影响

在微枝扩繁过程中,采取白天 25±3℃,夜间 18±2℃的变温处理,培养 22 d调查产生的

微枝数(每处理调查 20瓶内微枝总和, 3次重复) , 并与常规培养(温度保持在 25±3 ℃)比较

发现:变温培养虽然对产生微枝数的多少没有明显影响,即恒温培养产生 171个微枝;变温培

养产生 180个微枝,但可以极显著( = 0. 01)地增加有效微枝的生产率,即前者产生 51个有效

微枝;后者产生72个有效微枝。这说明白天温度较高利于微枝光合作用,夜间温度较低可降低

呼吸代谢消耗,利于营养贮藏积累,促进微枝伸长和增粗。

图 2　不同继代间隔时间对微枝数量和质量的影响

(每处理为 5瓶,连续 3次继代结果)

2. 4　继代间隔时间对微枝生长增殖的影响

核桃是对继代间隔时间要求较为严格的树种之一。间隔时间过短不仅浪费培养基,而且由

于试管微枝生长发育不良, 影响形成的微枝质量;间隔时间过长,试管内微枝得不到及时继代

会发生基部叶片变黄、脱落、生长势减弱、茎

变细形成小老苗。故及时有效地进行核桃微

枝继代增殖是很重要的。

从图 2可知, 20 d 继代间隔获得的有效

微枝数最高, 20株茎段( 5瓶)连续 3次继代

培养可产生 29个有效微枝; 30 d继代间隔虽

获得的微枝数与继代间隔 20 d的相近,但有

效微枝数较少( 21个) ; 40 d继代间隔由于时

间过长,继代苗老化,不仅影响有效微枝的形

成,而且其侧芽萌发受到抑制,产生的微枝数
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明显减少。

2. 5　试管培养中微枝生长势退化和克服措施

早实核桃品种的微枝在继代扩增过程中常出现生长势衰退或老化现象, 最初叶色为嫩绿

色,在较短时间内突然变为深绿色, 节间变短,生长势明显减弱,有的微枝形成顶芽, 更为突出

的是顶芽发育成雌花, 造成开花后整个植株黄化死亡,这一现象尤其在春季极易发生,是早实

核桃品种微枝扩繁中发生严重和急待解决的问题,本试验针对这一问题开展一系列研究,认为

去顶处理和改变 DKW 培养基组成是较为有效的措施。

2. 5. 1　切除叶色转化的茎梢顶端对有效微枝形成的影响　切除叶色由嫩绿色转至深浓绿色、

节间变短的继代增殖的茎梢顶端,可极显著消除顶端开花,并促发侧芽萌发, 恢复其生长势,产

生的有效微枝数明显增加, 30个茎梢经过 2次继代 42 d培养,有效新梢数由未处理的 3个增

加至 11个(表 2)。去除顶端可以改变茎梢内激素平衡,使顶芽减弱对侧芽萌发的抑制,促进侧

芽萌发恢复其生长势。

表 2　切除叶色转化的茎梢顶端对有效微枝形成的影响

处　　理 调查枝数(个)
42 d 经过 2次继代

有效微枝数(个) 顶端开花枝数(个)

叶色转化未去除顶端 30 3 19

叶色转化去除顶端　 30 11 0

2. 5. 2　DKW 培养基的组分改变对微枝形成和生长势的影响　核桃属于较难进行组织培养

的树种之一[ 5]。Driver 等
[ 4]报道了利用核桃杂交种 paradox [ J . hindsii ( Jeps. ) Jeps.×J . re-

gia L. ]实生苗茎段在DKW 培养基上诱导顶芽和侧芽伸长。奚声珂等
[ 3 ]
研究发现,在 DKW 培

养基中核桃试管苗生长状况及微枝生长量要明显高于其它几种培养基。虽然 DKW 是适宜于

核桃组织培养的培养基,但在早实核桃品种的培养中,试管苗生长势减退现象时有发生,为此

在试管中对 DKW 培养基进行了改进,主要围绕改变 DKW 组成进而调节试管苗激素平衡为

中心开展了研究,获得了效果较好的改良 DKW 培养基。与普通 DKW 培养基相比, 在改良

DKW 培养基上扩繁的微枝生长势旺盛,顶梢呈嫩绿色, 试管微枝中上部侧芽萌发受到抑制,

叶片明显增大,有效新梢数可提高 20%,是一种良好的用于扩繁早实核桃品种微枝的培养基,

目前对这一培养基正在进一步完善。

3　小　结

　　核桃早实品种微枝接穗试管扩繁技术包括茎段外植体接种、培养条件的优化及控制培养

中生长势退化等技术环节。从污染率、萌发率、褐化率等综合指标看,新梢长至 8～10个节位是

适宜的取材时间; 顶芽以下第 4、5节位是最佳取材部位; 培养中采用优化条件( BA 为 0. 5～

1. 0 mg/ L , 20 d继代间隔,变温培养即白天 25±3 ℃和夜间 18±2 ℃等) ,可获得较高有效微

枝生产率;通过对生长势衰退的试管微枝进行去除顶端处理和对 DKW 培养基进行改良,可有

效地恢复其生长势和抑制衰老黄化及试管内开花。
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Mini-shoot Scion Proliferation in vitro of

the Precocious Walnut Cultivars

Pei Dong　　X i S hengke

　　Abstract　A technique for mass prolifer at ing mini-shoot scions in vitr o o f the prcocious

w alnut cult ivars ( Juglans regia) has been established. T ests on the proliferat ion w ere car-

ried out and pr esented in this paper. The results show ed that it w as the suitable t ime to col-

lect the shoo t node explants in t ree for in vit ro culture w hen the shoo ts g rew to fo rm 8～10

nodes. T he shoot t ip and the fourth and fif th nodes under the shoot t ip in the shoot had

highest surv iv al and germinat ion rate af ter being ster ilized and cultured in vitr o. T he pro lif-

er at ion rate and the quality of mini-shoot scion w as obviously inf luenced by th BA level in

DKW medium, the temperature for culture and the proliferat ion subculture inter val, and the

best results w er e achiev ed when BA in the medium was 0. 5～1. 0 mg/ L , chang ing tempera-

ture of 25±3 ℃ in day and 18±2 ℃ at night and 20 d interval of prolifer at ion subculture.

The t reatment of cut ting of f the shoot t ips ( about 0. 5 cm ) of the deteriorated shoots clump

could part ly recover its growth vigo r and inhibited its flow ering in vitr o. From our tests, a

modified DKW medium was developed which could dismiss the deter io rat ion phenomenon.

Af ter being applied in our lab, the modif ied DKW demonst rated a better medium fo r mass

pr oliferat ion of the mini-shoot scion of pr ecocious w alnut cultivar s.

　　Key words　precocious w alnut　mini-shoo t scion　pr oliferat ion in vit ro

　　Pei Dong ,As sis tant Profess or , Xi Shengke (T he Research Ins t itu te of For est ry, CAF　Beijing　100091) .
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