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摘要：［目的］建立２种早实核桃高效和稳定的体胚发生体系，为离体快繁技术及其基础研究提供技术和理论支
撑，也为核桃遗传转化体系的构建奠定基础。［方法］分别以实生核桃‘林早香’和嫁接核桃‘中林６号’花后４２
７７ｄ的幼胚为试材进行离体培养，通过统计体胚诱导率，筛选体胚的最佳诱导时期；统计多次继代的体胚畸变
率，并筛选最适ＡＢＡ调节浓度；选取发育成熟的体胚进行饱和ＮＨ４ＮＯ３溶液脱水处理，分别处理０、２４、４８、７２、９６

和１２０ｈ后统计失水量和转株率，探讨脱水程度对体胚植株再生的影响。［结果］外植体的发育时期对体胚发生
至关重要，以‘林早香’和‘中林６号’幼胚为外植体进行体胚诱导，最佳诱导时期分别为花后约４９ｄ和５６ｄ，体
胚诱导率分别为８８．３２％和８６．６７％。体胚经多次继代培养后产生较高畸变率，适量 ＡＢＡ处理不仅降低体胚畸

变率，且提高体胚发生率，最佳ＡＢＡ调节浓度为１．０ｍｇ·Ｌ－１。随着体胚脱水时间的延长，体胚失水量逐渐增
加，植株再生率先升高后降低，脱水７２ｈ时，‘林早香’和‘中林６号’的体胚萌发率达到最高，分别为５６．６７％和
５３．３３％，此时失水量分别为３８．７３％和４０．５６％。［结论］早实核桃幼果发育过程中，合子胚的体胚发生率随着
发育时期变化，适宜发育时期是提高体胚诱导发生的关键；适量ＡＢＡ在体胚多次继代培养过程中对畸形胚起重
要调节作用；适度的脱水处理对核桃体胚再生具有良好的促进作用。
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　　核桃（ＪｕｇｌａｓｒｅｇｉａＬ．）是核桃科核桃属植物，在
植物分类中属于落叶阔叶型高大乔木。体细胞胚

（下称：“体胚”）具有数量多、繁殖快、结构完整、植

株再生率高以及不受季节影响等特点，是遗传转化

的优良试材，也是人工种子制备的基础［１］。自

Ｔｕｌｅｃｈｅ等首次报道核桃的体细胞胚发生以来，相继
在核桃属的其他种和杂交品种中成功应用［２］。核桃

体胚的诱导和发生阶段，外植体与培养基（包含植物

生长调节剂）起决定作用。研究表明，ＤＫＷ培养基
是核桃体胚发生的首选培养基，幼胚及其组成成分

作为外植体时胚性感受态水平较高［３］。不同果实发

育时期的幼胚及其组成成分具有不同的胚性感受态

水平，果实发育早期，体胚诱导效果不明显，易产生

愈伤组织，而果实发育成熟期，子叶更易于产生不定

根［４－６］。前人对采样时间及幼胚形态已有相关报

道［７］，然而，不同取材时间的形态特征与对应的外观

表型的关系还需深入研究。此外，随着胚性愈伤组

织培养时间的延长和继代次数的增多，体胚畸变率

逐渐升高，再生能力逐渐下降［８］。在核桃的继代培

养过程中，通常出现连体胚、子叶畸形胚及玻璃化胚

等几种类型的畸形胚，在球形胚阶段人工分离子代

体胚或筛选畸形子叶胚可在一定程度降低畸变率，

但效率较低［１］。适量浓度的 ＡＢＡ处理不仅能抑制
针叶树畸形体胚的产生，而且能提高植株再生率［９］。

探索ＡＢＡ在抑制核桃体胚畸变中的作用，将提高核
桃体胚发生及再生效率。在核桃的体胚萌发阶段，
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存在萌发率较低的问题。低温或者不同干燥处理可

提高萌发率。Ｔｕｌｅｃｈｅ等对核桃２℃低温暗培养８
１０周后获得核桃的完整植株［２］。Ｔａｎｇ等［１０］用３
４℃处理了２ ３个月的核桃体胚，仅４％ １９％萌
发为完整植株。张启香等［１１］用饱和 Ｃａ（ＮＯ３）２·
４Ｈ２Ｏ对山核桃体胚进行脱水处理，可将预处理时间
缩短至３ｄ，最高萌发率达３９．０３％。

早实核桃是我国核桃主栽类型之一。《中国果

树志·核桃卷》记载，我国有１０４个早实核桃类群，
尤其以新疆地区较多［１２］。早实核桃实生苗的幼龄

期为１ ３ａ，具有结实早、丰产性强等特点［１３］。然

而，由于其开花年龄提前，树体较小，生命周期较短；

同时，早实核桃种子形成过程中胚发育程度也存在

差异，在生产中易出现播种出苗率低的现象；在试管

继代培养中发现早实核桃容易瓶内开花，从而影响

嫩茎的生长［１４］。因此，研究早实核桃的体胚发生和

再生技术对核桃快繁体系的建立具有重要实践意

义，同时也为核桃的基因功能研究奠定了基础。

本研究以‘林早香’（Ｊ．Ｒｅｇｉａ）和‘中林 ６号’
（Ｊ．ｒｅｇｉａ‘Ｚｈｏｎｇｌｉｎ６’）花后４２ ７７ｄ的幼果为试
验材料，分别研究了果实发育时期对诱导体胚发生

的影响，体胚继代培养过程中ＡＢＡ对中畸形胚的调
节作用以及适度脱水对体胚萌发的促进作用，以期

建立高效、稳定的体胚发生和植株再生体系，为早实

核桃的工厂化繁育提供实验平台，为早实核桃的遗

传转化奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料

‘林早香’为 ２５年生实生大树，种植第 ２年始
果，开花雌性先熟。‘中林６号’为２５年嫁接树，砧
木为山西小龙眼实生苗，嫁接后第２年始花，开花雄
性先熟。２种核桃幼果均采自中国林业科学研究院
图书馆前。采集时间为２０１６年５月２８日至６月２５
日，即盛花期后４２ ７０ｄ，每７ｄ采集１次。
１．２　试验方法
１．２．１　外植体的消毒　将未成熟果实的外果皮用
洗洁剂刷洗干净，在超净台内进行表面消毒和接种

工作：将冲洗干净的核桃青果置于无菌的大烧杯内，

７５％的酒精消毒１ｍｉｎ，无菌水冲洗３ ５次，之后
浸没于２％ＮａＣｌＯ，抽真空处理２０ｍｉｎ，无菌水漂洗３
５次，之后用无菌的修枝剪剖开，用无菌镊子将幼

胚与胚乳分离，幼胚用于接种。

１．２．２　早实核桃体胚的诱导　分别将‘林早香’和
‘中林６号’的幼胚接种于ＤＫＷ＋２．０ｍｇ·Ｌ－１ＢＡ＋
３０ｇ蔗糖固体培养基中暗培养，温度为（２３±２）℃，每
个胚龄接种３个平板，每个平板１５个幼胚。３周后观
察并统计不同发育时期幼胚的体胚诱导率。

１．２．３　早实核桃体胚的继代培养　统计继代培养
２０代和４０代的体胚发生畸变率，以继代４０代相同
状态的成熟体胚为材料，在含有不同浓度 ＡＢＡ
（００、０．５、１．０、２．０、４．０ｍｇ·Ｌ－１）的 ＤＫＷ培养基
处理１０ｄ，转置不含激素的 ＤＫＷ培养基上继代培
养，观察子代体胚的形态并统计体胚发生率及畸变

率。每个处理重复３次，每个处理接种１５个幼胚，３
周后统计体胚的畸变率。

１．２．４　早实核桃体胚的脱水及萌发　将成熟体胚
用饱和ＮＨ４ＮＯ３溶液环境（２３℃，暗培养）进行脱水
处理，分别处理０、２４、４８、７２、９６、１２０ｈ，转置于 ＤＫＷ
＋１．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ＋０．０１ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ＋３０ｇ蔗糖
固体培养基上，（２５±２）℃、１６ｈ·ｄ－１光照和 ４０
μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１光强的组培室中培养。每个处理
３０个待萌发的体胚，重复３次，６周后统计失水率和
萌发率。

１．２．５　数据处理　体胚诱导率＝（诱导出体胚的外
植体数／接种的外植体数）×１００％，体胚畸变率 ＝
（畸形体胚个数／体胚总个数）×１００％，体胚萌发率
＝（萌发的体胚数／脱水处理的体胚数）×１００％。

２　结果与分析
２．１　早实核桃幼果发育时期对体胚发生的影响

核桃体胚发生与幼果的发育时期有密切关系，

不同发育时期的幼果诱导产生体细胞胚的能力存在

显著差异。随着‘林早香’和‘中林６号’幼果的生
长，体胚诱导率呈先升高后降低的趋势，分别于花后

约４９ｄ和 ５６ｄ达到最高，最大诱导率分别为
８８３２％±２２８％和８６．６７％±１．５７％（图１）。

不同发育时期幼果的外观表型也不同。‘中林

６号’幼果发育比‘林早香’晚７ｄ左右。图２所示，
‘中林６号’５个采样时期的幼果，花后４２ｄ，果实膨
大，果皮密被黄绿色柔毛，果顶渐尖，柱头和雌蕊未

脱落，种室内胚乳胶状，部分果实出现球形胚或鱼雷

胚；花后４９ｄ，果皮密被柔毛变少，果顶变圆，柱头枯
萎未脱落，幼胚为乳白色翅状；花后５６ｄ，果实迅速
膨大，果皮变光滑，果壳变硬，子叶伸展，柱头逐渐脱

落；花后６３ｄ，子叶迅速伸展，出现多个内褶；花后

５３
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７２ｄ，子叶充满种室，柱头完全脱落。
２．２　ＡＢＡ对抑制畸形胚的调节作用

随着继代培养次数的增多，子代体胚出现大量

畸形胚，从而影响体胚的萌发。‘中林６号’继代２０
代时，体胚的畸变率约为８．６７％，继代培养４０代时，
畸变率上升到约４３．３３％，而‘林早香’畸变率略低
（图３Ａ）。适宜浓度的ＡＢＡ可提高体胚诱导率并降
低体胚畸变率。随着ＡＢＡ浓度的增加，体胚畸变率
呈下降趋势，ＡＢＡ浓度 ＞１．０ｍｇ·Ｌ－１时，ＡＢＡ的调
节效应不明显；而体胚诱导率呈现先升高后降低的

趋势，ＡＢＡ浓度＞１．０ｍｇ·Ｌ－１时，体胚子叶干皱，呈
现老化状态，体胚诱导率降低（图３Ｂ）。因此，最佳
ＡＢＡ调节浓度为１．０ｍｇ·Ｌ－１。

图１　幼胚发育时期对体胚发生的影响
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｉｍｍａｔｕｒｅｅｍｂｒｙｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ｓｔａｇｅｓｏｎｔｈｅｓｏｍａｔｉｃｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ

注：Ａ Ｅ分别为５个采样时期‘中林６号’的幼果侧视图；Ｆ Ｊ分别为５个采样时期的‘中林６号’的幼胚侧视图。

Ｎｏｔｅ：ＡＥｉｓｔｈｅｓｉｄｅｖｉｅｗｏｆｔｈｅｙｏｕｎｇｆｒｕｉｔｆｏｒ‘Ｚｈｏｎｇｌｉｎ６’ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇａｔｆｉｖｅｓａｍｐｌｉｎｇｐｏｉｎｔｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＦＪｉｓｔｈｅｓｉｄｅｖｉｅｗｏｆｔｈｅｚｙｇｏｔｉｃ

ｅｍｂｒｙｏｆｏｒ‘Ｚｈｏｎｇｌｉｎ６’ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇａｔｆｉｖｅｓａｍｐｌｉｎｇｐｏｉｎｔｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图２　‘中林６号’不同发育时期的果实外部形态及幼胚发育
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｆｒｕｉｔｓａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｚｙｇｏｔｉｃｅｍｂｒｙｏｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ

‘ＺｈｏｎｇＬｉｎ６’ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓ

２．３　脱水处理对早实核桃体胚萌发的影响
随着成熟体胚脱水时间的延长，体胚萌发率呈

现先升高后降低的趋势（表１）。脱水处理０ ２４ｈ
的体胚，胚根伸长，但难成苗；脱水处理４８ｈ‘中林６
号’和‘林早香’的体胚萌发率显著提高，分别为

１６６７％±０．８０％和 １８．８２％ ±０．２２％；脱水 ７２ｈ
后，‘中林６号’和‘林早香’体胚萌发率最高，分别
为５３３３％±０．１３％和５６．６７％ ±０．３９％；若干燥时
间继续延长，体胚的萌发率下降，部分体胚的子叶和

生长点焦枯，甚至坏死，影响体胚的萌发。

表１　脱水对两种早实核桃体细胞胚植株再生的影响
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｃｉｃｃａｔｉｏｎｏｎｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ

ｔｗｏｐｒｅｃｏｃｉｏｕｓｗａｌｎｕｔｓ

处理

Ｔｒｅａｍｅｎｔ

脱水时间／ｈ
Ｄｅｓｉｃｃａｔｉｏｎ
ｌｅｎｇｔｈ

萌发率／％
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

‘林早香’ ‘中林６号’
１（对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ） ０ ６．６７±０．０６Ｆ ３．３６±０．１２ｅ

２ ２４ ８．７８±０．１２Ｄ ３．３４±０．０５ｅ
３ ４８ １８．８２±０．２２Ｃ １６．６７±０．８０ｃ
４ ７２ ５６．６７±０．３９Ａ ５３．３３±０．１３ａ
５ ９６ ３５．５６±０．１４Ｂ ３５．５６±０．２０ｂ
６ １２０ ７．１２±０．１３Ｅ ６．６７±０．０７ｄ
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图３　继代次数及ＡＢＡ浓度对畸形胚的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｓａｎｄＡＢＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎａｂｎｏｒｍａｌｓｏｍａｔｉｃｅｍｂｒｙｏｓ

　　将脱水处理后的体胚置于２．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ＋
０．０１ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ的固体培养基进行光照培养，４
５ｄ之后胚根伸长，茎端生长点变为绿色（图３Ａ），１
个月后可发育成完整植株（图３Ｂ）。

图４　脱水处理对核桃体胚萌发的影响
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｗａｌｎｕｔｓｏｍａｔｉｃｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ

３　讨论

３．１　影响早实核桃体胚发生的关键因素分析
３．１．１　果实不同发育时期对核桃体细胞胚发生的
影响　植物外植体的组织、基因型及发育时期等都
对体胚的诱导产生影响。在核桃中，幼胚及子叶具

有较高的胚性感受态水平。本研究采用早实核桃幼

胚作外植体获得核桃体胚，２种早实核桃体胚诱导
率不同，‘林早香’比‘中林６号’略高，表明早实核
桃幼胚的发育时期对其胚性感受态水平的影响至关

重要。资料表明，Ｐａｙｎｅ、ＥａｒｌｙＥｈｒｈａｒｄｔ、Ｆｒａｎｑｕｅｔｔｅ、

ＳｃｈａｒｓｃｈＦｒａｎｑｕｅｔｔｅ和 ＰｌａｎｔＩｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ１８２５６等核
桃的５个栽培品种的体胚最佳诱导时间不同，分别
为花后７ １１周［２］。山核桃８ １０周的合子胚最
易形成愈伤组织，间接发生体细胞胚；而１１ １２周
的合子胚可直接诱导发生体细胞胚［１５］。黑核桃在

授粉后６ ７周时子叶的体胚发生能力最高。这可
能与核桃果实成熟的一个关键时期有关系，在该时

期子叶迅速生长，果壳变为半木质化［７］。本研究中，

随着‘林早香’和‘中林６号’分别于花后约４９ｄ和
５６ｄ时幼胚的体胚诱导率最高，此时果实的表型特
征为果实状态为外果皮绒毛变少，开始变光滑，种壳

近胚端变硬，子叶迅速伸展，胚乳液体状。本研究将

为早实核桃体胚发生体系的建立提供理论指导。

３．１．２　ＡＢＡ对继代培养的调节作用研究　畸形胚
在植物体胚发生过程中普遍存在，主要表现为连体

胚、子叶畸形胚、重新愈伤化的体胚、玻璃化体胚及

生长点畸形胚［１６］。畸形胚不能发育成苗，严重影响

体胚在生产和育种中的应用。通过研究橡树体胚发

生各个时期的内源激素变化，结果表明，ＡＢＡ在橡
树Ｅ２时期内源含量最高［１７］。在继代培养基中加入

适量ＡＢＡ能抑制核桃楸畸形胚的产生［１８］。这可能

是由于外源ＡＢＡ促进了细胞蛋白的积累，抑制细胞
扩增并促进体胚的发育［１９］。ＡＢＡ在激素水平提高
了体胚的耐干旱性，从而提高体胚的质量［２０］。本研

究中，２种早实核桃子代培养４０代后，产生大量畸
形体胚，畸变率分别为３６．６７％和４３．３３％，添加低
浓度ＡＢＡ（１．０ｍｇ·Ｌ－１）不仅降低了体胚畸变率，
且在一定程度上提高了早实核桃的体胚发生率。
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３．２　早实核桃体胚植株再生过程的分析
核桃体胚的成熟、萌发及成株率较低是限制其

应用的主要问题。正常体胚子叶乳白色且有生长

点，成熟后，经过低温或脱水处理后可大大缩短萌发

时间，提高萌发率，这可能是由于体胚进入与自然种

子相似的休眠和静止状态［２１］。Ｊａｒｉｔｅｈ等对 Ｐｅｒｓｉａｎ
核桃合子胚和体胚成熟过程中进行研究，发现成熟

的合子胚及体胚中含有较高浓度的脯氨酸、蛋白及

抗氧化酶活性［２２］。相较于低温（２ ４℃）处理，脱
水处理时间变短，常用的干燥剂有 ＣａＣｌ２·６Ｈ２Ｏ、Ｃａ
（ＮＯ３）２·４Ｈ２Ｏ、ＺｎＳＯ４及 ＮＨ４ＮＯ３饱和溶液。本研
究用饱和ＮＨ４ＮＯ３溶液对成熟体胚进行不同天数脱
水处理，结果表明，３ｄ脱水处理下体胚失水量约为
４０％，此时体胚萌发率达到最高。该处理为早实核
桃的植株再生及工厂化生产提供了良好的技术

支持。

４　结论
在早实核桃‘中林６号’和‘林早香’的继代培

养过程中，适度ＡＢＡ处理可提高继代胚的质量。体
胚萌发前，进行脱水处理可大大提高体胚萌发率。

早实核桃体胚发生和植株再生体系的建立，完善了

核桃属快速繁殖技术，也为其他物种的相关研究提

供了参考依据。
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