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核桃（Julans reg ia  L .）古称胡桃或羌桃，属胡桃科

（Juglandaceae）、胡桃属，是果材兼用的优良经济林树种，

作为世界四大干果之一，以其很高的经济、生态及社会效益

在世界各地广泛栽培. 长期以来，我国核桃苗一直沿用传统

的实生繁殖，在自然授粉情况下，子代变异很大，个体往往

出现表型的差异，造成产量低、结果晚、品质差，降低了核

桃生产的经济价值 [1]；采用嫁接繁殖则受穗条数量、嫁接方

法、技术熟练程度、接后管理等因素影响，限制了嫁接繁殖

技术在生产中的应用[2]. 另外，核桃树体内存在着大量单宁类

物质，扦插不易成活. 上述种种不利因素均严重制约核桃生

产的迅速发展，而组织培养技术的发展为核桃的育种提供了

快捷、可靠的途径. 
本实验室较早就开展了核桃组织培养研究，先后建立了

晚实核桃茎段外植体再生体系 [3]和体细胞胚胎发生再生体

系 [4]；近几年又建立了早实核桃的再生体系 [5]. 其他研究单位

也进行了核桃组织培养研究，如刘兰英等报道了薄壳香核桃

的快繁 [6]，汤浩茹等建立了NO.120核桃体细胞胚发生再生体

系 [7]，方宏筠等报道了黑核桃体细胞胚状体再生体系的建立

及基因转化研究 [8]等等. 尽管核桃试管苗微繁作为无性繁殖

的替代途径已被国内许多研究团体研究，但仍不系统，且结

果存在较大的差异. 就‘香玲’核桃组培而言，前人也做了不

少研究，如张俊林等对‘香玲’核桃茎尖增殖培养基进行了

筛选，得出DKW + 1.0 mg/L 6-BA + 0.01 mg/L IBA + 4%糖，增

殖系数最高 [9]. 邢瑞丹等研究了暗培养时间、叶片放置方式

及不同浓度激素组合对叶片再生的影响 [10]. 我们在已建立的

再生体系基础上，进一步探讨基本培养基、凝固剂、细胞分
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Abstract   To provide abundant and excellent colonial plant materials, the optimum growth conditions of in vitro walnut shoot 
were studied. Using the seedlings of walnut ‘Xiangling’ as materials, the types of nutrient media (MS, DKW and WPM) and 
gelling agents (Difco Bacto agar, Phytagel and a mixture of Phytagel and Difco Bacto agar) were screened, and the effects 
of different types and concentrations of cytokinin on growth of the seedlings were studied with randomized complete-block 
design. The results indicated that different types of nutrient media and gelling agents had great effects on growth of the 
seedlings as well as the types and concentrations of cytokinin. DKW basic medium supplemented with 0.8 mg/L BA + 0.01 
mg/L IBA and solidifi ed with 2.2 g/L Phytagel, favoured proliferation of the shoots, and the number of proliferation was 4.70. 
After cultured in present of 0.8 mg/L KT + 0.01 mg/L IBA for strong stock, the shoots could be rooted. Different genotypes 
need basic media with different compositions of inorganic salt. Phytagel containing rich minerals is helpful for bud and shoot 
growth. BA promotes axillary to germinate and proliferate, while KT is helpful for shoot elongation. Fig 4, Tab 3, Ref 22
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摘  要   为优化核桃试管苗生长条件，向核桃优良品种规模化栽培提供大量优良的种植材料，以‘香玲’核桃实生苗

为材料，对基本培养基的类型（MS，DKW，WPM）和凝固剂种类（琼脂，Phytagel，二者结合）进行了筛选，并采用完

全随机试验设计研究了细胞分裂素种类和浓度对其试管苗生长的影响. 试验结果表明：基本培养基与凝固剂的种类，

以及细胞分裂素的种类与浓度对芽苗生长的影响很大. 以DKW为基本培养基，2.2 g/L Phytagel为凝固剂，激素配比为

0.8 mg/L BA + 0.01 mg/L IBA，有利于芽苗增殖，增殖可达4.70；后在0.8 mg/L KT + 0.01 mg/L IBA进行壮苗，即可进行

生根培养. 不同基因型对基本培养基中无机盐成分的需求不同，含有较丰富矿物质的Phytagel有利于芽苗生长. BA促

进腋芽的萌动和增殖，而KT则有利于壮苗. 图4 表3 参22
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裂素对核桃试管苗生长发育的影响，并对比这些因素条件下

芽苗的生长反应，旨在完善并建立核桃试管苗生长发育的系

统体系，为核桃快繁进入工厂化生产奠定基础. 

 1  材料与方法
文中缩写含义：6-BA，6-benzylaminopurine，6-苄氨基嘌

呤；IBA，Indole-3-butyric acid，吲哚丁酸；TDZ，Thidiazuron，
噻苯隆；KT，6-furifuryl-aminopurine，6-糠氨基嘌呤；MS，
Murashige and Skoog medium；DKW，Driver and Kuniyuki 
Walnut medium；WPM，woody plant medium；Phytagel，植物

凝胶. 
1.1  材 料

供试材料为‘香玲’核桃，取自河南济源市坡头镇蓼坞

村. 
1.2  方 法
1.2.1  核桃苗的获得   取当年采收的青皮核桃不经层积处理

直接种入含壤土 : 蛭石= 1 : 1花盆内，放入温室培养，等幼苗

长到40 cm左右开始取材. 以生长健壮且带有活跃生长的腋芽

的枝条为采集源. 
1.2.2  外植体的灭菌    剪取采集源的枝条，剪成1 cm的带

芽茎段，肥皂水浸泡冲洗后，用75%酒精表面灭菌30 s，后用

0.8% NaClO加两滴吐温-20灭菌15 min，最后无菌水冲洗4次，

接种前用无菌滤纸吸干外植体表面的水分，接种到培养基上. 
1.2.3  培养基的配制    配制的培养基装入500 mL的大三角

瓶后, 在121 ℃下高温灭菌20 min. 后在水浴锅中冷却到65 
℃，放入超净工作台，把经过滤灭菌的生长调节剂加入培养

基混匀，而后分装到已灭菌的100 mL的三角瓶中. 培养基中

添加3%蔗糖，pH值调到5.6~5.8. 
1.2.4  无菌外植体的筛选    为了筛选无菌外植体，首先将

外植体接种在无激素的DKW培养基上培养12~14 d，剔除外

生菌的污染，然后再转移到DKW + 0.5 mg/L BA + 0.01 mg/L 
IBA诱导培养基上培养，诱导培养虽然重复次数很多，但由

于内生菌的污染（40%左右，内生菌一般出现在第2或第3次
继代过程中），使得有效芽苗量减少，直到一年后，外植体诱

导的大量有效芽苗才能被应用进行完全培养基的筛选. 
1.2.5  完全培养基配方筛选    试验1：以无菌芽苗上切取的

茎段为外植体，选用DKW、MS、WPM三种培养基，添加0.5 
mg/L BA + 0.01 mg/L IBA，6 g/L琼脂粉作为凝固剂，以此对

核桃芽苗生长的最适基本培养基进行筛选. 
试验2：以无菌芽苗上切取的茎段为外植体，培养基添

加DKW + 1.0 mg/L BA + 0.01 mg/L IBA，凝固剂分别选用6 
g/L琼脂粉（Difco Bacto agar）、2.2 g/L Phytagel、3 g/L琼脂粉

+ 1.1 g/L Phytagel，共3个处理，以此对核桃芽苗生长的最适

凝固剂种类进行筛选. 

试验3：以无菌芽苗上切取的茎段（芽苗伸长培养）和芽

尖（芽苗增殖培养）为外植体，DKW为基本培养基，2.2 g/L 
Phytagel为凝固剂，生长素选用0.01 mg/L IBA、细胞分裂素选

用6-BA、KT、TDZ，每个因素设计4个水平（0.4、0.6、0.8、1.0 
mg/L），共12个处理，以茎段和茎尖为外植体，分别研究细胞

分裂素对芽苗伸长和增殖的影响. 
1.2.6  培养条件    培养室温度20~25 ℃，光周期为14 h光照，

10 h黑暗，光照强度为2 500~3 000 lx. 每处理12瓶，每瓶接种

3个外植体，3次重复，继代周期25 d，继代于相同成分的新鲜

培养基上. 
1.2.7  数据统计与分析    培养4 wk后，统计芽苗的高度、节间

的长度、叶片数和增殖数，所得数据采用DPS软件进行标准

误和差异显著性分析. 

 2  结果与分析
2.1  不同培养基对试管苗生长的影响

接种在不同的基本培养基上的核桃茎段，接种后5~6 d
腋芽开始萌动生长，同时茎段切口边缘形成愈伤组织；15 d后
可见进一步发育成芽苗. DKW和MS培养基上生长的芽苗愈

伤组织的鲜重、主茎的高度及叶片的数量与WPM呈显著差

异，而DKW和MS二者在三项指标差异不显著（表1）. 由实验

结果可知，DKW和MS均适于核桃芽苗的生长，但在形态上3
种培养基有较大的差异，在WPM培养基上接种的茎段底端

有大量的愈伤组织形成，很少有芽的伸长（图1-A），培养在

MS培养基上的芽苗叶片缺绿，主茎和节间较短，底端有少量

的愈伤组织（图1-B）；DKW培养基上生长的芽苗叶片大而颜

色深绿，叶间距正常，底端有少量的愈伤组织（图1-C）. 综合

考虑，核桃芽苗生长的最适培养基为DKW，在此培养基上培

养4 wk，主茎可达1.85 cm，芽苗叶片数平均为9.30. 
2.2  凝固剂种类对试管苗生长的影响

凝固剂的种类对芽苗生长影响明显. 观察发现，在以琼

脂粉和Phytagel配置培养基上生长的芽苗在表现型上有所不

同，前者的芽苗生长势弱，叶小而少，叶柄长（图2-A），而后

者的芽苗长势均匀，叶柄短，叶大而多（图2-B）. 从表2得知，

凝固剂的种类对组培芽苗的愈伤组织鲜重无显著差异；而处

理2（单独使用2.2 g/L的Phytagel）对主茎的高度而言，差异显

著，处理1（单独使用琼脂）和处理3（二者结合）则无显著差

异. 就叶片的数量，处理2和处理3明显优于处理1. 因此，选用

2.2 g/L的Phytagel作为核桃芽苗生长的培养基凝固剂效果较

好. 
2.3  细胞分裂素对试管苗生长的影响

从表3可以看出，KT和BA在0.4~0.8 mg/L的浓度范围

内，对芽苗伸长有显著的促进作用，随着浓度的升高，主茎

和节间长度都在增加，当浓度为0.8 mg/L时，芽苗高度分别

表1  不同培养基对核桃芽苗再生的影响
Table 1  Effects of different types of media on shoot regeneration from walnut nodal cuttings

处理号
Treatment

培养基
Medium

愈伤组织鲜重
Fresh weight of callus (m/g)

主茎高度
Height of main shoot (h/cm)

叶片数量
No. of leaf number on shoots

1 DKW 0.49±0.04 b 1.86±0.04 a 9.32±0.07 a
2 MS 0.48±0.06 b 1.84±0.03 a 9.28±0.04 a
3 WPM 0.79±0.03 a 0.72±0.03 b 3.23±0.02 b
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达到最高3.75 cm和2.74 cm. 当KT浓度为1.0 mg/L时，芽苗表

现为叶片变小，叶间距缩短，叶片似丛生状（图3-A），而BA
在1.0 mg/L时，苗顶芽受到抑制，形态上表现为近顶芽有长

叶柄的叶（图3-B），顶端优势的抑制对芽苗的进一步分化不

利. 附加0.4 mg/L TDZ培养基上生长的芽苗高度为2.12 cm，

但芽苗顶芽坏死明显（图3-C），且随着TDZ浓度增加，坏死

加重，表明TDZ不利于核桃茎段芽苗伸长培养. 茎尖培养观

察发现，随着细胞分裂素浓度的升高，顶芽萌发时间缩短，

图1  培养基种类对核桃芽苗伸长的影响

Fig. 1   Effect of different types of media on shoot regeneration from walnut 
nodal cuttings

A：WPM培养基上形成大量的愈伤组织，且芽苗生长纤弱；B：MS培养基上

生长的芽苗缺绿；C：DKW培养基上生长的芽苗生长健壮 
A. Callus and delicate shoots initiate in WPM medium; B. Shoots are 
chlorosis in MS medium; C. Shoots grow strong in DKW medium

图2  凝固剂种类对核桃芽苗伸长的影响
Fig. 2   Effect of different gelling agents on shoot regeneration from walnut 

nodal cuttings
A：6 g/L琼脂粉作凝固剂上生长的芽苗细弱；B：2.2 g/L Phytagel作凝固剂
上生长的芽苗健壮；C：芽苗生长在3 g/L琼脂粉+ 1.1 g/L Phytagel作凝固剂
的DKW培养基上   A. Shoots are thin in DKW gelled by 6 g/L Difco Bacto 
agar; B. Shoots are strong in DKW gelled 2.2 g/L Phytagel; C. Shoots are 
cultured in DKW gelled by 3 g/L Difco Bacto agar + 1.1 g/L Phytagel

表2  不同凝固剂对核桃芽苗再生的影响
Table 2  Effects of different gelling agents on shoot regeneration from walnut nodal cuttings

处理
Treatment

凝固剂
Gelling agent

愈伤组织鲜重
Fresh weight of callus (m/g)

主茎高度   
Height of main shoot (h/cm)

叶片数量
No. of leaf number on shoots

1 6 g/L琼脂粉 6 g/L Difco Bacto agar 0.55±0.03 a 1.91±0.05 b 9.35±0.05 a
2 2.2 g/L Phytagel 0.54±0.03 a 2.03±0.03 a 11.06±0.06 b

3 3 g/L琼脂粉+ 1.1 g/L Phytagel
3 g/L Difco Bacto agar + 1.1 g/L Phytagel 0.49±0.02 a 1.88±0.02 b 10.14±0.03 c

表3  细胞分裂素对核桃芽苗伸长和增殖的影响
Table 3  Effects of cytokinin on shoot elongation from walnut nodal cutting and shoot proliferation from shoot tip explants

细胞分裂素
Cytokinin ρ/mg L-1

茎段 Nodal cutting 茎尖 Shoot tip
主茎高度

Height of main shoot (h/cm)
节间长度

Length of internodes (h/cm)
增殖数

No. of auxiliary shoot

KT

0.4 1.05±0.03 fg 0.23±0.02 c 3.33±0.15 d
0.6 2.61±0.20 bc 0.32±0.04 ab 3.63±0.15 cd
0.8 3.35±0.21 a 0.34±0.08 a 3.80±0.20 c
1.0 2.34±0.11 cd 0.25±0.03 bc 4.20±0.10 b

BA

0.4 0.92±0.07 gh 0.29±0.01 abc 3.33±0.15 d
0.6 2.48±0.17 bc 0.29±0.03 abc 4.16±0.31 b
0.8 2.74±0.10 b 0.34±0.02 a 4.70±0.17 a
1.0 1.29±0.27 ef 0.23±0.03 c 5.00±0.10 a

TDZ

0.4 2.12±0.22 d 0.25±0.03 bc 3.30±0.10 d 
0.6 1.42±0.07 e 3.37±0.25 d
0.8 0.69±0.12 hi 2.77±0.15 e
1.0 0.53±0.05 i 2.37±0.25 f

图3  细胞分裂素对核桃芽苗伸长的影响

Fig. 3  Effect of cytokinin on shoot elongation from walnut nodal cutting 
explants

A：茎段在KT为1.0 mg/L时形成的丛生芽；B：茎段在BA为1.0 mg/L时芽

苗顶端受到抑制；C：茎段在TDZ为 0.4 mg/L时顶芽出现坏死状

A. Clumpy buds on DKW medium with 1.0 mg/L KT; B. Apical quiescence 
on DKW medium with 1.0 mg/L BA; C. Apical necrosis on DKW medium 
with 0.4 mg/L TDZ

图4  细胞分裂素对核桃芽苗增殖的影响

Fig 4   Effect of cytokinin on shoot proliferation from walnut shoot tip 
explants

A：BA为1.0 mg/L时，腋芽增殖数较高；B：KT为1.0 mg/L时，腋芽只有较

少的增殖；C：TDZ为0.6 mg/L时腋芽形成的不定芽聚集缩短

A: Auxiliary proliferation on DKW medium with 1.0 mg/L BA; B. Auxiliary 
proliferation on DKW medium with 1.0 mg/L KT; C. Accumulation of 
adventitious buds on DKW medium with 0.6 mg/L TDZ
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萌发率随之增加. 从表3可以看出，BA与KT增殖数呈显著差

异，BA在浓度为1.0 mg/L时，增殖可达5.00（图4-A），而KT只
有4.20（图4-B），但考虑高浓度会产生一定的延后效应，因而

增殖需要0.8 mg/L的BA. 而TDZ则不利于芽的增殖，虽然腋

芽增殖数高，但其生长的芽苗顶芽受到抑制，使不定芽聚集

短缩（图4-C），增加了进一步分离增殖或生根时的操作难度. 
根据各项指标进行综合分析，在保持合理的增殖系数条件

下，按照商品苗的质量要求，选用0.8 mg/L BA进行增殖，0.8 
mg/L KT进行壮苗效果好，而后继代于1/2 DKW + 0.5 mg/L 
IBA进行生根培养. 

 3  讨论与结论
本研究得出DKW培养基为核桃茎段最佳诱导培养基，

这与Ponchia等在研究核桃茎段培养的结果 [11]一致，在此培

养基上生长的芽苗生长势均匀，叶色正常，而在MS培养基

中，外植体出现了缺绿症. 然而，朱玉球等认为WPM才是山

核桃茎段再生的最适培养基 [12]；李建军则认为MS是美国

黑核桃试管苗生长的最佳培养基，说明不同属间存在着差

异 [13]. 在同一属内造成这种现象的原因可能是培养基离子强

度不同所致，MS和DKW的离子强度是WPM的二倍之多，而

MS和DKW近似等量，也可能是WPM的NH4
+浓度（5.0 mmol/

L）较其它两种培养基低（MS和DKW分别为20.6和17.7 mmol/
L）[14]. 但也有不少研究者以MS培养基进行核桃苗增殖的成

功报道[15~17]. 
长期以来，植物组织培养中一直用琼脂作为凝固剂. 琼

脂往往含有杂质，有时对培养物会产生不利的影响. Phytagel
（植物凝胶）是一类新的凝固剂，在植物组织培养中具有通

气性好、凝固温度低、含杂质少、不易发生玻璃化现象等优

点. 此外，由于不同凝固剂中矿物质含量不同，导致不同的凝

固剂对芽苗的生长有很大的差异. Phytagel含有大量的Ca、
Mg、K、Fe，提高了离子浓度，因而在此凝固剂上生长的芽苗

较好，也有可能由于琼脂粉含Na较高（是Phytagel的3倍），导

致了芽苗叶片未老先衰. 尽管Phytagel对芽苗生长发育有良好

作用，考虑到Phytagel的价格因素，本研究认为在无菌苗筛选

过程中可用廉价的琼脂，而在无菌苗的增殖和壮苗过程中应

使用Phytagel较为经济. 
外源激素中细胞分裂素对不定芽的再生起关键作用，

而生长素对外植体的分化起辅助作用 [18]. 本试验的细胞分裂

素有BA、KT和TDZ. 据Huetteman和Rreece报道，TDZ是木本

植物离体培养中活性最强的细胞分裂素类似物质 [19]，但本

研究表明TDZ并不适宜于核桃试管苗的生长发育. Pawlicki
和Welander [20]、Caboni等 [21]也曾分别报道TDZ对部分苹果品

种和野生梨的离体再生表现不利，说明TDZ并非对所有木本

植物均能表现出良好的离体诱导效果. 考虑到芽苗长期在含

有BA的培养基上继代培养的材料（例如，苹果通常在4 mo
后）出现BA伤害，改用其它种类的细胞分裂素可能会得到缓

解 [22]. 另外，细胞分裂素浓度过高会引起后效应，抑制根的诱

导或出现移栽后侧芽过多的现象 . 本试验综合考虑得出，芽

苗增殖选用0.8 mg/L BA，壮苗则用0.8 mg/L KT. 
综上所述，可得出以下结论：以DKW为基本培养基，2.2 

g/L Phytagel为凝固剂，在0.8 mg/L BA + 0.01 mg/L IBA进行

芽增殖，后在0.8 mg/L KT + 0.01 mg/L IBA进行壮苗，芽苗表

现为叶片大而颜色深绿，叶间距正常，再进入1/2 DKW + 0.5 
mg/L IBA进行生根培养. 本研究优化了核桃试管苗生长及增

殖的条件，为核桃新品种的工厂化快速繁殖进入生产奠定了

基础. 
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