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汾阳核桃组织培养过程中常见问题的研究 
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摘要 针对汾阳核桃组织培养过程中容易碰到的污染和褐变问题进行了研究。结果表明，用 80 nd青霉素和 3 g多菌灵浸泡处理核 

桃外植体，控制污染效果显著；而用zsomg／L的PVP预处理核桃外植体和用 100mg／L的PVP作为培养基 附加成分，外植体褐变都可以得 

到有效控制。 
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A Ⅲ把exp~iraent studied the effect ofPenicillin On controlling contamination ofwalnut explants． results showedthe method ofPenicillin(80 

／ll11)and Dewsal(3 g)to soak walnut explants was significant in preventing contamination．This experiment studied the effect of PVP 

(polyvinylpyrrolidone)on inhibiting browning ofwalnut explants． results showed bwwning was effectively con~olled with PVP(250 nc／L)to soak 
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核桃(Jug／am reg／a L．)属胡桃科(Juglandacea~)胡桃属，是 

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【1,2J。虽然在长期栽培和人为选择过程中， 

形成了很多的核桃优良品种和类型，但是不完善的繁殖技术 
一 直是制约核桃优良品种推广的巨大障碍u3J。近年来，我国 

的植物组织培养技术已由实验室中试验阶段，逐步向商品化 

生产过渡，使得组培快繁所建立的商业化生产体系的开发前 

景非常广阔【4J。但是核桃组织培养过程中常遇到污染和褐 

变的问题，所以研究如何解决该问题对于核桃组织培养成功 

有着很重要的意义。 

1 材料与方法 

1．1 供试材料 试验于20O3年2月至20O4年3月在山西农 

业大学园艺学院组织培养室进行。试验材料为 1年生汾阳 

核桃实生苗。 

1．2 试验方法 

1．2．1 无菌营养繁殖系的建立。 

1．2．1．1 外植体材料的采集。20O3年 1月，选择大小相对一 

致的汾阳核桃种子，清洗干净后进行催芽处理，即先用 自来 

水浸泡1 d后，在恒温培养箱内25℃下培养 1 d，然后再泡水， 

循环 1周后，检查并统计裂壳数。裂开壳的核桃先置于冰箱 

(10℃)中，然后待全部裂开壳后，用富含有机质的土壤和砂 

土按照2：1混合做基质进行播种。播种后25～30 d，种子先 

后发芽出土，待苗高至 30 crn左右时，即可选择茎段作为接种 

材料。 

1．2．1．2 清洗与消毒。不同的外植体材料消毒程序基本一 

致，只是根据材料的来源、被污染程度等对各种消毒剂的浸 

泡时间略作调整。清洗与消毒程序：①用自来水冲洗材料 30 

min。②用洗洁净清洗材料，若大田材料污染较重，可以用软 

毛刷轻轻刷洗茎段和叶片，然后用自来水冲洗干净。③用滤 

纸吸干其表面水分。④置于 2％硫代硫酸钠溶液中浸泡 

基金项 目 山西省 自然科学基金项 目(201111091)；山西省攻关项 目 

(02l∞6)。 

作者简介 张燕(1979一)，女，山西潞城人，硕士，讲师，从事园艺植物组 

织培养等研究。*通讯作者。博士生导师。 

收稿日期 2(136-03-30 

2o～30rain。⑤用蒸馏水冲洗4～5次。⑥将材料移至超净工 

作台，在无菌条件下，用灭过菌的纱布吸干材料表面水分，置 

于灭过菌的烧杯中；以下的消毒程序有所不同(表 1)。⑦每 

个处理消毒后都用无菌水冲洗4～5次。⑧取出后浸入无菌 

的0．2％硫代硫酸钠溶液中备用。 

表 1 核桃外植体消毒方法 

1．2．1．3 接种材料与培养室环境。取出材料，置于灭过菌的 

滤纸上，切割外植体成适宜的大小(将茎段切成 1～2 cm长的 

小段；叶片分别取叶边、叶尖、叶柄处．切成 1锄 见方的小 

片)，立即接种，视三角瓶容量不同分别接种叶片4～6块叶 

片，茎段 4～6个不等 培养室白天温度为(25±3)℃，夜间温 

度为(18±2)℃，光照时间 15 h／d，光照强度2 000 lx。如无特 

殊说明，以下培养条件均按照此要求设置。 

1．2．2 利用青霉素和多菌灵防止核桃污染研究。由于核桃 

树体内可能存在内生菌，仅靠单纯的材料表面灭菌估计效果 

不佳，所以笔者研究了抗生素类和农药类物质对外植体污染 

控制的效果。首先要制取无菌水，将蒸馏水装入玻璃瓶中， 

封口，在 121 oC下高温灭菌30 min，冷却后备用。然后配制青 

霉素梯度溶液，并且在每一处理中加入多菌灵粉剂3 g。 ． 

试验基本培养基为改良DKW+BA 1 mg／L+IBA 0．001 

m L，分别接种实生苗茎段和叶片、大田茎段和叶片，接种后 

4～5 d观察培养基污染情况，若为人为污染，则剔除此污染 

瓶。15 d后统计由于材料内生菌而引起的污染情况。根据 

不同的材料进行不同时间的浸泡处理。每个处理4瓶，每瓶 

接种5个材料，3次重复。 

1．2．3 利用 PVP防止核桃褐变的研究。 

1．2．3．1 设置不同质量浓度的PVP预处理核桃外植体。取 

核桃叶片经常规消毒后，切成约 1锄 见方的小块，设置 6种 
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不同质量浓度的PVP溶液浸泡 5 min。PVP的6种质量浓度 

处理为：①无菌水(CK)；②50roWE；③100roWE；④150roWE； 

@2OOroWE；⑥250 mWL。经预处理后，将叶片接入激素组合 

为 NAA0．01 mWL+BA0．01 mWL的培养基中诱导愈伤组织。 

3次重复，每次重复接种叶片3o块，接种后 15 d进行调查。 

1．2．3．2 以不同质量浓度的PVP作为培养基附加成分处理 

核桃外植体。基本培养基如前，共有 5种处理：①无附加成 

分(CK)；②10 mWL；③30 mWL；④50 n~／L；⑤100 mWL。处理 

方法同上。将得到的愈伤组织进行分级观察，统计褐变 

指数。 

褐变指数=羔 x 100％ 

1．3 试验设计及统计分析 试验采用了完全随机设计，重 

复3次。试验结果采用 SAS软件处理，部分数据采用方差分 

析和邓肯氏新复极差法_5j。 

2 结果与分析 

2．1 青霉素和多菌灵对核桃组培污染的控制效果 大田材 

料经过不同浓度青霉素处理后，污染率仍高达 100％，青霉素 

浓度间无差异性。图 l所示为青霉素处理实生苗茎段后污 

染率和分化率的调查结果，由图 l看出，随着青霉素浓度的 

提高，污染率呈现明显的下降趋势，而分化率在青霉素浓度 

为 80vr,／mi时最高。 

试验表明，多菌灵能有效地杀灭真菌，污染中仅为细菌 

污染。当发生细菌污染时，细菌大量分布于培养基内，并与 

组培苗争夺营养，导致茎段茎叶发黄、生长缓慢、芽分化数目 

少，严重时叶完全脱落、苗停止生长、大量死亡_6J。青霉素对 

于细菌污染的控制是有一定的效果的，但如果浓度过大，浸 

泡过的材料其生长活性已受到影响，导致死亡率增加。青霉 

素作为抗生素，其廉价的成本有利于其应用。 

萎 
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图1 青霉素和多菌灵对核桃外檀体污染和分化的影响 

2．2 利用 PVP防止核桃外植体褐变的研究 

2．2．1 预处理的 PVP质量浓度与核桃外植体褐变率的关 

系。由表2可见，处理⑥与以上 5种处理的褐变率均达到极 

显著差异，即通过 PVP2．50mWL预处理核桃外植体，可使褐 

变率降为9．63％。而处理⑤与处理①、②、③、⑥达极显著差 

异，与处理④差异不显著。由此可见，应以大于200mWL浓 

度的PVP预处理核桃外植体为宜。 

2．2．2 以不同质量浓度的PVP作为培养基附加成分的效 

果。由表 3可见，PVP作为培养基附加成分质量浓度在 50 

II】g／L以上时，防止褐变效果较为理想。处理⑤和以上 4组 

差异均达极显著。说明当质量浓度增加到 100 mg／L时，防止 

褐变效果有显著提高，这与陈彪[’]的研究有所不同。建议以 

后在类似研究中把 PVP质量浓度再适当调整到大于 100 

删-／L，以选择出抑制褐变最佳浓度。 

表2 n 预处理核桃外檀体对褐变率的影响 

表3 n 作为培养基附加成分对褐变率的影响 

3 结论与讨论 

3．1 关于培养环境问题 金晓玲_8j发现：在黑暗条件下，子 

叶、胚轴、嫩枝叶片和茎段的愈伤组织诱导率均达到 9o％以 

上，没有发现枯死现象；强光照条件下(3 000 Ix)，愈伤组织的 

色泽有较大的变化，茎段的愈伤组织为黄色和黄绿色，子叶 

的愈伤组织为绿色或深绿色，且愈伤组织褐变情况严重。而 

在该试验中却发现黑暗条件下，在最初叶片诱导形成愈伤组 

织时，叶色失绿严重；在黑暗条件处理5 d后，发现叶片全部 

枯死，愈伤组织诱导率为0，这可能和叶片中贮藏的物质仅够 

其在黑暗中呼吸消耗以抵抗切割后所引起的强烈的生理生 

化代谢，不能维持其要再脱分化和再分化所需要的能量有关， 

并且在黑暗条件下对愈伤组织诱导增殖，也发现类似现象，其 

表面分泌出一层油性物质，愈伤组织褐变现象十分严重。 

KOZAI[9J等认为，常规培养容器内的空气环境与温室和 

大田的环境相比有很大的差异，主要有以下特点：相对湿度 

高(96％以上)；照光期和暗期的温度相同；照光期 C0，质量 

浓度低、暗期 C02质量浓度高；气体流动差；乙烯含量高；光 

照强度低(约为室外的 10％、温室内的20％)。从培养基环 

境来看：含有高质量浓度的糖及其他无机盐；通气性差；有毒物 

质浓度高；大多含有生长调节物质而无微生物的存在等。 

最近几年的植物组织培养研究中却很少有相关组培环 

境改善的报道，以后的研究中应该注意到组培的瓶外环境 

因子和瓶内的小环境因子对组织培养的影响。 

3．2 关于污染问题 核桃为多年生木本植物，初代培养污 

染率高，它是制约核桃组织培养快速发展的重大障碍之一。 

笔者利用青霉素和多菌灵来控制污染，达到了较好的效果。 

多菌灵能有效地杀灭真菌，青霉素在初代培养时只能起抑 

制细菌作用 6。在植物组织培养中要注意根据3条原则来 

使用抗生素，首先必须弄清楚要杀死的是真菌、细菌还是病 

毒，是哪类真菌、细菌、病毒；其次应知道使用的抗生素是否 

对培养的植物组织有不良影_晌；最后要确定抗生素使用浓 
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度 、使用时期和处理时间的长短。抗生素不能完全代替灭 

菌技术，没有一种抗生素能对所有引起污染的微生物都有 

效_1 。崔德才l1oj提出将青霉素作为培养基附加成分，但在 

该试验中发现，经高温灭菌后青霉素失活并有异味产生，培 

养基也往往变成褐色，所以青霉素不适宜作为培养基附加 

成分，它作为预处理材料的溶液是比较适合的。 

作为控制污染的常用消毒剂升汞也有很多缺点。如使 

用升汞消毒时间过长，会把植物组织杀死或杀伤，虽污染率 

很低，但成活率也随之下降；而消毒时间过短，虽成活率提 

高，但污染率会上升。并且升汞为重金属物质对环境污染 

严重，其残留在土壤中进入地下水，从而影响人们身体健 

康。从长期看，其不适宜作为组织培养中的消毒剂。建议 

使用安替福民即次氯酸钠来进行消毒，具体浓度及处理时 

间有待进一步研究。 

另外，陶建敏等_1 研究葡萄无菌体系的建立与不同条 

件的田间取材、不同品种、不同消毒方法、消毒时间等因子 

有关，得出不同基因型的材料污染率各不相同，并得出葡萄 

不同品种的最佳消毒方法。在核桃上目前尚缺少这类系统 

研究，以后的研究中应予以加强。 

3．3 关于防止褐变问题 防止褐变的措施很多 ，如增加转 

接次数来减少醌类物质的毒害作用_1 。李焕秀等在不同 

梨品种多酚氧化酶活性和总酚含量低的时期取材，可以减 

少褐变的发生_1 。理论上如果将褐变反应中的底物酚类 

物质保护起来或将它吸附掉，即使再有高的酶活性也不会 

发生褐变。宋平和沈丙辉研究了活性炭抑制褐变的作用。 

而 PVP(聚乙烯吡咯烷酮)在生化分离制备中常用作酚类物 

质和细胞器的保护剂，于是人们研究了PVP防止褐变的效 

果。试验结果证明，利用 PVP提前预处理核桃外植体或者 

作为培养基附加成分接种核桃外植体都能起到较好的控制 

褐变效果。但由于酚类物质种类很多，且 PVP也有不同的 

分子量，因此防止褐变的效果对PVP说法不一，需进一步加 

·+ 一+ ”+ ”+ ”+ 一+ ”+ --+ “—— ”+ 一+ ” 
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种，并制定与之相配套的栽培技术措施，实现品种的高产优 

质高效。黄河流域棉区，改变麦棉套种模式，适当缩小小麦 

播种幅度，增大棉花播种行宽度，改善棉行光、温条件，促苗 

早发。小麦收获后及时灭茬松土，合理施肥，促使早现蕾， 

早结桃，提高成熟度和纤维品质。强化棉铃虫和棉叶螨的 

防治工作，及时收获籽棉，避免干枯叶片、风沙污染，保持优 

良的原棉品质。西北内陆棉区推广以“矮、密、早”为特征的 

栽培技术体系。合理运筹肥、水和化学调控，协调营养生长 

和生殖生长的矛盾，促进纤维充分发育。棉花生育后期严 

格控制棉蚜的危害，降低棉纤维含糖量，及时采摘籽棉，提 

高棉花纤维综合品质。 

2．3 提高收购Jjn-r质量。完善棉花纤维品质评价体系 大 

力宣传异性纤维的危害，并通过一定措施在棉花收摘、晾 

晒、储藏、运输等过程中减少异性纤维污染。按级别分收分 

藏，杜绝小型轧花机械，提高棉花加工质量。植棉业和商业 

部门的从业人员要提高思想认识，充分认识目前我国原棉 

和棉纺织品、服装在国际市场上所面临的严峻考验，重振我 

强研究[佗]。还有加入抗氧化剂和蛋 白质 、氨基酸 、多胺 、亚 

硫酸氢钠等其他 PPO活性抑制剂来防止褐变的发生，以及 

改善组培苗生长的培养基、培养瓶、培养室环境等以达到防 

止褐变发生的目的【14-201。 
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国世界纺织王国的地位。农业行政管理部门必须顺应市场 

需求的发展，尽早出台纤维长度系列化的新的品种审定标 

准。在制定标准时，不仅要对纤维长度、强度、细度和成熟 

度等内在品质做出明确的文字规定，而且要将色泽特征、水 

分、杂质含量和轧工质量等外观品质纳入检验的范围。商 

业部门在进行原棉品质检测时，可重点考虑纤维长度、比强 

度、麦克隆值、含水量、杂质及异性纤维含量，将棉花品质评 

价标准由外观品质转向内在品质与外观品质并举，实行优 

质优价，提高我国原棉在国际市场的竞争力。 
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