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摘 要 ：通过正交试验筛选出金丝慈竹愈伤诱导的最佳配方 MS+2，4-D 5 mg／L+6-BA(0．2～0．5)mg／L；记录了 

愈伤发生过程中不同类型愈伤的发生时间及生长状态，并通过对健康的 I型愈伤组织进行增殖培养筛选出最佳增 

殖配方 MS+2，4-0(2—3 mg／L)+6一BA 0、2 mg／L+NAA 0．5 mg／L。通过对增殖后健康的 I型愈伤组织的诱导分 

化，实现了器官再生，并获得最佳芽体分化配方MS+6一BA 5 mg／L+NAA 0．2 mg／L及不定根系发生诱导配方MS+6 

一 BA 1 mg／L+NAA (0．5～2 mg／L)。 
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A Pnmary Study on Callus Induction and Plant Regeneration of Bambusa affinis‘viridiflavus’∥WU 

Tao，LU Juan-juan，DING Yu—long 

Abstract：The callus induction culture and plant regeneration of Bambusa affini~‘viridiflavus’were investigated in this pa— 

per、Th e results showed that the optimum medium for callus induction culture were MS+ 2，4-D 5 mg／L+6-BA(0、2— 

0．5)mg／L．The different types of callus were observed during the different culture stages，among which the type I callus 

could be further induced with the optimum medium of MS+2，4-D(2～3 mg／L)+6-BA 0．2 mg／L+NAA0．5 mg／L for 

callus multiplication．According to the experiment，it was found that the better medium of bud differentiation was MS+6- 

BA 5 nlIg／L+NAA 0．2 mg／L，and the optimum media of adventitious root was MS+6一BA 1 mg／L+NAA(0．5—2)mg／L． 
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竹子是一类特殊的经济植物，它很少开花结籽， 

最常见的传统繁育方式是母竹分株或者利用竹秆、竹 

枝扦插，这些方法存在消耗种竹多、种苗运输不方便、 

劳动强度大、繁殖系数低等问题，很大程度上制约了 

竹林资源的有效利用。针对这些问题，随着对竹类研 

究的深化，人们开始研究竹类植物新的繁殖方法，其 

中最直观有效的就是竹类组织培养获得再生植株。 

对于竹类植物的组织培养，最早开始于 1968年 Alex． 

ander和 Rao关于成熟种胚离体培养 的报道⋯。此 

后，对于竹类植物的离体快繁研究内容层出不穷，对 

于竹类植物的快速繁殖技术逐渐受到重视。1975年 

Tseng等首次从竹 叶分离出原生质体 J。1982年 

Metha等、1985年 Rao等先后分别对印度莉竹(Barn- 

busa arundinacea)和牡竹(Dendrocalamus strictus)种子 

成熟胚进行诱导，Metha直接从印度莉竹种子获得胚 

起源的愈伤组织，并获得再生植 株 J。1983年， 

Huang和 Murashige以筋 竹属 (Bambusa)、刚竹属 

(Phyllostachys)、箬竹 属 (Indocalamus)和 莉 竹 属 
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(Bambusa)生长活跃的侧芽和顶芽的芽尖作外植体， 

对诱导愈伤组织产生的条件作了详细的研究 J。此 

后的几十年间，国内外先后对 18个属7O多个竹种进 

行过组织培养研究，其中的6O种获得成功。自9O年 

代起，试管苗开花诱导成为竹子组织培养研究新的热 

点，并有一些成功的报道 -71。2000年，吴益民等对 

孝顺竹(Bambusa multiplex)的顶芽和节侧芽外植体 

进行诱导获得愈伤组织，并建立悬浮细胞系 。2002 

年，王光萍等以金镶玉竹等 11种观赏竹新萌发的嫩 

芽为材料，进行组织培养，获得了7种观赏竹的再生 

植株_8j。近年来，就 目前已有的报道来看，不少关于 

竹类组织培养的最新报道都将侧重点放在了愈伤组 

织诱导进而得到植株再生方面 ，其中也不乏通 

过愈伤组织实现器官发生进而实现植株再生的。金 

丝慈竹(Bambusa affinis‘viridiflavus’)，慈竹属，竹秆 

分枝一侧具浅黄色条纹，为优美的庭园观赏竹种，南 

亚热带北部或中亚热带地区，如四川，湖南，江西北部 

等均有分布。南京林业大学竹类研究所从各产地中 

筛选出一个耐寒性较好的种质，经过 8 a的栽培观 

察，该种质在南京可以安全露天越冬，竹秆直径达 

6 on、高达 12 m，秆先端弯曲下垂，形态极其优美。 
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应 用 研 究  

与长江中下游地区常见的丛生观赏竹——孝顺竹相 

比，观赏价值更高。鉴于传统繁育方式所需耗费大量 

人力物力，本实验旨在建立由愈伤组织培养进行植株 

再生的一个完整体系，为金丝慈竹新种质繁育开辟一 

条新的途径。 

1 材料与方法 

供实验的材料来 自南京林业大学竹类研究所竹 

子快繁实验室中的快繁无菌苗。选取无菌快繁体系 

中健康茁壮的无菌苗，以试管苗无污染、无玻璃化现 

象、体系稳定、繁育出的新芽饱满为最好。具体步骤： 

(1)将快繁无菌体系竹苗发出的饱满新芽由原 

植株体上切下，切割时保证芽体饱满，用无菌水清洗 

去原有培养基，将芽体外部的较老箨片剥去，留下芽 

体和幼嫩的箨片，然后将材料接种到愈伤诱导培养基 

上进行愈伤诱导； 

(2)根据第一阶段诱导出的不同类型的愈伤组 

织，选取合适类型的愈伤接种到愈伤增殖培养基上进 

行增殖； 

(3)将增殖后的健康的愈伤组织接种到诱导分 

化培养基上进行器官诱导分化，因竹类愈伤组织诱导 

极易生根，故在此以诱导芽体为主； 

(4)待实现愈伤组织器官发生后，将已有分化出 

的芽体从愈伤组织上切下，接种到生根培养基上进行 

生根诱导，根发生后移植到基质中进行炼苗，实现再 

生体系的完整化。 

进行上述操作之后，隔 日进行观察，记录愈伤组 

织诱导率和生长状态，并对愈伤生长状态进行评价， 

采用正交实验对各阶段所需的最佳激素配比进行分 

析，筛选出最佳的愈伤诱导配方，愈伤增殖配方，诱导 

分化配方和诱导生根配方。 

因金丝慈竹稳定的快繁(以芽繁芽)体系培养基 

为MS培养基，为维持芽体的稳定，故以上实验中的 

基础培养基都为 MS培养基，蔗糖浓度均为 3％，愈伤 

诱导阶段和增殖阶段均为暗培养，诱导分化阶段前期 

为暗培养，后期和诱导生根阶段，每 日辅助光照 10 h， 

光照强度约 1 600 lx。防褐化剂采用抗坏血酸，温度 

控制为25～28cC。 

2 结果与分析 

2．1 愈伤组织的诱导 

以激素2，4一D(0．5～7)mg／L分别与 KT(0．1～ 

1)mg／L和 BA(0．1～1)mg／L进行配比组合，通过实 

验观察可以得出随着 2，4一D浓度的升高，愈伤组织 

的发生率和致密程度都呈上升趋势，愈伤诱导率最高 
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可达 100％。但当超过一定量的时候，诱导而出的愈 

伤组织就会褐化死亡。2，4一D浓度偏低时，基本不出 

愈，或者愈伤比较水渍化且具粘性，不利于愈伤的进 
一

步增殖和分化，经过一段时间的继代培养后就会褐 

化死亡。2，4一D和6-BA两种激素的配比对于愈伤 

组织类型(见图 1)的决定和发生率都起着重要作用。 

当2，4一D浓度太低时愈伤发生时间延长，愈伤粘性， 

量少且容易发生水渍化；随着浓度增加，愈伤粘性程 

度逐渐降低；但若6一BA浓度过高时，就会加速愈伤 

的分化，存在发出的愈伤还未进行增殖培养就已分化 

的现象，不利于愈伤状态的统一。 

就已发生的愈伤来看，通过这几种激素配比培养 

诱导出的愈伤组织主要可分为3种类型：I型为增殖 

和分化的最佳愈伤，松散颗粒状，结构致密，色泽鲜 

亮，多为黄绿色；II型为白色或浅褐色的粘性愈伤，此 

类愈伤在出愈的最初阶段多易发生，愈伤为团状，水 

渍化，无法分离；III型为白色半透明愈伤，其含水率 

很高，以松散状态存在。此 3类愈伤，II型愈伤多发 

生于诱导最初阶段，I型和 III型愈伤多在其后产生， 

根据激素配比组合不同，产生出不同的愈伤。总体来 

说，除II型愈伤外其他两种愈伤褐化程度都较轻，尤 

其是I型愈伤，基本无褐化现象，是状态最好的愈伤， 

因此判定金丝慈竹愈伤诱导的最佳激素配比组合为 

2，4-D 5 mg／L+6-BA(0．2～0．5)mg／L或者2，4一D 

5 mg／L +KT 1 mg／L。 

2．2 愈伤组织的增殖 

愈伤组织的增殖是决定是否能实现愈伤状态的 

初步统一化比较关键的一个阶段。以上实验发生的 

3种类型愈伤，因II类型愈伤到愈伤发生后期阶段基 

本都已褐化，故不在考虑到增殖范围。 将剩余两种类 

型的愈伤接种到增殖培养基上进行增殖培养。 

在增殖阶段，愈伤对 2，4一D的依赖不再像诱导 

阶段一样高，但仍需维持在一定浓度，低浓度的6-BA 

和适中浓度的NAA对愈伤的增殖都有良好的效果。 

在2，4一D(1～5)mg／L与 6-BA(0．2，1)mg／L以及 

NAA(0．1～0．5)mg／L激素浓度范围的配比实验下，I 

型愈伤和 III型愈伤都有所增殖，且所增殖的愈伤都 

维持在原状态，基本没有分化现象。I型愈伤所增殖 

的愈伤黄白色，致密，含水率相对其他两种愈伤来说 

较低，无水渍化现象，结构致密，用镊子拨开可分散成 

颗粒状；III型白色松散愈伤增殖后仍然为白色松散 

状，含水率高，用镊子轻轻挤压会有水分产生，愈伤松 

散成粉团状。 
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应 用 研 奔  

1．愈伤诱导起的金丝慈竹芽体，不剐出愈的愈伤；2．不 I型愈伤 ，黄绿色，致密，可剥落为颗粒状 ；3．示 II型愈伤，白色或浅褐色的粘性愈伤，团状， 

水渍化；4．示 III型白色半透明愈伤，可见其含水率很高，愈伤松散；5．体视解剖镜下的 I型愈伤 ，示开始分化的芽点；6．开始分化的愈伤长出芽体； 

7．示愈伤芽丛产生的同时，其余部分的愈伤褐化死亡；8．示分化出的芽丛；9、10．植株体根系发生；11．炼苗后移栽成活。 

图1 愈伤诱导及再生体系 

当激素配比在 2，4一D(2—3 mg／L)+6一BA 素配比较为敏感，故实验浓度范围设定在 6一BA(1— 

0．2 mg／L+NAA 0．5 mg／L这个浓度范围时，愈伤增 6)mg／L和NAA(0．1—1)mg／L。健康I型愈伤诱导 

殖倍数可以维持在原有体积2—3倍，最高可达4倍， 植株分化30 d左右都有芽丛产生，但当NAA用量偏高 

并且可以维持愈伤基本处于发育及分化较为统一的 以后，容易诱发根的产生，根据实验观察，当愈伤组织 

最佳状态。 在产生芽之前先产生根，愈伤块很快就会褐化死亡。 

2．3 诱导器官分化 因此，在诱导愈伤进行分化时应尽量控制NAA的用 

愈伤组织的分化是通过愈伤组织的培养实现植株 量。根据实验，诱导金丝慈竹愈伤块分化出再生植株 

再生的重要步骤，包括诱导芽体的产生和根系的发生。 最佳的配方为MS46一BA 5 mg／L+NAA 0．2 mg／L。 

选取增殖情况良好的I型愈伤将其植入诱导分化培养 愈伤诱导分化过程中，褐化现象严重，有的愈伤 

基，诱导芽体或者体胚产生的培养基，诱导植株再生。 块严重褐化死亡，对于激素用量非常敏感。且在愈伤 

在芽丛的诱导阶段，对于6一BA和NAA两种激 产生芽丛的同时，会有部分由黄转绿的绿色点状愈伤 
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应 用 硼 究  

块剥落，疑似体胚，但需进一步进行的切片和电镜观 

察佐证。 

2．4 再生植株诱导生根 

诱导再生植株生根，是实现无菌体系循环，实现 

大棚移栽的必要步骤。将诱导分化出的健康芽丛长 

成的小植株转人生根培养基进行生根诱导，激素浓度 

范围设定在 NAA(0．5—2)mg／L和 6一BA 1 mg／L。 

金丝慈竹再生植株诱导生根是个相对其他过程 

较为容易的步骤，多数植株对生根配方均有反应，区 

别只在于发根量的多少及根系的状态，当NAA浓度 

达到一定量(≥0．5 mg／L)后，植株的根系都有所发 

生，最高发根率可达 100％。在 NAA的基础上再添 

加6-BA则会促进发根量的增加。根据发根量，再生 

植株诱导生根最佳配方为 MS+6一BA 1 mg／L+NAA 

(0．5—2)mg／L。 

将生根后的健康植株(根系达 10条以上)由培 

养瓶取出置于自然散射光、有一定昼夜温差的实验室 

内，3—5 d后除去封口膜，再炼苗3—5 d，从瓶中取出 

竹苗，洗净培养基，寄栽于育苗箱的基质上(蛭石：珍 

珠岩：砂壤土 =1：1：1)，浇足定根水，定期喷洒营养 

液，用塑料膜调节温度、湿度和光照，后统计成活率及 

竹苗生长状况，待新发健壮根系后移往大棚。 

3 讨 论 

(1)金丝慈竹的愈伤组织诱导单纯从激素因素 

来考虑，可以通过 2，4一D和6一BA、KT组合来实现， 

实验中可以产生 3种不同类型的愈伤：I型为增殖和 

分化的最佳愈伤，松散颗粒状，结构致密，色泽鲜亮， 

多为黄绿色；II型为白色或浅褐色的粘性愈伤，此类 

愈伤在出愈的最初阶段多易发生，愈伤为团状，水渍 

化，无法分离；III型为白色半透明愈伤，其含水率很 

高，以松散状态存在。其中I型愈伤是诱导增殖和进 
一 步分化的优质愈伤，在适当的继代培养后，愈伤可以 

进一步增殖，并且诱导器官发生，从而形成新的植株。 

通过对新植株的移栽，完成无菌体系向栽培体系转化。 

(2)此次实验中通过对金丝慈竹愈伤组织的诱 

导，增殖并实现植株体再生，完成了植物体组织培养 

脱分化到再分化的整个过程，就其本身而言是具有生 

物学意义。建立竹子愈伤诱导再生植株体系，不仅为 

新竹繁育开辟出一条新的途径，同时也有助于竹林育 

种研究。世界范围内基因工程育种在禾本科进行了 

广泛的应用研究，但绝大多数集中在禾亚科的农作物 

中，同为禾本科的竹亚科几乎没有基因工程育种成功 

的报道。其原因是多方面的，竹子主要分布在发展 

22 

中国家，经济因素，技术因素，环境因素都起极大的制 

约作用。组织培养是基因工程育种的基础，愈伤组织 

诱导和通过体细胞胚胎获得再生植株已成为竹子遗传 

改良的技术关键。通过对愈伤发育发生阶段的统一， 

进而为竹类基因工程育种后续阶段提供适宜的材料， 

使此次实验在育种方面又具有了另一番重要的意义。 
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