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摘  要 为了建立毛竹再生体系，研究了毛竹种胚不同放置和切割方式对愈伤组织诱导率和质量的影响。结果表明：放置

方式对愈伤组织诱导的影响明显，盾片朝下处理在 4mg/L 2,4-D 的 MB 培养基上诱导出较多的致密状愈伤组织，盾片朝上紧

密状愈伤组织的诱导率较低，更易生根；不同切割处理也对毛竹愈伤组织诱导影响明显，横切能够较好地控制疏松水渍状愈

伤组织的产生，诱导出较多的致密状愈伤组织；剥胚处理和纵切处理对胚活性影响较大，愈伤组织诱导启动较慢且易褐变。

在不同的激素浓度中，以 4mg/L 2,4-D 较适合毛竹种胚的愈伤组织诱导。在分化过程中，不同的激素配比对愈伤组织存活的

影响差异不显著，表明毛竹种胚诱导出的紧实型愈伤组织分化也较困难。 
关键词 毛竹; 愈伤组织; 种胚 
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Abstract In order to improve the callus quality and induction rate of Moso bamboo (Phyllostachys heterocycla var. pubescens), the 
influence of different placement and cutting ways on Moso bamboo seeds callus induction was studied. The results showed that the 
ways of scutellum down in 4mg/L 2,4-D can induce high quality callus; crosscutting can reduce the loose callus induction while 
induce more compact callus. Stripping embryo and vertical cut do harmful to embryo activity，so that the callus induction slowly and 
the callus easily brown. The different kinds of callus all easily brown without differentiation. 
Keywords Phyllostachys heterocycla var. pubescens; Callus induction; Embryo 

研究背景 
毛竹(Phyllostachys heterocycla var. pubescens)

又称楠竹、江南竹、孟竹，属于大型竹，秆高20 m
以上，直径18 cm，毛竹产于秦岭汉水流域至长江

流域以南海拔1 000 m以下的酸性土壤上，常组成大

面积纯林具有重要的生态价值，是我国竹类植物中

分布最广、材质最好、用途最多的优良竹种(周芳纯, 
1974)。毛竹具有生长迅速、繁殖能力强、容易更新、

连续利用等特点，随着近年来竹材加工业的迅猛发

展，毛竹林面积逐年扩大，约占现有竹林面积的一

半，成为名副其实的“第二森林”。毛竹加工利用的

工业化程度不断提高，改造毛竹固有缺陷，培育适

合工业化利用的毛竹无性系成为竹业发展的必然

要求，然而毛竹开花生物学特性特殊，常规育种手

段改良毛竹遗传品质较困难。随着现代生物技术的

发展，不少人将研究重点转移到通过生物技术手段

改良毛竹。生物技术改良首要问题就是需要建立毛

竹的再生体系。建立毛竹遗传转化的再生体系时，

采用竹笋等作外植体，往往受到季节限制，取样研

究很不方便且褐变严重，国内外研究表明从竹笋上

诱导的愈伤组织极易褐变难分化(吴益民, 1999; 张
光楚, 1998)；参照水稻等农作物再生体系建立的经

验，种胚容易诱导出能够分化的胚性愈伤组织(袁金

玲等, 2009a; 2009b)，不少人将研究重点转向了毛竹
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种胚(李楠等, 2009)，毛竹成熟种胚作为外植体不

受季节限制，可以周年使用，但有污染率较高的

问题(谢庆华等, 2000)，同时存在高质量愈伤组织

诱导困难和诱导率低下等问题。为了提高毛竹成

熟种胚的愈伤组织诱导率和质量，对毛竹种胚在

不同放置和切割方式下愈伤组织诱导的影响进行

了研究，以期推动毛竹的再生体系及其生物技术

遗传改良等研究。 

1结果与分析 
1.1不同放置方式对愈伤组织诱导的影响 

按照盾片朝上和盾片朝下以及剥胚等三种不

同处理方式，将种胚接种到不同培养基上，培养30 d，
统计愈伤组织生长情况及发生率。 

从表1中数据看出，盾片朝下放置，种胚的盾

片和胚芽接触培养基，最大限度地吸收培养基中的

营养和激素，因此比盾片朝上更容易诱导出愈伤组

织，且质量好。盾片朝上时，胚根容易接触培养基，

胚根先萌动形成愈伤组织，来源于胚根的愈伤组织

质量较差。 
接种7 d后，愈伤组织开始出现，最初出现的是

白色柔软的非胚性愈伤组织，一般半透明状或水渍

化(图1A)，此后略黄色、有一定硬度的胚性愈伤组

织也会出现，两者往往一起生长，但非胚性愈伤组

织生长速度明显比胚性愈伤组织生长速度快。在较

低的2,4-D浓度下，种胚更容易出现胚根和胚芽生 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
图1 毛竹种胚愈伤组织诱导情况 
注: A: 种胚诱导的疏松愈伤组织; B: 种胚诱导的紧实愈

伤组织; C: 紧实愈伤组织生长情况; D: 疏松愈伤组织生

长情况 
Figure 1 Callus states from Moso bamboo embryo 
Note: A: loose callus from embryo; B: compact callus from 
embryo; C: growing of compact callus; D: growing of loose callus

表1 放置方式对毛竹种胚愈伤组织诱导的影响 
Table 1 Different placement ways on P. heterocycla var. pubescens embryo callus induction 
放置方式 
Placement 

培养基 
Medium 

无菌数 
Aseptic number 

愈伤发生率

Callus rate 
胚性愈伤率 
Embryogenic callus rate

愈伤组织状况 
Growth condition 

D1 49 20.4 4.1 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D2 52 57.7 7.8 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D3 41 78.0 14.6 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D4 43 93.0 6.9 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

盾片朝上 
Scutellum up 

D5 44 88.6 0 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D1 41 36.6 7.3 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D2 44 84.1 13.6 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D3 52 57.8 21.1 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D4 48 66.7 8.3 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

盾片朝下 
Scutellum down 

 

D5 47 85.1 2.1 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 
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长，愈伤组织生长速度慢且容易褐变，当浓度升

高到4.0 mg/L时愈伤组织具有较快的生长速度，

且质量较高浓度情况下好，6.0 mg/L时，愈伤组

织多数水渍状，透明，当升高到10.0 mg/L时，情

况更加严重。 
从不同放置方式和激素浓度对愈伤组织诱导

的结果来看，胚根部位发生的愈伤组织质量很差，

可能盾片或者胚芽位置产生的愈伤组织质量较好，

根据王海波等(孙敬三等, 2006)方法采用切除胚根

的方式设计了纵切和剥胚作为对照。 

1.2不同切割方式对愈伤组织诱导的影响(表2) 
剥胚为三种处理方式中操作最复杂的一种，胚

容易受到刀片镊子的机械损伤，容易污染，没有胚

乳愈伤组织的营养供给，愈伤组织发生率低至

21.7%，且多是疏松，缺少紧实性的胚性愈伤组织

出现，实际操作中不被接受。 
纵切方式特点是在胚上人为地制造出伤口，容

易导致胚活力下降，愈伤组织诱导率也随着降低，

诱导出的愈伤组织多数呈白色透明状，抑或灰白

色，往往呈水渍化，质地松软，致密的淡黄色愈伤

组织较少。 
横切损伤或者切除了部分胚根，造成了胚根生

活力下降，有效地控制疏松非胚性愈伤组织的产

生，产生较多的淡黄色致密愈伤组织，少量的白色

透明状愈伤。这种方法是估计胚根的大约位置，切

除的时候很大程度上依赖操作者经验，相对来说具

有一定的局限性。但就控制疏松非胚性愈伤组织产

生而言，不失为一种较好的技术措施。 

1.3愈伤组织的分化 
挑选通过横切方式处理后接种到D3培养基上

诱导的愈伤组织，状态较为一致，接种到不同培养

基中(表3)。光照培养，26℃，30 d统计褐变及分化

情况。 
据表3数据分析，随着培养基配方的改变，愈

表2 不同切割方式对毛竹种胚愈伤组织诱导的影响 
Table 2 Influence of different cutting on P. heterocycla var. pubescens embryos callus induction 
切割方式 
Cuting ways 

培养基 
Medium 

无菌数 
Aseptic number 

愈伤发生率(%) 
Callus rate (%) 

胚性愈伤率(%)  
Embryogenic callus rate(%) 

生长状况 
Growth condition 

D1 43 74.4 14.0 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D2 46 76.1 17.4 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D3 32 93.8 43.7 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D4 44 93.2 20.5 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

横切 
Crosscut 

D5 43 86.0 7.0 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D1 43 44.2 0 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D2 31 45.2 0 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D3 45 51.1 0 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

D4 46 67.4 0 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

纵切 
Vertical cut 

D5 45 88.9 0 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

剥胚 
Stripping embryo 

D3 23 21.7 0 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 
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表3 不同激素组合对愈伤组织分化的影响` 
Table 3 P. heterocycla var. pubescens embryos callus differentiation on different medium 

 
伤组织成活率有所不同，但统计学分析表明并未达

到显著水平。从较差的角度看，MS大量元素的成

分变化对愈伤组织存活率影响并不大，随着2,4-D
浓度升高，其存活率有提高的趋势。 

在分化过程中，初期挑选大体一致的紧密状愈

伤组织颜色基本白色到黄色，没有褐变迹象，培养

7 d 后，逐渐出现褐变，在此期间增殖生长很小，

一般褐变速度大于增殖生长，少数增殖速度大于褐

变的最后表现为存活愈伤组织。 

2 结论与讨论 
切除毛竹种胚的胚根有效地控制非胚性愈伤

组织的产生，盾片朝下接种有助于愈伤组织诱导率

的提高以及愈伤质量的改善。4 mg/L 2,4-D是较为

合适的浓度，太高易导致愈伤组织过于疏松，而过

低则很难诱导出愈伤组织。多年生木质化程度高的

散生竹对组织培养的响应性较差，是其离体培养困

难的重要原因，毛竹表现尤为突出。周宏和芦娟娟

分别对毛竹竹笋的愈伤组织诱导进行了研究，但研

究结果截然不同，周宏报道毛竹竹笋较容易诱导愈

伤组织，褐变严重，无法正常继代培养，而芦娟娟

在研究中发现毛竹笋很难诱导出愈伤组织(周宏等, 
2005; 韩文军等, 2004; 芦娟娟, 2006)。比较两人的

培养基，芦娟娟用2,4-D浓度较周宏低，周宏采用

春季3-5月新发的竹笋作为外植体材料，而芦娟娟

鞭上的笋芽，没有交代取样时间，这也可能是导致

诱导率不同的原因，在组织培养中外植体或者遗传

背景的差异经常会导致其在培养基上反应不同。 
Shinjiro等在添加3 mg/L 2,4-D的1/2 MS培养基

上经过2~3周培养，从毛竹竹笋上诱导出愈伤组织，

颜色黄白色，但在随后的继代培养中均发生褐变，

出现疑似分化迹象但没有得到再生植株 (Ogita, 
2005; Ogita, 2006)。芦娟娟在研究中发现毛竹种胚

的愈伤组织诱导率最高只有37.5%，愈伤组织颜色

浅黄色，质地较硬,而李楠对毛竹种子的愈伤组织诱

导率只有28%，其对愈伤组织的描述是生长较慢、

颜色浅黄，质地疏松其水渍化严重。经过较为系统

编号 
Medium 

BA KT 2,4-D MS 接种数 
Inoculate number 

存活均数 xi 

Average survival number 
分化状况 
Differentiation 

C1 0 0 0 1/2 30 11 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

C2 0 2 1 3/4 30 11 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

C3 0 6 2 1 30 11 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

C4 1 0 1 1 30 16 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

C5 1 2 2 1/2 30 16 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

C6 1 6 0 3/4 30 11 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

C7 3 0 2 3/4 30 16 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

C8 3 2 0 1 30 10 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

C9 3 6 1 1/2 30 11 易褐变, 无分化 
Browning easily, no differentiation 

X1 11 14.33 10.67 12.67    
X2 14.33 12.33 12.67 12.67    
X3 12.33 11 14.33 12.33    
R 3.33 3.33 3.66 0.34    
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的条件探索，本研究的愈伤组织诱导率叫文献报道

中的高。 
吴益民通过综述竹类植物组织培养的文献资

料，提出了竹子的愈伤组织分为非胚性愈伤组织、

致密性胚性愈伤组织和粘性愈伤组织三种类型。阙

国宁在黄竹和印度莿竹的组织培养中只观察到两

种类型的愈伤组织，一种是胚性愈伤组织，特征是

深黄色、质地紧密，具瘤状结构，另外一种是非胚

性愈伤组织，质地疏松、乳白色、继代培养后增殖

速递加快(吴益民, 2000)。 
丁莉萍在小麦成熟胚的研究中将愈伤组织分

为两种类型，来源于胚轴的愈伤组织，致密淡黄色，

具有较强的再生能力，来源于胚根的愈伤组织多数

是白色或灰色，水渍状，基本上没有分化能力(阙国

宁, 1994)。在实验过程中观察到的现象和丁莉萍所

描述的愈伤组织起源部位和状态情况基本一致，结

合阙国宁的描述，将愈伤组织分为两种类型，一类

是来源于胚根和胚芽结合部位，其生长较为缓慢，

质地坚实，呈乳白色或黄色，表面光滑或具球形颗

粒状(图 1C)，而起源于胚根部位的愈伤组织多数为

生长迅速、疏松易碎的非胚性愈伤组织，白色、黄

色或褐色，表面粗糙(图 1D)。尽管愈伤组织具有不

同状态，但在继代培养过程中，所有类型愈伤组织

都存在继代容易褐变，如果分化的话，都出现愈伤

组织死亡现象，没有任何分化迹象。所不同的是，

非胚性愈伤组织在培养过程中容易褐变，最终也留

下了部分能够长期继代的类型，随着继代时间的增

加，部分分化成粘性愈伤组织，多次继代后，在没

有任何激素的 MS 培养基上也能正常生长。 

3材料与方法 
3.1材料 

毛竹种胚收集于广西地区等开花竹林，采后自

然晾干，保存于-18℃条件下，需要时取出，除掉

外壳，挑选饱满成熟、色泽大小均匀的正常发育种

胚作为实验材料。 

3.2处理方法 
先进行初步的预处理后，将种胚放在无菌水

浸泡12 h，0.1% HgCl2消毒10 min，期间摇晃数次，

保证消毒彻底，无菌水冲洗至少10遍以上，以保

证没有HgCl2毒害，在无菌纸上通过剥胚，沿腹缝

线横切，平行腹缝线纵切等3种不同方式进行处

理，按照盾片向上、盾片向下2种方式接种到培养

基上。按照5粒/皿进行接种，10 d时未污染的种胚

挑出，用相同配方进行继代，培养30 d时，进行

愈伤组织诱导率和愈伤组织质量的情况统计。统

计完后将所有愈伤组织均转接到无激素的培养基

上进行分化处理。 

3.3培养基 
基本成分：MS大量+B 5微量+B 5有机+MS铁

盐+30 g/L蔗糖+8.0 g/L卡拉胶+500 mg/L Proline 
+300 mg/L Glutamine+500 mg/L Casamino Acids，分

别附加1.0、2.0、4.0、6.0、10.0 mg/L等不同浓度梯

度的2,4-D形成D1、D2、D3、D4、D5系列培养基，

灭菌前pH用KOH调整到5.80，121℃下灭菌20 min。
分化培养基为基本培养基，不附加任何激素用D0
培养基，添加激素如表3中所示。 

3.4培养条件 
将接种后的培养皿放置到黑暗处培养，温度

26℃。分化时接种后光照时间为16 h每天，光照强

度3 000 lux，温度26℃的条件下培养。 

3.5观察与统计 
30 d 时统计愈伤组织发生率和紧实愈伤组织

数。愈伤组织诱导率=诱导出愈伤组织的外植体数/
无菌外植体数×100%，紧实愈伤组织诱导率=诱导

出紧实愈伤组织的外植体数/无菌外植体数×100%。 
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