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小叶龙竹的快速繁殖与离体保存 米 
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摘要：利用小叶龙竹种子培养的试管苗对其快速繁殖体系的建立与离体保存进行了研究，结果表明：根、茎、 

叶和小芽各外植体中，小芽切段可以较好的诱导芽的增殖且基本培养基 MS附加 3 mg／L BA和0．1 mg／L NAA 

为芽增殖最适培养基，增殖率可达 1：4．4。培养基 1／2MS附加 1 mg／L NAA和 1 mg／L IBA为最佳生根培养基， 

15 d丛芽生根率为 93％ ，27 d丛芽生根率则达到了 100％。MS培养基附加 10 mg／L CCC培养基为最佳离体保 

存培养基，保存时间可达t20 d以上，转接到MS外加3 mg／L BA和0．1 mg／L NAA的恢复培养基上，培养50 

d，可以100％恢复生长。据调查：小叶龙竹的快速繁殖与离体保存研究国内外尚属首次报道。 
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Rapid Propagation and Reservation in vitro of 

Dendrocalamus barbatus Hsueh et D． Z． Li 
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Abstract：The test—tube plantlets cultured from the seeds of Dendrocalamus barbatus Hsueh et D．Z． 

Li were utilized to investigate the system of rapid propagation and reservation in vitro，the results re— 

vealed that the shoot of seedlings was a better one of the explants that could induce shoots propagation， 

for which the MS medium supplemented with 3 mg／L BA and 0．1 mg／L NAA was the best one and the 

ratio of propagation can be 1 to 4．4．While the 1／2 MS medium supplemented with 1 mg／L NAA and 

1 mg／L IBA was the best root medium in which the rooting ratio can be 93％ in 15 days and 100％ in 

27days．The plantlets could be sustained more than 120 days in the best reservation MS medium in 

vitro supplemented with 10 mg／L CCC，which also could survive and grow in 50 days in the MS medi— 

um supplemented with 3 mg／L BA and 0．1 mg／L NAA．As reported，this research is the latest fruits in 

the world． 

Key words：Dendrocalamus barbatus Hsueh et D．Z．Li；rapid propagation；reservation in vitro 

小叶龙竹 (Dendrocalamus barbatus Hsueh et 

D．z．Li) 分布于云南东南部至西南部海拔360— 

1 100 m的低中山沟谷竹木混交林中，均为栽培， 

是我国传统的优良丛生竹，生长快速，2年便可 
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成林，高度可达 15～18 m，茎粗 10～15 cm 。 

国内外对小叶龙竹的研究报道极少，目前只有李 

秀兰在中国部分丛生竹染色体报道中对其染色体 

数目进行了研究_3j，郑郁善等对沿海沙地小叶龙 

竹林凋落物分解及养分归还动态进行了研究 ， 

张文标等对广东小 叶龙竹竹炭性能进行 了研 

究_5]，杨清等对小叶龙竹的化学成分与制浆性能 

进行了研究 ]，其中杨清等的研究表明小叶龙竹 

具有纤维平均长度较长、长宽比较高、纤维素含 

量较高、木质素含量较低的优势，其成浆容易， 

撕裂强度较高，是一种优良的竹类纤维原料。由 

于小叶龙竹对中国热带地区利用大型丛生竹开发 

制浆造纸等产业有着极其重要的意义，笔者对小 

叶龙竹的快速繁殖体系的建立与离体保存进行了 

研究，以期为小叶龙竹的生理生化反应、开花成 

因及逆转 、遗传改良、开发利用等提供试验数据 

和技术支撑。据调查 ，小叶龙竹的快速繁殖与离 

体保存研究国内外至今尚属首次报道。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

2009年4月于云南红河采集的小叶龙竹种子 

及其萌发生长后小苗的芽、茎、叶和根段。 

1．2 方法 

1．2．1 培养基配置及其培养条件 

(1)种 子 萌 发 培 养 基：3／4 MS 7 J+BA 

0．5 mg／L(单位下同)。 

(2)种子苗的叶切段、根切段和茎切段和芽 

切段各不同部位的芽诱导培养基：MS+BA 3。 

(3)芽增殖培养基：MS基本培养基外加① 

BA 2+NAA 0．2；②BA 3+NAA 0．1；③BA 5+ 

NAA 0．1。 

(4)生根培养基：1／2 MS基本培养基外加① 

NAA 1+IBA 1；@NAA 1+IBA 5；~NAA 1+IAA 

5；@NAA 1+IAA 1；@NAA 1；@NAA 5；⑦IBA 

2。 

． (5)离体常温保存培养基：MS+TDZ1基本 

培养基外加①PP，。，(多效唑)10；②CCC(矮壮 

索)10；~MH (青鲜素)50④B (丁酰肼)5O 

⑤B。50+CCC10；@TRIA(三十烷醇)1O。 

(6)离体低温保存培养基：(bMS+BA 3；② 

MS+CCC10。 

(7)恢复增殖培养基 ：MS+BA 3+NAA 0．1 

(即芽增殖培养基中的②号培养基)。 

以上培养基均加 0．65％琼脂固化，pH 5．8， 

糖浓度除生根培养基为2％外，其余的都为3％。 

光照强度为 20 I,zm／(m ·s)，光照强度为 2 000 

lx时间为 12 h／d，培养温度除离体低温保存外都 

为 (25±3)cI=。 

1．2．2 种子消毒与萌发 

将98粒保存于云南野生种质资源库的小叶龙 

竹种子用 75％酒精表面消毒 2 rain，然后剥掉种 

子外种皮，然后用蒸馏水清洗后，用有效氯含量 

为 3％次氯酸钠 (NaC10)溶液作种子表面活性 

剂，消毒 15 min，蒸馏水清洗 3次后，用淡红色 

的高锰酸钾水溶液浸种 l2—16 h。接种前 ，在超 

净工作台上再用0．1％的升汞 (HgCI：)溶液消毒 

12 min，无菌蒸馏水清洗 5次，然后将无菌种子 

接种在培养基 (1)上。 

1．2．3 不同外植体诱导丛生芽的比较 

将 10株试管苗长约 1 ClTI的芽切段、根切段、 

叶切段和茎切段接种在培养基 (2)上培养待 

观察。 

1．2．4 不同激素浓度组合对丛芽增殖的影响 

将同一株系增殖的 120个小芽分为 3组、每 

组 10瓶、每瓶 4个小芽分别接种在培养基 (3) 

上，每周观察 1次。每 2个月重复试验 1次，共 

重复3次。 

1．2．5 生根培养 

将培养的以2～3个芽为一丛的高度约在5 cm 

的丛芽转接到培养基 (4)上，每周观察 1次，2 

个月后再重复试验 1次，每次接种芽丛数见表 1。 

1．2．6 组培苗的离体保存 

(1)常温下，将生长旺盛的组培苗分别接种 

至培养基 (5)上保存。 

(2)将生长旺盛的组培苗接种至培养基 (6) 

上，于 12℃，60％湿度的环境下保存。上述 1组 

实验按每个保存条件20瓶，每瓶4丛的比例半年 

重复 1次试验，现已重复到第 3次试验阶段。 

2 结果与分析 

2．1 种子消毒与萌发 

种子培养9 d后开始萌发，培养26 d以后的种 

子没有萌发了。种子接种总数为98粒，萌发数为24 

粒，种子萌发率为24．48％。但萌发成种子苗最终成 

功的仅有11株 占萌发种子总数一半不到。如图1。 
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图 1 小叶龙竹种子萌发 
Fig．1 Seed budding ofD．barbatus 

2．2 不同外植体诱导丛生芽的比较 

据观察统计，叶切段培养 70 d后褐化死亡， 

根切段培养 80 d后死亡，均无任何变化。茎切段 

培养 50 d后长出腋芽，增殖率为 1：1．6；小芽切 

段培养 30 d后增殖率为 1：4。因此用于快速繁殖 

的外植体应选用小芽最为合适。 

2．3 不同激素浓度组合对小芽增殖的影响 

小芽增殖 47 d后统计结果如表 1所示。 

表 1 小叶龙竹不同激素浓度对小芽增殖影响的统计 

Tab．1 Statistics of different effect of auxins to shoots 

propagation of D．barbatus 

增殖培养基 

propagation 

medium 

注：表格中除MS外，其它培养基组分单位均为mg／L，下同。 

Note：The units for the medium components are “mg／L”，the 

same as below． 

图2 小叶龙竹丛生芽诱导 
Fig．2 Multiple shoots induction ofD．barbatus 

由于在本试验中以小芽增殖率为第 1指标， 

高度为第2指标，且培养基②上的小芽增殖率标 

准差为0．75小于增殖培养基③上的小芽增殖率的 

标准差 1．45，故增殖培养基②最适合小芽的快速 

繁殖。2次重复实验结果一致。如图2。 

2．4 生根培养 

从表2可得出，丛生芽生根培养的最适培养 

基为生根①号培养基：1／2MS+NAA 1+IBA 1， 

15 d丛芽生根率为93％，27 d丛芽生根率则达到 

了 100％。如图3。 

表 2 小叶龙竹根诱导试验统计 

Tab．2 Statistics of root induction of D．barbatus 

图3 小叶龙竹根的诱导 

Fig．3 Root induction ofD．barbatus 

2．5 组培苗的离体保存 

经过数次试验，小叶龙竹在组织培养中，一 

般 28 d左右必须继代 1次，否则培养物就会大面 

积坏死，继代标准是培养物的20％都出现褐化和 

死亡。用添加生长抑制剂的培养基 (5)在室温 

下保存试管苗，可以75 d继代 1次，但是用培养 

基 (6)①号在低温下对试管苗进行保存，则平 

咖 

赫 
增栅 

．  

糙 ～ 

a _蠹 
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均可以120 d，而用培养基 (6)②号在低温下则 

可以保存 120 d以上甚至可达到 210 d继代一次， 

大大地减少了继代次数 ，如表 3。2次试验结果都 

证明低温离体保存培养基 (6)②MS+CCC10为 

最佳离体保存培养基。 

表 3 小叶龙竹离体保存实验统计 

Tab．3 Statistics of reservation vitro of D．barbatus 

保存培养基 
reservation 

medium 

2．6 离体保存苗的恢复增殖培养 

若要让保存的培养物恢复至快速繁殖的状态， 

可将离体保存苗转接到培养基 (7)上，培养 

50 d，可以 100％恢复生长。 

2．7 炼苗与移栽 

将瓶内生长健壮的生根苗 20株放在温室开盖 

炼苗 3 d，小心取出生根苗，用流水洗净根上粘附 

着的琼脂，再将试管苗种植于消过毒的栽苗基质 

中 (基质为 2份腐叶土 +1份生黄土，用一瓶 

40％甲醛 +2O kg水消毒，然后密封7 d后再用)， 

浇足定根水，注意保温 (25 左右)和保湿 (湿 

度维持在 80％以上)，按正常管理，移栽 30 d后， 

试管苗成活率在90％以上。如图4。 

图 4 小叶龙竹的炼苗 
Fig．4 Acclimatization ofD．barbatus 

3 讨论 

由于竹子结实率极低，不到千分之二，所结 

之实又高度不育，再加之种皮间带菌严重，这为 

种子的试管无菌萌发带来很大困难，经过 75％酒 

精表面消毒以及去外种皮处理再用低浓度高锰酸 

钾水溶液浸种后，大大地降低了种子的污染率， 

尽管如此，种子的萌发率仍然很低 ，能诱导成丛 

生芽的更是不到萌发种子的一半，这可能与继代 

培养时种子苗的高度有关，种子萌发后苗的高度 

在0．1～0．7 em之间的，几乎均未成功，而种子 

苗高度在 0．75—4 cm之间的都可以成功的建立株 

系，但本质上还是与种子 自身的发育状况有关。 

激素是植 物组织培养 器官分 化 的关 键 因 

素E 8 3。SKOOG和 MILLER 认为，器官形成的类 

型受培养基中不同激素的相对浓度控制，而不是 

这些物质的绝对浓度决定的。本研究结果表明： 

在一定范围内，不同激素浓度配比对小叶龙竹丛 

生芽和根的诱导分化起着重要的调节作用。过高 

或过低的细胞分裂素及生长素浓度配比均不能有 

效的启动丛芽和根的分化。这可能除了与培养基 

中所添加的外源激素 自身有关外，还与外源激素 

的添加引起了内源激素的配比及水平发生变化， 

从而进一步调控培养物的分化及生长有一定关系。 

小叶龙竹组培苗的离体保存培养基以 MS+ 

CCC 10为最佳，不仅因为使用它可以达到最长的 

保存时间的目的，更重要的是在其保存过程中， 

丛芽停止增殖并且伴随不定根的生长，这对延长 

保存时间和快速恢复增殖起到关键作用。 

中国，印度，比利时，日本，斐济，苏格兰 

等国家地区已经有了成功诱导竹子试管开花的研 

究报道l1 J，竹子开花现象已经大大限制了人们 

对其遗传基础和规律的研究，更加难以进行选育 

优良品种和多世代的遗传改良。 

本课题组正在对小叶龙竹等品种进行开花诱 

导及其逆转等研究，现已经出现花苞等相关现象， 

以期为竹子开花的分子生物学研究提供数据和技 

术支撑。 
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本研究建立了 “铁头金刚”甘蓝叶片高频再生体 

系，筛选出最佳培养基为 MS+6．BA 1 mg／L + 

AgNO3 0．01 mg／L，不定芽诱导率可达 96．7％， 

每个外植体上的不定芽数高达 8个。高的再生频 

率和增殖率是利用叶绿体基因工程进行品种改良 

的前提，本研究结果为通过叶绿体基因工程进行 

甘蓝品种遗传改良奠定了良好的基础。 
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