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　　摘要：成熟毛竹种子污染严重和萌发率低是制约毛竹组织培养发展的关键因素。研究发现氯气消毒优于常规的
次氯酸钠和高锰酸钾消毒法。试验结果表明，氯气消毒毛竹种子未污染率、萌发率分别可达 ４５．６０％ ±２．０６％、
３３３０％±５．５１％，极显著高于次氯酸钠和高锰酸钾消毒法；并且进一步优化试验条件，经过１ｄ浸种，在０．０１ｍｏｌ／Ｌ
氯气浓度下处理７ｈ，毛竹种子的未污染率、萌发率分别可达９６．２３％±０．１９％、７４．００％±１．８９％；且以氯气消毒的种
子能发育成实生苗和进行愈伤组织的诱导。成熟毛竹种子的氯气消毒方法，可为今后更好地利用毛竹种子进行组织

培养研究奠定基础。
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　　中国毛竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌａｃｖ．ｐｕｂｅｓｃｅｎｓ）是一种
重要的经济竹种，具有分布广、种植面积大、蓄积量多等特点，

具有重要的生态功能和经济社会价值［１］。目前，生产上主要

采用移母竹的繁殖方式，其生产成本高，繁殖率低，很难满足

造林地需求［２－３］，通过组织培养进行快速繁殖被认为是发展

竹类的新途径［４］，有利于进一步开展基因工程育种。

毛竹组织培养一直是毛竹产业发展的瓶颈［５］。目前，毛

竹组织培养采用的外植体多为种子、鞭笋、冬笋及春笋。以毛

竹笋为外植体容易消毒灭菌，但是组织培养中褐化现象严重，

且取材受季节限制［６－８］。已有报道以成熟种子经过愈伤组织

成功诱导出不定芽［９］，有研究发现成熟种子可以在液氮中直

接保存［１０］，从而能使成熟种子长期保存。以成熟毛竹种子为

外植体进行组织培养研究不受季节限制，是优良的组织培养

材料［１１］。李楠等研究发现，毛竹种子胚乳易受真菌污染，使

得在无菌操作中污染率较高［１２－１３］，极大地增加工作量，故在

无菌操作中控制污染成为毛竹组织培养中的关键步骤之

一［１４］。为了解决毛竹种子在组织培养过程中无菌操作难的

问题，本研究拟通过对不同的消毒方法进行比较，在此基础上

进一步优化消毒、萌发条件，以期解决毛竹种子消毒难和萌发

率低的问题，为今后更好地利用毛竹种子进行组织培养研究

奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
毛竹种子为福建省林业科学研究院提供的当年采收的毛

竹种子，挑选出饱满且没有霉变的种子作为试验材料。

１．２　方法
１．２．１　外植体消毒方法　（１）高锰酸钾消毒法。预处理后
毛竹种子浸泡在３％高锰酸钾溶液中消毒２ｈ，用无菌水清洗
５次，每次７ｍｉｎ，用无菌滤纸吸干水分后，接种于 ＭＳ培养基
中培养观察，１５ｄ后统计未污染率、萌发率。（２）次氯酸钠消
毒法。预处理后的毛竹种子浸泡在３０％次氯酸钠溶液中消
毒４０ｍｉｎ，用无菌水清洗５次，每次７ｍｉｎ，用无菌滤纸吸干水
分后，接种于ＭＳ培养基中培养观察，１５ｄ后统计未污染率、
萌发率。（３）氯气消毒法。１００ｍＬ１０％次氯酸钠与 ５ｍＬ
３６％浓盐酸制备氯气［１５］，将去皮后的毛竹种子置入大培养皿

中，然后在密闭的容器中，０．０１ｍｏｌ／Ｌ的氯气浓度下消毒５ｈ
后，接种于 ＭＳ培养基中培养，１５ｄ后统计未污染率和萌
发率。

１．２．２　毛竹种子浸泡处理　在氯气消毒方法中，将毛竹种子
分别浸在水中０、１、２、３ｄ后，在０．０１ｍｏｌ／Ｌ的氯气浓度下消
毒５ｈ，接种于ＭＳ培养基中培养观察，１５ｄ后统计未污染率
和萌发率。

１．２．３　氯气消毒浓度与时间组合选择　本试验选择３种氯
气浓度，分别为０．００５、０．０１、０．０２ｍｏｌ／Ｌ；选择１、３、５、７、９ｈ５
个梯度消毒时间（表１）。将浓度与时间进行组合处理，消毒
后的毛竹种子接种于ＭＳ培养基中培养，１５ｄ后统计未污染
率、萌发率。

１．２．４　赤霉素处理　赤霉素有助于种子萌发。首先冲洗种
子２ｈ，浸种２ｄ，２００ｍｇ／Ｌ赤霉素浸种２ｈ，然后在密闭的容
器中，０．０１ｍｏｌ／Ｌ的氯气浓度下消毒５ｈ，接种于 ＭＳ培养基
中培养，１５ｄ后统计未污染率、萌发率。
１．３　培养基和培养条件

基本培养基 ＭＳ，添加蔗糖 ３０ｇ／Ｌ，琼脂 ９ｇ／Ｌ，ｐＨ值
５．８，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。外植体通过以上方法消毒灭菌后，
接种于含１ｍＬＭＳ培养基的２ｍＬ离心管中。由于毛竹种子
污染严重，为避免种子交叉污染，每个离心管中放入１粒种
子，每个试验３次重复，每个重复使用５００粒种子，２５℃黑暗
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表１　氯气消毒毛竹种子浓度与时间

试验组合
氯气浓度

（ｍｏｌ／Ｌ）
处理时间

（ｈ）

１ ０．００５ １
２ ０．００５ ３
３ ０．００５ ５
４ ０．００５ ７
５ ０．００５ ９
６ ０．０１ １
７ ０．０１ ３
８ ０．０１ ５
９ ０．０１ ７
１０ ０．０１ ９
１１ ０．０２ １
１２ ０．０２ ３
１３ ０．０２ ５
１４ ０．０２ ７
１５ ０．０２ ９

培养，１５ｄ后统计未污染率、萌发率。愈伤组织诱导培养基
为 ＭＳ＋５００ｍｇ／ＬＰｒｏ＋５００ｍｇ／ＬＧｌｎ＋３００ｍｇ／ＬＣＨ＋
４ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．１ｍｇ／ＬＺＴ，继代培养基为ＭＳ＋２．５ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ。

１．４　数据分析
未污染率、萌发率按如下公式进行计算：未污染率 ＝（未

污染数／总接种数）×１００％；萌发率＝（萌发数／总接种数）×
１００％。所有数据均通过 Ｅｘｃｅｌ２００３和 ＳＰＳＳ１９．０软件进行
统计分析。

２　结果与分析

２．１　毛竹种子消毒方法的选择
在组织培养中，常用消毒试剂有氯化汞、次氯酸钠、高锰

酸钾，氯化汞由于会对环境产生影响，而很少使用。氯气作为

一种广谱的消毒剂，具有很强的渗透和杀菌能力，本研究首先

采用毛竹干种子，通过对高锰酸钾、次氯酸钠、氯气３种消毒
方法比较，结果采用高锰酸钾消毒方法，未污染率、萌发率分

别为（３．２３±０．８８）％、（２．４６±０．５７）％；采用次氯酸钠消毒
方法，未污染率、萌发率分别为（１５．１７±１．２０）％、（２３．６６±
４．５８）％；采用氯气消毒未污染率、萌发率分别可达（４５．６０±
２．０６）％、（３３．３０±５．５１）％（图１－Ａ），氯气消毒方法毛竹种
子未污染率极显著高于高锰酸钾、次氯酸钠消毒方法，能有效

抑制真菌污染，且经氯气消毒的种子能正常萌发（图１－Ｂ），
结果表明，与次氯酸钠、高锰酸钾消毒比较，氯气消毒是较优

的毛竹种子消毒方法。

２．２　浸泡时间对毛竹种子未污染率、萌发率的影响
真菌孢子具有特殊的结构，在消毒中很难被杀死，可能是

造成毛竹种子消毒困难的原因之一。而在孢子萌发成营养体

后消毒，则可以提高消毒效果。为了提高氯气消毒毛竹种子

的未污染率，本研究将在毛竹种子浸泡在水中０、１、２、３ｄ后
再进行氯气消毒，发现浸种１ｄ后的毛竹种子未污染率、萌发
率分别为（９７．２７±０．３４）％、（６５．４７±０．５７）％（图２），极显
著高于干种子和浸泡时间为２、３ｄ的种子，结果表明，水中浸
种毛竹种子１ｄ可以提高氯气消毒的效果。
２．３　赤霉素处理对毛竹种子未污染率、萌发率的影响

赤霉素能促进种子萌发，在农林业中得到广泛应用。为

了提高成熟毛竹种子的萌发率，本研究将浸种２ｄ的毛竹种
子用２００ｍｇ／Ｌ赤霉素处理，以未进行赤霉素处理的种子为对
照。结果表明，通过赤霉素处理后的毛竹种子萌发率可达

（７０．４０±１．８８）％，极显著高于未经过赤霉素处理的毛竹种
子；未进行赤霉素处理的种子污染率稍有提高，但差异不显著

（图３）。表明毛竹成熟种子组织培养过程中，可采用赤霉素

处理促进毛竹种子萌发。

２．４　氯气不同浓度和消毒时间对毛竹种子未污染率、萌发率
的影响

　　浸种后再进行氯气消毒可能会对毛竹种子造成伤害，从
而影响萌发率。本研究对氯气不同浓度和消毒时间进行进一

步优化，试验结果（图４）表明，在０．００５ｍｏｌ／Ｌ的氯气浓度
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下，随着消毒时间延长，未污染率提高，而萌发率没有显著变

化，经过 ９ｈ消毒未污染率、萌发率分别达到（１８．００±
１６３）％、（４４２３±２．５６）％；在０．０１ｍｏｌ／Ｌ氯气浓度下，随着
消毒时间延长，未污染率提高，最高可达（９８．２３±０．７８）％，
随着氯气处理时间的延长，萌发率先上升后下降，经过７ｈ消
毒未污染率、萌发率分别达到（９６．２３±０．１９）％、（７４００±
１８９）％，延长消毒时间至９ｈ，未污染率没有显著性提高，但
是萌发率急剧下降至３０％左右；当进一步增加氯气浓度，在
３ｈ未污染率、萌发率达最高，分别为（８６．００±１．８９）％、
（６２．９０±２．７０）％，但进一步延长消毒时间，萌发率极显著下
降，在消毒９ｈ时，萌发率仅为（５．００±１２５）％，表明增加氯
气浓度、延长氯气消毒时间会提高未污染率，同时也会抑制种

子萌发。结果采用００１ｍｏｌ／Ｌ浓度的氯气，处理７ｈ，是最适
当的消毒组合方法。

２．５　氯气消毒的毛竹种子成功诱导愈伤组织和无菌苗
氯气消毒的毛竹种子能正常萌发，为验证氯气消毒会不

会影响后期愈伤组织诱导和对实生苗产生影响，本研究进一

步将所获得萌发的毛竹种子接种至愈伤组织诱导培养基中进

行培养，２５ｄ后发现萌发的毛竹种子在根和下胚轴部分膨
大，产生致密淡黄色的愈伤组织（图５－Ａ），经过５０ｄ的进一
步继代培养，能成功诱导出颜色淡黄、疏松的胚性愈伤组织

（图５－Ｂ），进一步继代诱导３０ｄ可以发现有类似体胚的组
织形成（图５－Ｃ）。然后在接下来的４个月的继代培养中，发
现胚状体分化出不定芽。除此之外，将萌发的种子直接接种

ＭＳ培养基，可以形成正常的实生无菌苗（图５－Ｄ）并且可以
进行扩繁。表明氯气消毒法不会对后续的愈伤组织诱导和实

生苗的培养造成影响。

３　结论与讨论

毛竹种子表面和胚乳中伴生着真菌［６］，毛竹组织培养

中，种子消毒是关键的第一步。在常规消毒方法中，氯化汞为

剧毒物质，会对环境产生一定危害［１４］，乙醇和次氯酸钠消毒

法被认为是毛竹外植体消毒的主要方法，但是效果欠佳［１５］。

本研究首先通过次氯酸钠和盐酸制备产生氯气与常规次氯酸

钠和高锰酸钾的消毒方法比较，结果氯气消毒效果显著高于

次氯酸钠、高锰酸钾，未污染率、萌发率分别可以达到（４５６０±
２．０６）％、（３３．３０±５．５１）％，这可能是由于氯气具有很强的
渗透能力［１６］，能杀死隐藏于毛竹种子腹缝沟中的真菌，从而

提高其杀菌效果。经过１ｄ的浸种，再使用氯气处理，未污
染率、萌发率分别可达（９７．２７±０．３４）％、（６５４７±０．５７）％，

极大提高了毛竹种子未污染率、萌发率。可能经过１ｄ浸种，
真菌孢子在合适的温湿度条件下开始萌发成营养体［１７］而增

强氯气消毒效果。为了进一步提高毛竹种子萌发率，优化氯

气浓度和消毒时间，０．０１ｍｏｌ／Ｌ的氯气浓度下，经过７ｈ处
理，未污染率、萌发率分别可达（９６２３±０．１９）％、（７４．００±
１．８９）％，再次提高毛竹种子的萌发率，远高于李楠等的研究
结果［１２，１５］，并且还可使用赤霉素处理进一步提高萌发率，经

过氯气消毒后的成熟毛竹种子可以成功诱导出愈伤组织和实

生苗。本研究解决了毛竹种子在组织培养过程中污染严重和

萌发率低的问题，为今后毛竹高效再生体系的建立和基因工

程研究奠定了基础。
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草幼苗生物量最大；１．５％ ～２．０％复合盐 ＫＮＯ３－ＫＨ２ＰＯ４引发的夏枯草根冠比最大。因此，种子引发显著提高了盐

碱地夏枯草出苗质量，以４００～５５０ｍｇ／ＬＧＡ３引发效果最佳。
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　　夏枯草（ＰｒｕｎｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓＬ．）为唇形科夏枯草属多年生
草本植物，以干燥果穗入药，具有清火、明目、散结、消肿的功

能［１］。现代药理学研究表明，夏枯草主要具有抗肿瘤、抗炎、

抗菌、抗病毒、降血压、降血糖、调节免疫、保肝等药理作

用［２－４］。夏枯草已被广泛应用于医药卫生和食品饮料行

业［５］，其基原主要来自于人工栽培，主产于安徽、湖北、河南

等省。江苏省苏北沿海地区有中药材种植传统，主要以药用

菊花为主，是我国药用菊花的生产中心。夏枯草自然分布广

泛，苏北沿海地区具有种植夏枯草的生态条件，是夏枯草自然

分布区之一，且夏枯草属于冬性作物，种植时间与药用菊花互

补，可与药用菊花连茬。苏北沿海地区引种夏枯草不仅可以

丰富当地的药材种类，而且增加了菊花地的生物多样性，对克

服药用菊花连作障碍有潜在的促进作用。但苏北沿海地区土

地盐碱化严重，夏枯草在盐碱地引种栽培尚未有先例，相应的

种植技术也未见报导。夏枯草人工栽培历史较短，驯化程度

不高，播种出苗是引种夏枯草首要解决的关键。已有较多的

研究探讨了夏枯草种子的预处理技术，对提高夏枯草在逆境

条件下发芽能力有很好的参考价值，但所有研究结果均是由

室内条件下的发芽试验所得［６－９］，未能在田间条件下得以验
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