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摘    要：【目的】构建直干桉 Eucalyptus maidenii 组培快繁体系，筛选具有高繁殖能力的基因型，为直干桉工

厂化育苗提供重要的理论基础和技术支持。【方法】以直干桉优良家系的种子为试验材料，采用全因子和正交

试验等方法，探究直干桉初代培养、继代增殖、不定根诱导和炼苗移栽的最适培养条件，并进一步利用最适

增殖和生根培养基对直干桉不同基因型无菌苗进行培养，从而筛选具备高增殖能力和强生根能力的基因型。 

【结果】直干桉无菌苗茎段初代培养和继代增殖的最适培养条件均为 MS 培养基 +0.5 mg/L 6-BA+0.6 mg/L 

NAA+20 g/L 蔗糖 +4.5 g/L 琼脂，腋芽诱导率可达 100%，月增殖倍数为 10.40 倍，苗高为 1.14 cm，丛芽生长

健壮；不定根诱导的最适培养条件为 1/2 DCR 培养基 +0.6 mg/L IBA+0.3 mg/L NAA+1.0 mg/L ABT1+20 g/L 蔗 

糖 +5 g/L 琼脂 +0.16 g/L 活性炭，培养 20 d 时生根率为 86.67%；移栽最适基质配比为腐殖质土∶蛭石∶泥炭土 = 

1∶1∶1，成活率可达 76.67%。对直干桉 118 个基因型进行增殖和生根培养，最终筛选出 1 个具备高增殖能力和

强生根能力的基因型（G116），其培养 60 d 后增殖倍数为 11.76 倍，苗高为 1.65 cm，丛芽生长健壮，培养 20 d

后生根率可达 93.33%。【结论】成功构建了直干桉高效组培快繁体系，筛选出了 1 个具有高繁殖能力的基因型，

提高了育苗效率。

关键词：直干桉；无菌实生瓶苗；组培快繁；基因型筛选
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Construction of a highly efficient tissue culture and rapid propagation 
system for Eucalyptus maidenii and screening of genotypes with high 

reproductive capacity
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Abstract:【Objective】This study aims to develop an efficient tissue culture propagation system for Eucalyptus maidenii and 
identify high- performance genotypes, thereby establishing a theoretical and technical foundation for large-scale seedling production. 
【Method】Seeds from elite E. maidenii families were used as explants. Using full factorial and orthogonal experimental designs, the 
optimal culture conditions were determined for primary culture, subculture proliferation, adventitious root induction, and hardening. The 
selected optimal proliferation and rooting media were then applied to axenic seedlings of different genotypes to screen genotypes that 
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直干桉 Eucalyptus maidenii 又名“直杆蓝桉”， 
原产于澳大利亚，为桃金娘科 Myrtaceae 桉属

Eucalyptus常绿阔叶乔木。直干桉的经济价值显著，

具有生长速度快、出浆率高、桉叶油含量多等优

良特性，是桉树中少有的油材兼用型树种 [1-3]，在

云南、贵州、四川和广西等地均有引种栽培 [4-6]。

目前，直干桉人工林主要采用实生苗造林，但其

优良种源少，后代遗传性状不稳定，造林后林木

分化明显，林分质量难以保障，极大地限制了直

干桉优良材料的进一步推广 [3]。同时，直干桉扦

插生根难、增殖倍数低。蔡淑明 [7] 研究表明，直

干桉扦插育苗的最高生根率仅 60%，繁殖效率低，

难以满足直干桉规模化育苗和产业化发展的需求。

因此，构建高效的组培快繁体系对直干桉的推广

具有重要意义。

植物组织培养具有增殖倍数高、受外界环境

影响小、遗传特性稳定、再生苗木规格整齐等优点，

是林木良种快繁的重要途径之一 [8-10]。目前，已有

学者以直干桉半木质化茎段为外植体进行组培快

繁体系构建。刘云彩等 [11] 研究发现，直干桉最高

月增殖倍数为 3 倍，生根率为 43.0% ～ 64.2%，

移栽成活率为 72.6%；佘小涵 [12] 试验发现，直杆

蓝桉最高月增殖倍数为 3.7 倍，40 d 时的生根率达

81%，移栽成活率为 65%；王晓丽等 [3] 的研究结

果表明，直干桉最高月增殖倍数为 3.74 倍，60 d 
时的增殖倍数可达 8.14 倍，20 d 时的生根率为

77.2%，移栽成活率为 73.2%；Sotelo 等 [13] 对直干

桉 58 个无性系进行组织培养，最终仅筛选出 5 个

无性系繁殖能力较强，但生根率都不超过 25%。

已有研究虽然都获得了完整再生植株，但仍存在

增殖倍数低、生根不稳定等问题。因此，直干桉

高效组培快繁体系构建的相关研究有待进一步 
优化。

植物组织培养效果除受培养基类型、生长

调节剂配比和培养环境条件等多种因素影响外，

外植体基因型差异也会对繁殖效果产生显著影

响。不同基因型外植体的生理代谢和信号传导方

式存在差异，导致其在再生过程中表现出不同的

繁殖能力 [10,14]。刘云彩等 [11] 对直干桉 10 个不同

无性系无菌苗进行生根试验，结果显示生根率为

0% ～ 83.3%，各无性系之间生根率差异显著。

Negishi 等 [15] 对 7 个不同基因型蓝桉 Eucalyptus 
globulus 外植体的生根能力进行探究，结果表明

易生根基因型和难生根基因型的生根率相差近

80%。因此，选择具有高繁殖能力基因型进行组织

培养，可以显著提高组培的成功率和繁殖效率。

本研究以直干桉无菌实生瓶苗茎段为试验材

料，通过改变基本培养基和生长调节剂的种类及

配比，探索直干桉腋芽诱导、不定芽增殖和不定

根诱导的最佳培养条件以及炼苗移栽的最佳基质

配比。进一步利用最佳增殖和生根培养条件对直

干桉 118 个基因型进行培养，比较不同基因型的

增殖倍数、苗高、生根率、生根时间、生根数和

平均根长等指标，筛选出具有高繁殖能力的基因

型，为直干桉良种繁育和工厂化育苗提供理论参

考和技术支撑。

1 材料与方法

1.1 试验材料

本试验所用直干桉种子，于 2022 年 1 月采集

自云南省楚雄州冬瓜镇观音山村的 15株生长健壮、

无病虫害的优良直干桉单株。

1.2 研究方法

1.2.1 无菌实生瓶苗培育

以直干桉种子为试验材料，挑选籽粒饱满的

种子置于流水下冲洗 30 min，随后转移至超净工

作台进行消毒。先用 75% 乙醇浸泡 15 s，再用

exhibited both high proliferation efficiency and robust rooting competence.【Result】The optimal conditions for the primary culture and 
subculture of sterile stem segments of E. maidenii are MS medium supplemented with 0.5 mg/L 6-BA, 0.6 mg/L NAA, 20 g/L sucrose, 
and 4.5 g/L agar, resulting in a 100% axillary bud induction rate, a 10.40-fold monthly proliferation rate, a plantlet height of 1.14 cm, 
and robust shoot clusters. Adventitious root induction is optimally achieved on 1/2 DCR medium containing 0.6 mg/L IBA, 0.3 mg/L 
NAA, 1.0 mg/L ABT1, 20 g/L sucrose, 5 g/L agar, and 0.16 g/L activated charcoal, with a 86.67% rooting rate after 20 days. A 1:1:1 (v/
v/v) mixture of humus soil, vermiculite, and peat soil provides the highest transplantation success, with a 76.67% survival rate. A total 
of 118 E. maidenii genotypes were evaluated for proliferation and rooting capacity, from which one superior genotype (G116) with both 
high proliferation efficiency and strong rooting ability was selected. After 60 days of culture, G116 exhibits a 11.76-fold proliferation 
rate, reaches 1.65 cm in height, and develops robust shoot clusters. This genotype also demonstrates a 93.33% rooting rate within 20 
days of culture.【Conclusion】The research successfully developed an efficient in vitro propagation system for E. maidenii and selected 
one genotype exhibiting superior propagation traits. This methodology enhanced seedling production efficiency.
Keywords: Eucalyptus maidenii; aseptic seedling bottle culture; tissue culture rapid propagation; genotype screening
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0.1% 升汞浸泡 3 min，每次用消毒剂处理后均用无

菌水清洗 5 次，消毒完成后用无菌纸吸干种子表

面多余的水分，将其接种于添加 0.5 mg/L 6-BA 和 
0.5 mg/L NAA的MS培养基中，共接种 645粒种子。

接种 10 d 后统计污染率，接种 90 d 后统计种子的

萌芽率。

1.2.2 直干桉初代培养

以直干桉无菌实生瓶苗茎段为外植体，接种

至添加不同浓度 6-BA（0.5、0.6、0.7、0.8 mg/L）
和 NAA（0.3、0.4、0.5、0.6 mg/L）的 MS 培养基上，

并添加 4.5 g/L 琼脂和 20 g/L 蔗糖。采用全因子试

验（表 1）探究不同 6-BA 和 NAA 浓度对直干桉

腋芽诱导和不定芽增殖的影响。试验共 16 个处理

组合，每个处理组合接种 15个外植体，设 3次重复。

培养 60 d 后记录不定芽的诱导率、增殖倍数和平

均苗高。

1.2.3 直干桉继代培养

在腋芽诱导过程中发现处理组合 2、3、4、5
具有较高的增殖倍数和苗高，且丛生芽生长健壮。

因此，本研究以上述 4 个处理组合为继代培养的

试验方案，以初代培养得到的丛芽茎段为外植体

进行探究，每个处理组合接种 15 个外植体，设 3
次重复，分别在培养 30、60 d 后统计不定芽的增

殖倍数和平均苗高。

1.2.4 直干桉不定根诱导

以生长健壮的单芽为不定根诱导材料，培养

基中添加5 g/L琼脂、20 g/L蔗糖和0.16 g/L活性炭。

采用四因素三水平正交试验（表 2），探究不同基

本培养基（DCR、1/2 MS、1/2 DCR）、不同 IBA
浓度（0.6、1.0、1.4 mg/L）、不同NAA浓度（0.1、0.2、
0.3 mg/L）和不同 ABT1 浓度（0.6、1.0、1.2 mg/L）
对直干桉不定根诱导的影响。试验共 9 个处理组 

合，每个处理组合 20 株无菌苗，设 3 次重复。接种 
后暗培养 7 d，再转移至光照条件下继续培养。培

养期间每天观察不定根生长情况，并记录不定根

生根时间以及培养 20 d 时的生根率、根长和生根

条数。

表 1    直干桉不定芽诱导全因子试验设计
Table 1    Full factorial experimental design for adventitious 
                bud induction in E. maidenii

处理组合 
Handling 

combinations

6-BA 浓度
6-BA concentration /

(mg‧L-1)

NAA 浓度
NAA concentration /

(mg‧L-1)
1 0.5 0.3

2 0.5 0.4

3 0.5 0.5

4 0.5 0.6

5 0.6 0.3

6 0.6 0.4

7 0.6 0.5

8 0.6 0.6

9 0.7 0.3

10 0.7 0.4

11 0.7 0.5

12 0.7 0.6

13 0.8 0.3

14 0.8 0.4

15 0.8 0.5

16 0.8 0.6

1.2.5 直干桉炼苗移栽

生根培养 30 d 后，选择生长健壮、根长 1 cm
以上的生根苗，在室内开瓶炼苗 3 d，炼苗期间每

天喷水保湿，3 d 后取出幼苗，洗净基部残留的培

养基，移栽到不同基质中（表 3），在室内培养

15 d 后转移至室外继续培养。每个处理 30 株生根

苗，移栽 30 d 后统计成活率。

表 2    直干桉不定根诱导正交试验设计
Table 2    Orthogonal experiment for inducing adventitious roots of E. maidenii

试验号
Test No.

处理组合
Processing combination

基本培养基
Basic medium

IBA 浓度
IBA concentration /

(mg‧L-1)

NAA 浓度
NAA concentration /

(mg‧L-1)

ABT1 浓度
ABT1 concentration /

(mg‧L-1)

1 A1B1C1D1 DCR 0.6 0.1 0.6

2 A1B2C2D2 DCR 1.0 0.2 1.0

3 A1B3C3D3 DCR 1.4 0.3 1.2

4 A2B1C2D3 1/2 MS 0.6 0.2 1.2

5 A2B2C3D1 1/2 MS 1.0 0.3 0.6

6 A2B3C1D2 1/2 MS 1.4 0.1 1.0

7 A3B1C3D2 1/2 DCR 0.6 0.3 1.0

8 A3B2C1D3 1/2 DCR 1.0 0.1 1.2

9 A3B3C2D1 1/2 DCR 1.4 0.2 0.6
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表 3    不同育苗基质的移栽设计
Table 3    Transplanting design of different seedling substrates

试验号 Test No. 基质配比 Substrate ratio

1 腐殖质土∶珍珠岩 =2∶1

2 腐殖质土∶珍珠岩∶蛭石 =2∶1∶1

3 腐殖质土∶蛭石∶泥炭土 =1∶1∶1

1.2.6 直干桉高繁殖能力基因型筛选

利用上述试验得到的最佳培养条件，对直干

桉 118 个基因型（参试基因型来自云南省楚雄州

冬瓜镇观音山村的 15 株速生高产优良单株的半同

胞子代，在实生瓶苗阶段生长表现基本一致）进

行增殖培养，筛选出一批具有较高增殖能力的基

因型，然后利用最适生根培养基对筛选出的基因

型进行生根培养。试验期间，定期观察并记录平

均萌芽时间、腋芽诱导率、增殖倍数、苗高、生

根率、平均生根时间、生根数、平均根长等指标，

通过方差分析、多重比较、主成分分析、隶属函

数分析和聚类分析等方法筛选出生长健壮、繁殖

能力强的基因型。

1.2.7 数据统计与分析

采用 Excel 2010 软件进行数据整理，运用

SPSS 27.0 软件进行方差分析和多重比较分析，并

利用 Origin 2025 软件进行主成分分析、聚类分析

以及制图。

2 结果与分析

2.1 直干桉组培快繁体系构建

2.1.1 直干桉无菌实生瓶苗培育

接种 10 d 后，直干桉种子污染率为 8.8%，污

染率较低，说明本试验使用的消毒方法适用于直

干桉种子消毒，可较好地控制污染率。接种 90 d后，

直干桉种子的萌芽率为 83%，萌芽率较高，且幼

苗生长健壮（图 1），说明以 MS 为基本培养基，

并添加 0.5 mg/L 6-BA 和 0.5 mg/L NAA 的培养条

件适于直干桉种子萌发。

A：直干桉种子接种 90 d 时的生长状态；B：直干桉增殖 30 d 时的生长状态；C：直干桉增殖 60 d 时的生长状态。 
A: growth status 90 days after seed inoculation; B: growth status 30 days during proliferation; C: growth status 60 days during proliferation.

图 1    直干桉种子萌发和不定芽增殖的生长状态
Fig. 1    Seed germination and adventitious bud proliferation growth status of E. maidenii

2.1.2 直干桉初代培养

由图 2A 可知，16 种不同激素浓度配比的培

养基均能诱导直干桉无菌苗茎段产生腋芽，腋芽

诱导率为 62.5% ～ 100.0%。其中处理组合 3、
4、8、12、14、15 的诱导效果最好，腋芽诱导率

达 100.0%；处理组合 1 的腋芽诱导率最低，仅为

62.5%。如图 2B 所示，60 d 时不同处理组合直干

桉无菌苗初代培养的增殖倍数和平均苗高差异性

分析结果表明，各处理组合的增殖倍数和平均苗

高存在极显著差异（P ＜ 0.01）。其中处理组合 4
增殖倍数最高，达 9.60 倍；处理组合 3（6.80 倍）

和处理组合 6（6.80 倍）次之。处理组合 3 的平

均苗高最高，为 2.38 cm，处理组合 2、4、11、12
的平均苗高分别为 1.93、1.80、2.20 和 1.82 cm，

较其他处理组合均表现出较好的伸长效果。同时，

当 6-BA 浓度高于 0.6 mg/L 时，直干桉的增殖倍数

会降低，说明较高的 6-BA 浓度会抑制不定芽的产

生；当 6-BA 浓度固定时，增殖倍数会随着 NAA
浓度的变化而变化，说明 NAA 会对直干桉无菌苗

茎段的增殖产生影响。综合直干桉腋芽诱导率、

增殖倍数和平均苗高 3 个指标分析可知，处理组

合 4（0.5 mg/L 6-BA+0.6 mg/L NAA） 为 直 干 桉

初代培养的最适培养基，处理组合 3（0.5 mg/L  
6-BA+0.5 mg/L NAA）可作为直干桉丛生芽伸长培

养的适宜培养基。

2.1.3 直干桉继代增殖培养

不同激素浓度配比对直干桉继代增殖的影响

如图 3 所示。研究结果表明，培养 30 d 后，各
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处理组合间的增殖倍数和平均苗高存在极显著差

异（P ＜ 0.01），其中处理组合 4 的增殖倍数最

高，达 10.40 倍，平均苗高为 1.14 cm；处理组合

3 的平均苗高最高，为 1.63 cm。培养 60 d 后，

4 个处理组合间的增殖倍数和平均苗高差异未达

到显著水平，但处理组合 4 的增殖倍数明显高于

其他处理组合，处理组合 3 的平均苗高最高，为 
2.16 cm。综上，0.5 mg/L 6-BA+0.6 mg/L NAA 是

直干桉继代增殖培养的最适激素浓度配比，该培

养条件下获得的丛芽生长健壮；0.5 mg/L 6-BA+ 
0.5 mg/L NAA 是直干桉丛生芽伸长的最适激素浓

度配比，该结果与初代培养得到的结果一致。

大写字母表示差异极显著（P ＜ 0.01）。下同。Capital letters indicate extremely significant differences (P ＜ 0.01). The same below.

图 2   60 d 时不同激素配比对直干桉无菌苗初代培养的影响
Fig. 2    Effects of different hormone ratios on the primary culture of E. maidenii aseptic seedlings at 60 days

图 3    不同激素配比对直干桉增殖的影响
Fig. 3    Effects of different hormone ratios on the 

                       proliferation of E. maidenii.

2.1.4 直干桉不定根诱导

如图 4 所示，大部分无根苗在接种后 4 ～ 5 d 
开始产生愈伤组织，并开始陆续生根；接种后 5 ～ 
10 d，各处理组合的无根苗到达生根高峰期；接种

后 15 d，各处理组合的生根总数量趋于稳定；接

种后 20 d，再生苗的主根会进一步伸长，并产生

大量须根。培养 20 d 后，不同基本培养基类型和

激素浓度配比对直干桉生根培养的影响如图 5 所

示。研究结果表明，不同处理组合的平均生根时间、

平均生根条数和生根率之间的差异均达到极显著

水平（P ＜ 0.01），平均根长的差异达到显著水平 

（P ＜ 0.05）。其中，处理组合 7 的平均生根时间

最短（7 d），生根率最高（86.67%），且与其他

处理组合差异极显著；该处理组合的平均生根条

数（1.67 条）与处理组合 5（1.90 条）差异不显著；

其平均根长（0.77 cm）低于处理组合 1（1.06 cm） 
和处理组合2（1.42 cm），但3个处理间差异不显著。

综合生根率、生根时间、平均生根条数和平均根

长 4 个指标来看，直干桉不定根诱导的最适培养基

为 1/2 DCR+0.6 mg/L IBA+0.3 mg/L NAA+1.0 mg/L  
ABT1。

图 4    直干桉生根趋势变化
Fig. 4    Changes of rooting trend of E. maidenii

2.1.5 直干桉炼苗移栽

不同基质配比对直干桉移栽成活率的影响如
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表 4 所示，3 个处理的直干桉幼苗成活率分别为

46.66%、60.00%、76.67%，处理 3 的成活率最高，

其基质配比为腐殖质土∶蛭石∶泥炭土 =1∶1∶1，
该基质中的泥炭土和腐殖质土为直干桉幼苗提供

了生长所需的营养物质，同时起到了较好的保水

作用，蛭石松软透气，利于直干桉根系的呼吸。

因此直干桉炼苗移栽的最适基质配比为腐殖质

土∶蛭石∶泥炭土 =1∶1∶1。直干桉生根苗移栽

30 d 后，存活幼苗长势良好。

大写字母表示差异极显著（P ＜ 0.01），小写字母表示差异显著（P ＜ 0.05）。 
Uppercase letters in the figure indicate extremely significant differences (P ＜ 0.01), and lowercase letters indicate significant differences (P ＜ 0.05).

图 5    不同基本培养基类型和激素浓度配比对直干桉不定根诱导的影响
Fig. 5    Effects of different basal medium types and hormone concentration combinations on adventitious root induction in E. maidenii

表 4    不同基质配比对直干桉移栽成活率的影响
Table 4    The effect of different substrate ratios on the  

       transplant survival rate of E. maidenii

试验号
Test No.

基质配比
Substrate ratio

成活率
Survival rate /%

1 腐殖质土∶珍珠岩 =2∶1 46.66

2 腐殖质土∶珍珠岩∶蛭石 =2∶1∶1 60.00

3 腐殖质土∶蛭石∶泥炭土 =1∶1∶1 76.67

2.2 高繁殖能力基因型筛选

2.2.1 高增殖能力基因型筛选

直干桉 118 个基因型各指标的方差分析结果

表明（表 5），各基因型的平均出芽时间、腋芽诱

导率以及 30、60 d 增殖倍数和平均苗高存在极显

著差异（P＜0.01）。这说明在植物组织培养过程中，

基因型是影响直干桉组培繁殖效果的重要因素。

但是，直接比较上述 6 个单项指标的大小，难以

准确且直观地筛选出具有高增殖能力的基因型。

6 个单项指标主成分分析结果显示（表 6）， 
前 4 个主成分的贡献率分别为 39.875%、19.714%、 
18.669% 和 10.154%，累计贡献率达 88.412%。前

4 个主成分的累计贡献率大于 80%，说明可将 6 个

单项指标转化为 4 个相互独立的综合指标，且这 4
个综合指标代表了原始数据携带的大部分信息。

参考袁宇婷等 [16] 的方法，计算直干桉各综合指标

的隶属函数值与权重，隶属函数值越大，表明该

基因型的增殖能力越强。最终计算得到 4 个综合

指标的权重分别为 0.45、0.22、0.21 和 0.11。
计算直干桉各基因型综合增殖能力，并采用

组平均法进行聚类分析，结果如图 6 所示。118
个基因型可划分为 3 类：G138、G75、G366、
G516、G517、G116、G96、G317、G20、G667
共 10 个基因型聚为第 1 类，属于高增殖能力基因

型（表 7）；G69、G66、G45 等 20 个基因型聚为

第 2 类，属于中等增殖能力基因型；G38、G29、
G16 等 88 个基因型聚为第 3 类，属于低增殖能力

基因型。

2.2.2 强生根能力基因型筛选

基于聚类分析结果，选取第 1类高增殖能力基因

型（G138、G75、G366、G516、G517、G116、G96、 
G317、G20、G667）为繁殖材料，利用筛选出的最

适生根培养基进行培养，探究以上 10 个基因型的

生根能力。如图 7 所示，培养 20 d 后直干桉不同

基因型的平均生根时间（7.19 ～ 12.00 d）、生根率

（0% ～ 93.33%）、平均根长（0.50 ～ 1.79 cm）和

平均生根条数（1.00 ～ 1.59 条）均存在极显著差

异（P＜0.01）。其中G116的平均生根时间（7.19 d）、
生根率（93.33%）、平均生根条数（1.59 条）在

10 个基因型中表现最好，其平均根长为 1.01 cm，

较 G20（1.79 cm）、G317（1.69 cm）、G366 
（1.26 cm）稍短，但后期会继续伸长；G667 基因

型的生根率（71.67%）和平均生根时间（8.59 d） 
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表现次之；其他基因型的生根能力表现较差，

G517 在该培养条件下无法生根。综上所述，培养

20 d 后，10 个基因型中生根能力最强的为 G116，
G667 次之，G517 为生根能力最差的基因型。因此，

118 个基因型中繁殖能力最强的基因型为 G116。

3 讨    论

3.1 种子消毒和无菌实生瓶苗培育

外植体消毒是顺利开展植物组织培养的前提

和基础，恰当的消毒方法可以减少外植体的污染

率，提高其存活率 [17-18]。直干桉种子具有体积小、

种皮薄的特点，消毒环节需在控制污染的同时降低

对种子活性的影响。目前尚未见关于直干桉种子

消毒方法的报道，本研究参考蓝桉的消毒方法并

加以改进 [19]，采用 75% 乙醇浸泡 15 s，0.1% 升汞

浸泡 3 min，可将污染率控制在 8.8%。将经过消毒

处理的种子接种在添加 0.5 mg/L 6-BA 和 0.5 mg/L  
NAA 的 MS 培养基中，培养 90 d 后萌芽率可达

83%，且无菌苗生长健壮。因此，本研究采用的消

毒方法和培养条件适用于直干桉无菌实生瓶苗的

制备。

表 5    直干桉 118 个基因型各指标方差分析 †

Table 5    Analysis of variance of various indicators among 118 genotypes of E. maidenii

指标
Parameter

变异来源
Source of variation

平方和
Sum of squares

自由度
Degrees of freedom

均方
Mean square

F 值
F value

P 值
P value

平均出芽时间
Mean bud induction

time /d

组间 517.919 117 4.427 18.674 0.000**

组内 55.942 236 0.237

总计 573.862 353

腋芽诱导率
Axillary bud induction

rate /%

组间 2 271.924 117 19.418 1.502 0.005**

组内 3 051.970 236 12.932

总计 5 323.894 353

30 d 增殖倍数
30-day multiplication coefficient

组间 1 074.260 117 9.182 21.745 0.000**

组内 99.650 236 0.422

总计 1 173.911 353

30 d 平均苗高
30-day average shoot

height /cm

组间 7.237 117 0.062 2.583 0.000**

组内 5.652 236 0.024

总计 12.889 353

60 d 增殖倍数
60-day multiplication

coefficient

组间 3 231.628 117 27.621 22.198 0.000**

组内 293.659 236 1.244

总计 3 525.287 353

60 d 平均苗高
60-day average shoot

height /cm

组间 9.193 117 0.079 2.715 0.000**

组内 6.830 236 0.029

总计 16.022 353

† ** 表示差异极显著（P ＜ 0.01）。** indicates a very significant difference (P ＜ 0.01).

表 6    各综合指标的载荷及贡献率
Table 6    Component loading and contribution rates

指标
Parameter

主成分载荷 Principal component loading

主成分 1
PC1

主成分 2
PC2

主成分 3
PC3

主成分 4
PC4

平均出芽时间 Mean budinduction time /d -0.242 0.488 0.003 0.882

腋芽诱导率 Axillarybud induction rate /% -0.003 0.708 0.316 -0.654

30 d 增殖倍数 30-day multiplication coefficient 0.331 -0.015 0.407 0.279

30 d 平均苗高 30-day average shoot height /cm 0.245 0.259 -0.531 0.355

60 d 增殖倍数 60-day multiplication coefficient 0.333 0.020 0.374 0.363

60 d 平均苗高 60-day average shoot height /cm 0.281 0.196 -0.453 -0.315

特征值 Eigenvalue 2.392 1.183 1.120 0.609

贡献率 Contribution rate /% 39.875 19.714 18.669 10.154

累计贡献率 Cumulative contribution rate /% 39.875 59.589 78.258 88.412
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3.2 直干桉初代培养

植物组织培养过程中，培养基中的生长调节

剂种类和浓度配比对植物的生长和分化有较大影

响 [20-22]，选择合适的生长调节剂类型和浓度对器

官发生和外植体再生等方面具有至关重要的作用
[23-24]。已有研究发现，最适合直干桉腋芽诱导的

生长调节剂为 6-BA 和 NAA 组合使用，在确保获

得较高诱导率的同时，可以减少愈伤组织的形成
[3,11-12]。刘云彩等 [11] 研究表明，直干桉腋芽诱导效

果最好的生长激素配方为 0.5 ～ 2.0 mg/L 6-BA 和

0.1 ～ 1.0 mg/L NAA，诱导率最高为 70.2%；佘小

涵 [12] 研究表明，腋芽诱导最适的生长激素配方为 
0.4 ～ 0.8 mg/L 6-BA 和 0.2 ～ 0.8 mg/L NAA；王

晓丽等 [3] 研究发现，最适生长激素配方为 0.6 mg/L  
6-BA 和 0.5 mg/L NAA，诱导率可达 83.33%。本

研究综合考虑腋芽诱导率、增殖倍数和平均苗高 
3 个指标，发现腋芽诱导的最适生长激素配比为 
0.5 mg/L 6-BA 和 0.6 mg/L NAA， 诱 导 率 为

100%，诱导获得的丛芽数量多，生长健壮。本研

究结果与前人研究结果存在差异，但差异不大，

原因可能是外植体的基因型、外植体类型以及外

植体对生长调节剂的敏感程度不同 [25]。

3.3 直干桉继代增殖

不定芽的增殖能力是决定该植物能否实现规

模化繁殖的关键因素，而外植体的增殖效果主要

受细胞分裂素和生长素的调控 [26]。刘云彩等 [11] 采

用单因素试验探究了 6-BA、KT、ZEA、NAA 4 种

激素对直干桉不定芽增殖的影响，结果表明 6-BA
更有利于直干桉增殖培养，但增殖倍数仅为 2 倍。

佘小涵 [12] 和王晓丽等 [3] 将细胞分裂素 6-BA 和生

长素 IBA 搭配使用，对直干桉增殖的最适培养条

件进行探究，结果显示培养 60 d 时的增殖倍数分

别为 3.70 和 8.14 倍，增殖效果较使用单一的细胞

分裂素好。王晓丽等 [3] 在探究过程中还发现在继

代培养基中加入一定量的 NAA 可以促进丛芽的健

壮生长。鉴于此，本试验探究不同浓度 6-BA 和

NAA 配合使用对直干桉继代增殖的影响，试验结

果表明 0.5 mg/L 6-BA和 0.6 mg/L NAA配合使用，

可大大提高直干桉的增殖率，培养 30 d 时增殖倍

数可达 10.40 倍，60 d 时增殖倍数为 11.00 倍。本

研究还发现，直干桉腋芽诱导和继代增殖的最适

培养条件相同，说明在培养基中添加 0.5 mg/L 6-BA
和 0.6 mg/L NAA 可以实现腋芽诱导和继代增殖同

步进行，在获得高腋芽诱导率和增殖倍数的同时，

还可大幅缩短培养周期。

表 7    高增殖能力基因型的增殖情况
Table 7    Proliferation status of genotypes with high multiplication capacity

基因型
Genot-ypes

平均出芽时间
Mean bud induction 

time /d

腋芽诱导率
Axillary bud 

induction rate /%

30 d 增殖倍数
30-day multiplication 

factor

30 d 平均苗高
30-day average 

shoot height /cm

60 d 增殖倍数
60-day multiplication 

factor

60 d 平均苗高
60-day average 

shoot height /cm

G20 7.60±0.31 100.00±0.00 8.68±0.34 0.69±0.01 10.81±0.10 1.34±0.08

G75 7.56±0.12 100.00±0.00 5.64±0.53 1.01±0.06 10.82±0.32 2.11±0.07

G96 7.82±0.10 100.00±0.00 5.47±0.50 0.85±0.00 13.69±0.17 1.57±0.11

G116 7.45±0.23 100.00±0.00 7.60±0.31 0.78±0.05 11.76±0.68 1.65±0.06

G138 6.92±0.08 100.00±0.00 8.98±0.79 0.76±0.13 16.76±0.57 1.22±0.17

G317 7.00±0.00 100.00±0.00 7.80±0.20 0.89±0.02 10.07±0.39 1.50±0.03

G366 7.45±0.23 100.00±0.00 7.36±0.19 0.95±0.03 11.84±0.26 1.47±0.06

G516 7.70±0.15 100.00±0.00 7.20±0.28 0.93±0.09 10.91±0.39 1.65±0.03

G517 7.00±0.00 100.00±0.00 7.62±0.71 0.77±0.07 12.32±0.39 1.60±0.07

G667 6.53±0.29 100.00±0.00 6.58±0.40 0.86±0.03 11.98±0.79 1.61±0.06

图 6    直干桉 118 个基因型增殖能力聚类热图
Fig. 6    Clustering heatmap of the proliferation capacity 

                 among 118 E. maidenii genotypes
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3.4 直干桉不定根诱导

再生芽成功生根是促进其移栽成活的先决条

件，本研究探究了基本培养基类型和生长素配比对

直干桉不定根诱导的影响。结果表明，培养 20 d 时，

最适培养条件下直干桉最高生根率可达 86.67%，平

均生根时间为7 d。本研究较Sotelo等 [13]、刘云彩等 [11]

和王晓丽等 [3] 的研究结果获得了更高的生根率，与

佘小涵 [12] 培养 40 d 时的直杆蓝桉生根率（81%）

相比，不仅提高了生根率，还缩短了培育时间。

在不定根诱导阶段，适当降低无机盐浓度有利于无

根苗生根，其原因可能是无机盐浓度会对外植体的

渗透压产生影响，在较低营养浓度条件下，可使植

物根系从被动吸收营养转变为主动吸收营养 [17]。 
与 MS 培养基相比，1/2 MS、DCR 和 1/2 DCR 等

培养基的无机盐浓度都相对较低，这些培养基常被

用于植物组织培养的生根阶段 [3,11,27-28]。本研究首

次将 1/2 DCR 培养基应用到了直干桉不定根诱导阶

段，并取得了较好的诱导效果。

3.5 直干桉炼苗移栽

炼苗移栽是植物组织培养的最后一个环节，

移栽基质的保水性和透气性都会对组培苗移栽成

活率产生影响。泥炭土和腐殖质土的有机质丰富、

保水能力强，在提供营养的同时，还可以提高土

壤的保水能力；珍珠岩和蛭石具有良好的排水性

和透气性，可以增加土壤的透气性，有助于植物

根系的呼吸。本试验将泥炭土、腐殖质土、珍珠

岩和蛭石按照不同比例混合作为直干桉幼苗的移

栽基质，移栽 30 d后发现配比为腐殖质土∶蛭石∶

泥炭土 =1∶1∶1的基质幼苗成活率最高（76.67%），

且高于刘云彩等 [11]（72.6%）、佘小涵 [12]（65%）

和王晓丽等 [3]（72.3%）试验中的直干桉移栽成活

率，但低于 Sotelo 等 [13] 得到的移栽成活率，其原

因可能是幼苗移栽至基质后的前两周内，使用袋

子将整盆幼苗完全包裹，保持了环境中的湿度和

温度，使其在袋中继续处于炼苗阶段，进而提高

了幼苗的移栽成活率。

3.6 高繁殖能力基因型筛选

桉树的繁殖能力除受生长调节剂、基本培养

基、蔗糖、光照、温度等外在因素的影响外，基因型、

年龄和生理状况等内在因素也是影响桉树繁殖能

图 7    直干桉 10 个高繁殖能力基因型在相同培养条件下生根能力差异
Fig. 7    Differences in rooting ability among 10 high reproductive capacity genotypes of E. maidenii under the same cultivation condition
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力的重要因子 [29-30]。本研究对不同基因型直干桉

的增殖能力和生根能力进行探究，结果表明不同

基因型的增殖能力和生根能力存在着极显著差异，

原因可能是不同基因型的基因表达情况、酶活性、

内源激素含量等存在差异 [31-32]。因此，外植体基

因型是植物组织培养过程中不可忽视的因素，选

择高繁殖能力的基因型作为繁殖材料可大幅提高

繁殖效率。

4 结    论

本研究成功构建了直干桉高效组培快繁体系，

并筛选出具有显著繁殖优势的基因型。研究结果表

明，初代培养与继代增殖阶段的最适培养基均为

MS 培养基 +0.5 mg/L 6-BA+0.6 mg/L NAA+20 g/L 
蔗糖 +4.5 g/L 琼脂，腋芽诱导率可达 100%；培养

30 d 时增殖倍数可达 10.40 倍，平均苗高 1.14 cm； 
培养 60 d 时增殖倍数为 11.00 倍，平均苗高 2.16 cm。 
该方法能显著促进直干桉腋芽萌发和丛芽增殖，

且可将腋芽诱导和不定芽增殖这两个阶段合二

为一，从而降低转瓶污染、节约生产时间以及

减少生产成本。生根诱导阶段的最适培养基为

1/2 DCR+0.6 mg/L IBA+0.3 mg/L NAA+1.0 mg/L 
ABT1+20 g/L 蔗糖 +5 g/L 琼脂 +0.16 g/L 活性炭，

该处理组合平均生根时间为 7 d，培养 20 d 后生

根率为 86.67%，平均生根条数为 1.67 条，平均根

长 0.77 cm，大幅缩短生根时间，提高生根率。炼

苗移栽阶段最适基质配比为腐殖质土∶蛭石∶泥

炭土 =1∶1∶1，移栽 30 d 后成活率为 76.67%。

通过对 118 个基因型进行系统的增殖与生根能力

比较分析，得到基因型 G116 表现最为突出，培养 
30 d 时的增殖倍数为 7.60 倍，平均苗高 0.78 cm；

培养 60 d 时的增殖倍数为 11.76 倍，平均苗高 
1.65 cm；生根培养 20 d 后的生根率达 93.33%。本

研究建立的高效快繁技术体系以及筛选出的优良

基因型，为直干桉工厂化育苗提供了重要的理论

基础和技术支持，对推动该树种产业化发展具有

重要的应用价值。
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