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摘要：以中华结缕草成熟胚为外植体，通过胚性愈伤组织的发生进行植株再生。结果表明．中华结缕草成熟胚在 

MS基本培养基附加 6～7 mg／L 2．4一D和0．05 mg／L 6-BA的出愈能力很强．但初生愈伤组织呈无定型棉絮状，不 

能再生成株。采用不同的糖类和固化剂以及一定比例的生长素与细胞分裂素的方法，对初生愈伤组织进行继代培 

养，诱导出致密颗粒状的、具有高度再生能力的胚性愈伤组织，此类胚性愈伤组织在最佳分化培养基 MS+1．0 

mg／L NAA+1．0 mg／L KT+3．00 mg／L 6-BA上有较高再生频率．生根培养基采用 1／2 MS。 
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中华结缕草(Zoysia sinica)是禾本科画眉草亚科结缕草属多年生草本植物，具有很好的韧性和耐践踏能力， 

又具有匍匐生长的特性，扩展能力较强。同时中华结缕草还具有耐贫瘠、耐病虫害、耐修剪等特性，是一种不可多 

得的草坪用草，在城市开放型草坪和运动型草坪中得到广泛应用。然而，中华结缕草对低温极为敏感，在北方地 

区的绿期平均每年只有 6个月左右，这一缺点严重限制了其在北方地区的推广。利用基因工程手段提高中华结 

缕草的抗寒性是解决这一问题的重要途经，为了实现这一目标，必须研究该草种的组织培养方法，为进行基因工 

程改造提供受体系统和再生手段。已有研究表明，该草种通过体细胞胚胎发生途径的再生频率较低[1]，而且国内 

外对中华结缕草组织培养及再生方面的研究很少，因此，本研究旨在建立和优化中华结缕草愈伤组织诱导和植株 

再生系统，为利用基因工程和体细胞无性系变异改良中华结缕草提供理论和实践依据。 

1 材料与方法 

中华结缕草的成熟种子由北京克劳沃草坪种子有限公司提供。选取饱满的中华结缕草种子先用 30％的次 

氯酸钠溶液浸泡 30 min，然后用无菌水冲洗 4～5遍，接种到诱导愈伤组织培养基中(表 1)，暗培养，培养温度 24 

～ 26℃，培养 40 d后，统计愈伤组织诱导率，愈伤组织诱导率(0A)=诱导出愈伤组织外植体数／接种的外植体数 

×100，选择最佳愈伤组织诱导培养基的配方。将长势良好的愈伤组织分别接于分化培养基上(表 2)，培养温度 

25～26℃，每日光照 12 h，光强2 000 Ix，培养 30 d后，统计愈伤组织的分化率，芽的分化率(％)一分化出芽的愈 

伤组织块数／接种愈伤组织块数×100，选择最佳愈伤组织分化培养基的配方。将胚状体转接于 1／2 MS+ 

1 mg／L NAA(萘乙酸)+1 mg／L MET，温度20~25℃，光照培养 16 h，光照强度 2 000 Ix，30 d后统计正常成苗 

植株的生根率，然后移栽于大棚内。 

2 结果与分析 

2．1 不同基本培养基及 ABA对结缕草愈伤组织诱导及其分化的影响 

成功的组织培养在一定程度上依赖于培养基的选择，本试验比较了 2种不同的基本培养基对中华结缕草愈 

伤组织诱导率和分化率的影响，试验结果表明(表 3)，MS基本培养基在不加 ABA 时，诱导率最高，达到 

38．89 ，CC基本培养基诱导率为 26．36 ；而 MS+ABA和 CC+ABA基本培养基上愈伤组织诱导率分别为 

23．33 和、12．50 。由此得出结论，MS培养基优于 CC培养基，两者差异极显著(P<0．01)，且 ABA对中华结 

缕草愈伤组织诱导具有极显著的抑制作用(P<0．01)。 
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基本培养基(MS、CC)Minimal medium 

脱落酸(ABA)Abscisic acid 

不同浓度 BA Different concentration of BA 

不同浓度 2。4-D Different concentration of 2，4-D 

不同糖类 Different sugar source 

不同的固化剂 Different agar 

MS、CC+5 mg／L 2，4-D+0．05 mg／L 6-BA 

MS、CC+5 mg／L 2，4-D+0．05 mg／L 6-BA+2 mg／L ABA 

MS+4 mg／L 2，4-D+6-BA(0。0．05，0．10。0．20 mg／L) 

MS+0．05 mg／L 6-BA+2。4-D(0，1，3。5，8 mg／L) 

MS+30 g／L(麦芽糖、葡萄糖、蔗糖 Maltose。Glucose，Sucrose) 

国产琼脂(广州千湖贸易公司)、日本 Arga产琼脂粉、Sigma公司产的植物凝胶 

phytagel为固化剂+5 mg／L 2。4-D+O．05 mg／L 6-BA+MS 

China agar，Japan agar，plant coagulating gummy using phytagel as solidifing a 

gent+5 mg／L 2，4-D+O．05 mg／L 6-BA+MS 

表 2 选择愈伤组织分化培养因素的最佳配方 

Table 2 The best factors of embryogenic callus differentiation 

表 3 不同基本培养基对结缕草愈伤组织诱导和分化频率的影响 

Table 3 Effect of different mediums on callus initiation and differentiation of z-siasinica 

小写字母不同表示在 a=0．05水平上差异显著。相同表示差异不显著，大写字母不同表示在 a=0．01水平上差异显著，相同表示差异不显著。下 

同．Different small letters and capital letters represent distinctively at the 0．05 and 0．01 level，respectivelyl unless，indistinetively．The same below． 

但是，在分化培养基中，加 ABA时，在 MS和 CC培养基中，愈伤组织分化率分别为 1O．71 和 10．0o ，显 

著高于不加ABA时的分化率。说明虽然ABA对出愈率有抑制作用，但在附加 ABA的培养基中愈伤组织更加 

致密，颗粒状比较明显，而且可以抑制胚芽和胚根的生长，因而可以提高分化率。这表明 ABA可以提高愈伤组 

织的质量，增加愈伤组织的致密度和颗粒状程度。因此，在愈伤组织诱导初期不宜附加 ABA，但结缕草在愈伤诱 

导继代培养基中则应附加 ABA。 

1  2  3  4  5  6  
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2．2 不同2，4一D和不同 6一苄基氨基嘌呤(6一BA)浓度对愈伤组织诱导的影响 

由表 4可知，附加 6一BA浓度为 0．05 mg／L时，2，4一D浓度在 1～8 mg／L范围内，愈伤组织诱导率呈上升趋 

势，在浓度达到 8 mg／L时，诱导率达到最高，为 41．71 9，6，且在 2～5 mg／L时诱导率上升较快，从 27．O2 升至 

38．89 9，6；当2，4一D浓度大于 8 mg／L，愈伤组织诱导率开始下降，在 2，4一D浓度为 10 mg／L时，愈伤组织诱导率 

下降到 29．32 9，6。另外，试验中发现不同的 2，4一D浓度，形成的愈伤组织形态结构也各不相同，根据 Armstrong 

等[2 的标准将愈伤组织分为 3类：I型，结构致密、坚硬、复杂多样、生长缓慢，多通过器官发生途径分化芽和根， 

产生的胚状体较少，不易长期继代，2，4一D浓度大于5 mg／L时多形成此类；lI型，结构松散、易碎、呈颗粒状、生长 

较快，长期继代仍有胚性，能通过胚状体途径再生，2，4一D浓度为 5 mg／L时，形成的愈伤组织与此相似；Ⅲ型，结 

构粘软、水浸状、白色透明或半透明，容易继代培养，但几乎丧失分化能力，为非胚性愈伤组织，2，4一D浓度在 1，2 

mg／L时，愈伤组织多为该类型。因此，诱导愈伤组织的最佳 2，4一D浓度为 5 mg／L。 

同时，在附加 2，4一D浓度为 4 mg／L、6一BA浓度为O～O．05 mg／L时，愈伤组织诱导率随着 6-BA浓度的增加 

而升高，在浓度为0．05 mg／L时达到最高，为31．88 9，6(表 4)，极显著地高于其他处理(P<0．01)。在 6-BA浓度 

为 0．O5～O．20 mg／L时，愈伤组织诱导率呈下降趋势。另外，在 6一BA浓度为0 mg／L时，愈伤组织呈白色，生长 

较快，毛根状较明显，不易分化。 

由此可见，结缕草愈伤组织诱导最佳激素配比为 5 mg／L 2，4一D+0．05 mg／L 6-BA，此条件下的出愈率最 

高，可以达到41．80 oA。 

表 4 不同激素浓度对中华结缕草愈伤组织诱导率的影响 

Table 4 Effect of different hormone concentration on callus inducllon of z．siasiniea 

6-BA+(4 mg／L 2．4 D) 

224 

71 

58 

63 

25．69 cC 

31．88 aA 

27．16 bB 

26．47 bB 

2．3 不同糖分对愈伤组织诱导的影响 

糖在植物组织培养中的一般功能是作为碳源和调 

节培养基的渗透压。试验发现，蔗糖、麦芽糖和葡萄糖 

的愈伤组织诱导率分别为2 9．1 1 9，6、2 6．2 3 9，6和 

20．O9 9，6(表 5)，相互之间差异极显著(P<0．01)。在 

接种后 20 d左右，分别含有 3种糖分的培养基上均开 

始出现白色的愈伤组织。其中麦芽糖上的愈伤组织较 

大，长势较好；蔗糖上形成的愈伤组织次之；葡萄糖上 

的愈伤组织较小。30 d后，麦芽糖上形成的愈伤组织 

仍然最大，表面较光滑，但出现了不同程度的水泡化， 

表 5 不同糖分种类对结缕草愈伤组织诱导的影响 

Table 5 Effect ofdifferent sugar sources on 

callus induction of Z．siasinico 

愈伤组织颜色由白色转变为淡黄色；蔗糖上的愈伤组织颜色鲜亮，半透明状；葡萄糖上形成的愈伤组织长势缓慢， 
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仍然只有米粒大小，颜色由白到浅褐色，粘质度较大。继代 1次后，发现葡萄糖上形成的愈伤组织慢慢褐化至黑 

色，最后死亡；麦芽糖上的愈伤组织生长缓慢，水泡化加重；蔗糖上的长势较好，也有较轻程度的水泡化。由此可 

见，采用蔗糖作为碳源是比较合适的。 

2．4 不同固化荆对愈伤组织诱导的影响 

不同固化剂上愈伤组织生长在前期没有明显区别，1个月后，不同固化剂对愈伤组织的形成产生显著的影响 

(表 6)。附加植物凝胶 phytagel的培养基，种子离体培养 15 d左右就开始从胚轴长出愈伤组织，而且出愈率很 

高，30 d左右出愈率达到 20．o0 以上。而国产琼脂诱导愈伤组织在 30 d左右才开始出现小米粒大小的愈伤组 

织，50 d左右愈伤组织诱导率才能达到20．o0 以上。外植体在 日本产 Agar上经过 1周培养也开始出现愈伤组 

织，但生长缓慢。4周后观察愈伤组织的大小，发现植物凝胶 phytagel培养基上平均愈伤组织直径达到 0．7 cm， 

愈伤组织呈淡黄色，表面光滑，结构疏松呈颗粒状。而国产琼脂上则只有米粒大小，大部分变白稍带褐色，水泡化 

严重。日本产 Agar上愈伤组织生长缓慢，颗粒较小，颜色黄白色，出现水泡化但程度较轻。40 d后，国产和日本 

产 Agar以及植物凝胶 phytagel培养基上的愈伤组织出愈率分别为 23．72 ，22．o0 和 31．30 ，其中在植物凝 

胶 phytagel培养基上的出愈率极显著高于其他处理(P<0．01)。因此，进口植物凝胶 phytagel是更好的固化剂。 

2．5 不同萘乙酸(NAA)和激动素(KT)浓度对愈伤组织分化的影响 

不同NAA和KT浓度对中华结缕草组培分化率的影响如图 1所示。在各个不同的NAA浓度下，中华结缕 

草的胚状体分化率都随着 KT浓度的变化而呈现相同趋势的变化，即在 KT浓度小于 1．0 mg／L时，分化率随 

KT浓度升高而增大；在浓度大于 1。0 mg／L时，分化率随 KT浓度升高而减小。NAA浓度对中华结缕草胚状体 

分化的影响与 KT相似。在 KT和 NAA浓度均为 1．0 mg／L时，胚状体分化率最高，达到 17．36 ，且分化出来 

的苗较健壮；在 KT浓度为 2．0 mg／L时，中华结缕草的愈伤组织均褐化变黑乃至全部死亡，说明了过高的 KT 

浓度对结缕草愈伤组织有致死作用。由此可见，适合中华结缕草愈伤组织分化的最佳激素配比为：1．0 mg／L 

NAA+1．0 mg／L KT。 

表6 不同固化剂对结缕草愈伤组织诱导的影响 

Table 6 Effect of agars from different makers and 

phytagel on callus induction of z．siasinica 

2．6 不同继代时间对结缕草愈伤组织分化的影响 

在继代时间 40~80 d范围内，随着继代培养时间 

一 日 

锝 口 
．2 

墨 
甚 

键 

0  

0．5 1．0 1．5 2．0 

KT浓度 

different c0ncentrati0ns 0f KT(mg／L) 

图 1 不同激素浓度对结缕草分化率的影响 

Fig．1 Effects of different NAA and KT concentrations 

on callus differentiatioil of z．siasinica 

的延长，愈伤组织分化率也随之增加。在继代80 d时分化率达到最高，为20．83 ，80 d后，愈伤组织的分化率随 

继代时间的延长而降低。 

2．7 再生植株的生根培养 

胚状体发育成小植株最初是从具有胚状结构的胚芽出现开始，紧接着叶和根发育，形成完整的再生植株。在 

植物离体培养中，促根生长的基本培养基大多数使用低浓度的 MS培养基，因此，本试验采用了 1／2 MS基本培 

养基，以降低无机盐浓度，促进生根。将诱导分化的丛生不定芽切割成具有 2～3个不定芽的小块，分别接人附加 
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了 1．0 mg／L NAA和 1．0 mg／L MET的 1／2 MS培养基，不定芽 9 d开始生根，30 d生根率达到 95 ，幼苗株高 

达 1～3 cm。 

3 讨论 

在中华结缕草诱导愈伤组织过程中，由试验结果表明，生长素的作用比细胞分裂素的作用重要，这一点与其 

他研究结果相同。Bhaskaren等 。 指出在禾本科植物的愈伤组织诱导中，2，4一D是通常起着决定作用的植物生长 

调节剂。Bai等 和 Torello等 。 均指出了2，4一D对愈伤组织诱导的重要性。Linacero等[6]和张磊等[10]证明了 

过高或过低的2，4一D浓度都不利于胚性愈伤组织的形成和分化作用。本研究在证明了2，4一D对中华结缕草愈伤 

组织诱导的重要作用的同时，也发现了过高浓度的2，4一D对愈伤组织诱导的抑制作用。诱导结缕草愈伤组织的 

适宜激素浓度为 5 mg／L 2，4一D十0．05 mg／L 6-BA，可以获得 38．9 ～41．7 9，6的出愈率，考虑到过高 2，4一D浓度 

将降低出愈率，浓度过低则可能降低愈伤组织的质量，建议采用 6～7 mg／L的 2，4一D浓度。这一浓度远高于李 

瑞芬等 单独使用 2，4一D进行 日本结缕草(z．japonica)愈伤组织诱导所得到的2．0 mg／L的适宜浓度(出愈率 

达到最高，为 42．1 )[ ，这可能与研究对象的不同有关。另外，赵永辉等 引、张俊卫等[9]和张磊等[10 的研究获得 

了结缕草愈伤组织诱导率分别达 85．0％，57．3 和 64．6 ，远高于本研究所获得的出愈率，这可能与研究对象的 

不同或激素浓度、激素配比不同有关。 

一 般在禾本科的分化培养中，将愈伤组织置于除去生长素或降低生长素浓度的条件下，就可以诱导芽的生 

成。Capelle等 儿]、Ozias—Akins等 和Fasolo等 ̈ 指出，在分化培养基中添加 TDZ，能促进芽的分化，本试验在 

结缕草愈伤组织分化培养基中加人 KT也取得了良好的结果，分化率达到 17．4 。相比之下，李瑞芬等[7]使用 

1／2 MS+O．1 mg／L 2，4一D培养基所获得的日本结缕草胚性愈伤组织的分化和植株再生率要比本试验高得多 

(均高于4O )，主要原因，可能是由于本研究在进行愈伤组织诱导时未甄别胚性或非胚性愈伤组织，同时也可能 

与研究对象的不同有关。另外，本试验过程中，无论在培养初期或后期，中华结缕草愈伤组织均有不同程度水泡 

化现象，形态呈白色松软，分化能力较低。而且，在分化试验中虽然大多数愈伤都能出现绿点，但是只有少数能最 

后分化出苗，其他慢慢褐化死亡，这种现象可能和愈伤的生长状况有关，也可能和培养基中糖分浓度低有关。有 

试验表明随着培养基中糖分浓度的增加，培养基的渗透压也随着升高，会有利于愈伤组织的分化[1“ ]。因此，中 

华结缕草分化培养基仍有待进一步优化。 

无论采用哪种激素配比，在早期培养过程中，中华结缕草愈伤组织的颜色为白色或淡黄色，随着培养时间的 

延长，愈伤组织的颜色出现了不同程度的褐变。但经过继代培养几代后，颜色有所变浅。这可能与愈伤组织的次 

生代谢中某些物质的积累，或者是与愈伤组织细胞内酚的含量活性有关，说明了愈伤组织的继代时间对愈伤组织 

的再生有重要影响。Mcdonnell等[1 曾指出禾本科草的愈伤再生率随着继代培养时间的延长而降低，余叔文[17] 

也指出，培养时间延长会使愈伤组织在细胞分裂进程中染色体变异的可能性增大，形态发生潜力减弱甚至丧失。 

本研究则证明了超过80 d的继代天数十分不利于中华结缕草愈伤组织的分化。 

中华结缕草的愈伤组织诱导、分化和植株再生受多种因素制约，这些因素包括培养基中各种激素种类和浓 

度、碳源种类、固化剂种类和愈伤组织的继代时间。就本研究的范围内，最适于结缕草的组织培养体系是：以MS 

为基本培养基，使用蔗糖为碳源，phytagel为固化剂，使用 6～7 mg／L 2，4一D+0．05 mg／L 6-BA的激素浓度进行 

愈伤组织诱导；愈伤组织继代时间不宜超过 8O d；采用添加了 1．0 mg／L KT+1．0 mg／L NAA的分化培养基作 

为愈伤组织分化培养基；使用 1／2 MS培养基作为诱导生根培养基。 
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Tissue culture and plant regeneration of Zoysia siasinica 

DU Xue-ling ，ZHANG Zhen—xia ，LIU Ping ，GONG Chun—shui。， 

FU Yi—kun ．YANG Zhong—yi。 

(1．Department of Biology，Huaibei Coal Industry Teachers College，Huaibei 235000，China； 

2．Biology，Hanshan Normal University，Chaozhou 52 1 04 1，China； 

3．College of Life Science，Zhongshan University，Guangzhou 510275，China； 

4．College of Grassland Science，Gansu Agricutural University，Lanzhou 730070，China) 

Abstract：A tissue culture system for plant regeneration of Zoysia siasinica Hance grass was developed．Using 

mature seeds as experimental material，explant callus was produced in the dark on MS containing 100 mg／L 

Linostial+5 mg／L 2，4一D+0．05 mg／L6一BA，30 mg／L sucrose and 3．4 g／L phytage1．The initial callus appeared 

sponge-like，soft，and irregular，and no plants could be regenerated from it．High regeneration ability embryo～ 

genic calluses were induced after subculturing with 2 mg／L ABA．The differentiation frequency of callus sub～ 

cultured for 8O days was up to 2O．83 9，6 in MS with 1．0 mg／L NAA。1．0 mg／L KT and 3．00 mg／L 6一BA MS． 

The rooting medium was 1／2 MS． 

Key words：Zoysia siasinica；callustissue culture；regeneration 
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