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摘要：多年生黑麦草是适应性很强的牧草和草坪草种，转基 因技术的应用已成为其育种研究的重要途径。为 

此，概述了多年生黑麦草组织培养和遗传转化方面的研究进展，首次探讨了转基因多年生黑麦草的生物安全性。 
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多年生 黑麦草 (Lolium perenne L．)成 坪速度 

快 ，抗病虫和分蘖能力强，是常用的牧草草种 ；也可 

形成颜色 亮绿、叶片质地细 而柔 软的优质草 坪l_】]。 

由于其自交不亲和性，利用生物技术手段改善其生 

理特性 已成为 国内外多 年生黑麦草育种 研究 的热 

点。选取多种外植体 ，运用现有的多种外源基 因导 

人途径，建立起多年生黑麦草植株再生体系和遗传 

转化体系 ，获得转 基因植株 。转基 因多年生黑麦草 

的安全性评价和监测主要涉及其对人类 、动植物、微 

生物和生态环境构成 的危险或潜在风险。 

1 组织培养和再生体系的建立 

1．1 外植体的选择 

1977年，Dale_2 首先通过茎尖分生组织培养获 

得 了可育的多年生黑麦草再生植株 。此后 ，以多年 

生黑麦草 的成熟胚Is-s]、花药 ]、未成熟 花序 ]、 

成熟种子 以及营养分生组织口。。为外植体获得 

了绿苗、白化苗及单倍体植株。国内关于多年生黑 

麦草组织培养的研究始于 2003年 ，以种子口卜 、成 

熟胚口 、胚根[1 、胚轴E193、幼穗[ 、茎尖分生组 

织 和胚端半粒种子_2 为外植体，均获得了再生植 

株。但胚根和胚轴是不适宜多年生黑麦草愈伤诱导 

的外植体口 ，而成熟胚的愈伤诱导率和胚性愈伤诱 

导率均优于种子[1 。种子的愈伤诱导率与其发 

芽率无关 ，种子纵向劈开后接种可增加愈伤诱导 

率l_g]。以适宜发育期(1～3 ram)的幼穗为外植体， 

愈伤诱 导率可达 95 l_2 ；以茎尖生长点为外植体 ， 

诱导频率高 ，增殖速度快 ，试验周期短_2引。 目前 ，多 

年生黑 麦草 用 于遗 传转 化 的再 生 体 系 多 以成 熟 

胚 q。 和种子Ⅲ 为外植体。Newell等 弛 于 2005 

年报道了利用不含顶端分生组织的幼叶基段获得再 

生植株 。胚性愈 伤组织仅在 2 mm 段 的叶基部 产 

生 ，而根和绿苗均产生于 0～2 mm的叶基段。利用 

Kumlehnl_3 等建立起的胚珠培养再 生植株 的高效 

体系，离开花粉 1d、2d、3d的胚珠平均 可再生小 苗 

率分别为 38．1 、52 和 52．8 。 

1．2 悬浮培养体系的建立 

多年 生黑 麦 草 悬 浮 细胞 培 养 和 原 生质 体 培 

养[3,4,7--9,34,351的报 道 较 多。在 含 高浓 度 2，4一D 

(100 mg／L)的液体培养基中，所有源于原生质体克 

隆的品种都可获得白化苗和绿苗_3]。由未成熟花序 

得来的致密愈伤组织比成熟胚能够诱导产生更多的 

悬浮物质，而随悬浮物质年龄的增大其再生出绿苗 

的能力降低_4]。在初期培养基中，用麦芽糖代替蔗 

糖 、2，4一D代替麦草畏 (C。H C O。)，培养过程中 

逐步加大 6一BA 的浓度 ，可极大地提高细胞悬浮物 

质的再生频率 ]。1／2 MS液体培养基，附加 6 mg／L 

2，4一D、3 g／L水解酪蛋 白和维生 素 B ，可诱导出 

大量非胚性细胞的悬浮物质和少量胚性细胞。再生 

培养基为 1／2 MS液体培养基时，附加维生素 B 、 

ABA(0．5 mg／L)和 6一BA(0．5 mg／L)，仅可获得 

少数绿苗，白化苗居多[8]。 

1．3 愈伤组织的诱导与分化 

多年生黑麦草愈伤组织 的诱导 ，多采用 MS基 

本培养基附加各种植物激素和营养物质。陈季 

琴_1 等通过多因素多水平的正交设计试验，探讨了 

各培养基组分配置的合理条件 。2，4一D和 6一BA 
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是涉及到的两种主要植物激 素，2，4～D在 2～10 

mg／L范围内均有使用，5 mg／I 为使用频率最多的 

浓度 ,12,14,18]，在此基础上 附加 0．05 mg／L KT有 

利于诱导愈伤组织 。以茎尖分生组织 为外植 

体 ，在 2，4一D为 1 mg／L时愈伤诱导率为 95 [243； 

以成熟胚为外植体 ，2，4一D为 2～3 mg／L、6一BA 

为 0．1 mg／L时 愈 伤 诱 导率 可达 96．3 9／6l2 。在 

3～9 mg／L范围内，2，4一D浓度的升高可明显提高 

愈伤诱导率，但却降低了其分化率；用 dicamb替代 

2，4一D、蔗糖替代麦芽糖，可以显著提高愈伤诱导 

率和植株再生率；在愈伤诱导培养基中同时使用 

2，4一D和 NAA，优于单独使用 2，4一Du 。在继代 

培养基中，2，4一D的浓度一般都有所降低口 。继 

代培养时间对愈伤组织 的分化率有很大影 响，植物 

凝胶 与 国产 琼 脂 相 比 固 化 效 果 更 好 。附 加 

10 mg／L 2，4一D、500 mg／L水解 酪蛋 白、0．5 mg／L 

6一BA和 0．5 mg／I NAA 的 N6培养基 ，愈伤诱导 

率可达 85 [1 。 

细胞分裂素、头胞霉素、活性炭、脱落酸和硝酸 

银对生长 2个月的多年生黑麦草愈伤组织分化具有 

不同程度的影响。在培养基中补充 0．1t0．5 mg／L 

的 6～BA，能提高愈伤分化能力 ]。当培养基 中加 

入 60～200 mg／L头胞霉素改良后，胚性愈伤的数 

量有所增加；若采用 0．5 mg／L 6一BA和激动素(或 

玉米素)以及 2 的活性炭进行改良，则可增加再生 

植株的数量 ，但所获得 的再生植株均为 白化苗 。 

分化培养基附加 1 mg／L 2，4一D和 1 mg／L KT，生 

根培养基为无激素的 MS培养基，完成植株再生约 

需 12周，愈伤分化率为 70 9／6l_1引。而以附加 1 mg／L 

6一BA、0．5 mg／L KT的 N6培养基为分化培养基 ， 

分化率可达 77．73 。在大量元素减半的 N6培养 

基中附加 30g／L蔗糖及 0．2 mg／I NAA进行生根 

培养，生根率达 100 [15,16]。水解酪蛋白、脯氨酸和 

谷氨酰胺浓度 的增加 ，不会 促进 植株再 生率 的升 

高l_1 。在 MS培养基中补充 0．64 mg／L的铜离子 

对愈 伤 的分 化 无影 响 ，3．2 mg／I 则 引起 中毒 反 

应l9]。幼穗发育时期，培养基的激素组成明显影响 

继代培养和植株再生能力 4]；愈伤组织的不同对再 

生频率及绿苗比率的影响分别为 59 和 83 l3 。 

1．4 基因型的影响 

基因型可影响多年生黑麦草的愈伤诱导率和植 

株再生能力口“" 。 。’24]，对愈伤诱导及初期生长状 

况的影响约为 40 ，但其对悬浮物质 的影响并不明 
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显。来 自同一基因型的悬浮物质通常表现不一 ，部 

分悬浮物质能在 2年内保持产生绿苗的能力 ，产生 

80 ～100 的再生苗 。若某基 因型能够从愈伤组 

织得到较高的再生频率和绿苗 比率 ，则其在悬浮培 

养体系中也将有较好的再生表现和较高的再生频 

率。再生频率和绿苗 比率并不 相关 ，但从不 同基因 

型形成绿色植株的能力看，体细胞培养体系和原生 

质体培养体系的再生频率存在正相关，由此说明这 

2个体系受某些共同基因的控制。。 ]。Bradley等_3副 

对 13种最近发布的多年生黑麦草栽培品种进行了 

评价，发现品种Roadrunner的愈伤诱导率和再生频 

率最高。植株 的组织培养技术一般总是针对一种草 

坪草的一个栽培种或几个栽培种。Salehi等口 以 4 

种常见草坪草为实验对象，确立 MS附加 13 mg／L 

2，4一D和 1．7 mg／I 6一BA可应用 于常见草坪草 

的组织培养 。 

2 遗传转化 

2．1 基 因枪转化法 

最早就多年生黑麦草进行遗传转化的是 Hens— 

gens等 于 1993年利 用 基 因枪 法成 功 转 化 了 

HPT基 因，此 后 Heleen等口 、Spangenberg等[圳 

以及 Dalton等[4。。分别将 HPT、GUS基因通过对悬 

浮物质 的微弹轰击导人多年生黑麦草中。基因枪法 
一 直以来都是广泛应用于禾本科基因转化的重要方 

法 ，国内外均已建立起高效 的多年生黑麦草基 因枪 

遗传转化体系[4 ，其转化频率受基因型、外植体、选 

择规则和愈伤诱导期长短的影响 。对草坪型和牧草 

型品种 的成熟胚得到的愈伤组织进 行优化转化 ，分 

别得到5．2 和 6．6 的转化率。未成熟花序和未 

成熟胚的愈伤组织也被成功 的应用 于基 因转化，分 

别得到 3．7 9／6和 11．42 的转化率 。目前 ，国内 

外的研究重点均放在将重要功能性基因导人多年生 

黑麦草中，从而改善其生理特性。Wu等 胡于 1997 

年用基因枪法将 I olpl和 Lolp2这两个控制黑麦草 

花粉过 敏原 的蛋 白成 功地 导人 多年生 黑麦 草 中。 

2004年，Natasha_4 对于降低这两种蛋白含量的转 

基因植 株 的子 代进 行 研 究 ，分 析其 功 能。Taka— 

hashil_4 等利用基因枪法将 RCC2基因导入意大利 

黑麦草 ，再生植株中有 65．5 为转基 因植株。离体 

叶片的生物检测证明 ，转基因植 株对 比未转化植株 

抗锈病能力有所提高。利用基因枪法转化 wftl和 

wft2，转基因植株的果聚糖含量明显提高，并且在分 
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子水平证明了转基 因植 株抗 冻性 的提高 。基因 

枪法共转化 Bar基因，获得外 源基 因正常表达的植 

株频率为 2．46O ；与 P5CS基 因进行共转化 ，效 

率为 27．8 l2 。RC24基因和 Bar基 因也有利用基 

因枪法共转化的报道 ，经 PPT筛选后共获得 243株 

再生植株 。其中 ，18株含有 RC24基因，15株含 Bar 

基因，2株同时含有两种基因 。利用基 因枪法转 

化 DREBIB(CBF1)基 因，获得 转基 因植 株 36株。 

对转基因植株进行干旱处理 ，25d干旱后 3株有存 

活迹象，复水后 1株复生 ]。 

2．2 农杆菌介导转化法 

自Posseh等 等首次利用农杆菌介导技术获 

得多年生黑麦草转基因植株后，适合于多年生黑麦 

草遗传转化的农杆菌介导转化体系被纷纷建立起 

来 t 48,s07。2001年 ，Xu等 为黑麦草导入不可翻译 

的 RgMVCP，以探测 RNA 介导的抗病 毒性潜力 。 

转基因株系、病毒菌株、共培养时间均对 RgMV水 

平有重大影响 。对 RgMV转录后基 因整合和相似 

的 RgMV—CP转基因甲基化模式 的分析表明，Rg— 

MV对 PTGS的抑制效果在其中明显不同，揭示出 

大量组分的存在控制 了 PTGS在黑麦草 中的稳定 

性 。该研究拓展到 RNA介 导的病毒抗性 ，转录后 

基因沉默，并通过遗传工程改良作物得到具重要农 

艺性状的多年生黑麦草品种 。 

在细菌培养和共培养环节加入乙酰丁香酮 ，侵 

染前在含有 0．4 mol／I 甘露醇的培养基中预培养均 

能够提高转化效率 。350 mmol／I NaC1胁迫 1O周 

后 ，转基因植株存活而野生型植 株死亡 。转基 因植 

株的叶片较对照植株含有更高的 Na。。、K 和脯氨 

酸。这些结果证明，()sNHX1基因被成功地导人 多 

年生黑 麦 草 中并 提高 了其 耐盐 性 。Shivendra 

等_5。”利用高效农杆菌介导转化体系侵染后的胚性 

愈伤 ，在 50 mg／L和 80 mg／L潮霉素下分别筛选 2 

周 ，而后置于含 25 mg／I 潮霉素的再生培养基 中分 

化 ，在 2年内获得 了 1000多株转基因多年生黑麦草 

植株。刘 萍等 利用农 杆 菌介导 转化 体系 将 

BADH基因导人多年生黑麦草中，通过盆栽试验证 

明转基因植 株的耐盐性得到 了提高 。Cao等 使 

多年生黑麦草的转化效率达到 23．3 。 

2．3 其它转化方法的应用 

1997年，Wang等 j用原生质体直接吸入法转 

化 了 npt 1I、GUS基 因，经 GUS组 织化 学染 色 和 

Southern杂交检测 ，转入基因在转基 因植 株的后代 

中遗传表 达。1998年，Dalton等 对黑麦 草和其 

他几种草的细胞悬浮克隆进行硅碳纤维处理，并用 

潮霉素抗性基因进行转化及筛选 ，再 生出 1株黑麦 

草转基因植株。对后代 的检测表 明，外源基 因已作 

为独立而占主导的等位基因遗传下来，并能高频率 

的表达潮霉素抗性。 

3 转基 因多年生黑麦草的安全性 

3．1 受体植物多年生黑麦草的安全性 

受体植物多年生黑麦草多为栽培种，作为禽畜 

饲料全世界范围内广泛应用多年 ，未见有对人及其 

他生物有毒的报道 ，不属于世界各地常见 自身“杂草 

化”作物范畴 ，其演变成为有害植物的可能性很 

小。多年生黑麦草为异花授粉植物，不仅同一群体 

内包含不同基因型的多个个体，个体问的基因型和 

表现型也不一致 。除了与品种特性有关的基因为纯 

合状态外 ，其余 大量基 因处于杂合状态 。但 多年生 

黑麦草种问异交率很低，在 0～1 m’范围内仅为 

1 ，超过 5 m 时不 足 0．1 ，且仅能 与野生多年生 

黑麦草和羊茅属的杂草杂交l5 。 

在生态系统中，多年 生黑麦草与其他 动植物和 

微生物共同存在、互相制约、互相协调发展 。若生态 

环境达到多年生黑麦草生长发育的极端值，或遭受 

病虫害，其数量和生长 面积将会减 少；若与其它 高 

大 、吸收力强的植物共 生，其数量也将减小。部分多 

年生黑麦草品种 内寄生有与其互 利共生 的内生真 

菌 ，若 生态环境发生较大幅度变化将会对这种关系 

产生一定的影响 ，但 不会危害到人类健康和生态环 

境。 

3．2 外源基 因的遗传稳定性 

外源基因在后代中的遗传多样性通常用转基因 

植株与非转基因植株杂交 ，或转基因植株 自交结合 

Southern杂交来 分析 。外源 基 因一般作 为显性基 

因遗传给后代，遵循孟德尔遗传分离规律。在多拷 

贝基因中，可能只有一个拷贝具有表达功能或所有 

表达拷贝整合在受体染色体组中的一个位点。但 

是 ，外源基因存在不稳定性 ，其主要原因可能是在减 

数分裂配子形成过程中外 源基 因丢失 ，外源基因整 

合到细胞质基因组 中而在随后的细胞质分裂过程 中 

逐渐变弱或丢失 ，外源 DNA插入 引起基 因重 排丢 

失 ，在配子中外源 DNA诱 发隐性 的致死或半致死 

突变，或者外源 DNA的共抑制效应及甲基化致使 

基因可遗传失活。 
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不同转化方法对外源基 因的遗传稳定性有明显 

影响 农杆菌介导的遗传转化后代多呈现孟德尔遗 

传；而一些直接转化方法，如基 因枪法一般随机整 

合，整合方式、整合位置以及整合拷贝数往往不确 

定，所以后代遗传方式较复杂。在可育的转基因多 

年生黑麦草中，报道过与性别有关 的基 因转化的分 

子证据L4 ，而且曾获得具重要农艺性状 的多年生黑 

麦草品种L5 。对转基因植株的子代分析表明，父母 

本对外源基因的遗传无显著差异l_5 。 

3．3 安全控制措施 

转基因多年生黑麦草应在独立 的空地上栽种 ， 

隔离距离为 300 1TI以上。试验区域和隔离带外应 

建有围墙和栅栏，隔离植物采用不能与其发生杂交 

的植物。转基因植株的运输应采取密封运输措施， 

由试验人员专人管理，禁止外界人员接触。在其抽 

穗期立即搭建凉棚与外界隔离，完全封闭试验地，阻 

止昆虫和动物将花粉带离试验区。试验人员进行花 

期的观察和套袋时需穿隔离服。种子成熟后及时收 

获，避免种子成熟脱落，杜绝种子散失。收获物残余 

应完全烧毁 ，深沟埋藏。种子应低温密封贮存，专人 

妥善保管。试验结束后对隔离带植物及试验地外部 

分植物每季度抽样进行分子检测，看有无“基因污 

染”现象，防止转基因植物及其基因扩散。试验过程 

中若出现意外事故，应立即采取可靠有效的措施进 

行补救和挽回，尽力化解风险，必要时烧毁隔离带 。 

目前 ，北京林业大学研究开发的转基 因草坪草 

“北林草”系列(包括多年生黑麦草、草地早熟禾 、结 

缕草和高羊茅)以及中国林科院研究的转基因多年 

生黑麦草已进入安全性评价中间试验阶段 。 
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Review on Transgenic Breeding 

of Perennial Ryegrass(Lolium 

and Biosafety 

perenne L．) 

LI Xue，HAN Lie—bao，LIU Jun 

(Turfgrass Institute of Beijing Forestry University，Beijing 100083，China) 

Abstract：Perennial ryegrass is a pasture and turfgrass species holding strong adaptability．The applications 

of transgenic technology had already been an important approach on its breeding．The research progress in 

tissue culture and genetic transformation of perennial ryegrass were reviewed．The biosafety of perennial 

ryegrass was discussed for the first time． 
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