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摘 要：在草地早熟禾再生体系建立的过程中，就其影响因素如外植体的选择、培养条件、基因型等方面综述了 

国内外草地早熟禾再生体系的研究进展。 
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草地早熟禾 (Poa pratensis L．)是禾本科早熟禾 

属的一种优质冷季型草坪草。在中国栽培历史悠久， 

种植面积广泛，主要分布在中国西北和华北地区【n。 

草地早熟禾以其抗性强、适应性广、植株低矮、绿期 

长、坪质优美等特性，在绿化、美化城市、运动场建 

设、改善生态环境和提高人民生活质量等方面被广泛 

应用。但它的抗旱能力不强，遇旱容易变成褐色121， 

且具有兼性无融合生殖特性[3-6]，有些品种的无融合生 

殖率高达98％以上[41，因此利用传统育种方式改良品 

种有一定困难，而利用基因转化手段或体细胞杂交可 

获得具有优良性状的植株。目前我国使用的草坪草种 

子 90％以上从国外进口同，在很大程度上制约了我国 

草坪业的发展，因此 ，选育 自己的品种势在必行。采 

用基因工程对草地早熟禾进行品种改良、新品种选育 

已成为当前草地早熟禾生物领域研究的重点网，而改 

良与选育的成功关键是再生体系的建立。 

组织培养及再生体系的建立应注意的主要环节 

有：外植体的选择、外植体的处理、培养条件、基因 
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1 外植体的选择 

外植体的选择是建立再生体系的重要步骤之一。 

就草地早熟禾再生体系的建立而言，常采用的外植体 

为幼穗、成熟种子、匍匐茎、茎尖分生组织、胚轴、 

胚芽鞘、叶片、茎段等。 

1984年 ，Mc Donnell和 Conger12}开始研究草地早 

熟禾再生体系的建立，他们用成熟种子诱导出了胚性 

愈伤组织，试验发现其愈伤组织的植株再生率很低， 

最高仅有6％，且从组织解剖学研究上发现草地早熟 

禾不是呈体胚发生途径而是呈器官发生途径。 

1986年，Boyd和 Dale[ q用成熟种子作外植体， 

得到了愈伤组织和再生苗，但分化率很低。 

1 988年，Pieper和Smith0~以3个草地早熟禾成熟 

种子、温室种子植株 1～2cm的匍匐茎、来自微培养植 

株的节尖部分为外植体，在对整个植株快速再生繁殖 

体系进行研究时，发现前两者的再生频率不如后者高。 

1989年，VanderValk等嘣曼道了草地早熟禾成熟 

种子及幼穗的组织培养结果，试验发现在相同条件 

下，采用幼穗作为外植体其再生率高达79％，而成熟 

种子只有 3％，证明幼穗是草地早熟禾诱导胚性愈伤 

组织的最好外植体，并且利用幼穗愈伤组织建立了悬 

浮细胞系，分离培养原生质体并得到了白化苗和分化 

的根。朱根发等人凹用草地早熟禾品种Wabash和 
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Challenger的幼穗为外植体，进行了组织培养再生体 

系的研究，发现幼穗的愈伤组织分化率高达 72．7％， 

从而进一步证实了Vander Valk等人的结论。 

1993年，Kirsten等 以成熟种子为外植体获得愈 

伤组织且建立了胚性细胞悬浮系再生体系，获得了再 

生植株。 

1995年，Jeffrey等用成熟种子诱导愈伤组织，该 

研究使 Baron品种再生率高达46％【“】。四年后，他又 

把这个再生体系应用于遗传转化中【l21，获得6株转基 

因植株。 

1996年 ，Shangiang Chiwon[ 4】以草地早熟禾的胚 

芽鞘、叶片、茎段作为外植体诱导愈伤组织，再在相 

同的培养基上诱导与分化，胚芽鞘得到的愈伤再生率 

达 32％，茎段的为 12％，叶片的为 2％。试验发现不 

同的外植体诱导出的愈伤组织结构不一样，且只有结 

构紧密、易碎的愈伤组织能够再生出完整的植株，而 

结构疏松、水渍状的愈伤组织只能生根而不能发芽成 

苗。在再生植株中白化苗占有一定的比例。 

1996年 ，Ke等人[ 61以成熟种子的胚芽鞘为外植 

体进行试验，认为结构紧密、松散的愈伤组织能再生 

出健壮植株。 

2003年，余建明 7】以草地早熟禾成熟种子为外 

植体，进行第一次继代时，选取外表干燥、紧密、颗 

粒状愈伤组织，观察到此类愈伤组织在以后的继代培 

养过程中形态上不会发生逆转现象，且转移到分化培 

养基上后愈伤组织仍表现出较高的植株再生能力。 

此外，利用原生质体建立植株再生体系也受到研 

究人员的青睐。原生质体是除了细胞壁的具有生命力 

的裸露细胞，它具有植物细胞的全能性，在适宜的培 

养条件下能诱导出再生植株。原生质体最重要的应用 

是体细胞杂交，而原生质体培养是体细胞杂交的关键 

技术之一。除此之外，原生质体还可作为遗传转化、 

基因瞬时表达、细胞壁再生等方面的起始材脊斗【 。但 

是原生质体培养条件较为特殊：在进行酶解时，选用 

的胚性细胞一定是比较均匀的小细胞团，且高质量的 

酶有利于原生质体的分离；在悬浮培养中选用生长迅 

速、色泽鲜黄、分散性好、有旺盛分裂能力的高度胚 

性悬浮培养物进行原生质体的分离等【 91。1993年 ， 

Kisten等 对草地早熟禾品种 Geronimo进行原生质体 

培养，培养 l0～l6个月后，其再生率由0．004％提高 

到 1．5％，共得到127株再生植株，初步建立了草地 

早熟禾悬浮细胞系培养体系。 

诱导愈伤组织是禾谷类原生质体的培养成功的首 

要条件。草地早熟禾成熟胚愈伤组织的胚胎能力发生 

较差，胚轴也很难诱导出具有高分化能力的愈伤组 

织。同时提出从幼穗可以诱导出胚性愈伤组织。建立 

草地早熟禾胚性悬浮细胞再生体系，分离的胚比整个 

种子更容易获得胚性愈伤组织，也更容易建立胚性悬 

浮细胞体系【 。 

总之，在草地早熟禾植株再生过程中，幼穗作为 

外植体来获得再生植株是迄今为止效率最高的[81，其 

次是茎尖分生组织【 。但幼穗作外植体受季节性影响 

较大，一年只能提供一次植物材料，而且接种的时间 

很短，一旦错过就会影响试验的正常进行【u ；茎尖分 

生组织在操作时需要大量的人力，其选择部位也不易 

准确把握；幼穗和茎尖分生组织均不能提供大量外植 

体遗传转化使用。原生质体培养经过许多复杂的生长 

发育过程，遗传稳定性较差，加上其培养周期长、难 

度大、再生率低，因此具有一定的局限性l2】1。因此， 

目前草地早熟禾再生过程多采用成熟种子作为外植体 

进行遗传转化。马忠华、张云芳等人以草地早熟禾成 

熟种子为外植体，通过基因枪介导法初步建立了草地 

早熟禾的基因转化体系 。 

2 外植体的处理 

Bai and Qu固】在以成熟种子作为外植体时，认为对 

种子进行切割可以提高高羊茅愈伤组织的诱导率和再 

生率。AltpeterTM， 等人通过试验也认为对成熟种子进 

行切割可以抑制种子的萌发而促进愈伤组织的诱导。 

但是，H．Salehi和 M．Khosh—khuiI2句通过试验发现用手 

术刀对草地早熟禾种子 Merion进行切割处理对诱导 

愈伤组织没有显著的作用，这可能是基因型差异所造 

成。 

3 培养条件 

许多学者为了建立草地早熟禾的高效植株再生体 

系，在诱导愈伤组织时，他们对培养基成分 (2，4一D、 

6-BA、CuSO 、水解酪蛋白和固化剂等)、培养温度 

等不同的诱导因子进行了大量的探索性研究。 

细胞分裂素和生长素对于离体培养的组织和细胞 

的增殖、分裂，芽和根的诱导以及胚状体形成起着关 

键的作用。大量的试验证明，较高浓度的生长素单独 

使用或与细胞分裂素配合使用可以有效地刺激培养细 

胞的增殖和连续生长，形成愈伤组织[I8】。 

在Vander Valk等人【8j采用成熟种子作为外植体建 

立再生体系之后，同时表明在培养基中添加 6-BA可 

以提高草地早熟禾的愈伤组织诱导率，这可能是草地 

早熟禾中含有内原细胞分裂素的原因 。在相关的草 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


●坪■艺 业与。iI-牧 2oo8年第5期总第1 5o期 CAOYE YU XUMU 

坪草的报道中，对愈伤组织的诱导多数选用2，4一D， 

质量浓度为 l～5 mg／lf281。Chi等比较了D ，D BC2 

培养基和DBC3(MS+4．5 mg／l 2，4一D+2．2 mg／1 6一BA+ 

5．0 mg／l CuSO4)培养基诱导成熟种子愈伤组织后，发 

现D 培养基诱导率较高，但再生率低，DBC，培养 

基的再生率较高，而诱导率又较低，但比较适合于转 

化[191。此外，研究者对培养基中6一BA 、ABA[311等植 

物激素浓度也进行了研究。段碧华等人【3耳认为对新歌 

来德愈伤组织和继代的最佳培养基配方为MN 3 mg／l 

2。4一D+0．2mg／l6一BA。 

朱根发等人网以草地早熟禾胚轴为外植体诱导愈 

伤组织时发现，当2，4一D的浓度低于 1 mg／l最佳。 

马忠华Fz2I等人的试验中发现随2，4一D浓度的增 

加，早熟禾的愈伤组织诱导率不断升高，当2，4一D 

的浓度达到7 mg／1时，愈伤组织诱导率达到91．1％。 

Vander Valk 等人认为当2，4一D和6一BA配合 

使用的情况下，愈伤组织诱导率要高于单独使用 

2，4一D。 

1984年 ，Mr Donnell和 Conger以成熟种子为外 

植体，研究了温度对草地早熟禾再生体系的影响，他 

们分别比较了在 25~C与 15~C黑暗培养条件下，附加 

4~C冷处理7 d对愈伤组织诱导和对植株再生的影响， 

发现 15~C黑暗诱导能够提高草地早熟禾的品种Ram I 

的再生频率[21。 

Mr Donnell[21还发现，较其他植物激素，麦草畏 

(dicamba)和毒莠定 (picloram)对草地早熟禾的愈 

伤组织诱导及再生效果好，并发现降温至 15~C，并 

对愈伤组织进行4~C的冷处理可以提高芽的出生率， 

平时常用的 25~C并不是最适温度。Griffin[ II提出，在 

愈伤组织诱导培养基中麦草畏和6-BA配合使用比单 

独使用2，4一D、麦草畏、毒莠定的效果明显，在 l2 

个草地早熟禾北美栽培品种成熟种子诱导产生的愈伤 

组织中均获得再生植株，再生率在4％～40％之间。 

支月娥等【3s嗵过试验发现脯氨酸可作为细胞渗透 

调节物质缓解渗透胁迫，保护蛋白质和膜结构。通过 

添加外源脯氨酸，可促进愈伤组织的诱导、延缓褐 

化、提高分化率和生根率[341。 

固化剂对诱导草地早熟禾愈伤组织的影响也有报 

道[311。王贺飞等【3 通过试验发现固化剂 phytage可增强 

草地早熟禾佛特纳的愈伤组织诱导率和胚性愈伤组织 

发生率。在草地早熟禾上，相同的愈伤组织在固化培 

养基上的再生率比琼脂要高2～2．5倍pl】。 

Chi等l2 为在草坪草的愈伤组织诱导中，通过 

添加ABA可使松软无定型、呈果冻状或棉絮状的愈 

伤组织转变为结构较为致密的胫陛愈伤组织。同时他 

们还证明在草地早熟禾品种 Kenblue的诱导培养基中 

添加0．1 umol／1的CuSO 能显著提高诱导率、生长速 

率和胚性愈伤率；而5 umol／1的CuSO 提高再生率； 

AgNO，可明显抑制乙烯产生，促使器官发生及体细胞 

胚胎发生，还可防止愈伤组织的褐化。 

水解酪蛋白也是组织培养中常用的，它是一种具 

有多种氨基酸的混合物，它可促进胚生长，特别是在 

分化培养基中，加一定量的水解酪蛋白，可促进胚胎 

发生和多胚性出现[361。在培养基中添加水解酪蛋白有 

利于促进胫陛愈伤组织的诱导吲。 

刘君等人[381通过多因子的正交试验，指出诱导 

Baron愈伤组织最佳的培养基为MS+I mg／1 2，4一D+ 

0．1 mg／l 6一BA+3 mCl CuSO4+l g／l酸水解酪蛋白 (CH) 

(影响程度 2，4一D>CuSO >CH>6一BA)；而 Midnight 

的最佳的培养基为 MS+2mg／l2，4一D+0mg／l6一BA+ 

3 mr,／l CuSO4+1 g／1 CH (影 响程度 2，4一D>CH 

>CuSO4>6-BA)。 

4 不同基因型对再生率的影响 

许多学者认为，愈伤组织的诱导率与品种的基因 

型密切相关。有些品种有很高的诱导率，有些却很难 

诱导出愈伤组织[391。 

基因型的差异导致了草地早熟禾再生体系建立 

过程中众多不同的表现形式，如形成胚性愈伤的状 

态不同[81，对于基因型产生的差异已有不同程度的报 

道[8,10,111，因此，选择适宜的基因型是建立高效、稳定 

遗传转化体系的必要条件。 

同种草坪草、不同品种间诱导愈伤组织和再生植 

株的培养基成分可能差异很大，而且有些品种似乎很 

难获得再生植株。即使在相同的培养条件下，也常表 

现出很大的差异。Vander Valk等圈在对 l5个品种进 

行试验时，发现只有 Geronimo、Baron、Barblue等能 

产生白色 、有结构 、易于再生的愈伤组织 ，而 

Monopoly、Entopper、Fylking等品种则产生没有极性 

的、淡黄绿色的愈伤组织，不易再生。 

Boud和Daletl~X,-J"50个供试品种使用相同的诱导 

培养基进行诱导愈伤组织，发现有 l5个品种诱导出 

了表现相似的愈伤组织；3个品种愈伤组织形成了叶 

的结构，但没能形成再生植株；而其他的一些品种愈 

伤组织诱导极少甚至没有。 

1995年，Jefferey等[1l对 l2个品种进行试验，发 

现只有Baron的种子植株再生率达到了46％，其他品 
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种再生率只有 4％一40％。 

对于禾本科植物来说，建立高频再生体系是一个 

难题，其原因是很难获得胚性愈伤组织。虽然幼胚或 

幼穗能够获得胚性愈伤组织，但因为幼胚或幼穗较 

小，操作难度大，且取材受季节限制。而利用成熟胚 

获得愈伤组织比较简单且污染几率较小，因此建立成 

熟胚诱导胚性愈伤组织显得尤为必要。成熟胚是自养 

的，所以它的发育在很大程度上受细胞固有因素的控 

制『删。而愈伤组织是植物受伤后在本身内源激素及培 

养基中外源激素的共同作用下，细胞反复分裂产生 

的『411。不同的基因型其内源激素是不同的，故基因型 

对愈伤诱导有一定的影响。虽然利用成熟胚诱导愈伤 

组织比较困难，但对其所用培养基中大量元素、微量 

元素的量及激素的配比，应进行大量的摸索，寻找最 

佳组合，使其诱导胚性愈伤组织的潜力得到很好的表 

达。 

以草地早熟禾种子为外植体获得再生植株的技术 

体系虽建立，但草地早熟禾成熟胚的愈伤组织绿苗化 

频率偏低，且使愈伤组织长期保存后获得植株再生能 

力的技术还未得到解决。因此要通过试验不断地完善 

此项技术，建立良好的早熟禾再生体系，为下一步的 

品种改良和基因转化奠定基础。 
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The Research Progress of Regeneration and Gene Transformation of Kentucky Bluegrass 

ZHA0 Xiao—qiang，MA Hui—ling*，ZH0U W an—hai 

(Pratacuhural College，Gansu Agricultural University，Lanzhou 730070，China) 

Abstract：Kentucky bluegrass regeneration system research progress in the world were summarized in this paper on 

the influencing factors such as the choice of explants、culture conditions、genotype and so on． 

Key words：Kentucky bluegrass；Tissue culture；Regeneration system 
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