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野生细叶结缕草再生体系的建立 

张 瑜‘，杨知建”，张志扬 ，张志飞 

(湖南农业大学 a．农学院；b作物基因工程湖南省重点实验室，湖南 长沙 410128) 

摘 要：以适合南方地区夏季种植的采自泰国北部的一种野生的细叶结缕草为供试材料，以匍匐茎节为外植体建 

立其再生体系．结果表明：在MS基本培养基上添加5．0mg／L2，4一D和NB培养基上添加0．2mg／LIAA所产生的愈 

伤组织最好，而添加2．0mg／L2，4-D+1．0mg／LBA时分化效果最好，1／2MS+0．5mg／LNAA培养基最适于生根． 
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Foundation of regenerative system of wild Zoysia tenuifolia 

ZHANG Yua，YANG Zhi．jiana~，ZHANG Zhi-yangb。ZHANG Zhi-fei 

(a．College ofAgronomy；b．Crop Gene Engineering Key Laboratory ofHunan Province，HNAU，Changsha 410128，China) 

Abstract：Zoysia tenuifolia was a warm-season grass character of which was fine for building lawn．Using a kind of 

wild thin Z．tenuifolia growing in the northern area of Thailand and the crawal stem as experiment material，the 

regenerative system was founded．Th e result showed：adding 5．0 mg／L concentration of 2，4-D tO the MS basic medium 

and adding 0．2 mg／L concentration of IAA to the NB basic medium by to the best callus tissue could be induced，while， 

2．0 mg／L 2，4-D+I．0 mg／L BA was optimal for the differentiation of callus tissue，I／2MS+O．5 mgIL NAA was the best 

radication medium． 
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细叶结缕草(Zoysia tenuifolia)为结缕草属(Zoysia 

spp．)中质地最细、最稠密、生长最慢的草种．虽抗 

寒性比半细叶结缕草差，但在暖亚热带和热带草 

坪植物中是栽培较早、应用较多、适应性较强的 

草种【l】．细叶结缕草耐践踏，同时又耐干旱、耐瘠 

薄、耐低修剪，适应土壤范围广，被广泛用于运动 

场草坪、观赏草坪、高尔夫球场、水土保持等诸多 

方面[2-3]． 

利用组织培养技术改良其限制性状，可大大提 

高繁殖系数和缩短生长时期，在种质资源保存和加 

速良种化进程等方面具有十分重要的意义【4 1．与冷 

季型草坪草相比，暖季型草坪草更难诱导胚性愈伤 

组织并再生植株【 ．樊晓莉[81等利用组织培养获得 

了日本结缕草的绿色期延长株系．卢少云 等以狗 

牙根的匍匐茎节作外植体建立再生体系，并从中筛 
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选出了l株矮化变异体．笔者以野生细叶结缕草为 

供试材料，以匍匐茎节为外植体建立再生体系，旨 

在为利用诱变育种和生物技术改良野生草种某些 

重要坪用性状提供理论基础． 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

野生细叶结缕草采自泰国北部． 

诱导培养基：MS(NB)+(2．0，3．0，4．0，5．0 mg／L) 

2，4-D+30 g／L蔗糖+3 g／L植物凝胶+400 mg／L CH； 

MS(NB)+(0．1，0．2 mg／L)IAA+30 g／L蔗糖+3 g／L植 

物凝胶+400 mg／L CH． 

分化培养基：MS+(2．0，5．0 mg／L)2，4-D+(0_3， 

0．5。1．0 mg／L)BA+30 g／L蔗糖+3 g／L植物凝胶+4oo 

mg／LCH． 

生根培养基：MS(1／2MS)+(0，0．5 mg／L)NAA+ 

(0，0．5 mg／L)KT+30 g／L蔗糖+3 g／L植物凝胶+400 

mg／LCH． 
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1．2 方 ：法 

草种进行无性繁殖．挑选生长良好、健壮的匍 

匐茎节，剥去叶片，用自来水冲洗，滤纸吸干水分．将 

匍匐茎切成带 2—3个节的切段，首先用 70％乙醇 

浸泡l min，再浸于0．1％氯化汞溶液中10 min，用 

无菌水冲洗5～6次，滤纸吸干水分，将材料放在无 

菌培养皿上切成长为0．5 cm带 1个节的段，接人培 

养基．培养基在 121℃，10．8N／cm2下灭菌20min．光 

培养：温度为(25~2)℃，每天光照 14 h，光照度为 

800 1 000 Ix；暗培养：在(25~2)℃的暗培养箱中 

恒温培养．将在生根培养基上生长 20～30 d的幼苗 

进行移栽．移栽前先去掉封口膜，在培养室中炼苗 

2—3 d，再进行室内移栽．把经过炼苗的幼苗基部 

的残留琼脂洗净，移栽至小盆内，移栽基质经0．1％ 

高锰酸钾溶液消毒，用蛭石和营养土(泥碳土)以 

2：3(质量比)混匀配制而成 ̈，最后移栽至大田． 

2 结果与分析 

2．1 愈伤组织诱导 

外植体在接种7—10 d后，茎节处开始膨大，l5 

d左右开始产生愈伤组织．结果表明，产生的愈伤 

组织有3种类型：第1种是白色块状的愈伤组织(图 

l—A)，在MS基本培养基上添加5．0 mg／L 2，4一D可以 

产生白色坚硬、块状的愈伤组织，其余浓度的2，4一D 

也可以诱导出愈伤组织，但产生的愈伤组织质量较 

差．第2种是结构松软的淡黄色或黄白色的非胚性 

愈伤组织(图1一B)，在NB培养基中添加2，4．D所产生 

的愈伤组织多为此种愈伤组织，分化效果差．第3 

种是水浸状的愈伤组织(图1一c)，在NB培养基上添 

加0．2 mg几的IAA所产生的愈伤组织虽可以分化出 

苗，但愈伤组织较小，所需分化时间较长，不利于 

组织培养的进行，而在MS培养基上添~nIAA，诱导 

20 d后只有2～3个茎节产生水浸状的愈伤组织． 

第1种愈伤组织在分化培养基上可分化出苗， 

而且分化频率较高，可以继代保存．第2种愈伤组 

织易于继代，但不能直接分化出苗，即使接种到分 

化培养基上，愈伤组织仍然无节制的生长．第3种 

愈伤组织虽可分化出苗，但多为玻璃苗．一般第1 

种白色块状的愈伤组织大多数是胚性愈伤组织．在 

试验中3种愈伤组织都很容易褐化，所以要增加继 

代的频率，减少褐化产生。而且在转继3次以后的 

愈伤组织上会长出白色绒毛，影响愈伤组织的生长 

(图1一D)，降低分化程度．在野生细叶结缕草愈伤组 

织诱导过程中，与NB培养基比较，MS培养基是一 

种较理想的基本培养基，而与IAA比较，2，4．D则 

为较理想的诱导激素，最佳浓度为5．0 mg／L． 

图 1 诱导过程中愈伤组织的形态特征 

Fig．1 Form m d characteristic of callus tissue in Inducement 

2．2 愈伤组织分化 

将继代之后的愈伤组织接到分化培养基上，培 

养1个星期后发出嫩绿的幼芽(图2．A)．一般每个愈 

伤组织发出1～2个幼芽，继续培养3个星期后，生 

长出幼苗(图2 B)，但同时也有白色绒毛的产生，影 

响分化效果(图2一c)．表明诱导的愈伤组织在2．0 

mg／L 2，4一D+I．0 mg／L BA的MS培养基上分化效果 

最好，产生的分化苗生长健壮，长势良好；在2．0 

mg／L 2，4-D+(0-3，0．5)mg／L BA的培养基上，所 

需分化时间较长，产生的分化苗长势差；5．0 mg／L 

2，4-D+BA任意浓度都难以分化出苗，其上愈伤组 

织无节制的生长．分化过程与诱导过程同样存在愈 

伤组织褐化的问题，可能与试验材料的内源激素含 

量或是培养环境有关． 
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A．愈伤组织分化培养l星期后状态；B．愈伤组织分化培养3个星期后状态；C．分化中产生白色绒毛 

图 2 愈伤组织分化过程及分化苗状态 

Fig．2 The process ofdifferentiation ofcallus tissue and state ofthe shoot 

2．3 生根及植株移栽 

1／2MS+0．5 mg／L NAA培养基在根系生长状况 

及生根量方面都明显优于其他配比培养基，在此培 

养基上产生的再生苗长势良好(图3一A)，再生根健 

壮，根系密集(图3．B)，移栽到营养土中苗的生长势 

也很强，幼苗比较健壮(图3．C)；其余配比的培养基 

中生根较好的是0．5 mg／L NAA+0．5 mg／L KT的MS 

培养基和无激素添加的1／2MS培养基，但其再生苗 

长势一般，再生根量也少；无激素添加的MS培养 

基中再生苗也有根的发生，但需时间长，而且根势 

赢弱，移栽长势差． 

A．再生苗的生长；B．再生苗根系；c．移栽苗的生长状态 

图 3 生根和移栽 

Fig．3 l~dication and transplant 

3 讨 论 

a．禾本科植物愈伤组织诱导，2，4．D通常是起决 

定作用的植物生长调节物质【l 川．施加外源激素 

2，4．D可以促进植物细胞生长素含量提高，从而诱导 

胚性细胞的发生IJ 】．本试验结果表明，2．0～5．0 

mg／L 2，4一D均可有效诱导愈伤组织，在分化培养基 

中添加少量BA(O_3—1．0 me／L)的分化效果更优．虽 

然2，4一D是诱导禾本科作物愈伤组织不可缺少的激 

素，但是2，4．D的用量不宜过高【l 】．因为过高对外 

植体及愈伤组织的伤害较大，而且会抑制愈伤组织 

的分化【l7】，所以诱导时采取的浓度不宜过大，以减 

少组织培养中的无性系变异 引̈．本试验结果表明， 

在添加2，4一D的MS培养基中添JJIIAA，也可有效的 

诱导出愈伤组织． 

b．本试验材料取自田问，自身带菌率极高，使 

用乙醇和氯化汞灭菌．如果灭菌时间短，消毒就不 

够彻底，但若时间过长，健康细胞就会脱水、中毒 

死亡  ̈．所以下一步考虑使用吐温代替氯化汞或是 

将材料移入实验室中，但环境的改变是否会影响其 

原有的优良性状，有待进一步的研究．本试验从田 

间采集试验材料到再生苗的长成，需要大约70 d， 

比自然条件下种子萌发到成苗缩短20多天，而且用 

诱导愈伤组织进行再生培养可以保存其良好的野 

生性状，也可以在此基础上运用体细胞无性系变异 

进一步改良其不足． 

c．禾本科植物的愈伤组织根据形态主要可分为 

4种类型：第1种类型生长迅速、结构致密，颗粒小； 

第2种类型生长迅速、质地疏松；第3种类型生长缓 
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慢，结构致密；第4种类型松软无定型，呈果冻状 

或棉絮状[20-22】．本试验中以匍匐茎节诱导愈伤，经 

lO 15 d培养后大多数是白色或黄白色、结构致密 

的非胫I生愈伤组织，在经过2O～30 d的继代培养后 

有部分成为黄色带绿点、松软、生长较慢的胚性愈 

伤组织，所以要保持愈伤组织的胚性，在继代时必 

须对愈伤组织进行挑选，注意观察和精心选择胚性 

愈伤组织将是试验成功的关键之一． 

d．本试验的供试材料是采自泰国北部的1种野 

生的细叶结缕草．初步大田试验结果表明，其生物 

学特性和形态学特性比常用的细叶结缕草要好，但 

它也有不足之处：种子成熟不整齐，收集困难，在 

自然条件下发芽率很低，且出苗后幼苗生长缓慢， 

其耐寒性虽强于现有湖南地区的所有暖季型草坪 

草种，但其在 12月初开始褪色，3月末开始返青， 

绿期仍需加长，而且在长时间没有修剪的草坪上还 

会有草坑的出现． 
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