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草坪草离体再生培养的研究现状及发展前景
X

陈智勇, 易自力, 杨立斗

(湖南农业大学 理学院,中国湖南 长沙  410128)

摘  要:草坪业是近年来我国兴起的一个新产业.草坪草的品质直接关系到草坪的质量和寿命. 为了适应当前

草坪业的需要,科学工作者不断寻求各种途径选育新品种. 离体再生培养无疑是其中十分有效的手段之一. 主

要阐述了草坪草离体再生培养的研究意义和现状, 并展望了离体再生培养应用于草坪草新品种选育的美好前

景.
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The Approach and Prospect in Isolated Culture of Turf

CHEN Zh-i yong, YI Z-i li, YANG L-i dou
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Abstract: Lawn industry is a developing industry in our country. The attributes of turf play a crucial role in the

quality and longevity of the lawn. Scientists having looking for all kinds of means to culture new species for adapting

the requirement of turf. Isolated culture is one of the most usefulness ways.The signification and the current approach

in isolated culture of turf are discussed, and the prospect of turf isolated culture for the new varieties is displayed.
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1  草坪草离体再生培养的研究意义

草坪在人类生活中起保护、改善和美化环境

的作用,是衡量一个国家文明程度和生态环境好

坏的重要标志之一
[ 1]
.近年来,草坪的作用在我国

越来越受到人们的重视,草坪业的发展遇上了前

所未有的机遇, 草的价值、地位和作用正在发生根

本性的变化,它已从单一的经济职能转变为集经

济、生态和社会效益于一体的产业,在保障人们生

存和生活方面起到越来越重要的作用.

草坪草从它们对气候的适应情况来分, 主要

是两种类型:暖季型草和冷季型草.暖季型草主要

有:结缕草属( Zoysia Willd)的细叶结缕草( Zoysia

japonica)、沟叶结缕草( Zoysia matrella) ,狗牙根属

( Cynodon Rich)的百幕大( Cynodon dactylon)、天堂

( Tif ton ) , 野牛草属 ( Buchloe Engelm ) 的野牛草

( Buchloe cactyloides )等. 冷季型草主要有: 羊茅属

( Festuca L)的高羊茅( Festuca arundinacea Schred)、

紫羊茅( Festuca rubra )、黑麦草属( Lolium L)的意

大利黑麦草( Lolium multorum )、多年生黑麦草( Lo-
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lium perenne )、梯牧草属 ( Phleum L. ) 的猫尾草

( Phleum pratense L. ) , 早熟禾属( Poa L. )、剪股颖

属( Agrostis L. )的一些品种等
[ 2, 3]

.

然而, 我国领土辽阔, 位于北纬 3b59c到 53b
33c,南北跨度 49b34c,气候十分复杂. 东半部自北

到南可分为寒温带、温带、暖温带、亚热带和热带,

同纬度地区的气候变化也很大
[4]
,草种引进时还

存在原种地与引进地气候的差异, 许多在原种地

四季长青的草坪草, 引种后都有枯黄期.所以,获

得能适应各种恶劣气候的优良品种一直是人们追

求的重要目标. 长期以来,草坪草的品种选育主要

是通过传统的有性杂交和引种驯化技术进行的,

但这种传统的方法所需的育种时间长、费用高,而

且可利用的遗传资源十分有限.近年来,现代生物

技术的兴起与发展, 为农业育种开辟了许多崭新

的途径.作为生物技术的主要组成部分的植物离

体培养技术,在草坪草中, 已被广泛应用. 通过离

体培养技术培育新的品种,可以大大缩短育种时

间,可以打破种属间的生殖隔阂,使可利用的遗传

资源更加广泛.

2  草坪草离体再生培养的研究现状

2. 1  冷季型草的离体再生培养

草坪草中, 冷季型草离体培养起步较早, 在

1975年, B. S.Ahloowalia就利用三倍体黑麦草( Lo-

lium sp . )的幼胚作为外植体,用2, 4-D诱导出了愈

伤组织,并通过愈伤组织分化得到了再生植株
[6]
.

1982年, Johns M. G. K 和 Dale P. J.仍是利用多花

黑麦草( L . multif lurum )的幼胚作为外植体, 首先

诱导出胚性细胞,然后,通过将这些胚性细胞悬浮

培养得到了原生质体, 这是最早的在草坪草的离

体培养中得到原生质体的事例,但遗憾的是, 这次

实验最终的培养结果只是愈伤组织
[ 5]
. 1984 年,

William A. Torello 和 A. G. Symington, 将 Youktown

Ò,一种多年生黑麦草( L . pernne L. )通过诱导成

熟胚脱分化得到愈伤组织,再诱导愈伤组织脱分

化也成功地得到再生植株
[ 7]
. 在 Johns M. G. K. 和

Dale P. J. 的工作基础上, 1989 年, 我国的孙敬三

用竹叶兰羊茅( Festuca arudinaceus)幼穗作为外植

体,诱导得到胚性细胞,并通过悬浮培养得到原生

质体,而且更进一步,通过原生质体培养得到了再

生植株
[ 8]
, 可以说, 他的工作又上了一个新的台

阶.

另外,在生产实践中人们发现,高羊茅的抗旱

耐热性及耐磨性较强,对此的研究也相应增多.陈

文品、吴琴生等在 1991年, 将高羊茅的胚性细胞

通过悬浮培养得到了原生质体
[9]
,这次的实验没

能得到再生植株. 随后, 支月娥、何亚丽等利用高

羊茅的幼穗、节外植体诱导出愈伤组织
[10]
, 并且

在这篇报道中, 作者提到了利用热击处理提高诱

导率的问题. 为了提高生物产量, 陈文品、曹明树

等将四倍体高羊茅和多花黑麦草 F1杂种用幼胚

培养诱导愈伤组织, 最终分化得到了再生植

株
[ 11]
,可是, 此种新品种无法结实, 只能无性繁

殖,无很大推广意义.

随着草坪业的发展, 离体再生培养越来越受

到重视, 这方面的研究也越来越细致深入. 如:黑

麦草再生体系的建立及不同培养基和激素的影

响
[ 12]
.另外, GUO, Y. D 和 PULLI . S. 通过对猫尾

草( Phleum pratense L)的小孢子的离体培养,得到

单倍体植株,并得到了纯合的二倍体苗
[13]
, 这是

首例利用小孢子进行培养并成功得到纯合二倍体

苗,是一个很了不起的突破,通过这种方式可以得

到优良草种的纯合二倍体,将优秀性状保持,以避

免在遗传过程中出现分离现象,性状逐渐消失.另

外,鸭茅属的鸡脚草( Dactylis glomerata L. ) , 利用

成熟胚的诱导培养, 也通过愈伤组织途径得到再

生植株
[ 14]
.

2. 2  暖季型草的离体再生培养
对暖季型草的研究相对于冷季型草来说要少

一些,相关报道见得很少. 国内, 钮友民对引种野

生草/华美一号0 ( Buchloe cactyloides )进行了愈伤

组织的诱导( 1996)
[ 15]
, 最终未得到再生植株. 另

外, 国外 Ashok Chzudhury 和 Qurongda 对百慕大

( Cynodon dactylon)进行愈伤组织的诱导, 而且得

到再生植株
[ 16]
.

另据杭州植物园柴明良报道, 国外还有采用

PEG法, 将同时带有抗潮霉素标记基因的膦丝菌

素N-乙酰基转移酶( pat )基因共同转化进入结缕

草的原生质体. 采用高浓度的潮霉素 ( 400 mgPL)
进行筛选,得到一些愈伤组织,并从这些具抗性的

愈伤组织中得到约 100棵再生植株.聚合酶链反

应和 Southern杂交分析表明,所有供试植株含一

个或多个引入的对潮霉素具有抗性的基因,并且

一半以上植株含一个或多个引入的 pat 基因. 经

对 pat 转化的结缕草进行除草剂处理, 未出现坏

死现象,证实在转基因植株中 pat 基因已具功能

性表达
[ 17]
.
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从已有的研究中我们可以看到,对草坪草不

同的外植体:节、幼穗、幼胚、成熟胚、花粉粒小孢

子进行离体培养,得到愈伤组织或原生质体, 再由

此得到再生植株,已经有很多成功的范例.尤其,

GUO, Y. DT PULLI S. 通过对猫尾草( Phleum prat-

ense L. )的小孢子的离体培养, 得到单倍体植株,

并得到了纯合的二倍体苗. 另外, 国外利用 PEG

法从原生质体再生转基因结缕草, 并且基因得到

功能性表达,使我们人为改造草坪草品质的水平

上了一个大的台阶. 这表明基因转化在草坪草中

是完全可以实现的, 这为草的品质改善提供了更

加快捷, 更加广阔的途径. 同时, 对培养过程中各

种激素、培养基、激素浓度的不同配比也有相当的

研究.但非常遗憾,大部分的研究在建立起了再生

体系之后没有继续下去,仍然没有解决改良草坪

草品质的根本问题.

3  草坪草离体再生培养选育新品种的研
究展望

  现在,草坪业已经走了产业化的道路,草种的

抗性、与杂草的竞争力是任何一种草坪草在市场

立足的根本. 利用生物工程, 从根本上改良草种,

是许多研究人员正在从事的工作. 以往的离体再

生培养研究很多着重于草坪草的染色体研究、核

型分析, 或建立原生质体, 愈伤组织再生体系,在

理论上有非常重大的意义,却没能跟生产实践结

合.但这些工作为以后选育新品种的研究奠定了

基础.

3. 1  利用离体再生系统筛选体细胞无性变异系
我们可以利用组织培养技术、细胞工程技术,

借鉴他人的经验得到愈伤组织再生系统、原生质

体再生系统.在此基础上, 通过抗性实验, 诱导这

些系统在再生的过程中发生变异, 得到新品种.

如:冷季型草通过进行抗旱耐热锻炼,筛选出新的

品种,使它们在夏季能耐受高温干旱的天气, 平安

越夏;暖季型草通过进行抗寒锻炼, 得到新品种,

可以在秋冬季节不枯黄. 这些问题如得以解决,那

么广大的亚热带地区,华东、华中、四川、贵州等地

区,就不会因为处于过渡地带,种冷季型草出现夏

季草坪枯黄,种暖季型草出现秋冬季枯黄,草坪青

黄不接
[ 3]
. 而是可以四季长青, 真正起到美化生

活,改善城市环境的目的. 而且, 现在全球气候变

暖,华北地区、胶东半岛近几年也出现夏季连续高

温,最高温度有超过 38 e ,这样本适宜在那些地

区生长的一些冷季型草也同样面临抗旱和耐热的

问题.解决冷季型草的抗旱耐热问题,筛选出一个

新的品种,将可以在我国的大部分区域得到推广,

前景相当可观.同时,也可以用矮壮素、多效唑等

试剂对愈伤组织等进行处理, 筛选出低矮品种,这

样不仅可以抗倒伏, 还可以减少刈割费用.

3. 2  离体再生系统的建立为体细胞杂交提供可

能

  离体再生培养得到原生质体后, 由于它没有

细胞壁,它完全可以像动物细胞那样,在诱导条件

下超越性细胞的不亲合障碍, 进行各种远源种间

细胞杂交.如一些抗性强但株形不好,质地不细致

的草种可以跟色泽鲜艳, 质地细致的草种杂交,将

两者的优势体现出来.

3. 3  离体再生系统的建立是外源基因转化的前
提

  同时, 愈伤组织或原生质体可以为外源基因

的转入提供受体系统. 除前面提到过的 PEG法,

还可以利用电激法、显微注射法、超声波导入法等

将基因转入受体系统,但是,这些方法使用的前提

是首先要得到原生质体,原生质体的制备是比较

困难的, 费时较长.所以在选用受体系统时,最好

用愈伤组织.基因枪法可以越过植物细胞细胞壁

的障碍, 将外源基因直接导入细胞, 加上标记基

因,可以很快鉴定外源基因是否整合.但利用基因

枪法可能出现多拷而导致基因沉默的现象,以致

外源基因无法表达. 农杆菌转化法是一种生物天

然转化法,外源基因多为单拷贝转入,转化后遗传

稳定性较强
[6]
. 因其操作简便、实用,被越来越多

的人所接受, 而且,在添加酚类物质后, 它同样可

以侵染单子叶植物, 并且在水稻中已有先例. 所

以,我们完全可以利用农杆菌转化系统,用愈伤组

织作为受体, 将外源基因转入草坪草中.这样,基

因的选择不受种属间的限制, 来源广泛.如:我们

可以将深海鱼类体内的抗寒基因转入暖季型草

种,将苏云金杆菌细胞中提取的 BT 基因转入草

坪草中
[18]
, 可以将几丁质酶基因、抗除草剂基因

等转入草坪草中, 得到抗虫、抗病,能与杂草竞争

的草种,以适应草坪草在国内外日益增长的需要.

总之,草坪草的离体再生培养作为一项技术,

可以为草坪草新品种的选育开拓一个美好的前

景.由此而生产出的新的优良草种,将更好地适应

我国草坪业发展的需要.
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