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草坪草的遗传转化研究进展

张俊卫1 , 包满珠1 , 孙振元2

(11 华中农业大学园艺林学学院 ,武汉　430070 ; 21 中国林业科学研究院林业研究所 ,北京　100091)

摘 　要 : 概述了草坪草遗传转化的方法和发展趋势 ,重点介绍了草坪草的植株再生体系和草坪草的

遗传转化方法的研究进展。通过愈伤组织培养、悬浮细胞培养、原生质体培养等手段 ,对早熟禾属、

黑麦草属、结缕草属和剪股颖属的一些物种已建立了较为完善的植株再生体系。在这些再生体系的

基础上 ,利用电激法、硅碳纤维法、PEG法和基因枪法在上述各属的一些物种上已成功地建立了遗传

转化体系并获得了有一定应用前景的转基因植株。
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草坪是城市绿化的重要组成部分 ,城市的草坪覆盖面积是评价其现代化建设的重要水准

之一 ,许多大型广场、生态旅游区都把草坪作为其生态环境建设的基调植物 ,其使用量逐年上

升。尽管草坪草有着极强的生态适应能力 ,但随着草坪应用范围的不断扩大 ,在实际应用中还

存在着一些不足 ,如由于暖季型草多用无性繁殖方法建坪 ,造成其遗传多样性下降 ,抗病、抗

虫、抗逆境的能力显著下降 ,而且暖季型草在华中一带应用时还存在枯黄期过长的问题 ,冷季

型草坪草在华中地区又存在越夏难的缺点。传统的遗传改良方法很难兼顾抗性和草坪草品质

两个方面 ,而用基因工程的方法有可能解决上述仅由少数基因控制的性状 ,兼顾抗性和草坪草

品质两个方面[1 ,2 ] 。本文拟就草坪草的遗传转化研究进展作一综述。

1 　植株再生体系的建立

1973 年 Atkin[3 ]开始暖季型草坪草的组织培养工作 ,当时只诱导出了愈伤组织 ,未能再生

出植株。自此以后 ,许多研究者对草坪草进行了组织培养研究 ,已相继建立了大多数草坪草的

植株再生体系 (见表 1) 。根据组织培养所用培养基及分化培养时所用材料的不同 ,将草坪草

的组织培养体系分为 3 类 :

111 　愈伤组织培养

愈伤组织培养的方法与步骤相对较简单 ,都需经过外植体 (种子、根尖、茎尖或未成熟的花

序) ϖ愈伤组织诱导 ϖ愈伤组织的分化 ϖ绿色小苗再生 ϖ生根培养 ϖ再生成完整植株等几个

过程。

在黑麦草属 ( Lolium ) 、羊茅属 ( Festuca ) 的研究方面 ,Ahloowalia [4 ] 以未成熟的三倍体
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表 1 　已建立植株再生体系的草坪草

外植体来源 草坪草 参考文献

种子胚

二倍体和四倍体黑麦草的杂交种 Ahloowalia [4 ]

匍匐翦股颖 ( Agrostis stolonifera L. ) Wu [11 ]

Agrostis palustris Huds. Krans[12 ]

紫羊茅 ( Festuca rubra L. ) Zaghmout [9 ]

细羊茅 ( Festuca rubra var. commutata Gaud. ) Torello [8 ]

草地早熟禾 ( Poa pratensis L. ) Van Ark [13 ] ,Boyd [18 ]McDonnel [19 ]

高羊茅 ( Festuca arundinacea Schreb. ) Bai [10 ]

分生组织
多年生黑麦草 (Lolium perenne L. ) 、紫羊茅 ( Festuca rubra L. ) Dale [5 ]

紫羊茅 ( Festuca rubra L. ) Lowe [6 ]

花序

多年生黑麦草 (Lolium perenne L. ) Greemers2Molenaar [7 ]

1 年生多花黑麦草 (L . multiflorum Lam. )

草地早熟禾 ( Poa pratensis L. ) Van der Valk [20 ]

狗牙根 ( Cynodon dactylon (L. ) Pars. ) Ahn [14 ,15 ] ;Chaudhury[16 ]

悬浮细胞

轻匍匐紫羊茅 ( Festuca rubra var. trichophylla) Zaghmout [17 ]

多年生黑麦草 ( Lolium perenne L. ) 、1 年生多花黑麦草 ( L .
multiflorum Lam. ) Dalton [21 ]

高羊茅 ( Festuca arundinacea Schreb. )

原生质体

结缕草 ( Zoysia japonica Steud. ) Inokuma [29 ]

Festuca pratensis Huds. Wang[28 ]

Agrostis palustris Huds. Terakawa [26 ] ;Blanche [25 ]

草地早熟禾 ( Poa pratensis L. ) Nielsen [24 ] ;Van der Valk [23 ]

高羊茅 ( Festuca arundinacea Schreb. ) Dalton [27 ]

多年生黑麦草 (Lolium perenne L. ) Creemers2Molennar [22 ]

杂交种的种子为外植体 ,建立了黑麦草 (Lolium perenne L. ) 的愈伤组织培养和悬浮细胞培养再

生体系 ,在研究过程中观察到来源于种子的愈伤组织是由胚芽产生的 ,此外还分析了 2 ,42D、

IAA、椰子乳在愈伤组织诱导、分化、植株再生过程中所起的作用 ,探讨了由愈伤组织再生的植

株在细胞水平上的稳定性 ;Dale[5 ]以多年生黑麦草、紫羊茅 ( Festuca rubra L. ) 的根尖分生组织 ,

Lowe [6 ]以紫羊茅 ( Festuca rubra L. )的根尖、芽尖分生组织为外植体 ,建立了这些草坪草的再生

体系 ; Greemers2Molenaar[7 ]以未成熟的花序为外植体 ,获得了多年生黑麦草和 1 年生多花黑麦

草 ( Lolium multiflorum Lam. )的再生植株 ; Torello [8 ]分析了生长素类型和浓度对细羊茅 ( Festuca

rubra var. commutata Gaud. ) 愈伤组织生长和分化的影响 ,指出 2 ,42D 对愈伤组织诱导的重要

性 ;Zaghmout [9 ]通过提高培养基中蔗糖浓度 ,恢复了经过长期培养 (5 a)的紫羊茅愈伤组织再生

成绿色小苗的能力 ,并降低了白化苗的形成频率 ;Bai[10 ]2001 年分析了 2 ,42D、BA 浓度对高羊

茅 ( festuca arundinacea L. )愈伤组织诱导的影响。

相比较而言 ,对翦股颖属 ( Agrostis) 、早熟禾属 ( poa) 、狗牙根属 ( Cynodon) 的愈伤组织研究

较少 ,Wu[11 ]建立了匍匐翦股颖 ( Agrostis stolonifera L. ) 的再生体系后 , Krans[12 ]建立了 Agrostis

palustris Huds. 的植株再生体系 ,并分析了愈伤组织诱导、维持、绿苗形成对激素和培养环境的

要求。Van Ark[13 ]探讨了凝胶化试剂和 ABA 对草地早熟禾 ( Poa pratensis L. ) 愈伤组织再生成

完整植株的频率的影响 ,他认为在用 Gelrite 凝胶化的培养基上生长的愈伤组织 ,再生成植株的

频率明显提高 ,而 ABA 只对芽的分化有较大的影响 ,但对植株的再生频率没有影响。

Ahn[14 ,15 ]以狗芽根的未成熟花序为外植体 ,建立了狗牙根 ( Cynodon dactylon (L. ) Pars. ) 的愈伤
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组织培养体系。Chaudhury[16 ]报道了 BA、花序长度对狗牙根愈伤组织诱导的影响。

112 　悬浮细胞培养

由于在愈伤组织不便于开展遗传转化方面的研究 ,研究者开始了胚性细胞的悬浮培养 ,其

培养过程较为繁琐 ,需经外植体 (种子、茎尖或根尖) ϖ愈伤组织 ϖ愈伤组织的液体悬浮培养 ϖ

滤膜过滤 ϖ胚性悬浮细胞在固体培养基上的植株再生等过程。

Zaghmout [17 ]建立了轻匍匐紫羊茅 ( Festuca rubra var. trichophylla) 的胚性细胞悬浮培养体

系 ,筛选出了适合悬浮培养的最佳培养基 ,而且得出了 31μm 滤膜过滤开始分化的悬浮细胞液

是至关重要的结论 ,因为过滤可以去除生长较快的细胞 ,增加胚性细胞的发生比率。

113 　原生质体培养

从悬浮细胞培养获得的植株在遗传上存在不稳定的现象 ,同时也不便于进行转基因方面

的研究 ,许多已建立悬浮细胞培养体系的草坪草相继开展了原生质体的悬浮培养工作。原生

质体的悬浮培养尽管培养过程非常繁琐 ,植株再生频率低、再生过程所需时间长 (33 周左右) ,

一般要经过外植体 (种子、根尖) ϖ愈伤组织 ϖ液体培养基上生长 ϖ原生质体分离 ϖ条件培养

基上培养或看护培养 ϖ平板接种 ϖ原生质体分化 ϖ植株分化等过程 ,但由原生质体再生出的

植株在遗传上稳定 ,而且容易直接基因导入 ,已成为草坪草转基因研究的关键和前提。

Van der Valk[23 ] 建立了草地早熟禾的原生质体悬浮培养体系 ,但只获得了白化苗 ;

Nielsen[24 ]在此基础上优化了草地早熟禾的原生质体再生体系 ,省去了繁琐的看护培养 ,延长

了具有再生能力的原生质体的培养时间 (可达 10 　16 个月) ,省去了大量制备原生质体的工

作。

Blanche[25 ]改进了 Agrostis palustris Huds. 的愈伤组织生长和小苗形成的条件 ,认为贮储的

愈伤组织经预悬浮培养后生长速度加快 ,但形成小苗的频率降低 ,涂板时原生质体密度和原生

质体聚合体直径的大小对小苗的形成频率有较大的影响。Terakawa[26 ]建立了 Agrostis palustris

Huds. 的原生质体悬浮培养体系 ,在实验中他发现由种子产生的愈伤组织可分为两种类型 ,一

种是具液泡的松散的非胚胎发生细胞 ,一种是细胞质丰富的胚发生细胞 ,而只有后者中才能分

离出具有再生能力的原生质体 ,在培养基的选择方面 ,他认为条件培养基对原生质体的分裂与

植株再生是必需的。

Dalton[27 ]从悬浮培养高羊茅 ( Festuca arundinacea Schreb. )和多年生黑麦草的原生质体中获

得了再生植株 ;Wang[28 ]建立了牛尾草 ( Festuca pratensis Huds. ) 的原生质体悬浮培养体系 ,产生

了可育的绿色小苗 ; Inokuma[29 ]以根尖顶端分生组织为外植体 ,建立了结缕草 ( Zoysia japonica

Steud. )的原生质体植株再生体系。

2 　草坪草的遗传转化方法

Murai 和 Barton 等将外源 (细菌) DNA 导入植物细胞 ,此后植物基因工程得到迅速发展。外

源 DNA 导入植物方法的选用与植物种类、植株再生体系与基因导入技术等有关。目前农杆菌

( Agrobacterium spp . )已成功地用于双子叶植物的遗传转化 ,但感染单子叶植物的效率低 ,尤其

是禾本科 ( Gramineae)植物 ,因而禾本科植物的遗传转化不得不采用其它系统来完成 ,所有这些

系统都是将外源DNA 导入植物细胞或原生质体 ,利用细胞的全能性获得转基因植株 (见表 2) 。
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表 2 　获得转基因植株的草坪草

基因介导方法 草坪草 筛选基因 参考文献

电击融合 牛尾草 ( Agrostis pratensis Huds. ) bar Asano [35 ]

小糠草 ( Agrostis alba L. ) Asano [33 ]

高羊茅 ( Festuca arundinacea Schreb. ) hptII 潮霉素 Ha [34 ] ;Wang[46 ]

基因枪 Agrostis palustris Huds. hptII 潮霉素 Xiao [36 ]

bar Hartman [40 ]

Zhong[39 ]

多年生黑麦草 (Lolium perenne L. ) 无 Heleen [18 ] ;Spangenberg[41 ]

1 年生多花黑麦草 (L . multiflorum Lam. ) hptII 潮霉素 Ye [42 ]

毒麦 ( Lolium temulentum L. ) 、多年生黑麦草 ( L .
perenne L. )

hptII 潮霉素 Wang[38 ]

多年生黑麦草 ( Lolium perenne L. ) 、1 年生多花黑麦
草 ( L . multiflorum Lam. ) 、毒麦 ( L . Temulentum L. )

nptII 卡那霉素 Dalton [43 ]

高羊茅 ( Festuca arundinacea Schreb. ) hptII 潮霉素 Spangenberg[45 ]

草地早熟禾 ( Poa pratensis L. ) bar 马忠华[44 ]

聚乙二醇 结缕草 ( Zoysia japonica Steud. ) hptII 潮霉素 Inokuma [32 ]

硅碳纤维
1 年生多花黑麦草 (Lolium multiflorum Lam. ) 、多年生
黑麦草 ( L . perenne L. ) 、高羊茅 ( Festuca arundinacea
Schreb. ) 、匍匐翦股颖 ( Agrostis stolonifera L. )

hptII 潮霉素 Dalton [43 ]

　　目前 ,已有一些组织培养体系完善的草坪草建立直接基因转化体系[30 ] ,其转化方法主要

有 :

211 　硅碳纤维介导的直接基因转化

Dalton[31 ]用硅碳纤维介导了多年生黑麦草、高羊茅、匍匐翦股颖和 1 年生黑麦草的抗潮霉

素的转基因植株 ,但对二倍体多年生黑麦草植株的遗传转化较困难。

212 　PEG介导的直接基因转化

Inokuma[32 ]用 PEG法获得了结缕草的抗潮霉素的植株 ,并用 PCR 和 Southern 杂交进行了

检验 ,用 Adh 1 作为启动子的 GUS 基因得到了高效表达 ,其愈伤组织起源于茎尖顶端分生组

织。

213 　电击融合法介导的直接基因转化

Asano [33 ]报道了电击融合法介导的 Agrostis palustris Huds. 直接基因转化进展。Ha[34 ]用电

击融合法获得了高羊茅的抗潮霉素的转基因植株 ,而且他认为看护培养是必需的。Asano[35 ]

用电击融合获得了抗除草剂的转基因 Agrostis palustris Huds. 植株 ,通过用 Ca (NO3) 2 替代 CaCl2 ,

并将电击缓冲液 pH值提高到 9 　10 ,能有效地提高转化效率 (2 倍) 。

214 　基因枪法介导的直接基因转化

Xiao [36 ]用基因枪法获得了 Agrostis palustris Huds. 抗潮霉素的植株 ,并建立了高效的潮霉素

选择体系。Heleen[37 ]用基因枪法获得了多年生黑麦草稳定的转基因植株 ( GUS 基因能长期表

达) 。Wang[38 ]用基因枪法获得了抗卡那霉素的多年生黑麦草和 1 年生黑麦草植株 ,但转基因

植株是二倍体还是四倍体没有说明。Zhong[39 ] ,Hartman[40 ]用基因枪法得到了 Agrostis palustris

Huds. 的转基因植株。Spangenberg[41 ]用基因枪法获得了抗潮霉素的四倍体多年生黑麦草植株。

Ye[42 ]用基因枪法获得了抗潮霉素的 1 年生黑麦草植株 ,但转基因植株是四倍体 ,还是二倍体

不详 ,作者还优化了微弹轰击的参数。Dalton[43 ]用微弹轰击法建立了二倍体多年生黑麦草、1
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年生黑麦草和毒麦 (L . temulentum L. ) 的转基因体系 ,转基因植株共表达了 GUS 基因和 hpt 基

因 ,PCR 和 Southern 杂交证实植株已转入 hpt 基因 ,但只有 37 % 　50 %的植株转入了 GUS 基

因。马忠华[44 ]用基因枪法建立了草地早熟禾的基因直接转化体系。

3 　再生植株、转基因植株在遗传上的稳定性

植株细胞、组织、器官在组织培养过程中 ,由于培养时间过长或生长素 (如 2 ,42D) 等影响 ,

容易产生体细胞变异 ,变异的细胞不仅影响植株的分化 ,而且不利于转基因研究。在建立草坪

草植株再生体系的早期 ,研究者就发现培养时间过长的愈伤组织、悬浮培养细胞再生成植株的

频率明显下降 ,经细胞学和分子生物学手段分析 ,认为与培养过程中的体细胞变异有关。

Valles[33 ]用细胞学和分子生物学 (RFLP、RAPD)手段分析了从牛尾草 ( Festuca pratensis Huds. ) 愈

伤组织悬浮培养获得的植株与从原生质体获得的植株在遗传上的稳定性和一致性。

Humphreys[34 ]分析了由高羊茅悬浮培养再生出的植株与原生质体培养再生出的植株在 PGI(葡

萄糖异构酶)位点的稳定性 ,他认为起源于愈伤组织培养再生出的植株在 PGI位点的谱带与母

株是不同的 ,而由原生质体再生出的植株在 PGI位点的谱带与母株是相同的。

4 　草坪草转基因研究展望

在草坪业迅速发展的同时 ,出现了一些严重影响草坪业的问题 ,一是草坪杂草防除问题 :

草坪杂草不仅影响草坪的美观 ,而且会降低其使用价值 ,甚至在控制不力的情况下 ,由于杂草

的严重入侵而取代草坪草 ;二是干旱地的草坪建植问题 :干旱胁迫是干旱、半干旱地区限制草

坪草生长的一个主要环境因子 ,特别是在水比较紧缺的城市地区 ,草坪灌溉需水是许多城市景

观设施中竞争用水的一个重要方面 ,具有防护功能和美化作用的高速公路、铁路生物护坡上的

草坪建植 ,往往因不具备灌溉条件以及土质、立地条件差等原因造成草坪建植失败。如果能培

育耐除草剂和抗干旱剂和抗干旱的草坪草 ,这些问题均可得到解决 ,不仅有利于草坪业的发

展 ,而且有利于我国的生态环境建设。

随着现代分子生物学技术的进步 ,以 bar 基因为代表的耐除草剂基因 ,以脯氨酸合成酶基

因、甜菜碱合成酶、调渗蛋白基因为代表的抗旱基因已被克隆 ,如能将其转入草坪草基因组 ,并

得到表达 ,经转基因植株生物安全性测试之后 ,投入生产应用 ,必将产生巨大的经济效益和社

会效益。此外 ,也可将抗病虫基因、抗衰老基因转入草坪草 ,增强草坪草的抗病虫能力 ,延长草

坪草的绿色期 ,使其在园林绿化中发挥更大的生态效益。
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Advances of Genetic Transformation of Turf Grass

ZHANG Jun2wei1 , BAO Man2zhu1 , SUN Zhen2yuan2

(1. College of Horticulture and Forestry Science ,Huazhong Agricultural University , Wuhan 　430070 ,Hubei ,China ;

2. Flower Center , CAF ,Beijing 　100091 , China)

Abstract :The advances of techniques of plant regeneration and genetic transformation were reviewed in

this paper. Plant regeneration system of the species of genus Lolium , Poa , Zoysia , Agrostis and Festu2
ca were established by means of solid medium culture ,suspension culture ,and protoplast suspension cul2
ture. Based upon the established regeneration systems ,the genetic transformation system of those species

were also established by means of silicon carbide fibre ,PEG,electroporation and microprojectile bombard2
ment methods.

Key words :turf grass species ;plant regeneration ;genetic transformation

Ó学术动态 Ó

南洋楹组培快繁技术获得成功

南洋楹是世界上著名的速生丰产树种 ,其生长速度比杉木快 6 　7 倍 ,被称为“植物赛跑

家”,原产南洋诸岛 ,为用材与园林绿化树种。在原产地印度尼西亚良好的立地条件下 ,4 　5

年生林分每公顷蓄积年生长量可达 103 　108 m3。我国南方引种成功后 ,现正大力推广种植 ,

经济效益极佳 ,但种苗缺乏成为主要问题。组培快繁技术是解决这一问题的良好途径。中国

林业科学研究院热带林业实验中心组培室的科技人员经过近 2 年的探索 ,已成功解决南洋楹

组培快繁的技术难题 ,现报道如下 :

11 采用芽苗或 1 年生超级苗的苗芽两种外植体消毒接种均获成功。

21 通过多因子综合试验 ,调整 MS 培养基及其它培养基辅助试验 ,探索出增殖效果稳定的

培养基。对接种的外植体采取增加光照强度、延长光照时间及温度控制 ,配合不同的激素比

例 ,促进其侧芽萌发 ,30 d 为一个继代周期 ,增殖系数可达 5 以上。

31 对培养基的大量元素及激素进行调整 ,研制出生根效果良好的培养基。经生根培养后

的苗木根系粗壮发达。

41 通过炼苗与温湿条件控制 ,移植成活率达 90 %以上。

综合以上材料 ,南洋楹的组培快繁技术已达到工厂化生产要求。

(中国林业科学研究院热带林业实验中心 　谌红辉)
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