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摘要 :综述 了草坪草体细胞胚诱导对高频组培再生体系和高效遗传转化体系建立的重要性
,

及影响体胚发生的因

素
,

体胚的发生在遗传育种中的应用
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传统上
,

草坪草的改 良依据常规育种方案
,

现在

由于生物技术的发展允许草坪草的一些性状使用来

源于其他物种的遗传资料 进行改 良
.

一个高效遗传

转化体系首先必须有一个 有效 的离体培养再生 系

统
.

建立一个高频组织培养再生体系是草坪草生物

技术育种的关键
.

在进行草坪草细胞培养技术的理

论研究
、

原生质体的培养及原生质体融合
、

融合后体

细胞杂交种的利用和改 良品种的应用 中都要借助组

培技术再生 出完整植株 ;利用基因工程获得转基 因

植株亦依赖于转化细胞再生植株的能力 ;通过无性

系变异筛选突变体培育新 品种也取决于培养细胞的

再生能力
,

体细胞胚发生 由于其产生的胚状体是两

极结构
,

再生容易
,

具有繁殖效率高
、

后代稳定性高

及可作为人工种子和转基因材料等优点而倍受人们

的关注
.

它也是草坪草组培中从胚性愈伤组织建立

原生质体再生系统
、

高效再生植株的唯一最重要的

途径
.

所以
,

研究离体细胞形态发生特点
、

探讨影响

植物体细胞胚胎发生的因素是建立各种草坪草有效

组培再生体系的关键
.

1 草坪草体细胞胚发生

1
.

1 体胚的诱导

从理论上讲
,

各种植物的体细胞都具有全能性
,

离体培养均可形成再生植株
.

但事实上有些植物很

容易
,

有些植物则很难
.

主要是对这些植物再生植株

培养条件还没完全掌握
.

草坪草也像许多主要的单
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子叶作物一样被认为是很难利用组织培养进行体细 性愈伤组织的潜力
.

胞胚诱导再生植株的植物
,

特别是一些 暖季型草坪 为 了保持高频胚性愈伤组织 的再生能力
,

在愈

草相关报道很少
.

随着植物组织和细胞培养技术的 伤组织继代培养时就要考虑适时把胚性组织和非胚

不断完善
,

植物体细胞在离体培养 中通过体细胞胚 性组织分别转人到不同的培养基
,

要会识 别胚性组

胎发生途径形成再生植株将会成为普 遍现象
,

该发 织和非胚性组织
.

从作者的研究看
,

通常
,

狗牙根胚

生途径也将成为植物体细胞在离体培养条件下的一 性愈伤组织是水状 的
,

带有小 的硬核
,

呈半透明液

个基本发育途径
.

体
.

当水状组织被选择继代
,

单个胚发育
,

细胞增大
,

不同组织或外植体在离体培养条件下诱导体细 此时可看到黄绿 色芽点镶嵌在愈伤组织表层
,

它们

胞胚胎发生有相似的过程
.

体细胞一旦转化为胚性 进一步发育就会形成球形胚
.

变成褐色 的狗牙根愈

细胞后在形态上很容易和原组织或细胞相区别
.

伤组织可保持 4 个月
,

不会失去活力
,

当在合适的胚

诱导体细胞胚发生途径有 2 种 : 一种是直接途 性愈伤组织增殖培养基中继代培养
,

就会活化
,

重新

径
,

即从外植体某些部位直接诱导分化出体细胞胚
,

产生体细胞胚
,

并发育成小植株
.

但在试验 中也发

如山茶子叶培养后
,

直接从子叶基部的表皮细胞产 现
,

过大的愈伤组织 ( 必 2 C m )不利于愈伤组织重新

生体细胞胚
.

间接途径即可通过脱分化形成愈伤组 活化形成体细胞胚
.

织后
,

再从愈伤组织的某些细胞分化出体细胞胚
.

作 1
.

2 胚状体分化的诱导

者实验室建立的首蓓
、

狗牙根和草地早熟禾胚性愈 目前认为胚状体再生系统是多数植物最为理想

伤组织的诱导就是通过间接途径发生的
.

这些胚性 的基因转化受体系统
.

因为绝大多数体细胞胚是起

细胞能否进一步分化和发育
,

就要 看这些细胞能否 源于单细胞 的
.

从多种植物 中都观察到单个胚性细

从周围细胞获得 能量
、

物质和信息
,

继 续分裂和 分 胞
,

有不均等分裂的二细胞胚和均等分裂的二细胞

化
,

并尽快与周 围细胞分开
,

脱离整体控制
,

实现胚 原胚
,

多细胞原胚
,

球形胚直到成熟胚
.

由于体细胞

胎发生的全能性
.

但这种生理隔离也是相对的
,

并不 胚的发生和分裂的不同步
,

所以在 同一块愈伤组织

意味着它与周 围组织在生理上完全隔离开
,

它们之 中可观察到多个不同发育时期的体细胞胚川
.

作者

间既是相互依存的关系
,

又是相互竞争的关系
.

因此 在狗牙根胚状体发生过程中明显观察到这种现象
,

如果培养条件合适
,

可 以减少胚性细胞之间的竞争
,

说明狗牙根体细胞胚的形成是起源于单细胞的
,

单

提高体细胞胚诱导的频率
.

个胚性细胞具有明显极性
,

第一次分裂多为不均等

通常大部分草坪草在较高浓度 的生长素和较低 分裂
,

顶细胞继续分裂形成多细胞原胚
,

基细胞进行

浓度的细胞分裂素的固体培养基上就能形成愈伤组 少数几次分裂形成胚柄
.

由于通过激素的作用和外

织
,

但是否能诱导出胚性愈伤组织则与外植体 的年 界电刺激等均可影 响到体细胞胚发生 的能力等
,

因

龄
、

生理状态
、

培养基的组成
、

激素的种类和浓度
、

培 此人们推测在体细胞胚分化的诱导 中
,

植物激素和

养条件等有关
.

其 中
,

培养条件是关键
,

合适 的培养 外界刺激都是极性分化的诱导因子
.

条件就是适时附加合适的激素及适量的浓度来达到 以作者的试验狗牙根为例
,

将胚性愈伤组织
,

转

植物在各生长发育阶段对激素的需要
.

不 同种类植 接到胚状体形成与再生增殖培养基
,

大部分愈伤组

物激素的生理效应有着相互促进或相互抵抗 的效 织表层细胞都会看到黄绿色芽点
,

有些有绿芽形成
,

果
,

其影响涉及激素的合成
、

运输
、

代谢和效应等各 个别愈伤有球形胚形成
,

还有较坚实 的绿块
、

米黄色

个方面
.

植物细胞生长和分化的调节往往是多种激 粒状的非胚性愈伤组织
.

胚状体单个出现或聚集成

素综合作用的结果
,

而且它们之间相互作用极其复 团
,

成团胚状体有的易于分散
,

该类胚状体较易再生

杂
.

根据我们的实验
,

狗牙根外植体在 2
,

4 一 D 浓度 植株
.

还有一类成团的胚状体不易分离
,

此种分化率

沿梯度降低到 0
.

2 或 0
.

1时
,

就会产生大量的黄绿色 低
.

往往是在同一愈伤块上 同时存在各个时期的体

的胚性愈伤组织
.

但这些胚性愈伤组织连续继代 2 细胞胚
.

通常在胚状体增殖形成培养基上分化率较

次就会发生愈伤褐化
、

胚性消失
.

此时必须调节激素 低
,

而在分化培养基上分化率较高
,

但也发现有许多

浓度配比转人合适的培养基中才会重新活化恢复胚 胚状体诱导出须根
、

细根
,

这些胚状体往往很难再分
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化成苗
,

1
.

3 体胚生产及同步化

通常
,

胚性细胞的分裂是不同步的
.

这是由于从

脱分化形成愈伤组织后
,

再转移到诱导分化胚性细

胞培养基时
,

细胞的状态和启动分裂不一致
,

从而存

在多样化的原胚细胞群
,

另外
,

在某些条件下
,

体细

胞胚发生是有先后或反复进行 的
,

新的胚胎发生 中

心有可能从原胚细胞群 中或从胚体 中产生
,

我们的

实验也发现狗牙根和首蓓愈伤组织在合适 的培养基

中均能形成大量体胚
,

但这些体胚的典 型表现是其

发生和分裂 的不同步
,

以至整个胚 发育阶段存在于

任何时期
,

当培养条件不合适时胚将下 降或失去萌

发力并在分化培养基上不能转化成植株
.

为了促进

胚的产量
,

抑制额外或次生胚的产生
,

作者已经设计

了一系列实验并取得 了明显的效果
,

但到 目前为止

还没 找到一个 合适 的配方解 决胚生 产 的不 同步
,

A B A 发现在许多种中有利于胚同步发育而防止次生

胚发生 ( A刀加i
arto

P v
.
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,

作者在首蓓胚诱导 中也取

得 了良好的效果
,

但在狗牙根 中效果不明显
,

需要进

一步的实验
.

甘露醇
,

能降低培养基 的渗透势
,

已经

发现能增加体细胞胚的数量和一致性 z[, 3 ]
,

也可 以作

为狗牙根胚 同步化的试剂之一
,

但添加浓度和时 间

对胚的同步化形成非常重要
.

为了揭示体细胞胚发生的实质
,

应深人研究在

离体培养条件下细胞分化过程中基因差别表达与调

控的机理
,

克隆与鉴定相关的基因
.

为此必须建立较

为稳定的
、

体细胞胚发生频率高的
、

重复性好 的
、

细

胞分裂同步化程度高的并在形态上或生理生化上有

明显差异的突变体系
,

进行体细胞胚发生的分子机

制研究
,

以取得突破性进展
,

为生物技术辅助育种打

下基础
,

也为
“

人工种子
”

新技术在草坪草 中的应用

打下基础
.

2 草坪草体胚的发生与遗传育种

2
.

1 胚性愈伤组织的诱导在草坪草遗传育种中的

应用

eT
r a ka w a

等〔4 ]建立了 乃脚
s
ist 问。赫 H ud

s 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
.

据此认为用胚性

愈伤组织作为制备和培养原生质体的起始材料效果

更好
.

由于胚性细胞分散性好
,

体积小
、

细胞质浓厚
,

生长旺盛
、

生理生化代谢活跃
,

且易于分化
,

所 以采

用其进行遗传育种研究更有实际意义
.

如原生质体

除去了细胞壁可 以 自发 或者诱导融合形成杂种细

胞
,

创造 自然界新的种间
、

属 间
、

科间杂种类型
,

从而

克服远缘杂交不亲和性
,

创造新 品种 ; 另外
,

原生质

体可以作为理想 的受体系统进行遗传转化研究
,

因

为它很容易摄取外来的遗传物质并通过转基 因创造

新品种
,

缩短育种年限 ;它也和完整细胞一样具有全

能性
,

在适合的培养条件下能再生出完整植株
,

同时

在细胞 或组 织的培养过 程中有可能出现无性系变

异
,

为进一步选种育种扩大新种质资源奠定基础
.

由原生质体再生系统作为草坪草遗传转化虽 已

获得成功
,

但通过原生质体再生植株仍很 困难
,

主要

是原生质体的悬浮培养过程烦琐
,

植株再生频率低
,

再生过程所需时间长
,

且存在不育
、

多拷贝基 因的整

合以及转基因的重排
,

从而限制了这一方法的应用
.

利用组织培养技术
、

细胞工程技术
,

借鉴他人 的

经验得到胚性愈伤组织再生 系统
,

并优化为高效组

培再生体系
,

在此基础上
,

通过基 因转化
、

诱变选择

及抗性实验获得遗传变异新类型
,

从 中选育出新株

系培育出新品种
,

已成为草坪草生物技术辅助育种

研究的关键和前提
.

已有大量的实验报道说明植物只经过愈伤组织

的培养就能发生广泛的变异
.

如 国际水稻研究所从

种子愈伤组织产生的 5 21 个株系 (凡 )中发现 46 %是

正常的
,

54 % 是有关叶褐斑病
,

叶绿素含量
、

株高
,

抽

穗期
,

形态变异及高不孕率的变异体
,

如果测定更多

的性状
,

变异体的百分率甚至更高
.

在培养的愈伤组

织或细胞中
,

不管是用诱变剂还是不用诱变剂
,

均可

通过选择压力的影响有 目的的选择所期望的变异特

性
.

周荣 仁等 s[] 将烟 草 叶 片 外 植 体 直 接置 人 含

0
.

5 % N aC I诱导愈伤组 织培养基
,

并逐步提高 N aC I

浓度 ( 0
.

5 % 一 1
.

5 % )选择培养 4 代
,

获得耐 1
.

5 % 的

细胞系
,

移人不含盐分化培养基再生植株
,

共获得 55

株幼苗
.

oY hs id a
将水稻愈伤组织放人 1

.

5 % N aC I培
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养 基筛 选培 养
,

最后 获得 耐 0
.

75 % N ac l 的突 变 K au f
` 7 J等注意到高羊茅的悬浮细胞生理状况会影响

体 0[]
.

c or u
gh an 等川 将首蓓愈 伤组织接种到含 1 % 到转基因的表达

.

aN CI 的固体培养基上
,

经 8 个月后选择 出一个耐盐 应用基因枪法 ( I ) a rt i c l e

gun )作为草坪草遗传转

的细胞系
,

发现耐盐细胞系在无盐情况下生长很差
,

化体系建立的手段也 已获得成功
.

基因枪不象农杆

表明其也有趋向耐盐的盐生植物的生长习性
.

但是
,

菌易受宿主限制
,

对双子叶和单子叶植物都适用
,

它

许多试验也证明不同的物种其整株与愈伤组织对盐 具有操作简单快速
,

易控制和受体广泛的优点
,

它不

的耐受性有些是一致 的
,

有些不一致 sj[
.

此外
,

同一 仅可以 原生质体
、

叶圆片为靶受体
,

亦可 以悬浮细

种植物不同部位发生的愈伤组织
,

其耐盐性也有很 胞
、

茎
、

种子胚
、

穗
、

幼胚
、

愈伤组织和花粉细胞等几

大差别川
.

这些结果说明植物整株 由于耐盐性并不 乎所有具有潜在分生能力的组织或细胞作为受体
.

都能在培养的细胞水平上表达
,

所 以仅从细胞水平 z h gon
仁’ 8 〕等 首先应 用基 因枪法 将 A m 控 制 的

上在含盐培养基上进行筛选
,

不见得能筛选出植物 gu sA 基因导人葡甸剪股颖的愈伤组织
,

由于在表达

器官与整株所表现出的特性
.

这也说明植物耐盐性 质粒 上 没 有 选择 标 记
,

只 能 瞬 时表 达 uG
S 活力

.

至少存在两种机理
,

一种是有机整体的机理 ; 另一种 印an ge nbe 笔 等汇
’ 9 ,在成功地将 DNA 直接导人紫羊茅

是细胞的机理
.

所以如果整株与细胞耐盐性一致最 原生质体后
,

又用基因枪法将 C a MV 3 5S 控制的基 因

有可能从细胞水平上筛选出耐盐品系
,

否则亦然〔’ 。〕
.

转化到高羊茅和紫羊茅的悬 浮细胞
,

得到外源基 因

我们通过
“

种子植株一愈伤组织一再生植株
”

3 个水 的表达
.

随后
,

他们又先后用基因枪法转化多年生黑

平
,

采用 N aC I渐进式胁迫方法
,

筛选出狗牙根耐 2 % 麦草和一年生黑麦草
,

获得了转基因植物
.

但原生质

一 3 % N a CI 盐的再生株系
.

体的制备
、

悬浮细胞的诱导及维持难度较大
.

为此
,

.2 2 草坪草体胚的转基因研究 hc
。
等 〔洲建立了十分有效的紫羊茅和高羊茅愈伤组

使用遗传工程技术对草坪草改 良
,

用胚性 愈伤 织诱导和再生方法
,

并用基因枪法将 h tP
、

bar 和 gu sA

组织建起高频组 培再 生体系进行基 因转化是必需 基因进行共转化 ( oC
一

~
fo ~

it on )
,

获得 了较高的共

的
.

H目阮迎n
等【川通过基 因枪法转化葡甸剪股颖

,

表达 ( c * 以p er ss ion )频率
.

用基 因枪法将 abr 基因转

将抗除草剂 B ar 基因导人胚性愈伤组织或胚性悬 浮 化到葡甸剪股颖 的愈伤组织
,

获得 了抗除草剂的转

培养细胞
,

喇刃 多个植株用除草剂处理
,

有 55 株是完 基因植 物
,

草地早熟禾 的基 因枪转化也 获得成功
.

全抗的
.

cP R 分析表 明转基 因植株中存在 bar 编码 oR gn da uQ ( oR
n g da

Q U
.

H y l〕ir d eB ~
d『留 5

mnI vor
e -

区而对照没有
.

oS u ht e m 印迹分析证实了 bar 基因进 me in 勿 eG en it C

arnT
s fo mr

a ti on
.

u s GA
尸

ur 顽歹as s an d nE
-

人转基因植株基因组
.

No hrt
e m 印迹分析表明 b ar 基 vi

~
alt eR ~

h s u n加以 yr
,

200 1 : 27
.

)认为 eB ~ da
-

因在转基因植 株中的转录表达
,

但对 照植 株没有
.

gasr
s 很难进行组织培养

,

他们经过长期探索和各种

硫等〔’幻直接把甸旬剪股颖 D N A 侵人胚性悬浮细胞 方法的试验
,

最近已经改进体细胞胚和再生体系
,

找

分离的原生质体并用一个营养层体系培养〔’ 3 }
,

为原 到了一种转化方法
,

目前从 h y

~
i。 筛选 出 3 株抗

生质体生长发育提供营养并最终再生植株
.

性愈伤组织无性 系和 四株抗除草剂愈伤组织无性

利用原生质体转化系统
,

已相继在高羊茅
、

紫羊 系
.

张耕耘 ( 200 2 )通过基因枪法转化狗牙根 iT 佗agl
e

茅
、

甸甸剪股颖
、

多年生黑麦草和一年生黑麦草中获 品种
,

共转化 H yg 抗性基因和 B
DA H 基因到愈伤组

得了转基 因植株
.

oH m 等〔`4〕首次通过原生质体获得 织
,

它是由水平根颈处诱导产生
,

分别由水稻 ac it 。 启

oer h颐191迎 SS 的转基因植株
.

aH 等 `周采用电渗透法
,

动子和玉米 bH iqu iit 。
启动子启动

,

用 2oo 呵
L H gy

将质粒 p即 105 2 转化 到高羊茅的原生质体
,

用 oo2 筛选和再生
,

获得了 58 株 Hy g 抗性 转基 因植株
,

它

1

现庄 潮霉素筛选抗性转化子
,

得 到 3 / 10
一 6 一 9 、

们来 自于 82 个不同的呱 抗性愈伤无性系
,

代 R 检

10
’ “的转化频率

,

经 阮u ht e m 杂交分析
,

证 明潮霉素 测有 26 株转基 因无性 系含 有 B A D H 基 因
,

No hrt
e m

抗性基 因 h户 已整 合到转基 因植物 的基 因组 中
.

blot 表明一些转基因无性系有正常 B A D H 基 因的转

Wan g 等〔’ 6〕采用 PE G 诱导 D N A 直接转化多年生和一 录物
,

盆栽耐早试验表明 5 株转基 因无性系 比对照

年生黑麦草原生 质体
,

获得 了可育 的转基 因植 物
.

更耐早
.
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最近
,

D alt
。 。
等 〔川 成功 地建 立了硅碳纤 维旋涡

介导的转化草坪草悬浮细胞技术
.

这项技术是 K a e p
-

p ler 等建立的
.

是将质粒 D
NA 和长 or ~

80 脚
、

半径

0
.

6 ImL 的硅碳纤维混入悬浮培养细胞
,

然后进行旋

涡处理
,

硅碳纤维起显微注射针的作用
,

使 D N A 导

入细胞核
.

F

~ 等〔川用硅碳纤维法得到 了可育的

转基因玉米
.

se ikr 等〔23 〕利用硅碳纤维法将 D N A 转

人小麦成熟胚细胞
,

从这些硅碳纤维处理胚诱导产

生的愈伤组织中检测到 uG
S 基因的瞬时表达

,

D a l to n

等〔川将一年生黑麦草
、

多年生黑麦草
、

高羊茅和葡甸

剪股颖的悬浮细胞分别与硅碳纤维加人到同一支小

离心管
,

再加人待转化的质粒 D
NA

,

在旋涡混合器上

以最大速度旋涡 1 而 n ,

即完成 了转化过程
.

用潮霉

素筛选转化体再生出植株
,

得到 了转基 因植 物
.

G us

基因瞬时表达分析表 明
,

表达频率 达 20 % 一
40 % ;

乳 u ht e m bl ot
、

代 R
、

R T
~

P CR 等分子检测表明
,

转基因

植物已整合了外源基因并得到表达
,

这种方法虽然

目前报道还很少
,

但该法的实验操作和需要的设备

简单
,

是一种很有吸引力的方法
.

应用农杆菌介导的 DNA 转移技术以其方便
、

高

效广泛应用于双子叶植物的遗传转化
.

该方法具有

操作简单
、

设备便 宜
、

转化效率 和工作效率 高等优

点
,

转化插人的片段多为单拷贝
,

很少有甲基化和基

因沉默现象
,

遗传稳定性好
.

不足之处是难以用于单

子叶植物的转化
.

但近年来取得 了较大进展
,

已成功

获得转基因玉米
、

水稻和小麦等禾谷类单子叶植物
.

“ agn 和 H w an 吻〕首次利用农杆菌感染 日本结缕草 的

愈伤组织
,

获得 了转基 因植物
.

最 近
,

S u b h a( S u b ha

恤kk a l习」u ,

1加劝 e H
.

R ct he r ,

W an g X L
,

et al
.

A
-

gor b` et ir
~ me id a

回 T n 双巧 fo ~
it on of uT

l
龟m s se o

.

J皿
-

u

娜
,

2 X() 1
.

Poer ee d i
gsn of 奴 eT

n ht A l l n j v e 巧田叹知魂姚
s

Sy l n户芜 ium
.

)等的实验室以农杆菌为介导建立起草坪

草基因转化选择方法
,

并摸索出一些方法改 良转化

效率
,

证明单子叶也能采用农杆菌进行基因转化
.

他

们特别建立起一套方案可 以高效转化葡甸剪股颖
,

采用农杆菌介导直接转基 因有几大优势包括稳定整

合转基因不会导致宿主或转基因 D N A 重排
,

转移基

因整合到所希望的基 因组转录活动 区域
,

能够转录

大的 D N A 片段
,

整合进低拷贝的基因到植物基因组
.

uS b ba
等 ( S t山h a l

~

从 kaarj
u ,

助朋
e H p ict h e r ,

W哪 X

L
,

et al
.

A gor b ac et ir uln
~ n l以 l ia te d T曲

s fo n z l a tio n o f uT 价

g 习 s s es
.

Jan u

娜
,

2 00 1
.

P脱 ee id n邵 of ht e T e n ht A刀 n ive r -

劝巧
7

uT 月加
5 5 Sym op is uln

.

)实验室通过艰苦的努力 已

经建起了一些草坪草种的组培参数和农杆菌介导 的

转化参数
,

并 已在
v e vl e t be n gt 璐

s ,

allt fe s e u e 和 K e n -

ut ck y b lu e g r a s s 不同程度取得成功
.

农杆菌高效转化

玉米和水稻 的成功
,

是禾谷类作物遗传转化 的里程

碑
,

在不久的将来
,

农杆菌法很可能会取代基因枪法

而成为草坪草遗传转化的主要方法
.
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