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植物组织培养及其在草类植物中的研究和应用

赵丽君!王雪芳!张金林!王锁民
#兰州大学草地农业科技学院"甘肃 兰州
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摘要!本研究综述了影响植物组织培养的因素"存在的主要问题#如褐化"污染和玻璃化等$及其解决方法!重点对

组织培养在有关草类植物无性系的快速繁殖"遗传转化"花药培养及单倍体育种"体细胞诱变及突变体筛选和次

生物质生产方面的研究和应用作了阐述%

关键词!植物组织培养&草类植物&研究应用
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植物组织培养#

=

5>?@@ABBCDEC5@CFD

$起源于
'#

世纪初"从
'#

世纪至今经历了
8

个阶段%萌芽阶段

#

'#

世纪初
$'#

年代末$&奠定阶段#

8#

年代初
$G#

年代中$和蓬勃发展阶段#

G#

年代末至今$'

!:#'

年"德国植物学家
H>IDF5>?J@

(

!

)提出*植物细胞具

有全能性+的理论"并将从虎眼万年青属#

!"#$%&'

(

)

*+,-

$植物表皮细胞及
.*-$,-

/

,"

/

,"0,-

和凤眼

莲#

1$2&&'"#$*2"*33$

/

03

$叶肉栅栏组织中分离出的

单个细胞置于含有蔗糖的
K?4

=

溶液中培养"这是

植物组织培养的开端,

'#

世纪
8#

年代"

LMA@D

等(

'

)

培养离体番茄#

.

4

2'

/

0"3$2'#032,+0#%,-

$根尖"建

立了可以继代培养的第一个无性繁殖系"确立了植

物组织培养的基本方法"

"#

年代开始将植物激素应

用于植物组织培养中"使得植物组织培养得到了长

足的发展(

8

)

,英国学者
/@DN>FJ

和
O>

=

DB

(

"

)将胡萝

卜#

5*,2,32*"'%*

$髓细胞培养成一个完整的植株"

这是植物组织培养的第一个突破"

&#

年代开始"植

物组织培养迅速发展"并开始应用于生产实际中'

目前"植物组织培养技术已渗透到植物生理学&病理

学&遗传学&育种学&药学以及生物化学等研究领域"

成为生物学科中的重要研究技术和手段之一"推动

了相关学科的迅速发展'特别是植物组织培养技术

与分子生物学及
)2*

干扰#

)2*A?@DFPDFD?ED

"

)2*A

$技术紧密结合"成为细胞生物学和细胞遗传

学研究的基础'植物组织培养技术还被广泛应用于

农业&林业&工业&医药业等多种行业"从而在生产实

践方面产生了巨大的经济效益和社会效益'植物组

织培养技术在草类植物中的研究和应用虽然起步较

晚"但近年来发展非常迅速"已被广泛应用于草类植

物优良营养系的快速繁育(

G<!!

)

&遗传转化(

!'<'7

)

&细胞

和分子育种(

'%<8!

)以及次生代谢产物生产(

8'<8"

)等诸

多方面'本研究对影响植物组织培养的因素&存在

的主要问题及其解决方法进行探讨"并重点阐述组

织培养在草类植物中的研究和应用'

!

!

影响植物组织培养的因素

影响植物组织培养的内外因素很多"归纳起来

主要有%外植体基因型&外植体的种类&培养基&植物

生长调节剂的种类及浓度配比以及培养条件等'

!6!

外植体基因型
!

外植体是指植物组织培养

中作为离体培养材料的器官或者组织的片段"外植

体材料的遗传背景对植物组织培养的影响很大"不

同植物或相同植物不同品种间存在着显著的差异"

基因型细微的差异都会造成材料的内源激素含量不

同"引起不同品种间相同外植体的分化频率和分化

速度间差异的产生(

8G

)

'外植体的基因型影响植物

的再生能力"刘建平等(

8&

)就冬小麦#

6"$%$2,-*03%$)

7,-

$不同基因型对花药愈伤组织诱导率作了相关

研究"发现不同基因型在同一培养环境条件下愈伤

组织诱导率有明显差异'何道一等(

87

)也比较了不

同基因型苹果#

8*+,3

/

,-$+*

$的离体再生特点"结

果表明"不同基因型苹果叶片再生频率的高低和再

生类型存在显著差异'何勇等(

8%

)用
&

个高羊茅

#

903%,2*0+*%*

$品种成熟种子为外植体进行了愈伤
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组织诱导"发现不同品种在相同培养条件下"愈伤组

织诱导差异十分显著"而分化再生能力无明显差异'

!6"

外植体的种类
!

外植体可以取自于植物的

各种器官&组织或细胞等'外植体的种类&本身的生

理生化特性对愈伤组织和不定芽的诱导起着决定作

用'不同种类的外植体诱导愈伤组织和不定芽的能

力大不相同,即使是同一植株"若生长在不同的环境

条件#光照强度&光照时间&湿度&温度和营养物质

等$下"生理生化特征也会不尽相同,不同部位的外

植体在组织培养时对培养基和培养条件的要求会不

同"愈伤组织与不定芽的诱导能力也存在差异'这

些差异可能是外植体本身含有的内源细胞分裂素与

生长素的绝对含量和相对比例不同所造成的(

8:

)

"在

植物组织培养过程中选择合适的外植体至关重要'

有研究表明"红掌#

:#%&,"$,-*#;"*0*#,-

$不同部

位的外植体#叶柄&茎段&叶$诱导愈伤组织的能力差

异显著'在最佳诱导培养基上"叶柄诱导率最高"达

到
%&67Z

"茎段次之"叶的诱导能力最差"但是叶最

早诱导出愈伤组织(

"#

)

'王强龙等(

"!

)以紫花苜蓿

#

80;$2*

(

'3*%$7*

$的下胚轴&子叶&叶片和叶柄为

外植体进行愈伤组织诱导和植株再生"结果表明"叶

片胚性愈伤形成率最低"叶柄和子叶比较接近"而下

胚轴的胚性愈伤形成率最高"即下胚轴为最佳外植

体'陈季琴等(

"'

)对多年生黑麦草#

.'+$,-

/

0"0##0

$

的
8

个品种选取成熟种子&成熟胚&胚轴和胚根
"

种

外植体进行愈伤组织的诱导"分别得出适应不同外

植体的激素配比'

!6#

培养基
!

培养基是维持植物组织活力和提供

其生长的人工配制的营养物质"在植物组织培养过

程中"外植体的生长&分化需要的各种营养成分都是

从培养基中获得的"因此"培养基中营养物质的成分

和比例对愈伤组织的诱导和植株再生起着决定性的

作用'选择合适的培养基是植物组织培养成功的关

键"培养基的选择主要考虑两个方面%基本培养基的

种类和各种激素的浓度及比例'植物组织培养中常

用的基本培养基有
O/

和
[G

两种"

O/

适合于大多

数的双子叶植物"而
[G

培养基常用于单子叶植物

的组织培养'组织培养过程中"要根据植物的种类

和外植体的类型选择合适的培养基"这样才能得到

较好的诱导和再生效果'冯波(

"8

)分别在基本培养

基
O/

和
[G

上对霸王#

<

4(

'

/

&

4

++,-=*#%&'=

4

)

+,-

$子叶&茎和茎节进行愈伤组织诱导"结果表明"

O/

更适合作为霸王组织培养的基本培养基'诱导

蒜#

:++$,-3*%$7,-

$的不定芽生根时"

!

!

'[G

培养

基的效果最好(

""

)

'

!6$

植物生长调节剂的种类及浓度配比
!

植

物生长调节剂在组织培养的过程中有着重要的作

用'植物内源激素是影响组织培养过程中形态发生

变化的内在因素"不同基因型的外植体间内源激素

的差异对愈伤组织和芽的诱导有重要的影响"植物

生长调节剂则是通过调整植物内源激素的水平而起

作用'生长调节剂的种类和浓度配比都会对植物组

织培养造成影响'有研究表明(

"G

)

"在培养基中加入

'

"

"<\

时"黑麦草成熟种子
'#J

后出现淡黄色的愈

伤组织"无
'

"

"<\

的培养基不能诱导产生胚性愈伤

组织,当
'

"

"<\

质量浓度为
#

#

GW

Y

!

.

时"随着
'

"

"<

\

质量浓度增加"黑麦草愈伤组织的诱导率逐渐增

加'杨茹等(

"&

)的研究表明"黑麦草成熟种子添加
'

"

"<\

的愈伤组织诱导率显著高于添加
2**

的"且

'

"

"<\

质量浓度为
7W

Y

!

.

时诱导率最高"愈伤组织

的质量也最好'在含有
'

"

"<\

的培养基中加入少量

的
&<[*

#

#6!W

Y

!

.

$能进一步促进愈伤组织的诱

导"随着
&<[*

质量浓度的升高"愈伤组织的诱导率

反而下降"浓度越高抑制作用越显著'胡张华等(

"7

)

在
2

&

]:W

Y

!

.'

"

"<\

上添加
'6#W

Y

!

.*[*

"发

现高羊茅成熟种子的愈伤组织诱导率明显提高"且

能有效抑制胚芽和根的形成'

!6%

培养条件
!

植物组织培养的培养条件主要包

括光照强度和时间&温度及相对湿度'由于植物材

料培养在含糖的培养基中"光照的主要作用是诱导

植物组织的形态建成"光照强度影响着离体培养细

胞的增殖和器官的分化"对外植体细胞最初分裂的

影响更为显著'在以桃叶卫矛#

1,'#

4

-,3>,#

(

0*)

#,3

$的硬枝为外植体诱导丛生芽的培养中"当光照

强度为
!%

$

W45

!#

W

'

.

B

$时"未能诱导出丛生芽并

且硬枝逐渐变黄死亡,光照强度为
8&

$

W45

!#

W

'

.

B

$

时"才能诱导出丛生芽(

"%

)

'光照时间也会影响愈伤

组织和芽的诱导"在培养甘薯#

?

/

'-'0*>*%*%*3

$茎

尖分生组织时"光照时间
!"M

!

J

要优于
!#M

!

J

(

":

)

'

温度对愈伤组织的诱导和生长有着决定作用"有研

究表明(

G#

)

"温度对草珊瑚#

@*"2*#;"*

(

+*>"*

$愈伤

组织的诱导和生长影响显著"温度在
'8

#

'%^

时"

愈伤组织诱导率高且生长快"当温度在
!G^

左右或

8'^

以上时"愈伤组织的生长受到严重抑制"逐渐

!"!!
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!

'#!!

死亡'同时变温也伤害草珊瑚的愈伤组织"影响其

生长'相对湿度是影响试管苗或其他离体器官在培

养容器内水分状况的重要环境因素之一(

G!

)

'尹品

训等(

G'

)研究表明"激素水平&温度&光照都不是大麻

#

A*##*>$33*%$7*

$玻璃化苗产生的主要影响因素"

而湿度则是其产生的关键因素'

!6&

其他因素
!

提供外植体植株的年龄也是影响

愈伤组织诱导和分化的一个重要因素"有研究表

明(

G8

)

"以低龄的幼苗下胚轴作外植体时"甘蓝型油

菜#

B"*33$2*#*

/

,3

$芽的分化率最高"生长
GJ

的甘

蓝型油菜下胚轴再生频率为
8G6#Z

"而当苗龄为
:

J

时"再生频率只有
'#6'Z

'赵军良等(

G"

)研究发

现"

8

#

"J

的白菜#

BC

/

0D$#0#3$3

$无菌苗的子叶分

化率显著高于其他苗龄'植物的组织培养过程中常

常会产生大量的乙烯#

,

'

H

"

$"外植体在培养过程中

生长素的运输会因为乙烯的存在而受到抑制"这导

致器官和体细胞胚的发生受到影响'通常诱导愈伤

组织和不定芽时"在培养基中加入乙烯抑制剂#如硝

酸银&氯化钴&

*3Q

&水杨酸等$"不定根的诱导会显

著地受到抑制"同时愈伤组织能快速形成"加快器官

和体细胞胚的发生"外植体产生不定芽的数目也会

增加"更为重要的是能促进某些很难再生的物种产

生不定芽"从而提高再生频率(

GG

)

'很多研究都表

明"

*

Y

2_

8

对大白菜&油菜等植物的组织培养与植

株再生有不同程度的促进作用(

G&

)

'

*

Y

2_

8

对愈伤

组织和不定芽诱导的促进作用不是因为能够抑制乙

烯的合成"而是阻止了乙烯对多胺合成的干扰"多胺

的合成则可以促进外植体体细胞胚的发生和不定芽

的分化'另外
*

Y

2_

8

也会抑制乙烯的积累"降低

培养容器中乙烯的浓度"从而促进不定芽的分化'

在植物组织培养过程中培养基多为固体培养基"需

要加入固化剂'一般使用琼脂"琼脂品质的好坏也

会影响愈伤组织与芽的诱导分化'为了达到较好的

离体培养效果"应该选择杂质少&纯度高&凝胶透亮&

凝固快的琼脂'

"

!

植物组织培养中存在的主要问题及解决方法

在植物组织培养的过程中"常常会存在褐化&污

染和玻璃化等现象"这些问题严重影响组织培养的

效果"应尽量避免其发生'

"6!

褐化及控制措施
!

褐化"也称酚污染"是指

外植体在组织培养过程中"自身组织中酚类化合物

与空气接触发生氧化反应产生棕褐色的酮类物质"

使外植体变褐并逐渐死亡的现象'褐化中产生的有

毒物质不仅使外植体和培养基变色"而且抑制很多

酶的活性"严重影响外植体愈伤组织的诱导和脱分

化"甚至会造成其死亡'褐化现象的发生与否是由

外植体组织中所含的酚类化合物多少和多酚氧化酶

活性决定的'因此"影响褐化的因素主要为外植体

材料和酶促因子(

G7

)

'有研究表明"抗氧化剂聚乙烯

基吡咯烷酮#

(3(

$及抗坏血酸#

3E

$浓度为
'##

W

Y

!

.

时"可延迟野牛草#

B,2&+'0;*2%

4

+'$;03

$成熟

胚愈伤组织的褐化,缩短继代周期至
GJ

可有效防

止愈伤组织褐化,外源多胺能影响内源多胺与乙烯

的合成"并可减轻愈伤组织的褐化"改善其质量(

G%

)

'

无花果#

9$2,32*"$2*

$组织培养中"刚长出幼叶的顶

芽与未发芽的顶芽相比"褐化现象较严重"分化率也

较低(

G:

)

'王文静等(

&#

)在鸢尾#

?"$3%02%'",-

$组织

培养的培养基中加入
#6!Z 3E

或
#68Z

活性炭能

明显防止褐化'刘闻川等(

&!

)探讨了黑暗和
!###

&

'###

&

8###5X

的不同光照条件对槲蕨#

5"

4

#*"$*

"''3$$

$组织培养外植体褐化的影响"结果表明"在

!###5X

光照处理下槲蕨外植体的总酚含量积累较

少'

在组织培养中可采用以下方法来避免或减轻褐

化%

!

$培养基中加入抗氧化剂#如
3E

&柠檬酸&二硫

苏糖醇等$或在抗氧化液中对外植体进行切割&剥离

等处理'

'

$经常继代可以防止酮类物质在培养基中

的积累"减轻其对外植体的伤害"降低褐化发生的概

率'

8

$培养基中加入
!Z

的活性炭"由于其吸附作

用可以除去酚类氧化产物"减少有毒物质对外植体

的毒害,活性炭还可以减少光照强度"进一步降低褐

化发生的可能,但活性炭也会吸附培养基中的营养

物质和外源激素"所以含量不能过多'

"

$光照可以

诱导植物组织内有些酚类氧化酶的活性"因此"组织

培养的最初阶段在黑暗条件下进行会减少褐化的发

生'

"6"

污染及解决措施
!

植物组织培养的过程较

长"培养基中营养物质充足"光照&温度&湿度和
=

H

值等培养条件也适合大多数微生物的生长"并且微

生物生长迅速&繁殖周期短"所以组织培养中任何一

步带菌都会污染整个体系'一般造成污染的原因有

两种%

!

$外植体本身寄生了很多微生物,

'

$实验环境

和操作过程中病原侵入到培养基中而造成污染'引

起污染的微生物主要有细菌&霉菌和酵母菌三类"后

'"!!
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卷
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期$

两类生长较快&造成的污染很容易发现并及时处理,

但是细菌在培养基中有潜伏期"造成的污染一般不

容易觉察"因此"细菌造成的污染在植物组织培养中

是最严重的'污染不仅影响外植体的正常生长"更

破坏了组织培养的正常进行"造成时间和资源的浪

费'因此"在植物组织培养过程中"应该严格控制污

染%对外植体进行严格的消毒"一般在
7GZ

的酒精&

GZ

的次氯酸钠或
!Z

的
H

Y

,5

'

溶液中漂洗"在不损

害外植体生长活力的情况下将其自带的病原降到最

少(

&'

)

,保持操作环境的清洁"操作中应穿戴橡胶手

套&口罩&帽子"减少甚至消除环境和操作过程中的

污染'

"6#

玻璃化现象及其消除对策
!

玻璃化#

À@FA<

PAE>@A4?

$也称过度水化现象"是指植物组织培养过

程中外植体因生理失调或生理病变而呈半透明状&

外观形态异常的现象'由于玻璃化苗的生理功能异

常"难以移栽成活"玻璃化苗的出现对植物快速微繁

殖是不利的'在木本及草本植物中已报道出现玻璃

化苗的植物达
7#

多种(

&8

)

'玻璃化苗的组织或植株

呈半透明&水渍状"脆弱易碎(

&"

)

,叶绿素和蛋白质含

量显著下降"分化能力降低"很难继续增殖和生

根(

&G

)

'目前"研究已证实玻璃化现象只是植株的一

种表型特征"玻璃化的组织器官在一定条件下可恢

复"并不会遗传到后代(

&&

)

'

防止玻璃化的方法主要有%

!

$基本培养基选择

固体培养基"并适当提高培养基中琼脂的浓度"降低

培养基的衬质势"阻止细胞过多的吸水"从而防止玻

璃化现象的发生,

'

$增加培养基中蔗糖的含量"培养

基的渗透势也就会随之降低"外植体不能从培养基

中获得过多的水分而发生玻璃化现象,

8

$降低培养

基中细胞分裂素的浓度,

"

$严格控制温度,

G

$把外植

体置于自然光照下培养"可消除轻微的玻璃化现象,

&

$尽可能的增加培养容器的通风性"以降低相对湿

度"改善氧气供应状况"可选用透气性好的封口膜封

口'张燕玲等(

&7

)在满天星#

E

4/

3'

/

&$+*B

=

6

$组织

培养中"发现玻璃化苗的数量随着培养基中糖分和

琼脂浓度的增加而减少"而且聚乙烯醇对满天星玻

璃化现象有明显的抑制作用'赵佐敏(

&%

)在非洲菊

#

E0">0"*

F

*-03'#$$

$组培苗玻璃化控制研究中表明"

随着
&<[*

浓度的降低"玻璃化苗比例呈递减趋势,随

着温度的降低#从
'%^

降到
!%^

$"玻璃化苗逐渐消

失,使用透气性封口膜可抑制玻璃化苗的产生'

#

!

组织培养在草类植物中的研究和应用

植物组织培养技术在草类植物中的研究和应用

起步相对较晚"但近年来发展迅速"已被广泛应用于

草类植物的快速繁育&遗传转化&细胞和分子育种以

及次生代谢产物生产等诸多方面'

#6!

无性系的快速繁殖
!

应用组织培养进行无

性系的快速繁殖可追溯到
'#

世纪
&#

年代的*兰花

工业+

(

&:

)

"直到现在已成为组织培养应用十分普遍

的一个领域"成千上万种植物通过离体繁殖得到无

性系"并形成产业"带来了巨大的经济效益'草类植

物的无性系繁殖主要利用了其繁殖速度快&繁殖量

大&不受地区气候影响&占用土地面积小等特点"可用

于解决一些品种繁殖系数低&周期长的问题"特别对

于名贵稀有草类的繁殖推广具有重要意义#表
!

$'

#6!6!

稀缺濒危草类的快速繁殖
!

利用组织培养

快速繁殖稀缺濒危草类主要是对名贵中草药的繁

殖'近年来随着对许多草类植物的化学成分及药理

方面的研究"许多草类植物的药用价值逐渐被提出'

如金铁锁#

G3*--'3$+0#0%,#$2'$;03

$已作为稀有濒

危物种被列于/中国植物红皮书0中"属国家二级保

护植物(

7#

)

'甘草#

E+

4

2

4

""&$H*,"*+0#3$3

$作为医药

中最常见的药物"早在
!:%"

年就进行了试管无性繁

殖研究工作(

7!

)

'香根草具有特殊的生物学特征和

强大的根系"在水土保持方面起着重要的作用"主要

靠分蘖繁殖"远不能满足实际需要"为提高香根草的

繁殖速度"韩露等(

G

)对其愈伤组织诱导和快速繁殖

进行了研究'麻花秦艽是常用的上品藏药"徐文华

和陈桂琛(

&

)以其茎尖为外植体进行了离体快速繁殖

试验'苦皮藤被国家审批为植源性杀虫剂"其乳油&

水乳剂&微乳剂已不断投放市场并收到了巨大的经

济效益和社会效益'随着人们对苦皮藤的大力开发

利用"自然资源已面临短缺"为有效保护野生资源"

马艳等(

7

)对其组织培养进行了研究"为其快速繁殖

和工业化生产提供了有效途径'

#6!6"

优良品系的无害化快速繁殖
!

在自然界中"

许多草类植物的种子不易获得或存在发芽率很低的

问题"因此采用根系无性繁殖'但根系长期的无性

繁殖易感染病毒"导致种群退化"产量下降"品质低

劣'用南丹参优良株系的茎尖或幼叶进行组织培养

快速繁殖"

!

株良种苗
!

年可繁殖上万株试管苗"可

迅速扩大优良种群(

%

)

'溪黄草是民间常用草药"用

种子繁殖后代"性状容易分离,扦插繁殖生根困难而

8"!!
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表
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!

组织培养在草类植物上应用的成功举例

应用
!!!

植物 作者及作品发表年份
!!!

无性系的快速繁殖

香根草#

I0%$70"$*H$H*#$'$;03

$ 韩露等"

'##"

(

G

)

麻花秦艽#

E0#%$*#*3%"*-$#0*

$ 徐文华和陈桂琛"

'##&

(

&

)

苦皮藤#

A0+*3%",3*#

(

,+*%,3

$ 马艳等"

'##8

(

7

)

南丹参#

@*+7$*>'J+0

4

*#*

$ 段英姿等"

'##8

(

%

)

溪黄草#

?3';'#30""*

$ 贺红等"

'##!

(

:

)

黄芩#

@2,%0++*"$*>*$2*+0#3$3

$ 李永红等"

'##8

(

!#

)

花药培养和单倍体育种
紫花苜蓿 耿小丽"

'##7

(

':

)

烟草#

K$2'%$*#*%*>*2,-

$ 吴中心等"

!::"

(

8!

)

植物体细胞诱变和突变体筛选 紫花苜蓿 李红等"

'##:

(

7'

)

,李波等"

'##"

(

78

)

次生代谢产物生产

紫草#

.$%&'3

/

0"-,-0"

4

%&"'"&$H'#

$

a>S>UA

等"

!:::

(

8'

)

三七#

G*#*=

/

30,;')

(

$#30#

(

>̀F6#'%'

(

$#30#

(

$&

人参#

GC

(

$#30#

(

$

西洋参#

GC

L

,$#

L

,0

M

'+$,3

$ 郑光植等"

!:%:

(

88

)

高山红景天#

N&';$'+*2"0%$#$$BCIB

=

63$#*)*+

/

$#*

$ 吴双秀"

'##!

(

8"

)

且繁殖系数低"所以导致其很难推广,利用组织培养

技术进行无性繁殖既可以保持其优良种性"又可以

短期内大量繁殖"使工厂化育苗成为可能(

:

)

'黄芩

不仅是一种草本药用植物"国内还被作为盆景进行

栽培"但利用种子和扦插繁殖容易感染病毒"导致品

种退化,为满足市场要求"培育优良种苗"李永红

等(

!#

)进行了黄芩的组织培养与快速繁殖研究'

#6!6#

转基因植株的快速繁殖
!

随着现代分子生物

学的快速发展"运用传统杂交育种和基因工程相结

合培育草类新品种已成为育种的重要手段'目前"

转基因高羊茅&紫羊茅&黑麦草和早熟禾等禾本科草

类植物和豆科牧草苜蓿&白三叶等已培育成功"但考

虑到转基因植株的遗传稳定性"对转基因植株的大

量扩繁多采用无性繁殖的方法"例如"包爱科(

!!

)对

*3(!

转基因紫花苜蓿抗逆性检测时"使用茎段扦

插的方法进行快速扩繁,但转基因草类植物如单子

叶的禾本科草类"不能使用扦插的方法"利用组织培

养技术可以加快其快速繁殖'

#6"

草类植物遗传转化再生体系的建立
!

遗

传转化系统是指将外源基因通过某种方法导入植物

细胞或原生质体"利用细胞的全能性获得转基因植

株"从而有目的地改变植物的某些性状'所以"建立

组织培养再生体系是遗传转化的前提"只有良好的

再生体系才可以提高转基因的效率'目前为止"对

草类植物进行遗传转化的再生体系主要通过愈伤组

织&悬浮细胞和原生质体培养建立的#表
'

$'

#6"6!

愈伤组织为受体的遗传转化
!

在草类植物

中"以愈伤组织为受体已建立了许多转基因体系'

金淑梅等(

!'

)用根癌农杆菌介导法"以愈伤组织为受

体"将目的基因
QCB

整合进苜蓿基因组中'刘萍

等(

!8

)以草坪型黑麦草愈伤组织为受体获得转基因

株系
QBE

-

.(G

'马生健等(

!"

)用高羊茅种胚离体诱

导的胚性愈伤组织作受体进行了基因枪轰击试验"

获得了遗传稳定的抗除草剂
((+

的转化植株'赵

军胜等(

!G

)用高羊茅下胚轴来源的胚性愈伤组织进

行了遗传转化'采用下胚轴为外植体"已成功地将

拟 南 芥 #

:"*>$;'

/

3$3%&*+$*#*

$

*@2Hb!

(

!&

) 和

*3(!

(

!7

)基因转化紫花苜蓿"获得了耐盐&耐旱和耐

贫瘠性显著提高的紫花苜蓿新品系'

#6"6"

悬浮细胞为受体的遗传转化
!

最初利用组织

培养进行的遗传转化"以悬浮细胞为受体比较常见'

L>?

Y

等(

!%

)以悬浮细胞系为受体"获得了转
H

=

@

和

[>F

基因的高羊茅'

/

=

>?

Y

D?IDF

Y

等(

!:

)用高羊茅胚

性悬浮系为受体进行了遗传转化'

\>5@4?

等(

'#

)通

过基因枪轰击悬浮细胞系"建立了黑麦草的转基因

体系,使用硅碳纤维介导了黑麦草&高羊茅&匍匐剪

股颍的细胞悬浮系"获得了抗潮霉素的转基因植

株(

'!

)

'

[D@@>?

V

等(

''

)用高羊茅和黑麦草胚性悬浮细

胞为受体"使用农杆菌转导法导入了外源基因
QCB

'

胡张华等(

'8

)用带有质粒
=

\[*!'!

#含
H

=

@

基因和

[>F

基因$的农杆菌菌株
1H*!#G

转化高羊茅胚性

悬浮细胞"建立了可重复的&高效的农杆菌介导的高

羊茅遗传转化系统'

""!!
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表
"

!

草类植物以组织培养为手段进行遗传转化的举例

植物名 转化受体 作者及作品发表年份

紫花苜蓿 愈伤组织 金淑梅等"

'##&

(

!'

)

,王强龙等"

'##&

(

!&

)

,包爱科"

'##:

(

!!

)

多年生黑麦草 愈伤组织 刘萍等"

'##G

(

!8

)

高羊茅#

903%,2*0+*%*

$ 愈伤组织 马生健等"

'##"

(

!"

)

,赵军胜等"

'##G

(

!G

)

高羊茅 悬浮细胞
L>?

Y

等"

!::'

(

!%

)

,

/

=

>?

Y

D?IDF

Y

等"

!::G

(

!:

)

,胡张华等"

'##G

(

'8

)

多年生黑麦草 悬浮细胞
\>5@4?

等"

!:::

(

'#

)

,

[D@@>?

V

等"

'##8

(

''

)

匍匐剪股颖#

:

(

"'3%$33%'+'#$

M

0"*

$ 悬浮细胞
\>5@4?

等"

!::%

(

'!

)

日本结缕草#

<'

4

3$*

F

*

/

'#$2*

$ 原生质体
0?4UCW>

等"

!::%

(

'&

)

匍匐剪股颖 原生质体
,M>A

等"

'##8

(

'7

)

高羊茅 原生质体
H>

等"

!::'

(

'"

)

黑麦草 原生质体
L>?

Y

等"

!::7

(

'G

)

#6"6#

原生质体为受体的遗传转化
!

由于从悬浮细

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工作(

7"

)

'

H>

等(

'"

)用电激法

以高羊茅原生质体为受体进行了遗传转化'

L>?

Y

等(

'G

)以原生质体为受体"获得了转
H

=

@

基因的黑麦

草'

0?4UCW>

等(

'&

)以原生质体为受体获得了转
QCB

和
H

=

@

基因的日本结缕草'

,M>A

等(

'7

)以原生质体

为受体成功的将
H

=

@

基因导入匍匐剪股颖'

#6#

花药培养和单倍体育种
!

花药组织培养主

要是诱导形成单倍体植株"可以快速获得纯系"缩短

育种时间'自
QCM>

和
O>MEBMN>FA

首次从曼陀罗

#

5*%,"*3%"*-'#$,-

$花药诱导出花粉单倍体植株

以来"世界各地均开展了花药培养"我国于
'#

世纪

7#

年代获得了第一批水稻#

!"

4

H*3*%$7*

$花药培养

的单倍体植株'目前利用花药培养培育的新品种多

见于农作物"如水稻&小麦&玉米#

<0*-*

4

3

$等'近

年来"先后也出现了草类植物的花药培养"如马菊

兰(

'%

)对
"

个苜蓿品种的花药培养预处理方法和培

养基进行了研究"从而建立了苜蓿花药培养高效再

生体系"大大提高了苜蓿育种的效率,耿小丽(

':

)以
G

个苜蓿品种为试材"利用花药培养诱导了苜蓿单倍

体植株,段承俐等(

8#

)开展了三七的花药培养"吴中

心等(

8!

)利用花药培养系统选育了烟草抗赤星病品

系#表
!

$'

#6$

植物体细胞诱变和突变体筛选
!

植物体细

胞在离体培养条件下本身容易发生染色体畸变和基

因突变"如果采用改变外界条件进行诱变"则诱变的

几率更高'这为培育新品种奠定了良好的基础'周

荣仁等(

7G

)用组织培养及逐步增加
2>,5

浓度的方法

筛选出能耐
'Z 2>,5

的烟草愈伤组织"但在
'Z

2>,5

培养基中继代
':

次后"再移入无盐培养基中

培养
!!

和
'#

代后"耐盐性退化到只耐
!6GZ

与

!6#Z 2>,5

的水平"不能保持提高了的耐盐性'李

红等(

7"

)以紫花苜蓿茎段为材料进行愈伤组织诱导"

采用紫外线和
2>2

8

化学诱变处理其愈伤组织"提

高了紫花苜蓿的抗碱性'李波等(

7G

)对紫花苜蓿茎

段诱导的愈伤组织进行不同浓度的硫酸二乙酯

#

\1/

$诱变处理"在
$7^

低温下进行筛选"获得了

抗寒性突变体#表
!

$'

#6%

次生代谢产物生产
!

植物中含有数量极为

可观的次生代谢物质"目前发现的植物天然代谢产

物已超过
'

万种"而且还以每年新发现
!&##

余种

的速度递增(

7&

)

'早在
!:7:

年"我国学者就提到离

体培养的植物组织中可能产生一些物质"尤其是有

经济价值的药物(

77

)

'例如"中药草金铁锁根部富含

皂甙"对一些炎症和致病性细菌和真菌都有抑制作

用"丹参根部含有丹参酮
%

*

&隐丹参酮等脂溶性萜

醌类化合物"是我国的传统中药"具有活血祛瘀&通

经止痛&清心除烦&养血安神之功效'近年来"次生

代谢物质被人类广泛应用"不仅制成药品"还有食品

添加剂&风味物质&香料&色素&化妆品&生物杀虫剂

和农业化肥等(

7%

)

'但由于诸多原因"依靠野生和栽

培植物已经远远不能满足日益增长的市场需求'植

物组织培养就成为解决这个问题行之有效的方法'

紫草系多年生植物"其根部富含紫草宁"

a>S>UA

等(

8'

)研究了在紫草悬浮液中光对紫草宁合成的影

响'郑光植等(

88

)还开展了三七&人参和西洋参这
8

种药用植物的细胞培养"比较了它们愈伤组织培养

及细胞悬浮培养中抗癌皂苷
)M!

的含量"以期实现

其次生代谢物的工业生产'在日本"用培养的人参

G"!!



()*+*,-.+-)*./,012,1

#

3456'%

"

246#&

$

#&

!

'#!!

悬浮细胞生产人参皂苷已形成规模'珍贵中药植物

高山红景天的根和根茎中含有以红景天甙为主的次

生代谢物质"吴双秀(

8"

)用植物组织和细胞培养技术"

对愈伤组织的状态进行调控"得到红景天甙含量高&

生长速度快&初步分化的愈伤组织颗粒#表
!

$'

$

!

结束语

植物组织培养经过一个多世纪的发展"技术方

法已经相当完善'目前组织培养技术大规模应用于

具有重要经济价值的农作物&花卉&果木中"而且也

开始应用于草类植物中'但要全面推进组培苗的产

业化"还存在一些问题"如生产成本较高,有些植物

繁殖系数偏低,技术流程繁琐等'今后还需要继续

加强植物组织培养方面的研究和探索"全面彻底解

决组织培养过程中出现的问题"使组织培养这一生

物技术更好地服务于科学研究和生产实践'
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