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摘 要：羊草是一种优质牧草，对发展我国优质草地畜牧业具有重要意义、以往研究对羊草生物学以及生理生 

态学进行 了比较深入的探讨．但对于羊草分子生物学的研究起步较晚，进展也比较缓慢、近年来，随着分子生物 

学研究手段和技术的进步．以及羊草遗传改良的需要，人们在羊草遗传多样性、愈伤组织培养、酶蛋白分析以及 

基因克隆与转化等研究领域陆续开展了一些有益的尝试，并取得 了重要的研究成果．结合科研工作的需要 ，对 

羊草分子 生物 学的最新进展进行 了概述 ，并就 亟需解决的问题进行 了分析 ，提 出 了该领域今后 的发展方 向、 
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Progress on M olecular Biology of Leymus chinensis 

KONG Xiang-jun ’2 LIANG Zheng-wei ， 
(1．Northeast Institute ofGeography and Agricultural Ecology，Chinese Academy ofScienees，Changchun 130012，Jilin， 

China；2．Graduate School ofthe Chinese Academy ofSciences，Beijing 100039，China；3．Da’∞ Sodw Land Experiment 

Station ofChina，Da’∞ 131317，Jilin，China) 

Abstract：As a kind of excellent herbaceous species，Leymus chinensis is very important for developing 

grassland stockbreeding．The biology and physiological ecology in L．chinensis have been studied in detail， 

but little progress were made on molecular biology because of the later start．Recently，with the advance- 

ment of molecular biological technology and methods and the necessity for genetic improvement of L．chi· 

nensis，many instructive experiments had been designed and great achievements had been achieved in the 

fields of the genetic diversity，callus cultivating，analyzing of enzymes and proteins，and cloning and trans- 

feting of genes in L．chinensis．The progresses on molecular biology in L．chinensis were summarized，the 

problems were discussed and the future development directions in this research field were proposed． 
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( ／fe Science Research，2007，11(4)：289-294) 

羊草(Leymus chinensis)是多年生禾本科赖 含量高，适171性好，耐践踏，在发展草原畜牧业方 

草属草本植物，由于其环境适应性较强，具有耐 面具有重大的经济和社会效益⋯．但羊草种子发芽 

寒、耐旱、耐盐碱等优点而成为松嫩平原的优势物 率低_2' 、种子萌发最适 pH值为8．0～8．5 E4一，加上过 

种．同时羊草也是一种重要的牧草资源，蛋白质 度放牧和草地盐碱化 日益加重等原因，我国现存 
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羊草草地约有90％以上发生了不同程度的退化I5j．因 

此．研究羊草的遗传分化、抗逆机理、栽培育种以 

及转基因等对于改善生态环境和草场建设具有 

重要意义．随着分子生物学对各个学科的交叉渗 

透．使羊草的研究从细胞水平进一步深入到分子 

水平．羊草属 于异交植物 ．物种趋 向于在种群 中 

具有较高水平的变异性，仅在松嫩草原中西部靠 

近内蒙古高原东部草原上的羊草种群就数以千 

计．这为研究羊草种群的遗传多样性提供了对象 

[5J
． 培养愈伤组织是进行羊草转基因研究的前期 

工作．但诱导率低的问题尚未得到解决．笔者结 

合自己的科研工作．对羊草分子生物学领域的研 

究成果加以综述，旨为羊草抗逆分子机理研究提 

供参考资料． 

1 羊草遗传多样性研究 

由于羊草生态适应性强、分布范围广、生境类 

型多样，在长期的适应和进化过程中 ，羊草种群之 

间在形态、生理、生态以及遗传特征方面均产生了趋 

异【6 RAPD(randomly amplified polymorphic DNA， 

随机扩增多态 DNA)技术可以在对被检对象无任 

何分子生物学资料的情况下对其基因组进行分 

析．而且具有费用较低、方便易行、模板 DNA用量 

少、不需要同位素．在安全性和实验操作上具有比 

AFLP (amplified fragment length polymorphism．扩 

增 酶切 片段 多态 性 )、SSR (simple sequence re— 

peat．微卫星重复序列)等分子标记更加简便易行 

等优点[73．从而使其成为 目前研究羊草遗传多样 

性的最重要的手段之一．该技术主要是利用各种 

群羊草的总基因组 DNA作为模版，筛选能够扩增 

出具有明显差异性条带的随机引物，以至少两次 

重复均出现的结果做 0，!矩阵图，即有条带记为 

1．无条带记为0．计算总片段数及多态位点百分 

率、各种群间遗传相似系数和遗传距离，利用分析 

软件进行聚类分析从而得到其遗传结构树状图． 

羊草 RAPD分析可以用于研究羊草的种群 

关系以及遗传分化的影响因子．崔继哲等 应用 

RAPD技术证明相似生境或同一地域的种群在一 

些位点上表现出相似或相同的变化．刘惠芬等 ]运 

用 RAPD技术对内蒙古典型草原不同生境 8个 

羊草种群进行分析，聚类结果显示生境相似的种 

群能够聚在一起．而地理距离最近的种群不一定 

归为一类．说明小范围内羊草种群间的遗传分化 

与地理距离不存在相关性，而与其生境问的相似 

度相关．影响遗传相似性的不是单一因子而是各 

种因子的综合作用，较小地理范围内羊草种群间 

的遗传分化主要是由环境的异质性所引起的．笔 

者曾以采自中国大安碱地生态试验站 (N45。36 ． 

E123。53 ．o]的羊草种子单株播种栽培 ．以每株羊 

草幼苗的地上部为材料进行 RAPD分析，30个 

实验样品的平均遗传距离为 0．190 9．共可分为 

4个类群(待发表)．通过 RAPD分析，还可以进 
一

步将羊草遗传分化多样性的原因具体化．汪恩 

华等n̈利用分子标记与形态标记以 21个有效随 

机引物中对 9份羊草材料进行 RAPD分析，对随 

机抽取的 l7份禾草种质进行了种质评估的比较 

研究．结果表明，羊草种质的小穗数、种子千粒 

重、叶色、有性繁殖量和结实率5个形态学指标与 

遗传多样性指标存在一定的相关性．应用 RAPD 

技术对不同生境羊草在水分胁迫下游离脯氨酸含 

量的变化做聚类图比较分析，证实水分是影响羊 

草种群间遗传变异和生态型分化的一个最主要的 

因子[1 ．虽然水因子是影响羊草分化的一个主导 

因子，但是在实际研究工作中也认识到羊草变异 

和分化是多种生态因子综合起作用的结果 (如温 

度、海拔、经纬度 、土壤类型等)．而且各因子之间 

又是相互影响．在不同的生境中限制因子又是变 

换的．这就造成不同地理种群的羊草遗传分化过 

程的复杂性[13】．由此可见 ．目前以羊草为实验材料 

的RAPD分析虽有许多报道．但是由于羊草本身 

具有较高的种群变异性，组成羊草群落的植物总 

计有 357种[5 3．加之尚缺乏一种统一的标准分型 

方法．因此 RAPD技术就成为研究羊草分类及来 

源的主要工具．在物种鉴定及遗传分化研究中发 

挥着重要作用． 

除了RAPD技术以外．等位酶技术也可用于 

羊草遗传多样性分析．等位酶是指由一个位点的 

不同等位基因编码的同种酶的不同类型．其功能 

相同但氨基酸序列不同．崔继哲等n ]通过该技 

术．综合分析了松嫩平原 11个羊草种群的遗传多 

样性及遗传分化指标．深入剖析了灰绿型和黄绿 

型两种叶色类型羊草种群之间的遗传差异．证明 

种群间的遗传距离与地理距离之间没有相关．崔 

继哲等 ]还采用淀粉凝胶电泳技术．应用等位酶 

分析方法测定了松嫩平原南部微生境下羊草灰绿 

色和黄绿色两种生态型9个种群的遗传多样性和 

遗传分化程度．证明羊草种、种群和生态型水平都 

维持较高的遗传多样性．两种生态型之间有明显 
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的遗传多样性差异及遗传分化．另外，对不同生 

境、不同分类种群的遗传结构分析发现羊草种群 

遗传变异度很高，但是无论如何归属，松嫩草原上 

的羊草种群遗传分化程度很低，推测可能与羊草 

为异花授粉、不同类型混生及种群间基因流强度 

大有关_l6]．刘杰等[17,18]曾用 SSR作为探针构建了 

羊草的遗传指纹图谱，为羊草种质资源评价、种间 

及种内亲源关系分析、生物多样性研究提供了有 

效手段．利用 AFLP方法对我国不同地区分布的 

羊草材料进行的 DNA多态性分析结果也表 明了 

羊草基 因组 DNA具有比较丰富的多态性． 

2 羊草愈伤组织培养及利用 

植物组织细胞培养(plant tissue and cell cul— 

ture)是通过运用植物组织细胞培养技术实现植 

物育种获得新品种的一条快捷途径，既可以通过 

花粉培养、未授粉子房以及胚株培养等诱导形成 

单倍体植物，也可以通过植物愈伤组织培养中普 

遍存在的染色体变异实现植物突变育种．另外， 

通过植物组织培养技术进行的植物细胞融合 (尤 

其是原生质体融合)、胚胎培养以及植物体外受精 

技术可获得远缘杂交种．通过植物组织培养中的 

茎尖培养能够产生无病毒原种，因而可用于植物 

脱毒，解决生产实践中植物病毒危害问题_1引．组 

织培养是植物细胞工程学、遗传学、植物生理学 、 

生物化学与分子生物学研究的重要基础，不仅用 

于快速繁殖，还用于单倍体育种、种质保存、生理 

学研究和基因转化等领域． 

早在上世纪8O年代，高天舜[203就利用羊草根 

茎作为外植体进行愈伤组织的诱导和植株再生材 

料，目的是为了改良羊草的遗传性状，试图通过组 

织培养途径获得羊草新类型．该研究采用当年生 

羊草根茎幼嫩部分的节间基部切段 以及隔年生老 

根茎和当年生根茎的等间中部、顶部切段作为外 

植体，消毒处理后接 于 3种 MS培养基中，先进 

行暗培养．待长出愈伤组织后转入光照培养，诱导 

率平均在 20％左右 ，分化率最高也只有 24．2％．羊 

草幼穗和成熟种子也可作为诱导愈伤组织的外植 

体．刘公社等 口̈以幼穗作为外植体 ，恒温 25 qC条 

件下诱导愈伤组织，在加有 l mg／L 2，4一D MS培 

养基上继代 2次后，转移到含 1．0 mg／L KT和 0．5 

mg／NAA的MS培养基上分化培养得到再生芽 ， 

并在无激素的基本培养基上获得了生根的试管 

苗，移栽到温室后可正常生长．尽管从羊草叶片、 

幼穗和成熟胚在同样培养条件下均能诱导出愈伤 

组织，但只有幼穗愈伤组织能够继续分化出再生 

植株，但分化率因基因型和外源激素的不同而不 

同．以成熟羊草种子为外植体诱导愈伤组织具有 

操作简便、污染程度低、材料选择直观化的优点， 

且诱导率和幼苗分化率较高、幼苗健壮、生长势好∞ 

崔秋华等[23 3采用 3种培养基(MS、B5和 8l14)，3 

种 2，4一D的浓度水平(1、2、4 mg／L)培养羊草幼 

嫩根茎和种子，结果表明，以种子作为外植体可获 

得较高的愈伤组织诱导率(29．O5％)．但 目前对于 

最适激素浓度没有统一结论，其范围从 l～4 mg／L 

不等[20驯 ，对愈伤组织的诱导效果也未达到令人 

满意的水平，仍需要深入研究。 

在对羊草愈伤组织的应用方面，可以以羊草 

种子诱导出的愈伤组织为材料，用含有 NaC1的培 

养基和含有 NaHCO，与 Na C0，的混合盐培养基 

进行培养，测定羊草愈伤组织的耐盐性．结果表 

明羊 草愈 伤组 织 对 NaC1最 大 耐受 强度 为 180 

mmol／L；对 NaHCO3与 Na2CO3的混合盐的最大 

耐受强度为 4 mmol／L．中性盐(NaC1)与碱性盐 

(NaHCO 与 Na CO )对羊草愈伤组织的胁迫机 

制明显不同[25 国内外对于愈伤组织的培养大多 

应用于转基因，但在羊草方面进行的该项研究却 

很少．刘公社 将携带 PAT基因的质粒通过基因 

枪法转化羊草愈伤组织，然后在筛选培养基上进 

行培养 ，筛选抗性愈伤组织并转接到分化培养基 

上，得到再生苗，然后接种到含有筛选剂的生根培 

养基上培养后得到转基因羊草小苗，该研究已获 

得耐除草剂的羊草新品种专利．曲同宝等[27 3用基 

因枪将 BADH基 因转入 由羊 草成熟胚诱导 出的 

胚性愈伤组织 中 ，获得 了转基 因植 株 ，经 过 PCR 

检测证明外源基因已整合到羊草基因组中并得以 

表达．虽然转入羊草的基因都可被检测到已整合 

人羊草基因组中，而且也得到表达，但是对于转基 

因羊草对周围生态环境的影响还未见相关报道．筛 

选突变体是羊草愈伤组织的另一用途．陈晖等[28 用 

组织培养方法筛选获得羊草抗羟脯氨酸(HYP)变 

异系HR20—8，该变异系细胞内游离氨基酸和蛋白 

质组分氨基酸含量均发生了较大的变化，与供体 

对照比较，分别提高 2．35倍和 1．4O倍．其中，游 

离脯氨酸和蛋白质组分脯氨酸分别提高 6．6倍 和 

3．0倍 ，且脯氨酸合成途径必需的 一谷氨酸激酶 

的活性提高了2．5倍． 
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3 羊草酶蛋白类研究 

蛋白质是生物体生命中的第一重要物质 ，是 

生理功能的执行者，是生命现象的直接体现者，同 

时能够调控相关基因的表达．植物对抗非生物胁 

迫必然有蹑白质的参与，比如耐冷蛋白、热休克蛋 

白、水通道蛋白、赤霉素信号传导蛋白等，从羊草 

中检测这些蛋白的含量以及克隆表达该蛋白的基 

因对于研究羊草耐逆分子机理和改善羊草品质都 

具有重要意义． 

目前对于羊草酶蛋白的研究还远远不够。主 

要有细胞色素氧化酶、过氧化物酶、脂酶同工酶 

等．其应用也仅局限于阐明羊草的遗传分化．通 

过聚类分析可以研究羊草种群在不同地理及生态 

环境中羊草在分子水平上细胞色素氧化酶同工酶 

存在着种内分化 ]．羊草在同工酶水平上的分化 

受多个环境因子的综合影响，而且与羊草耐寒性 

能存在一定的内在联系 ]．张丽萍等『31]对采自同 

一 天然草地上叶片呈黄绿色、灰绿色两种类型羊 

草的根 、茎 、叶的过氧化物 同工酶 、脂酶 同工酶进 

行了分析比较．结果表明，两种叶色羊草，其相同 

组织的过氧化物同工酶谱及脂酶同工酶谱基本一 

致，两种羊草叶片呈现不同颜色只属不同生态型． 

磁场处理不仅可以促进羊草的生长，而且还能 

提高羊草的抗盐碱性．磁场使羊草过氧化物酶 

(POD)活性提高。并且诱发了一条新的同工酶带 ]． 

张卫东等∞认为羊草自交不孕的原因是自交不亲和 

性障碍。并利用禾本科植物自交不亲和性有关的 

硫氧还蛋白(thsioredoxin)h基因设计的引物在羊 

草DNA中检测到预期片段，说明硫氧还蛋白h基 

因可能与羊草的自交不亲和性有关，该基因现已 

被克隆并能够从 GenBank中查到其序列． 

研究羊草草原土壤酶的活性可以判断土壤 的 

肥力．土壤肥力水平接近则土壤酶的活性相似， 

土壤蛋白酶、脲酶、多酚氧化酶的活性与土壤有机 

碳、全氮呈显著相关关系，可以反映土壤肥力水平 

高低．是评价土壤退化的重要指标 ]． 

4 羊草耐逆基因的分离与克隆 

羊草具有耐寒 、耐旱、耐盐碱的特性，并且蛋 

白质含量较高，说明羊草在面对非生物胁迫时高 

效表达能够适应、缓解或对抗相应逆境条件的物 

质．尤其是调控这些物质表达的酶类基因．据报 

道 ，羊草种子个体萌发期最大忍受 pH范围是 

9．14．9．53_4]，对于 NaC1可耐受的最大强度为 6OO 

mmol／L，对于 Na2CO3可耐受的最大强度为 175 

mmol／U 删．为了弄清这种适应机制的复杂性 ，通 

过大规模的 cDNA克隆或者表达序列标签(EST) 

的测序分离相关基因是非常重要的．Jin等[39 采集 

自然生长的植物叶组织经过 Na2CO，胁迫处理构 

建了 cDNA文库，并对其 EST进行测序对比分 

析，推断在羊草叶和根中各有 39和 31个非生物 

胁迫相关基因，这些 EST资源将有助于对植物耐 

盐碱分子基础的深入研究和理解． 

甜菜碱是在生物体内起着渗透保护作用最主 

要的细胞相溶性物质 ]，编码决定该物质合成的 

关键酶一甜菜碱醛脱氢酶(BADH)基因已经先后从 

多种生物体内得到克隆，并在多种植物中进行了 

遗传转化，已获得了抗盐、抗寒、耐旱能力得到较 

大程度提高的转基因植株．某些植物体内的甜菜 

碱含量和 BADH活性随着土壤盐碱化程度的加 

重而增加，因此推测甜菜碱可能与羊草耐盐碱性 

有关．目前羊草中的部分 BADH基因片段也已经 

被成功克隆[4 ]． 

5 问题与展望 

分子生物学技术自其应用以来，以其不可逆 

转的渗透能力和交叉能力与各个学科齐头并进、 

相辅相成、共同发展，许多生物现象的机理机制都 

要最终依赖分子生物学手段予以阐明．以往对羊 

草生物学 以及生理生态 学进行 了比较深入 的探 

讨，但对于羊草分子生物学的研究起步较晚，进展 

也比较缓慢．近年来。随着分子生物学研究手段 

和技术的进步，以及羊草遗传改良的需要，人们在 

羊草遗传多样性、愈伤组织培养、酶蛋白分析以及 

基因克隆与转化等研究领域陆续开展了一些有益 

的尝试。并取得了许多重要研究成果．今后应在 

分子水平上，如对羊草自交不亲和性，非生物胁迫 

耐受机理，种子休眠机理，关键酶基因的分离克隆 

与转化．转基因羊草对周围环境的潜在影响等诸 

多方面加以深入探讨与研究。必将为羊草资源的 

保护和合理利用提供充分的理论基础． 
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方面取得的研究成果。同时，也更加欢迎分子生物学、细胞生物学及生物信息学方面的来稿。 

《生物物理学报》的读者对象为从事生物学、医学，以及从事与生物学交叉学科的科研人员和大专院校师生。 
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