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生物技术在牧草育种中的应用

李 聪

(中国农业科学院 畜收研究所
,

北京 100 仪拜

摘要 : 综述了近 20 年来生物技术在牧草育种中的主要研究进展
.

包括植物细胞和组织培养在牧草种质资源保存
、

体细胞杂交和胚抢救技术在克服种间杂交障碍
、

分子标记和转基因技术在牧草品质改良
、

抗病虫
、

抗逆性育种和作

为生物反应器等方面的应用前景
.
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牧草在农业的可持续发展
、

水土保持 和生态环

境治理等方面正起着越来越重要的作用
.

因而随着

近 20 年来
,

以基因工程
、

细胞工程和酶工程等为代

表的生物技术的迅猛发展
,

牧草的生物技术研究也

在不断拓展
,

并取得 了不少可喜的研究成果
.

可以

说
,

生物技术正在改 变着传统的牧草育种方式及饲

草生产体系
.

1 牧草种质资源保存

目前
,

全球饲用植物约有近 7 0以)种
.

由于人力

和财力的限制
,

现被有效研究和利用的仅 占其中的

约 巧%
,

在人为因素和 自然环境变化等作用下
,

物种

消失的速度正在加快
.

牧草种质保存一般分为原生境 ( in :
而 )保存和

异生境 ( ex
;
itU )保存两种

.

前者主要是通过 自然保

护区的建设和管理来实现
.

这种保存方式是 比较被

动的
,

往往只能延缓物种消亡的速度
,

而且相对成本

较高
.

同时
,

随着全球气候变化加剧等因素
,

许多植

物种群还是难以得到安全彻底 的保护
,

其丢失是不

可避免的
.

第二种的异生境保存方式包含
: 搜集有代

表性的种质资源
、

并将它们的种子
、

可繁殖组织或器

官等安全地保存在种质资源库或植物园中
.

目前
,

利

用种子保存仍然是饲用植物种质保存中最常用的方

法
.

植物组织培养方法为有效地进行饲用植物种质

保护提供了新途径
.

植物组织的离体培养正在被用

于牧草种质资源的保存
,

它具有 以下优点
:
( l) 可 以

利用较小的空间保存较多的种质资源 ; ( 2 )保存方法
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相对简单
,

并且成本较低 ; ( 3 )无性繁殖 的潜力较高 ;

( 4 )可以完全避免遗传侵染 (尤其是种子保存中的大

田遗传侵染 ) ; ( 5 )可以繁殖无病的植物材料
.

例如
,

日本研究人员用紫花首蓓
、

红三 叶和 白三叶的离体

组培苗
,

在 2 一 6 ℃低温下
,

保存 巧 ~
18 个月后

,

其成

活率仍保持 7 0% 一 95 %
.

近年来
,

有些研究人员正

试图利用液氮 的极低温 (
一 1% ℃ )来保存首楷等饲

草的离体茎尖组织
、

愈伤组织和体细胞胚状体等
,

以

达到长期保存植物种质资源的目的〔1 1
.

2 牧草育种

通过育种方法
,

改 良牧 草的主要 目的有
:
( l) 培

育高产新品种
.

( 2 )提高饲草品种的品质和农艺生产

性状
.

( 3 )培育抗病虫
、

抗逆
、

耐牧等新品种
.

生物技

术的发展为加速牧草育种进程提供了有力的武器
.

2
.

1 体细胞杂交和胚抢救技术
,

克服种间杂交障碍

在育种中
,

为了获得特定的遗传性状
,

有时需要

进行种间远缘杂交
,

但因种间生殖隔离
,

常因受精前

障碍—
花粉

、

雌蕊不亲和性 ;或受精后障碍—
胚

败育等问题使远缘杂交失败
.

体细胞杂交是克服受

精前障碍—
花粉

、

雌蕊不亲和性的最有效办法之

一 它用酶解去除杂交植物的细胞壁
,

形成游离的原

生质体
,

在缓 冲液中
,

经 电脉 冲或化学调渗剂作用
,

实现双亲原生质体的融合杂交
,

然后通过细胞培养

分化
,

再生出杂种植株
.

而胚抢救则是克服受精后障

碍

—
胚败育的主要方法之一 它利用组培方法

,

在

杂交授粉后的特定发育阶段
,

对杂种胚胎
、

胚珠和子

房进行培养
,

使其免以败育而形成杂种植株
.

在牧草中
,

首蓓属种间体细胞杂交是研究最多

的
.

其研究开始于 19 83 年
,

直到 1夕取) 年才成功地 获

得了紫花首藉 M
.

: at 初 和多变首蓓 M
.

~
的体细

胞杂种植株
.

199 2 年获得了紫花首楷 M
.

s之材“ 心 和蓝

花首藉 M
.

,
月珑 a 的体细胞杂种植株

,

19 94 年获得

了紫花首蓓 M
.

` 口彻口 和灌木首蓓 M
.

口月沁er a 的体细

胞杂种植株
.

在三叶草
、

百脉根
、

羊茅和黑麦草等属

的饲草中
,

均 已有体细胞杂交成功 的研究报导
.

此

外
,

近 十年来
,

还 获得 了紫花 首蓓 与 红豆 草 口朋
-

b。 ℃h is 流 i如撇
、

百脉根 肠 t us co m ic 诚 z

ha
;及百脉根与

株食豆 口 ,℃诚 ~
、

苇状羊茅和黑麦草等属 间体细

胞融合的杂种植株
.

在首蓓
、

三叶草
、

百脉根
、

羊茅和

黑麦草等属中
,

也 已有许多胚抢救成功获得种 间杂

种植株的报导
.

这些都极大地丰富了杂交育种的手

段
.

时至今 日
,

尽管基因工程技术有了突飞猛进的发

展
,

但对于多基因控制的诸如产量
、

抗性等性状 的遗

传转化还存在着许多障碍
.

因此
,

用体细胞杂交和胚

抢救等技术
,

进行远缘杂交
,

仍然是解决 问题的有效

方法之一川
.

2
.

2 分子标记辅助育种和基因图谱

在育种中
,

常常选择与重要农 艺性状紧密相关

的遗传标记来提高选择的效率
,

这样可以 加快育种

的进程
.

DN A 分子标记主要有 R F IJ ,

(限制性片段长

度多态性 )
、

R A PD (随机扩增多态 DN A )
、

A F IJ )

(扩增

片段长度多态性 )
、

邓 R (微卫星或简单重复序列 )和

SN P (单核昔酸多态性 )等 5 种
.

这些分子标记已在首

蓓
、

三叶草
、

百脉根
、

羊茅
、

黑麦草
、

披碱草
、

羊草
、

鸭

茅和赖草等牧草上应用
.

它在基因作图和典型标记

性状选择等方面的作用
,

已初见端倪
「3〕

,

以基因图谱为核心的基因组学研究正在成为一

个研究的热点
.

它以大规模 的 D N A 测序与计算机识

读的生物芯片微矩阵 ( iM
c ro a r l)

r

)相结合
,

形成了一门

叫做生物信息学 ( iB io nfo ~ ict s
)的新学科

.

通过基 因

组 中结构基因和功能基 因的分析
,

可以准确地 了解

植物生长发育
、

品质变化
、

抗病虫
、

抗逆
、

固氮等生理

生化反应的遗传调控机制
,

为基 因操作提供更有力

的工具
.

牧草中
,

基因图谱研究进展最快的是首藉和

百脉根
.

尤其是对二倍体截形首藉 ( M
.

￡几刀配
aut 阮 )研

究最多
,

欧美合作已完成 了约 巧 个万序列 的侧序
.

在已报道的首楷基 因图谱 中
,

有 4 个是二倍体
,

1 个

为四倍体
,

这是因为异质杂合 的四倍体紫花首楷 自

交退化
、

无偏等位分离估算困难等原因
,

增加了其遗

传分析的复杂性
.

在首蓓属的 8 条染色体上
,

定位的

基因已达数百个以
4」

.

2
.

3 牧草的基因工程育种

转基因牧草研究于 19 86 年首次报道
,

D ae k 等人

用根癌农杆菌
,

将报告基 因 NP t ll (新霉素磷酸转移

酶基因 )导人首蓓
,

并再生出转基 因首蓓
.

目前总体

来说
,

豆科牧草方面的研究报导较多
,

主要集中在首

蓓
、

百脉根
、

三叶草等属中
,

禾本科饲草方面的研究

起步较晚
,

主要集中在高羊茅
、

黑麦草
、

鸭茅等草种

中
.

美国用基 因工程方法培育的抗 Bas at 除草剂首蓓

品种现已完成 田间释放 的安全性评估
,

有望在近期

投放市场
,

它可能成为第 一个用于大 田生产的转基

因牧草品种
.

目前牧草基因工程育种研究 的主要领

域涉及品质改良
、

抗病虫
、

抗除草剂
、

抗逆性
、

固氮和
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作为生物反应器等方面] [ s
.

2
.

3
.

1改良收草的品质 构成牧草品质的主要因素

有
:干物质消化率

、

水溶性碳水化合物
、

蛋 白质组成

及含量
、

木质素和生物碱等
.

通过基因操作
,

调控其

代谢过程
,

就可以改良牧草 的品质
.

( l) 木质素生物合成的基 因操作
.

牧草在开花进

人生殖生长阶段后
,

木质化进程加快
,

使消化率迅速

下降
.

据试验
,

肉牛在饲喂同等 日粮条件下
,

消化率

提高 1%
,

就可使活体质量增加 3
.

2%
.

目前
,

已分离

克隆了 4 个与木质素生物合成 有关酶 的基因
,

即 :

CO MT (咖啡酸
一 O 一 甲基转移酶 )

、
4 CL (香豆素辅酶

连接酶 )
、

C C R (肉桂辅酶还原酶 )和 CA D (肉桂乙醇脱

氢酶 )
.

通过对它们的反义抑制调控
,

显著降低了这

些酶的生物活性
,

改变了木质素的组成和含量
.

试验

中
,

转 C CR 基 因烟草植株
,

其木质素下降了 50 %
,

而

未倒伏
,

植株能正常生长发育
.

已开始 在紫花首藉
、

矮柱花草
、

黑麦草和羊茅 中进行相关研究
.

( 2 )果聚糖代谢的基因操作
.

在许多禾本科牧草

中
,

果聚糖是主要的可溶性贮存碳水化合物
.

增加其

含量可以提高瘤胃对饲料和蛋白质的吸收
.

同时
,

果

聚糖的积累还有助于提高牧草 的抗早耐寒能力
.

现

已从大麦中分离克隆了 3 个与果聚糖生物合成有关

酶 (蔗糖
一 果聚糖转移酶等 )的基 因

,

并正在紫花首

蓓
、

白三叶
、

黑麦草和高羊茅 中试验
,

以期改善饲草

的品质和抗逆性
.

( 3 )特殊蛋 白质合成的基因操作
,

含硫氨基酸
-

蛋氨酸和半胧氨酸
,

是反当动物的必需氨基酸
,

它可

以减轻瘤 胃微生物对饲料蛋 白质 的降解
,

对动物生

长发育
,

尤其对羊毛的产量和质量有重要影响
.

现已

分离克隆的含硫氨基酸基 因有
: 鸡卵清蛋白

、

豌豆清

蛋白
、

向日葵 清蛋 白等基 因
,

并已在首蓓
、

百脉根等

饲草中试验
.

但由于转基 因是插人到核基因组中
,

其

表达量较低 (不到总蛋白量的 0
.

01 % )
,

目前还难 以

在生产上利用
.

现已开始研究将这些基因插人到叶

绿体基因组中表达
,

有可能大大地增加其表达量
.

同

时
,

由于叶绿体基因组是母性遗传的
,

并且具有 DNA
的多拷贝数和特殊细胞结构等优点

,

开展其遗传转

化研究
,

将是植物基因工程 的又一个新热点
,

必将对

今后的转基因植物研究产生重大的影响 e[]
.

( 4 )浓缩单宁的生物合成
.

浓缩单宁是通过类黄

酮途径合成的
,

一般在饲草 中
,

其含量控制在 1% -

3%为好
,

它可以有效地抵御豆科草地放牧引起的瞰

胀病和瘤 胃寄生虫的影响
,

但浓缩单宁含量过高时
,

会使动物厌食和有抗营养作用
.

最近已发现了调控

单宁合成的相关酶和基 因
,

其代谢调控 比较复杂
,

涉

及 10 个以上 的基因
.

正在首楷和 白三叶中研究
,

以

期通过改变浓缩单宁的分子结构
、

组织分布及表达

量等
,

来培育无朦胀病的首楷和 白三叶新品种
.

相

反
,

通过基因的反义调控
,

也试图从高单宁含量的牧

草中培育出低单宁含量的品种
.

2
.

3
.

2 杭病 虫
、

抗除草剂的基因工程育种 病虫和

杂草控制已成为集约化饲草生产过程中的关键技术

之一 由于植物的抗病虫
、

抗除草剂特性一般是由单

基因或少数基因控制 的
,

往往转基 因的效果 比较明

显
.

因此
,

在过去的十几年中
,

饲草抗病虫
、

抗除草剂

育种方面的研究进展较快
,

分离研究 的主要基因包

括 :
几丁质酶

、

葡 聚糖酶
、

植物 防御素
、

植物抗毒素
、

核糖体失活蛋 白
、

病毒外壳蛋 白
、

病毒复制酶
、

病毒

运动蛋 白
、

Bt 毒素
、

蛋白酶抑制剂和淀粉酶抑制剂等

基因
.

例如
,

在抗首蓓花叶病毒 ( A MV )研究 中
,

通过

利用 AMV 外壳蛋白基 因的遗传转化
,

已获得了抗首

楷花叶病毒的转基因植株
.

大麦黄矮病毒 ( BYD
V )和

黑麦草 花叶病毒 ( RM V )在黑麦草和羊茅 中极易 发

病
,

发 病后
,

可减产 24 % 一
50 %

.

目前
,

已获 得转

R助 V 外壳蛋白基 因的多年生黑麦草植株
.

用 Bt 毒素

基因转化饲草
,

以提高其抗虫性的研究也已展开
.

美

国获得 的抗除草剂转基因首楷
,

已通过了大田鉴定
,

不久将会在生产上推广应用
.

2
.

3
.

3 提高杭逆性和 固氮能力的基因操作 与农作

物相 比
,

牧草往往种植在 自然和栽培管理条件较差

的地区
.

因而提高其抗逆性是牧草育种的主要 目标

之一 高等植物细胞有多种途径感受外界环境中理

化参数的变化
,

从而将胞外的信号变为胞 内信号
,

通

过系列的磷酸化级联反应将信号传递给转录因子
,

转录因子再作用 于功能基因
,

启动逆境应答基 因的

表达
,

从而提高植物的耐逆性
.

植物在受到逆境胁迫

时
,

通过细胞 内小分子有机化合物 的代谢合成
,

以维

持细胞内外的渗透压平衡
,

抵御逆境的胁迫
.

这些小

分子有机化合物包括海藻糖
、

甜菜碱
、

糖醇
、

果聚糖
、

脯氨酸等
.

例如
,

研究表明
:
在干早

、

寒冷和盐碱等逆

境胁迫下
,

抗逆性较强的蔡科
、

早熟禾科及大麦
、

冰

草等植物体内甜菜碱的合成积累较快
,

而且积 累甜

菜碱的植物比积累脯氨酸的植物具有更强的耐渗透

胁迫能力
.

因此
,

甜菜碱被认为是最有希望的植物渗
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调剂之一 甜菜碱由胆碱经两步氧化而成 (胆碱一甜

菜碱醛一甜菜碱 )
,

反应在叶绿体基质 中进行
.

催化

第一步反应 的是胆碱单氧化酶 ( CM O ) ;催 化第 二步

反应的是甜菜碱醛脱氢酶 ( BDA H )
.

本课题组已获得

转化这两个基因的首蓓和百脉根植株
,

进一步 的抗

性生理生化鉴定和分子生物学鉴定正在进行 中
.

目前全球工业生产固氮年总产量约为4 《XX)万 t
,

而全球生物固氮年产量约为 1
.

75 亿 t
,

其中植物固氮

约为4 中叹)万 t( 豆科植物占 3 500 万 t ; 非豆科植物 占

9以) 万 t)
.

由于牧草种植面积在陆地 面积 中占有举

足轻重的地位
,

因此
,

牧草的固氮基 因工程研究 已开

始引起了科学家们的兴趣
.

其基因调控系统相当复

杂
,

涉及到固氮菌和植物的相互作用
,

有关的基因被

不断发现报 导
,

由此产生 了一个 叫共生基 因组 学

( Sy lnb i , g e n o n l l c s
)的研究领域

.

牧草中研究最多的还

是首楷
.

但禾本科牧草的联合固氮研究引人关注
,

特

别是在雀稗固氮方面
.

本人 曾从 耐盐的禾本科牧草

—
双秤草 中成功地分离出一株耐盐

、

且高效 固氮

的联合固氮菌—
肺炎克 氏杆菌

,

通过插入 肠 C Z 报

告基因的表达
,

研究该菌在根部的定殖情况
.

其潜在的商业价值
.

美 国 Wi sc o
sn in 大学的研究人员

正在研究用基 因工程方法
,

从微生物中克隆 目的基

因转化首蓓
,

然后从转基因首楷中提取纯化 目标酶
,

从而大大地降低 了一些特殊酶 的生产成本
,

提高 了

首蓓的附加值
.

目前研究较 为成功的例子有如下两种酶
: 第一

是 M n
依赖型的木质素过氧化物酶 (Mn

一

)P
.

其编码

基因是从一种叫 月 “ 王爪于八 r 产姗化 c入。 3。

柳 ir um 的微生物

基因组中克隆的
,

它实际上是一种真菌木质素降解

酶
,

在工业上可用于生物制浆和生物漂白
.

第二种酶

为
a 一

淀粉 酶
.

其编码基 因是从 及沈艺“ “ , ilc he
n
沂

” 刀王。

(地衣芽抱杆菌 )基 因组 中克隆的
.

这种酶被广泛用

于淀粉加工工业
.

上述两种酶 已通过转基因首蓓成

功地小规模试验生产
.

根据初步的试验结果分析
,

大

幅度提高了首蓓的产值
.

这为牧草高附加值产品的

开发利用提供了思路
.

此外
,

利用转基因技术
,

培育

防口蹄疫
、

霍乱和腹泻疫苗的首蓓 品种的研究也已

启动
.

参考文献
:

3 作为生物反应器的基因操作

利用转基因技术
,

将牧草
、

尤其是多年生豆科牧

草作为生物反应器
,

来生产蛋 白质
、

酶制剂
、

专用药

品
、

疫苗
、

抗体和生物可降解塑料及其他次生代谢物

等产品的研究已经起步
.

这是因为牧草具有生物量

大
、

多年生
、

再生快
、

栽培管理成本低等一系列优点
.

传统上
,

绝大多数工业酶制剂的生产是通过特

殊微生物的大规模发酵培养
,

经收集
、

提取
、

加工和

纯化而成的
.

这需要复杂 昂贵的设备投资及工艺操

作
,

因而生产成本较高
.

由于工业
、

环保等领域快速

发展
,

工业酶制剂的需求量正在剧增
.

如应用于生物

制浆
、

食品加工
、

碳水化合物及化学品的合成转化
、

人和动物的食品添加剂
、

环境中有毒或污染物 的降

解去毒等
.

当前在工业上常用 的酶类中
,

约有 20 种

可以做到比较便宜地大规模生产
.

但有些 酶的生产

成本是非常高昂的
.

近十年来
,

随着 以基因工程为核心的生物技术

的迅猛发展
,

科学家们通过应用转基因技术
,

将转基

因首糟作为一种生物反应器
,

用来生产特殊 的工业

酶制剂
,

开辟了首楷开发利用 的一个新领域
,
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