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中文摘要

早春短命植物(Ephemeal Plant)因充分利用早春融雪水及春末夏初充足的

光热资源快速生长，并于干热季节来临之前，在短短的60．90天内迅速完成生活

史而得名。在我国仅分布在新疆北部的天山北麓和准噶尔盆地及其周围干旱的

荒漠地区，对降低沙尘暴危害、防风固沙、保护和改造生态环境起到重要作用，

并且在此类植物中蕴涵着大量具有饲用、药用及观赏价值的种类，构成了新疆

独特的、具有很高潜在利用价值的生物资源库。近年来，短命植物光合作用效

率高，生长周期短，生长发育快等特性，成为科学家们研究的重点。

本文以两神典型的短命植物：禾本科一东方早麦草(Eremopyntm

orientale)，十字花科一独行菜(Lepidium apetalum)作为研究对象，同时以两

种典型的C3植物：禾本科一小麦(Wheat)，十字花科一油菜(Brassica napus)

作为对比参照，通过制作石蜡切片观察叶片形态解剖结构、制作超薄切片观察

光合作用细胞器结构、免疫胶体金技术定位光合作用关键酶一1，5．二磷酸核
酮糖羧化酶，加氧酶(ribulose·1，5一bisphosphosphate carboxylase／oxygenase，简

称Rubisco)，分析比较了四种植物在叶片解剖结构、光合作用细胞器、光合作

用关键酶的定位等方面特征的异同，讨论了短命植物的光合作用途径。

通过石蜡切片，在显微镜下观察叶片细胞水平，显微结构结果显示：东方

旱麦草、独行菜叶脉的导管腔大，有利于在短时间内快速吸收和传输水分；叶

中有大型、特大型贮水薄壁细胞，有利于贮水保水；叶片的横切面上，一层大

型薄壁细胞整齐排列在维管束周围，组成维管束鞘；维管柬鞘细胞内含有数量

多、体积小的叶绿体，沿维管束鞘细胞外缘呈离心分布，形成类似C4植物的“花

环结构”。这些特殊的保护结构，是短命植物长期适应于干旱、风沙侵袭特殊的

环境，而逐渐演化形成的生理结构。

通过超薄切片，在透射电镜下观察叶片细胞内水平，超微结构结果显示：

东方旱麦草、独行菜维管束鞘细胞中细胞器丰富：叶绿体沿维管束鞘细胞边缘

呈离心分布，叶绿体小且基粒片层不发达；维管束鞘细胞内含有大量淀粉粒。
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这些亚细胞结构特征与C4植物相似。

Rubisco是光合作用的关键酶，本实验通过对该酶的免疫组化定位以区别

G与两种短命植物的光合作用途径。

本实验应用基因工程技术制备DNA疫苗，免疫小鼠获得Rubisco大亚基抗

体，与以往从植物中纯化Rubisco蛋白免疫动物制备抗体的方法不同。Rubisco

大亚基(ribulose．1，5·bisphosphate earboxylase large subunit，rbcL)为叶绿体编

码基因，序列保守且无内含子，根据已发表的旱麦草rbcL基因序列设计引物，

从东方早麦草基因组DNA中直接扩增rbeL基因，并构建到真核表达载体

pcDNA3上制备DNA疫苗。同时为了提高抗体效价，将该基因构建到原核表

达载体pGEX4T-1上制备蛋白疫苗，加强免疫小鼠。对抗体进行ELISA和

Western检测，结果表明抗体效价高、特异性强，可以用作后续免疫组化研究。

用已获得的抗体对四种植物叶片中的光合作用关键酶Rubiseo进行免疫组

化定位，观察四种植物叶绿体中胶体金颗粒的标记情况：东方旱麦草、独行菜

维管束鞘细胞叶绿体中有胶体金颗粒标记的Rubisco，而叶肉细胞叶绿体中几

乎没有；在小麦和油菜叶肉细胞叶绿体中观察到了Rubisco的胶体金颗粒。结

果表明：东方旱麦草、独行菜两种短命植物光合作用关键酶Rubisco的分布与

C3植物不同，更接近于c4植物。

关键词：东方早麦草，独行菜，显微结构，超微结构，免疫胶体金定位，Rubisco，

rbcL基因
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Abstract

Ephemeral plant is a special plant species which is able to make full use of

melting snow water and spring rainwater,as well as the illumination and heat

resources，tO start and soon finish a life cycle within 60-90d before hot summer

season is coming．They distribute only in the north of Tianshan mountain，Jungar

Basin and the surrounding arid desert area of Xinjiang pmvince，China，and

therefore play important role in tedudng sand storm，wind-btea“ng and

sand·stabilizing．protection and improving ecological environment．Moreover,thcte

have a large amount of species which ate valuable in feeding,medicinal and

decorative purpose．SO ephemeral plants consist of the biological tesource pool witlI

unique and very high potential value for utilization．Recently,the characteristics of

high photosynthesis efficiency,short life cycle．fast growth and development of the

ephemeral plants have already become ahot research field for biologists．

We choose two ephemeral species and two c3 plant species as materials：

Eremopyrum orientale,Lepidium apetalum，Brassica napus and Wheat cultivar．

Several experiments and research work on microstructum，ultrastructute and

immunogold localization showed the characters of the four plants on anatomical

structure，photosynthetic celMlar organelle and the localization of photosynthetic

key enzyme，then compared the differences between ephemeral plants and C3 plants，

finally discussed the pattern of photosynthetic carbon metabolism of ephemeral

plants．

The cellular structure of leaves was observed under light microscope by using

paraffin section technique．The results showed that the tracheary element in vein of

Eremopyrum orientale and Lepldium apetalum are bigger than another twO c3 plant

species，and this wide tracbeary element is available for rapid absorption and

transportation water in shon time．The major water-storing parenchymatous cells

3
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which are making for keeping water can be observed in mesophyll of dphemeral

plant．There are lots of small chloroplasts in bundle sheath cens(eSC)around

vascular bundle．For these chloroplasts distributing along the edge of BSC'it looks

like a wreath。so called“Kranz type”which is the typical structure of C4 plant．

Above-mentioned special physiological structure of ephemeral plant is formed for

adapting to the environments in arid and wind·striking area in long period of

evolution．

The anatomic structure was observed under transmission elcetmn microscope

(TEM)by using resin ultra·thin CroSS·section technique．The results of ultrastructure

indicated that the cellular organdie in BSC of two ephemeral plant species were

more abundant than that of another two C3 plants．The grana lamellae in chloroplast

in BSC of ephemeral plants are underdevelopment．And a lot of starch grains are

presented in BSC of ephemeral plants．

Because Rubisco is a key enzyme in photosynthesis，immunolocalization of

Rubisco in c3 plants and two ephemerals was determined to distinguish their

djfference．

Difference from the way reported previously to obtain antiserum with which

ribulose·1，5-bisphosphate carboxylase(Rubisco)is purified from plant and then

immune animal，eukaryotic expression vector of genetically engineered gene was

used for preparation of antiserum against Rubisco in present study．Because

Ribulose-1，5·bisphosphate carboxylase large subunit(rbcL)which is encoded by

chloroplast genes has high homology with other close·related species and have no

intron。so it can be directly amplified from Eremopyrum orientale genomie DNA

based on published sequence of Eremopyrum，6吐．肋吐was constructed in

eukaryotic expressed vector-pcDNA3 to prepare DNA vaccine，and was constructed

in prokaryotic expressed vector-pGEX4T-1 to prepare purified protein for

strengthening effect．ELISA and Western resuRs showed that the potency and

4
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specificity of antiserum werc high and suitable for immunolocalization．

The above antiserum against rbcL was used to locate the Rubisco in leaves of

four plants through immunogold localization．Inspection under ultramicroscope

showed that the distribution of immunogold particles was markedly difference

between C3 plants and ephemerals．In Brasscica and Wheat，stroma of mesophyll

chloroplasts was densely labeled with immunogold particles for Rubisco．In

Eremopyrum orientale and LepMium apetalum，stroma of mesophyll chloroplasts

was scarcely labeled with immunogold particles，indicating a low Rubisco content in

mesophyll chloroplasts，but the stroma of chloroplasts of BSC was densely labeled

with immunogold particles for Rubisco．These results showed that the distribution of

key photosynthetic enzyme—Rubisco in two ephemeral plants is different from C3

plant but similarwith C4plant．

Key Words：Eremopyrum orientale，Lepidium apetalum，microstructure，

ultrastructure，immunogold 10calization，Rubisco，rbcL
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第一部分文献综述

第一章C3与C4植物光合作用代谢途径研究进展

绿色植物的光合作用是将C02和H20合成为有机物(主要是糖)。这一过

程中c02的固定还原即碳的同化，主要有C3途径(卡尔文循环)和C4途径f”。

具有C3途径和C4途径的植物就分别叫做C3植物和C4植物。从植物体的解剖

构造、生理活动、区别碳代谢途径的方法等方面来阐述C3植物和C4植物的差

别，结合当前对c3植物与C4植物的研究进展，进一步分析C4植物具有较强

光合效率的内在因素及其在生产、科研中的合理利用。

I．C3与c4植物的概念

植物在光合作用中仅以卡尔文循环固定同化碳素(C02)，最初产物是3．

磷酸甘油酸，这种C02的固定还原途径叫做C3途径llJo在这条途径中植物以叶

绿体中的1，5．二磷酸核酮糖(简称RuBP)为C02受体，在RuBP羧化酶催化

下合成为3．磷酸甘油酸。所生成的3．磷酸甘油酸再经还原再生等一系列反应，

最终合成为有机物(糖)并重新生成RuBP[21。

具有这种途径进行光合作用同化碳素的植物就叫C3植物，如小麦、水稻、

大豆等大多数植物。 ·

另一类植物在固定同化碳素时，除卡尔文循环以外，还有一条以草酰乙酸

(四碳化合物)为最初产物的碳素同化途径。在这条途径中植物是以叶绿体中

的磷酸烯醇式丙酮酸(简称PEP)作为C02受体，在PEP羧化酶催化下，将

C02固定并合成为草酰乙酸121。

具有这种途径固定同化碳素的植物就叫C4植物，如玉米、高梁、甘蔗等植

物。
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2．C3与c4植物的区别

2．1 C3与C4植物的解剖特征

C4植物叶脉维管束都有发达的维管束鞘，外侧密接一层成环状或近于环状

排列的叶肉细胞，组成明显的内外两层，内层是维管束鞘细胞，其外层是整齐

排列的叶肉细胞。C4植物叶片的维管束鞘薄壁细胞较大，其中含有许多较大的

叶绿体，特称为“花环结构”(KmIlz typO，这种结构是C4植物的特征12I。维

管柬鞘薄壁细胞中叶绿体比叶肉细胞的叶绿体大，常没有基粒或基粒发育不良，

光系统II较少，主要可进行环式光合磷酸化反应。而Q植物叶脉维管束鞘不

发达、维管束鞘薄壁细胞较小、细胞小、不含叶绿体或含有很少叶绿体，维管

束鞘周围的叶肉细胞松散，没有“花环结构”。C4植物的叶绿体除维管束鞘细

胞的较特殊外，其一般叶肉细胞内的叶绿体与C3植物叶细胞内的叶绿体结构类

同(但化学组成有差异)[31。

C4植物和C3植物叶绿体中，叶绿素a和叶绿素b的比例不同，C4植物

约为4：1，而c3植物约为3：1。所以C4植物光合作用中心及光能利用率都

比C3植物为高¨I。

另外C4植物鞘细胞和叶肉细胞间有发达的胞间连丝，得以保持细胞间频繁

的物质交流。

2．2 C3与C4植物的生理特征

22．1 C3与C4植物固定c02的羧化酶不同

C4植物叶肉细胞中有一些特有酶，如磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶、天冬氨酸

转氨酶、苹果酸脱氢酶、磷酸丙酮酸双激酶、腺苷酸激酶、苹果酸酶等。这些

特有酶的存在，是因为c4植物通过磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶的催化作用，固

定C02，形成了草酰乙酸后，要进一步转移到维管束鞘薄壁细胞中脱羧放出

C02，在维管束鞘薄壁细胞中再经c3途径合成糖，并可就近输入维管柬，增

加了效率和C02的利用率【510
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植物的上述脱羧过程也有三种类型：第一种类型，是草酰乙酸在叶肉细胞

的叶绿体中被还原为苹果酸，再运至维管束鞘薄壁细胞叶绿体中脱羧，放出C02

进入卡尔文循环(玉米、高梁、甘蔗)。

第二种类型，是草酰乙酸先通过转氨作用转变为天冬氨酸，运至维管束鞘

细胞中，再通过天冬氨酸转氨酶作用，重新形成草酰乙酸。草酰乙酸在PEP羧

激酶作用下脱羧。

第三种类型，即在叶肉细胞内形成的天冬氨酸转移到维管束鞘细胞后，经

天冬氨酸转氨酶的作用形成草酰乙酸，草酰乙酸在NAD-g果酸脱氢酶作用下

形成苹果酸，苹果酸在NAD．苹果酸酶作用下脱羧放出C02。

而C3植物没有上述酶所催化的反应，仅在叶肉细胞中通过RuBP羧化酶催

化固定C02，合成糖，再运至维管组织，因此运输效率比C4植物低【61。

C4植物叶片的维管束鞘薄壁细胞中含有许多叶绿体，它比叶肉细胞的叶绿

体大，在许多C4植物中，叶肉细胞与维管束细胞中的叶绿体也不同，如野牛草、

玉米、甘蔗维管束鞘细胞叶绿体内没有基粒或没有发育好的基粒，大的类囊体

平行贯穿在整个叶绿体中。有些C4植物维管束鞘细胞的叶绿体中有基粒，含淀

粉粒，在嵴处有发达的线粒体。鞘细胞叶绿体含有正常的卡尔文循环所需要的，

酶。在维管束外面有排列紧密的叶肉细胞，叶肉细胞叶绿体有基粒，含有它所

特有的各种酶。维管束鞘薄壁细胞与其相邻的叶肉细胞之间有大量的胞间连丝

相连。现在已经明确，叶肉细胞中固定C02，产生四碳酸，但不形成淀粉。四

碳酸运至鞘细胞中发生脱羧作用，产生C02，C02再通过卡尔文循环形成PGA

及其它光合产物。这些光合产物或是以淀粉的形式暂时贮藏在鞘细胞中，或以

蔗糖的形式运至维管束中【^91。

此外，C4途径的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶的km(米氏常数)是7微摩尔，

而C3途径的二磷酸核酮糖羧化酶的km是450微摩尔。说明前者比后者对C02

的亲和力大的多，活性较强可达后者的60倍。所以C4植物与C3植物相比在强

光下光合速度增大，可积累较多光合产物，并可利用较低浓度C02。C4途径与

C3途径的结合有力解释了C4植物光合效率为什么很高。C4植物最适温度为

9
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30．40"C；而C3植物为15．25"C[11’121。

2．2．2 C3与C4植物c02补偿点不同

植物在光照下光合作用吸收的C02量与呼吸作用释放的C02量达动态平衡

时，环境中的C02浓度为C02补偿点。C4植物COe补偿点是O-lOppm C02，表

观上没有显示出光呼吸：而C3植物C02补偿点是50．100ppm C02，表现出显著

的释放C02。这进一步说明C4植物可以利用低浓度的C02，甚至气孔关闭时可

利用细胞间隙的C02继续生长，而C3植物则不甜131。

2．2．3 C3与C4植物的光呼吸速率不同

c4植物光合作用速度不受气相氧的浓度的影响，但是C3植物光合作用因

氧存在而受到抑制。原因是1，5-二磷酸核酮糖羧化酶的双重催化反应。在

C02J02比率低时进行氧化反应，起加氧酶的作用，产生较多的乙醇酸使光呼吸

速率增高；而在cod02比率高时催化羧化反应，抑制了乙醇酸的产生，光呼吸

降低。C4植物的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶活性较强，对c02亲和力大，并以草

酰乙酸形式将c02运输到维管束鞘薄壁细胞中，从而增加了维管束鞘细胞的

C02／02的比率，有利于1，5．二磷酸核酮糖羧化酶的羧化反应，乙醇酸的产生

受到抑制，光呼吸速率就非常低。而C3植物没有这方面的作用，光呼吸速率也

就较高，可耗损光合新形成有机物的四分之一至三分之一。但是C4植物的光呼

吸消耗很少，只占光合新形成有机物的2-5％[14“51。

农业实践和科学研究中经常需要判断某种植物是C3植物还是C4植物，结

合现代的科学技术手段，检测植物的生理特征及生化指标等，从而达到区分二

者的目的。

总结以上所述C3植物、C4植物在光合作用以及生理各方面的差异，列表

如下：
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岛植物、c4植物的某些光合、生理特征表“1

3．判断c3与C4植物光合作用途径的方法

随着人类对光合途径的研究的深入，对于不同光合碳同化途径的鉴别手段

也日渐完善， 目前主要从以下几个方面来加以鉴别： 形态解剖、稳定性碳同

位素、酶学研究以及14C02示踪。．

3．1形态解剖法

即用石蜡切片法镜检观察叶片的解剖结构，看是否有Kranz结构。叶片解

剖结构中存在“花环结构”的为C4植物，不存在的为c3植物【161。

3．2稳定性碳同位素方法
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用碳同位素方法鉴别C3和C4植物是基于这样一个原理：植物的光合途径

不同，同化过程对大气碳同位素的分馏效应也不同，根据此，可以通过测定植

物的d13C值来鉴别C3和c4植物，C4植物的d13c在．80／oo．．16‰之间而c3植

物的d13C在．22％o---35‰之间【埘。

3．3酶学研究

c4途径有关的酶磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶，NAD(P)苹果酸酶，NAD(P)

H苹果酸酶，丙酮酸磷酸双激酶，碳酸苷酶等，与C3植物体内的同工酶比较，

活性较高118】。

由于C4植物叶片细胞内有两种叶绿体：维管束鞘细胞叶绿体和叶肉细胞叶

绿体，造成了光合作用途径中关键酶，在C3和c4植物叶片细胞内的分布也有

所不同。例如，RuBP羧化酶在C4植物中分布于维管束鞘细胞内，在c3植物中

却分布在叶肉细胞中。是以造成了C4植物的光呼吸只发生在维管束鞘细胞内，

其叶肉细胞却不能进行光呼吸。而C3植物所有的叶肉细胞都能进行光呼吸。因

而通过对酶的定位的方法，也可以判断光合作用途型19’如1。

3．4 HC02示踪

14C02示踪试验是看C02羧化的最初产物是否为C4酸；即苹果酸和天门冬

氨酸，如果是则为C4植物I刀。

但从环境条件对光合途径的影响来看，C3植物中C4途径的出现，以及c3．c4

中间型的出现使得对光合途径的判断出现了复杂性，这也是用不同鉴别方法得

到不同结果的原因所在。例如大莳萝菊(Artemisia sieversiana)用酶学方法为

C3植物【8l，但用解剖方法则为C4|植物191。类似的还有芨芨草(Achnatherum

splendens)和白茅(Imperata cylindrical)，用酶学判断为C4植物|10-11I，但用稳

定性碳同位素方法鉴别则为c3植物l”I；羊柴(He妙sarumfruticosum)根据d”c

值为C3植物，但在叶片中却发现有很高的C4酶活性。因此今后在判断植物光

合类型时一定要慎重，尽量用多种手段来验证同时综合考虑其生长环境条件。
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4．c3与C4植物光合作用的研究进展

在判断C3和C4植物光合作用途径方面，已有几十年的研究历史了。近20

年来，免疫胶体金【51、荧光抗体技术【6】由于可以进行组织定位、细胞乃至亚细

胞水平定位的研究，被应用于高等植物叶片内酶的定位，通过判断光合作用中

关键酶的位置，以此来区别C3和C4植物。由于其免疫反应的试验结果又具有

形态学特征，这就显著提高了结果判断的可靠性。

了解C3和C4植物光合作用途径的地理分布，对于研究植物的自然分布和

生态学特性很有帮助， 也有利于开发牧草资源【211。对某一地区植物的光合作

用途径作全面调查将有助于植物生理生态学研究和了解生境变化对植物群落结

构和功能的影响。对于C3和C4植物地理分布的研究也可以为探索环球大气变

化对植物种的分布的影响提供本底资料【21。

环境因子对C3和c4光合类型的地理分布、光合潜能的发挥以及光合途径

之问的相互转换起着重要的调节作用，在这些方面，国外做了大量的研究I乜矧。

但是，C4光合途径有其适宜的环境条件和地理分布范围，表现出极大的环境调

控性，其只适应于特定的环境条件，否则高光效就消失。另外，植物的光合碳

代谢途径并不是一成不变的，而是受环境条件的影响，甚至在同一地点的不同

生长时期，光合途径都会发生转变，或者不同类型光合酶的表达强度因环境因

子的变化而改变【孤281。

明确环境因子对光合类型的调控可以帮助理解不同光合类型植物之间出现

的差异。研究认为C4光合作用应发生在气候炎热、光照强烈的干旱环境下【B14】。

但sage纠15】认为这种观点过分强调了干旱的控制作用，他认为C4植物生长有

两个最基本的要求：即温暖的生长季节和适宜或者是强烈的光照，干旱则是次

要的因素。

在高光强、高温(如25-35V)及干旱的气候条件下，C4植物的光合速率远

高于C3植物，这主要是由于在这种环境下C3植物光呼吸显著加强的结果㈣。

但这只是一般的规律，从C4植物的地理分布可以看到，具有C4途径的植物可

以生长在范围很宽的生境中，并且表现出相当大的光合速率差异，它们对高温、
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水分胁迫的忍耐，低蒸腾比以及潜在的高生长速率无疑是一个优点【刈，但这些

优点的显现不仅仅取决于其自身的生理生化特性，同时还受到环境因子的限制。

一般来讲，c4植物比c3植物的光合速率可以高出50％【16l，但这种比较是不

考虑其它影响光合速率因素的，包括特殊生境下的限制因子。如果考虑到环境

因子的影响，其情况就变得比较复杂。

一般来说，大部分植物只利用一种光合模式，水稻和玉米的叶片分别是c3

和C4途径的典型117f 18】。但环境因子影响着一些植物光合装置的表达，一个很

好的例子就是CAM途径在一些普通浆液型植物中的出现，例如松叶菊属的肘

esembry anthemumcry stallinum；以及一些淹水植物，例如轮叶水草(1ty d rilla

verticillata)。在前者，由c3途径向CAM途径的转变是由NaCi胁迫引起的【19】，

而在后者，从C3途径向c4途径的转变则是由于水环境使CO 2受到限制m 21I。

因此，对于某些植物种来说，在C3、C4光合途径之间是很难找到一条截然分明

的界限。

长期以来，人们一直希望能通过分子生物学和基因工程的方法，将C4光合

特性导入c3植物以提高它们的光合效率，传统的有性杂交是首选的方法，但成

功的例子很有限瞄1，而且都不是农作物。在研究中发现，C3植物与C4植物杂

交后代中，C4光合作用的生化途径与Kranz解剖结构并非紧密连锁嘲。许多研

究结果都表明c4光合作用的的关键不是Kranz解剖结构，而是酶I％251。将C4

光合途径的关键酶转移到C3植物中，有可能提高C3植物的光合效率。

5．展望

全球气候变暖和大气中COz浓度升高，成为如今环境讨论的热点，而在这

一环境变化下，C3和c4植物会在许多生理方面做出不同的反应【3“341。从C3

和C4植物中，筛选出更具有竞争优势、抗高温、耐干旱以及对C02浓度反应

敏感的优良植物品种，以适应21世纪大气C02浓度及温度升高的环境，已成

为未来研究的重要方面135’381。
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目前C4光合途径的基因工程已取得了很大的进展，但要真正达到将C4光

合途径转移到C3植物的目的还有很长的路要走【孤捌。当前主要存在3个问题，

第一，目前大多数转基因植株的C4酶活性还远低于C4植物中的酶活性【批3”。

第二，目前转基因植株都只携有单个C4基因，在今后的工作中，需要将不同的

c4基因聚合在一起，目前在水稻中利用有性杂交等方法聚合PEPC和PPDK两

个c4基因的工作已在进行。第三，要克服NADP．ME的转基因植株很快死亡的

问题，以扫除C4光合途径基因工程的最后一道障碍p羽。

由于光合作用反映了植物的基本生理活性，它越来越引起生理生态学界的

关注，对此的研究也将继续向更深的层次和更广的范围发展【39’40i。

为了攻克这些难关，需要进一步加强植物生理学、植物分子生物学、植物

基因工程和植物遗传育种等多学科的密切合作。相信在不久的将来，对C3和

c4植物光合作用途径的深入研究，将成功地解决世界所面lf缶的物质经济以及环

境问题，并将科学研究局面提高到一个前所未有的新水平。
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第二章早春短命植物研究进展

1．早春短命植物生物学特性

1．1早春短命植物生活史

早春短命植物(Ephemeral Plant)是一类生长在干旱区，以早春融雪水启

动其新的生活周期，利用冬季融雪水及春季雨水提供的土壤湿度和一定的温度

生长发育，在炎热夏季来l临之前迅速完成生活史，并以种子形式渡过不良环境

的一年生草本植物141—21。新疆特殊的内陆荒漠气候造就了这样一类具有特殊生

态型的植物类群一新疆早春短命植物，它们生活于极端干旱严酷的自然环境
中，但具有生长发育快、光合效率高、繁殖率、结实性极强、利用早春融雪水

启动萌发、生长周期短等特性【缸州。

短命植物又称短营养期植物、短期生植物。短命植物又分为两种，它包括

当年完成其生活周期、整个植株干枯死亡，来年春季再由种子形成新个体的一

年生短命植物；也包括植株当年生地上部分枯死，而地下器官别处于休眠状态，

到第二年春天既可由种子繁殖新个体，也能从地下芽生长出新植物体的多年生

短命植物。前者称为短命植物，后者叫做类短命植物【421。

早春短命植物因充分利用早春融雪水及春末夏初充足的光热资源快速生

长，并于千热季节来临之前迅速完成生活史而得名。生活周期一般只有两个月

左右，更短的约一个半月，最多的也仅仅两个半月。它们常常是新疆北部乍暖

还寒的早春三月底到四月初发芽生长，四月到六月花开果熟，随即植株枯死而

完成生活史。早春短命植物一般都较矮小，株高往往是5．30cm。它们花果繁多，

即使某些植株高度仅2-5cm的矮小植物也是结果累累。多年早春类短命植物中，

多数种都具鳞茎、根茎、块根等地下器官。在同一地区，不同年份则有截然不

同的景观，如冬春雨雪风声年份，早春短命植物生长茂密，季相鲜明，五彩缤

纷，能形成层片；相反遇到干旱年份，种群多度则大为降低，季相也单调贫乏，

总之，各种生态因子对早春短命植物生长发育的影响十分敏感，这是长营养期

植物远远不能比拟的【45l。
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1．2早春短命植物的地理分布

早春短命植物是古地中海退却以后，在其南部裸出地区，由千热植物区系

衍生出来的植物群145’4刀。是第三世纪末第四世纪初，适应干热环境才大量发育

成的较为年轻的植物群。它们主要分布于中亚、准噶尔、地中海沿岸地区、西

亚、前亚及北非等地，并以中亚为分布中心。而我国只新疆北部分布，也即是

这个类群分布区的最东端，准噶尔盆地东缘即是其最东的界线【掘491。

新疆北部的天山北麓和准噶尔盆地及其周围地区，因主要受西风带、其次

是北冰洋水汽这两个气团的影响，形成冬春多雨雪、夏季干热的自然环境，是

早春短命植物在该地区比较集中分布的主要原因【鼬531。

新疆短命植物区系的组成共有短命植物和类短命植物232种，短命植物152

种，类短命植物80种牌’551。隶属于97属27科，分别占新疆植物区系总科数

的25％，总属数的14％以上，几占全部种类的6．5％。其中，双子叶短命植物有

153种，约为单子叶种类的3倍；一年生短命植物的多样性高于多年生的种类，

前者约为后者的1．5倍，是构成新疆短命植物物种多样性的主体。以科论，物

种多样性最大的科依次是百合科、十字花科、紫草科，菊科、伞形科及禾本科。

这6个大科所含物种约占新疆全部短命植物的一半以上，成为这类植物区系物

种多样性的重要支柱【56】。从属、种数和所涉及的科数不难看出，短命植物不仅

是新疆植物区系的重要组成，它本身也是一类物种多样性比较丰富的独特植物

类群【朔。

尽管短命植物的分布地域有限而且生活周期短暂，但它们其中的很多种类

是早春的优良牧草、观赏花卉和药用植物，．为分布区的早春带来了繁荣的地貌

特征。

2．新疆早春短命植物的生物学意义

在此类植物中蕴涵着大量具有饲用、药用及观赏价值的种类，构成了新疆

独特的、具有很高潜在利用价值的生物和基因资源库I吲。对于此类植物的及早
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研究和开发利用将对提高干旱区农业生产效率，以及生态环境的保护和改造具

有重要意义【州。

2．1群落学意义

新疆的短命植物总是或多或少地出现在某些植物群落之中，所以我们更加

强调它的群落学意义【州。在新疆北部的莫索湾沙区，短命植物种类占自梭梭群

落全部种类组成的35％，占梭梭柴群落的45％。自梭梭群落的春季投影盖度中，

短命植物占25％至30％；在梭梭柴群落的草本层盖度中，短命植物的分盖度通

常大于50％，最高达80％至90％。在黄土母质上的蒿类荒漠和草原化蒿类荒漠中，

短命植物的盖为35％至45％，高者可达45％至55％。春季，白梭梭群落地上部分

绿色产量的风干重，每亩为21．9公斤，其中短命植物的产量有12．7公斤，占地上

部分绿色总产量的58％。在天山北坡低山带蒿类和草原化蒿类荒漠的春季产量

中，短命植物的产量分别可占42％和75％。可见，短命植物在某些植被中的群

落学意义是十分重要的。

2．2资源价值

短命植物的资源价值至少有以下几个方面。

2．2．1饲用有关分析资料表明，短命植物中的营养比较丰富嘟1。短命植物的

粗蛋白质含量平均为10％左右，无氮浸出物50％左右。其中，豆科短命植物的

营养价值最高，9种豆科植物的粗蛋白质平均含量达11％以上。乌兹别克斯坦

的资料介绍，一公斤丝叶芥、菘蓝、蝎尾菊等短命植物的干草中，含可吸收蛋

白131—151克。充分证明，短命植物是一类富含营养的饲用植物资源。同时适

I：1性良好。短命植物均系草本f质地柔软、营养价值较高。除毛茛科、大戟科、

唇形科和十字花科等少数植物具有异昧或有毒外，其它绝大多数种类均为各类

家畜所喜食，是荒漠区天然草地中的一类优良牧草。特别是早春季节，当其它

牧草植物尚未萌发、返青，天然草地可食饲草严重贫乏、家畜日不饱腹时，短

命植物的率先登场，更倍受家畜的青睐。在家畜季节轮牧中占有重要地位。新
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疆60％至70％的家畜完全或主要依赖在天然草地上采食野生牧草，获得生长发

育所必需的营养物质，进行动物性生产，是一个以季节轮回利用天然草地为基

本特征的草原畜牧业地区。然而，在新疆北部地区，天然草地资源的季节分配

不平衡，特别是冬草资源严重不足，与漫长的冬季构成明显反差。家畜的夏壮、

秋肥、冬瘦、春死现象，即是对这种不利自然条件的客观反应。经过漫长冬季

的煎熬之后，家畜带着消瘦的躯体来到春场时，适逢短命植物萌发、吐绿之时，

它们便成为家畜的主要采食对象，对恢复家畜体膘和提高幼畜的成活率具有重

要意义。试验证明，在短命植物发育良好的春场上放牧的羔羊，成活率高达

100％，对照仅有85％；试验群母畜的体重较对照平均曾重5公斤，羔羊平均增

重3公斤。短命植物在新疆畜牧业和季节草地轮牧中的重要性是显而易见的。

2．2．2药用新疆的短命植物中有许多能够治病或含有药用成分的种类，如郁金

香、菘蓝、阿魏、元胡、小天仙子、贝母、遏蓝菜等。其中，贝母是新疆一种

重要的中药材，现已知有9种贝母，年收购量高达200多吨。其个体大、有效成

分高、未受污染，在国内外中药材市场上享有很高的声誉。另外，阿魏是新疆

独具特色的药用植物，有6种阿魏被《新疆药用植物志》(1997)记载，其中新

疆阿魏和阜康阿魏已收录于我国的药典之中【6叼。

2．2．3观赏3月下旬的新疆北部，寒意未尽，绝大多数植物还没有完全从冬眠

中苏醒的时候，少数短命植物即顶冰而出，成为拥抱春天最早的植物。它们之

中的多种郁金香、鸢尾蒜、疏齿千里光、婆罗门参、角茴香、贝母、顶冰花、

阿魏等，花期早、颜色鲜艳、花型美观，颇具观赏价值，可引种栽培，有助于

解决干旱地区早春陆地花卉短缺的状况。其中，开有多花的郁金香，垂吊且花

大的贝母和花型别致、花色蓝紫的鸢尾蒜等，则可直接引种扩繁，在城镇绿地、

居民庭院和公园花圃中栽种，把人类的生活环境装点得更加美丽【钢。

2．2．4育种短命植物是一类光合效率高、物质积累快、营养周期短的植物资源。

一种大型阿魏的茎生长，一昼夜可以伸长17厘米，在酷热的夏季到来之前，它
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的花期业已结束，株高1米以上，直径达到10厘米即其例。人类可以应用高科技

手段研究、利用这一潜在遗传资源，培育生长期短的粮食作物、蔬菜、牧草、

花卉新品种，在育种上具有很大价值嗣。

3．早春短命植物研究现状

短命植物类群具有很多独特而鲜明的生物学、生理生化及分子生物学方面

的优异性状，但目前还未见这些方面的研究报导，这在某种意义上正阻碍着短

命植物的开发利用。

受到短命植物在分布上的局限性，近年来国内外的研究仅限于以下领域：

短命植物的区系成分，生态习性的研究I甑鹋】；某些短命植物种子萌发特性及种

子分布的时空格局169’为1；果实多态性的研究171．74l；不同播期和水分胁迫对短

命植物的影响1751；营养器官的解剖结构[76≈1l；几种短命植物的胚胎学研列昭

蚓；花蜜腺的解剖结构185’861；豆科短命植物结瘤固氮特性的研烈871等方面。

一年生早春短命植物的生活周期一般只有两个月左右，每年3月底或4月

初开始萌发生长，4-6月开花、结果，随即完成生活史【41．421。由于它们常常利

用荒漠在早春较多的雨雪水迅速完成生活史以避开夏季千热的环境，因此一些

学者通过研究认为短命植物基本上不具备或少有典型旱生植物的结构特点，属

于逃避干旱和严酷生境的植物类型降’删，但通过前人的研究发现，短命植物在

某些生理生化途径有自己非常独特的一面。

周桂玲和于喜风等【％81l对大量短命植物营养器官的解剖学研究发现，有多

种短命植物叶片为等面叶，上下叶面均含栅栏组织，而且在其维管束鞘中含有

大量的叶绿体，具有C4高光效植物的结构，这些结构特征为其高光效性提供了

物质基础。

短命植物长期适应早期湿润、后期干旱的特殊生境，即演变成为这种结构

简单、光合效率高、生长发育快，具有一定耐早结构特征的植物【韶一9I。这种独

特的生理结构和它独特的生理机能之间到底有着怎样的关系，引起了科学家们
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的广泛注意。
‘

关桂兰等【87l对豆科短命植物弯果葫芦巴根瘤菌固氮特性的研究发现：弯果

葫芦巴的根瘤生存于荒漠贫瘠土壤中，在低温(低于90C，其它的根瘤菌在低

于200C时活性急剧下降)、干旱(土壤湿度10％左右)条件下仍能有效固氮，

而在适宜条件下则表现出更高的固氮活性。不仅如此，在该菌体中还存在着吸

氢酶体系(多数其它种类无此体系)，能够使固氮过程中释放的H2循环再利用，

增加蛋白质的含量。

由于短命植物必须在很短的时问内完成生活史，因此它的结构相对较简单，

分化程度浅，木质化程度较低，相对的蛋白质含量较高，因此多种短命植物均

为早春牧草的优良后选草种。

种子萌发习性及其结构特点反映出一种植物的生存环境及种群繁衍的特

性，而短命植物的种子的萌发特点在此方面的更为突出。根据前人的研究结果

已部分揭示出早春短命植物在种子萌发特性方面与其生存环境及种群繁衍之间

的相关性。

4．新疆早春短命植物的研究前景

近年来专家们发现，生长在准噶尔盆地的200多种“短命”植物能明显降

低当地沙尘暴发生的频率和强度。多年来一种很奇怪的现象引起了生态专家的

注意：同样是荒漠地带，可新疆准噶尔盆地无论沙尘暴发生的频率还是强度，

都要比我国其他沙尘暴源区小得多。经专家研究发现，准噶尔盆地沙尘暴危害

降低的一个主要原因是短命植物生活在那里。在沙漠化日益严重的今天，短命

植物有望成为治沙前线的主力，利用短命植物解决沙尘暴危害，无疑为人类带

来了福音。因此，必须要彻底摸清短命植物的生态适应机制与生态效应，才能

更好的利用短命植物改造环境【虮94】。

短命植物的快速生长及高光效等性状是对当前短命植物研究的一个热点，

所以很多研究人员首先都对短命植物的生理解剖结构进行研究，发现很多短命
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植物的叶片解剖结构非常类似于c4植物，这给今后的研究方向一个很好的提示

195棚”。从目前的研究结果来看，还不能确切的判断短命植物到底属于哪一种光

合代谢途径．到底是属于C3植物，C4植物，还是居间种类，都有待于进一步

的研究，摸清短命植物的光合代谢途径为研究其生长机制奠定基础198．100I。

深入研究短命植物的快速生长及高光效等性状的及分子生物学机理进行，

最终寻找到控制这些过程的相关基因，从分子角度和基因水平探讨生命内部原

因，为新疆早春短命植物的开发利用提供进一步的理论依据，并对短命植物这

一优异基因资源库的深层次的利用奠定坚实的基础。
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第三章本研究的目的及意义

早春短命植物作为新疆独特的生物资源受到了科学家们的注意，成为研究

热点。十字花科、禾本科、百合科、紫草科、菊科及伞形科这6个大科所含短

命植物的物种约占新疆全部短命植物的一半以上。本研究选择十字花科、禾本

科中典型的两种短命植物——独行菜和东方旱麦草作为实验材料进行研究。独

行菜分布非常广泛，其茎、叶营养丰富，含有丰富的vA、vc、vB2、铁和钙：

种子含脂肪油、芥子油甙、蛋白质、糖类、生物碱、黄铜类、挥发油等。在中

药上称为葶苈子，有止咳平喘、行水消肿的功能。常作为香辛料和药用栽培。

东方早麦草在准噶尔荒漠盆地中分布广、可形成单优层片，单位面积生物量高，

粗蛋白、粗脂肪含量与其它植物相比含量高而居突出地位，因而在早春短命植

物群中，可以作为荒漠区畜牧业解危济困的理想牧草资源。

前人对短命植物的营养器官解剖研究结果表明，短命植物具有“花环结构”

的叶片生理形态解剖结构特性与C4植物非常相似，这种高光效的营养结构特

征，为植物个体在短期内，快速、大量、有效生成和运输有机产物及生长物质

提供了物质条件及合理结构，从而造成了短命植物能在1-2个月的时问内迅速

完成生长、开花、结果的生活周期。但是从外表形态来看，短命植物植株低矮、

弱小，与典型的高大并枝繁叶茂的C4植物——如玉米、甘蔗又有很大的差异。

短命植物所特有的抗旱能力强、生长周期短、生长发育快、光合效率作用高等

显著性状成为目前研究的热点。

本研究的目的是：通过对短命植物光合作用特性方面进行研究，从生理结

构和酶学两个方面入手，比较分析短命植物与c3植物、C4植物的异同，探讨

短命植物的光合作用途径。

本研究的意义在于：从分子学角度研究短命植物，深入探讨其异速生长机

理，并为C3植物中转入c4基因奠定基础。
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第二部分实验结果

第一章独行菜、东方早麦草种子萌发特性及生物量初探

早春短命植物(Ephemeral Plant，下文简称为EPs)因充分利用早春融雪水

及春末夏初充足的光热资源快速生长，并于干热季节来临之前迅速完成生活史

而得名fl】。它是一类具有特殊生态型的植物类群，主要分布于中亚、准噶尔、

地中海沿岸、西亚及北非等地，我国只新疆北部分布【21。尽管短命植物的分布

地域有限且生活周期短暂，其中的很多种类却是早春的优良牧草和观赏花卉

131，而且为分布区的早春带来了繁荣的地貌特征。

早春短命植物以独特的方式，在夏季干旱期来临之前结束生活史以逃避逆

境，这种对生境的适应性是一个非常重要的特点。而在植物的生活周期中，种

子是渡过不良环境条件的重要载体，因此，种子阶段对环境的反应，是植物对

环境适应性的最重要的体现141。在自然生境中短命植物种子在适宜的条件下只

有少部分萌发，且在一年中具有多次萌发的现象【51，这是短命植物的种子长期

适应环境的结果。

独行菜(Lepidium apetalum Wild．)、东方早麦草(Eremopyrum orentale)，

均为新疆绿洲内常见的短命植物种类，常见于路旁、沟边分布。尽管植株矮小，

但结实率极高，分布极广。尤其东方旱麦草粗蛋白、粗脂肪等生物量含量较其

它早春植物高出很多，因此作为优良的早春牧草而受到重视。

为了研究环境因素(光、温、水等)对早春短命植物生长、种子萌发以及

后代繁衍的影响，并最终探索其内在的生理生化及分子机制，本实验以上两种

短命植物为实验材料，对不同生境下两种短命植物的生物学特性，以及不同条

件下两种短命植物的种子萌发特性进行了初步研究，讨论外界环境对短命植物

的影响，试图为进一步研究短命植物光合速率相关机制提供依据。
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1．材料与方法

1．1实验材料

独行菜(Lepidium apetalum Wild．)、东方旱麦草(Eremopymm orentale)种

子由新疆农业大学谭敦炎教授惠赠。

对分布于新疆大学校园内的独行菜进行结实性的统计；参照黄培祜教授对

东方旱麦草的研究结果讨论其生物量特性。

1．2实验方法

1．2．1东方旱麦草、独行菜种子萌发

设置三种光照条件(Oh、12h、24h)、四种温度条件(10℃、15‘C、20℃、

25℃)交叉组合，将种子放入铺有两层定性滤纸的培养皿中，用蒸馏水饱和，

置于人工气候箱中，进行萌发试验。每种处理设置3个重复，每重复50粒种子。

自播种日起记录两种短命植物种子：起始萌发的天数；萌发持续的天数：7d后

的萌发率。种子的萌发以胚根的出现为标志。

1．2．2独行菜生长特性及结实性分析

在新疆大学校园内选取生长有独行菜的两种不同生境：①阳光直射、水分

充足的砂石质土壤；②背光的阴坡或林荫带砂石质土壤。统计每平方米内独行

菜植株的总数，并对植物的株高、分枝数、果枝长、果实数等指标进行统计。

具体测定方法：每组生境中随机选取独行菜植株五十株，测量植株的整体

高度、每株分枝数、果枝长度、角果数，果枝、种子数，果实，取平均值，并计

算标准误。

1．23数据统计分析

应用Excel统计分析软件中单因素方差分析和成组数据T检验，对以上实

验数据结果进行差异显著性分析，P值小于0．05时差异性显著。比较讨论外界

环境条件对两种短命植物的影响。
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2．实验结果

2．1不同条件下的种子萌发特性

早春短命植物种子萌发时节在春季3月末，昼夜温差在10。25"C之问，我

们模拟春季自然环境设置了不同的温度梯度：10-25"C，以及不同的光照时间：

oh、18h、24h，对两种短命植物——独行菜和东方旱麦草的种子萌发特性进行

研究。

统计结果如表I-I所示，光照和温度对两种短命植物种子萌发的作用有着

明显的差异。

相同温度下，不同光照时独行菜种子的萌发率和萌发齐性均无显著差异，

即温度相同时，有无光照对独行菜种子的萌发并无影响。而在四种不同温度下，

独行菜的萌发特性则表现较显著差异。当温度在测定范围内逐渐升高时，独行

菜种子萌发速度加快，萌发齐性也随之提高，种子萌发率有大幅度的提高(图

I-I．a)。

东方旱麦草种子萌发情况则与独行菜不同。无论光照时间的长短，升高温

度可以提高种子的萌发齐性，使种子能够在较短时间内迅速的同时萌发，但对

总萌发率影响并不显著。然而即使是种子萌发的温度不同，但随着光照时间的

逐渐延长，东方旱麦草种子萌发率也得到显著的提高，光照的时间越长，萌发

率也就越高些(图1-1．b)。

表I-1和图I-I结果初步看出，独行菜种子萌发率受温度影响较为显著，

提高温度可以增加萌发率，受光照影响不大；而东方旱麦草种子萌发率则会随

着光照时问的延长有一定的提高，却不会受到温度的影响。

虽然温度和光照的改变对两种种子的萌发影响各有差异，但是升高温度可

以缩短两种种子萌发时间，提高种子萌发的齐性。
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表I-1．两种短命植物在不同温度和光照下种子萌发特性
Table 1-1．Characteristics of Germination of Two EPs in Different Temperature and

Hlumination conditions．

’：5％显著水平 。：5％significant level

图1-1。不同光照和温度条件下种子萌发率． a．独行菜；b．东方旱麦草

Figuer 1．I．Germination Rate of Two EPs in Different Temperature and Illumination

conditions． a·Lepidium apetalum Wild． b．Eremopyrum orentale

2．2不同生境下独行菜的分布特点

在新疆大学校园内选取的两种不同的微环境：阴坡的水分状况较好，但漫

度和光照都要弱一些；而阳坡的光照时间长、光线充足、温度较高，同时水分

的蒸发量比较高。正午12：00时，初步测定两种环境温度差为3_5。C。调查结

果下图所示。
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如图1．2，独行菜在两种不同生境下的分布表现出明显的差异。在个体形

态方面，阴坡植株生长状态较差，而阳坡植物十分茂盛。

表1．2显示了两种不同生境中独行菜的生长状态及结实性的比较。对阴阳

坡两组数据进行成组数据t检验的结果表明，两种生境下植株的各检测指标差

异都非常显著。在阴坡短命植物只零星分布，平均株高偏低，分枝少，果枝较

短，生长状况欠佳；而阳坡的植株生长相对繁茂，株型较高大，分枝数、果枝

数、果实数等均远远超出阴坡植物，发育也更加完善。

表1-2．两种生境中独行菜生长特性及结实性比较

Table 1-2-Characteristics ofGrowth and Fecundity ofLepidium apetalum Wild．underTwo

IIabi协ts．

‘：5％显著水平 ’：5％significant level

2．3东方早麦草的自然分布及其生物量

根据黄培祜教授对准噶尔盆地南缘东方旱麦草分布的调查研究结果显示

【6l，东方早麦草的产草量很大，容易形成优势的草丛，在准噶尔盆地具有较高

的饲草生产能力，而且与其它早春短命植物相比，含有丰富的蛋白，是具有较

高价值的早春牧草(如表1-3)。
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东方

旱麦草
60 30 6．24 13．46 2·04 27·25 43．78 7二|3 0·26 0∞

3．讨论

3．1短命植物种子萌发特性与环境适应性的关系

在植物种子萌发阶段，水分起着非常重要的作用。通常新疆北部地区春季

3-4月间的平均温度为．1．6．11．3"0，而此间的融雪水与降水量为全年最高IlOl，这

一时段为短命植物萌发最集中的时间。此时的土表蒸发量较低，冬季融雪水和

春季降雨提高的水分相对充沛，为短命植物的正常萌发及随后的顺利生长发育

提供了自然环境的保障。从4月中下旬起温度不断升高，光照时间和强度不断

增加，短命植物利用土壤中存留的水分快速进行生长和发育，在于旱季节来临

之前迅速大量结实，完成生命周期。 ⋯

本文实验中为两种短命植物一东方早麦草和独行菜的种子萌发供应充足
的水分条件，在此前提下讨论温度和光照对种子萌发率的影响。由以上的结果

初步分析得出：①短命植物在萌发期的主要影响因素为水分状况；②延长光照

时间及升高温度会缩短种子萌发的持续时间，提高种子萌发齐性；③升高温度

可以提高独行菜的种子萌发率；④延长光照时间可以提高东方早麦草的种子萌

发率。

以上结果与自然条件下的情况相吻合。短命植物的高结实率和种子萌发特

性适应了早春生境，又为逆境的繁衍提供了大量的种子。

3．2短命植物结实率及生物量与生态适应性的关系

近年来许多相关研究报导：大多数短命植物具有类似于C4植物的“花环结
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构”17一l。这种高光效的营养结构为短命植物个体充分利用日照，短期内快速、

大量、有效生成和运输有机产物及生长物质提供了物质条件及合理结构，从而

造成了短命植物能在1-2个月的时间内迅速完成生长、开花、结果的生活周期，

为短命植物在短期内完成生活史以避开干旱生境提供了物质基础【7一l。

从独行菜的分布和生长生殖特性的差异显著可知，短命植物种子萌发随后

的幼苗生长及成株发育主要受到温度和光照的促进。尽管短命植物植株相对矮

小，但每株的结实率非常高。以独行菜为例，平均株高为40-50cm的植株能结

2-5万粒种子。如此大量的种子数，为种子越冬并度过逆境以供来年萌发，提

供了基础。

我们在对东方旱麦草、独行菜的生长、结实特性及生物量的调查分析中发

现：4月中旬到5月底之间，是短命植物生长发育及植株成熟的重要阶段，此

时降雨量降低，日光照射、蒸发造成土壤水分蒸发大幅度，日照时间明显延长、

光照强度明显增加、温度明显升高，可见，在短命植物种子萌发后的生长及成

熟时期，水分状况在其生长环境中不占主导作用，充足且长时间的日照和较高

的温度条件对植物生长有非常明显的促进作用。对短命植物这种高光效及异速

生长特性的探究将为提高植物光合作用效率的研究提供素材。
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第二章 短命植物显微结构与超微结构研究

早春短命植物(Ephemeral Plant)通常被定义为一类生长发育周期短暂，

利用冬春雨雪水在春末夏初迅速完成生活周期，并以种子形式渡过不良环境的

一年生草本植物【1。31。由于它们常常利用荒漠在早春较多的雨雪水迅速完成生活

史以避开夏季干热的环境，因此一些学者通过研究认为短命植物基本上不具备

或少有典型旱生植物的结构特点，属于逃避干旱和严酷生境的植物类型【“】。

于喜风和周桂玲等[7-91对大量短命植物营养器官的解剖学研究发现，有多种

短命植物叶片为等面叶，上下叶面均含栅栏组织，而且在其维管束鞘中含有大

量的叶绿体，具有C4高光效植物的结构，这些结构特征为其高光效性提供了物

质基础。短命植物长期适应早期湿润、后期干旱的特殊生境，即演变成为这种

结构简单、光合效率高、生长发育快，具有一定耐旱结构特征的植物。这种独

特的生理结构和独特的生理机能，引起了科学家们的广泛注意。

本文以两种典型的短命植物：禾本科一一东方早麦草(Eremopyrum

orientale)，十字花科一独行菜(Lepidium apetalum)作为研究对象，同时以

两种典型的C3植物：禾本科一小麦(Wheat)，十字花科——油菜(Brassica)
作为参照对象，与以上两种短命植物作为比较。通过制作石蜡切片在显微镜下

观察叶片细胞水平，制作超薄切片在透射电镜下观察叶片细胞内水平，进行显

微结构和超微结构的解剖学研究。探讨短命植物与C3植物在叶片解剖结构方面

的差异。在叶片的细胞排列结构上发现：与C3植物不同，短命植物表现出一些

与C4植物类似的结构特点——具有花环结构，即，在维管束鞘细胞中含有丰富

的叶绿体。探讨细胞内水平的实验结果表明：短命植物维管束鞘细胞中，细胞

器丰富，叶绿体呈离心分布，叶绿体小且基粒片层不发达，更接近于C4植物的

细胞结构。

37
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1．材料和方法

I．I．实验材料

I,I．1植物材料

2005年4月底，于新疆大学校园内土壤基质、光照水分、温度都相同的生

长环境条件下，采集两种短命植物——东方旱麦草、独行菜，两种C3植物——

小麦、油菜，以上四种成熟植株的叶片，作为供试材料。

I．I．2实验试剂

切片刀，切片机，恒温箱，温台，熔蜡炉，蜡杯，酒精灯，蜡铲，展片台，

解剖刀，解剖针，解剖剪，解剖盘，培养皿，吸管，镊子，单面刀片，台木，

毛笔，洒精灯，包埋纸盒，染色缸，盖玻片，载玻片，玻片盘，树胶，树胶瓶，

显微镜，温度计，脸盆，水浴锅。

四氧化锇、戊二醛、乙醇、各级丙酮(70％、80％、9096)、柠檬酸铅、醋酸

铀、蒸馏水、环氧树脂。

PBS、BSA-PBS封闭液。

①FAA固定液：福尔马林．5mI 70％乙醇90ml；冰醋酸5ml

②1％番红：番红lg溶于100ml水

③1％固绿：固绿lg溶于100ml 95％酒精

④PBS缓冲液：89 NaCI、0．29Ka、1．449Na2HP04、0．249KH2P04，用HCI

调节pH至7．4，定容至1L

@)1％BSA-PBS封闭液：pH7．0 PBS，含1％BSA

1．1,3实验仪器

切片机，切片刀，温台，恒温箱，解剖刀，镊子，剪刀，解剖针，单面刀

片，小台木，酒精灯，包埋纸盒，染色缸，烧杯，水盆，熔蜡炉，蜡杯。

钻石刀，镍网，蜡板，透射电镜。
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1．2实验方法

1．2．1制作石蜡切片

取以上四种成熟植株(东方旱麦草、独行菜、小麦、油菜)的叶片，用刀

片沿叶脉剪下长3cm宽1．5cm的小段，用于制作石蜡切片，观察显微结构。

①固定将已剪得的植物叶片材料放于针管中，吸入一定量的FAA固定液，

堵住针管来回抽气，直至叶片可以沉到固定液底为止，最后连同FAA固定液放入

小玻璃瓶中，静置固定24h。

②冲洗用7096乙醇冲洗叶片表面的固定液，换洗3次，每次0．5-2h。目的

是为了将叶片材料上的FAA固定液全部冲洗掉，不影响下一步实验。

③脱水8096、90％乙醇各卜2h一无水乙醇(中间换一次)1-2h。脱水的目

的是由于石蜡和水是互不相溶的，使植物叶片组织材料中的水全部失掉，石蜡

便可以完全浸透组织。

④透明(1／2无水乙醇+1／2-甲苯)中1—2h一二甲苯(中间换一次)1-2h。

透明的目的在于：因为乙醇和石蜡是互不相溶的，而它们都可以和二甲苯互溶，

二甲苯充当了媒介的角色。

⑤透蜡放入(1／2----甲苯+1／2石蜡)的混合液中过夜，温度保持在39"C。

第二天，将温度升高至60"C，再将材料放入石蜡I、石蜡II、石蜡Ⅲ中透蜡各

1h。透蜡的目的是除去组织中的透明剂(如二甲苯等)，使石蜡渗透到组织内

部达到饱和程度以便包埋。透蜡时间根据组织的透蜡时间较长，约需1—2d。透

蜡应在恒温箱内进行，并保持箱内温度在55-60。C左右，注意温度不要过高，以

免组织发脆。置于恒温箱0．5h。

⑥包埋将已经透蜡好的组织连同石蜡，一同倒入事先折好的纸盒中；平

稳的提住纸盒的两端，放入冷水盆中，等待石蜡凝固。

⑦切片将包埋的蜡块，根据其中组织材料修整，固着在木块上；在切片
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机上切出连续的蜡带，厚度为8．10um。

⑧贴片在载玻片中央涂少量的粘片剂，防止蜡带脱片；再粘片剂上滴一

滴蒸馏水，将切下来的蜡带轻轻放在水面上，注意光面朝下；放在37。C展片台

上烘烤，使蜡带服帖的粘在载玻片上，注意温度不要抬高，防止蜡带溶化。

⑨番红一固绿对染切片在二甲苯中脱蜡，约30min，视切片脱蜡的程度而

定一(I／2无水乙醇+I／2--甲苯)5min一经无水乙醇，95％、9096、80％、70％各级

酒精各5min--1％番红水溶液染色过夜一70％、80％、90％、95％各级酒精脱水lOmin

—1％的固绿(用95％酒精配制)染色10—40s--95％酒精洗一下一纯酒精脱水5min

一(1／2无水乙醇+l／2二甲苯)5minL--甲苯5min
⑩中性树胶封藏中性树胶封片，在B5 professional series(Motic)光学显微

镜下观察、照相。

1．2．2制作超薄切片

超薄切片的制作过程基本上和石蜡切片相似，需要经过取材、固定、脱水、

浸透、包埋聚合、切片及染色等步骤。

取四种成熟植株(东方早麦草、独行菜、小麦、油菜)的叶片，用刀片沿

叶脉剪下长lcm宽0．3cm的小段，用于制作石蜡切片，观察显微结构。

①取材将取出的组织放在洁净的蜡版上，滴一滴预冷的固定液，用两

片新的、锋利的刀片成“拉锯式”将组织切下并修成lmmxlmmx2mm大小长

条形，然后用牙签或镊子将组织块移至盛有冷的固定液的小瓶中。如果组织带

有较多的血液和组织液，应先用固定液洗几遍，然后再切成小块固定。

②固定固定的目的是尽可能使细胞中的各种细胞器以及大分子结构保

持生活状态，并且牢固地固定在它们原来所在的位置上。组织块固定常规采用

戊二醛一锇酸双重固定法。分预固定和后固定，中问用磷酸缓冲液漂洗。前固

定用2．5％戊二醛固定2小时以上、后固定用1％锇酸固定液固定1．2小时，

40
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pH7．3．7．4。固定完毕，用缓冲液漂洗20分钟后进行脱水。

③脱水为了保证包埋介质完全渗入组织内部，必须事先将组织内的水

分驱除干净，即用一种和水及包埋剂均能相混溶的液体来取代水，常用的脱水

剂是乙醇和丙酮。急骤的脱水会引起细胞的收缩，因此，脱水应梯度进行：70％

丙酮15分钟，80％丙酮15分钟，90％丙酮15分钟，100％丙酮l 0分钟(二

次)。游离细胞可适当缩短脱水时间。过度脱水不仅引起更多物质的抽提，而且

会使样品发脆，造成切片困难。

④浸透就是利用包埋剂渗入到组织内部取代脱水剂，这种包埋剂在单

体状态时(聚合前)为液体，能够渗入组织内，当加入某些催化剂，并经加温

后，能聚合成固体，以便进行超薄切片。

⑤包埋常规将组织块包埋在多孔橡胶包埋模板中，然后置烤箱烘干，

在45℃(12小时)、60℃(36小时)烤箱内加温，即可聚合硬化，形成包埋块。

包埋操作中应注意：所有试剂要防潮，最好存放在干燥器中；所用器皿应

烘干；)配包埋剂时，每加入一种试剂要搅拌均匀；包埋时动作要轻巧，防止产

生气泡：)皮肤尽量不要接触包埋剂，以免引起皮炎；盛放过包埋剂的容器要及

时用丙酮清洗干净。

⑥切片超薄切片的步骤包括：安装包埋块一安装玻璃刀一调节刀与组

织块的距离一调节水槽液面高度与灯光位置一调节加热电流及切片速度，切片

一将切片捞在有支持膜的载网上。

⑦超薄切片的染色预先取一个清洁的培养皿，将石蜡溶解制作成蜡板，

然后滴数滴染液于蜡板上，用镊子夹住载网的边缘，把贴有切片的一面朝下，

使载网浮在液滴上，盖上培养皿，染色10-20分钟。载网从染液中取出后，必

须尽快用蒸馏水清洗干净。在染色过程中要尽量减少与空气的接触。

⑧电镜观察、拍片、记录在透射电镜下做好观察记录，选好范围拍片。
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2．结果

2．1显微结构比较

植物叶片结构由三部分组成：表皮、叶肉、叶脉。表皮覆盖在叶片的外表，

分为上、下、表皮。叶肉，位于叶的上、下、表皮之间，叶肉细胞内部含有大

量椭圆形叶绿体。上、下表皮之问的叶肉组织中的叶绿体绿色组织是光合作用

的场所。叶脉，中间一个最大的为主脉。

两种C3植物小麦、油菜(图A、E)的上、下表皮以内含有栅栏细胞层数

相差较大，上表皮含有5层细胞，下表皮含有2层细胞，并且栅栏组织和海绵

组织有明显的分化，是典型的异面叶。

两种短命植物(图c，图G)上、下表皮以内均含有1．3层栅栏细胞，形

成栅栏组织，栅栏组织和海绵组织没有明显的分化，为等面叶。

四种植物的叶绿体主要分布在植物叶肉细胞中，叶绿体沿叶肉细胞边缘分

布，散布于栅栏细胞内部。不同的是，短命植物的上、下栅栏组织之间，有疏

松、结构简单的类似海绵组织的细胞结构，细胞内也含有叶绿体，形状、大小

和栅栏细胞中的叶绿体无多大差别。

另外这四种植物组成主脉的维管束的大小也不相同。东方旱麦草、独行菜

(图D、H)叶脉外周的维管束都比较大，而小麦、油菜(图B、F)要小一些。

短命植物东方早麦草、独行菜区别于两种C3植物小麦、油菜的最重要的差

异在于：植物维管束鞘细胞是否发达，其中是否含有叶绿体。

图K、L是典型的C4植物——玉米的叶片解剖结构。图中明显可见维管束

鞘细胞内含有数量多、体积大的叶绿体，为典型的“花环结构”。在东方旱麦草、

独行菜(图D、H)的维管束周围，也有-层发达的维管束鞘细胞，内含较大

的叶绿体，叶绿体沿细胞外缘离心排列，与C4植物典型的“花环结构”类似。

但是比较东方旱麦草(图I)、小麦(图K)的叶片解剖结构，小麦叶片中的花

环结构更加突出明显一些，即小麦维管束鞘细胞中叶绿体的数日更多，体积更

大一些，短命植物的“花环结构”还是与典型的C4植物略有不同。
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显而易见，C3植物小麦(图B)和油菜(图F)维管束鞘细胞中不含有叶

绿体，并无此“花环结构”。

图A．小麦叶片横切(10X40) 图B．小麦维管束横切(10X IOO)

图c．东方旱麦草叶片横切(10X40) 图D．东方早麦草维管束横切(10X100)

图E．油菜叶片横切(10X40) 图F．油菜维管柬横切(10X 100)

图G．独行菜叶片横切(10X40) 图H．独行菜维管柬横切(10X 100)
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图I．东方早麦草叶片横切(10×40) 图J．东方早麦草维管束横切(10x 100)

图K．玉米叶片横切(10×40) 图L玉米维管束横切(10×100)

图2．1．植物叶片解剖结构石蜡切片

Figure 2-1．ParaMa Sectioning ofLeaves ofPlanls．

2．2超微结构比较

如图2．2所示，透射电镜观察超微结构时，再现了短命植物东方旱麦草、

独行菜(图A、G)的“花环结构”。即一层大型的薄壁细胞将维管束外周包围

起来，称之为维管束鞘细胞，细胞内含数量较多的叶绿体，叶绿体沿维管束鞘

细胞外缘呈离心排列。C3植物小麦、油菜(图B、H)维管束外周细胞内不含

叶绿体，并无这一特殊的结构。这一结果与图2．1显示的石蜡切片结果相同。

东方早麦草维管束鞘细胞、独行菜维管束鞘细胞(图C、I)非常发达，含

有丰富的细胞器，如高尔基体、核糖体、粗面内质网、光面内质网、桥粒。

另外，东方早麦草维管束鞘细胞、独行菜维管束鞘细胞(图c、I)，和周

围相邻的叶肉细胞间有发达的胞问连丝，为维管束鞘细胞与叶肉细胞间进行频

繁的物质交流提供了运输通道。
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图中叶绿体上还分布有淀粉粒。C3植物没有维管束鞘细胞，小麦叶肉细胞、

油菜叶肉细胞(图D、J)和以上两种短命植物的维管束鞘细胞相比起来，所含

细胞器似乎并不发达。

图A．东方旱麦草维管束 图B．小麦维管束

图c．东方旱麦草维管束鞘细胞 图D．小麦叶肉细胞

图E．东方旱麦草维管束鞘细胞叶绿体图F．小麦叶肉细胞叶绿体
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图G．独行菜维管束 图H．油菜维管束

图I．独行菜维管束鞘细胞 图J．油菜叶肉细胞

图K．独行菜维管束鞘细胞叶绿体图L．油菜叶肉细胞叶绿体

图2-2．东方早麦草、小麦、独行菜、油菜叶片超薄切片

Figure 2-3．Ultrastructure ofLeafand ChloroplastAnatomy ofEremopyrum orentale，

Wheat,Lepidium apetalum Wild．and Brassica．
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虽然东方旱麦草和独行菜的维管束鞘细胞中含有丰富发达的细胞器，并且

含有叶绿体，但是东方早麦草维管束鞘细胞中的叶绿体(图E)和独行菜维管

束鞘细胞中的叶绿体(图K)不仅体积小，而且基粒和片层都不完整、不发达。

与此相比，小麦叶肉细胞中的叶绿体(图F)和油菜叶肉细胞中的叶绿体(图

L)，体积要大一些，也比较发达，叶绿体中的基粒和片层也比较完整。

3．讨论

3．1短命植物的结构特性与生态环境适应性的关系

新疆北部荒漠边缘的莫索湾地区属于典型的严酷的荒漠气候，但在春季及

春末夏初季节，其气候条件对于一类独特的植物类群——短命植物却是十分有

利的【删。

3月下旬N5月上旬之间，春季来临，冬季积累的雪水逐渐融化，春季降雨

量增大，使得水份供应比较集中；太阳向北回归线移动，每天日照时间增长，

日照强度也随之增加；同时温度也开始回升。这一时段的水分、光照、温度等

条件较初春时有所升高，为短命植物在这一季节得到大量的繁衍创造了充分的

环境条件，使得此时的荒漠呈现出最繁荣的景象。但到5月中旬以后，荒漠中的

温度很快上升，阳光强烈，干旱少雨，在各种环境因素的胁迫下，短命植物迅

速进入生殖生长期，并很快结实枯萎【11H41。

以新疆莫索湾地区1959．1980年的以来平均气温和平均降水量为例，如下表

2-1．所示：3月下旬起，月平均温度大幅度开始升高，能够提供短命植物种子

萌发的条件；冬季过后积雪融化，同时加之初春的降雨也有显著的增加，使得

这一季节有充足的水分提供短命植物在前期的萌发以及营养生长；随着温度升

高，此间沙漠中的光照强度也达到一个很高的水平(表中未显示)，据报道显示，

短命植物是一类高光效的植物，它们特殊的解剖结构可以充分的利用日照，合

成营养物质以供生长，并快速完成生活史。
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表2-1．莫索湾气象站1959·1980年的气温和降水情况·

Table2-1．Temperature and precipitation conditionofMosuowan(1959-1980)

·：参考潘伟斌等(1995)lIl】．

东方旱麦草、独行菜叶脉的导管腔相应地比小麦、油菜的导管腔大，这种

结构有利于在短时间内快速吸收和传输水分m。叶中有大型、特大型贮水薄壁

细胞，叶表皮细胞的外切向壁均有加厚现象，角质层较厚。这种结构有利于贮

水保水I酊。等面叶的中央有一层疏松类似海绵组织的结构，内部叶绿体沿细胞

边缘排列。初步分析近下表皮的栅栏组织是由原来的海绵组织转化成的，转化

过程中遗留下部分海绵组织，位于等面的两栅栏组织之间，这种特殊结构，在

十字花科中生植物叶中实为罕见，独行菜的叶肉结构由异面叶转化为等面叶结

构，这是适应短命植物光合作用效率高的生理要求，导致于叶内部结构变化，

也是长期适应特殊环境而产生的特异结构19】。

叶片表皮细胞具有一定厚度的角质层：有大型或特大型的薄壁细胞；叶表

面有泡状细胞；有发达导管腔，这些结构，具有机械支持作用，及具有贮水、

保水、抗旱、抗风沙、减少蒸腾及吸水的特有功能。这是长期生活在荒漠环境
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而与之相适应的结构。

东方旱麦、独行菜的叶片的横切面上维管束周围由一层大型薄壁细胞组成

的维管束鞘内含有数量多体积大的叶绿体，为C4植物型。维管束鞘细胞在进行

光合作用时，可以将叶肉细胞中由四碳化合物所释放出的二氧化碳再行固定还

原，这样，就提高了光合效率，这种高光效光合作用为快速制造和运输有机产

物提供了物质条件及合理结构。所以，短命植物能在1．2个月的时间内完成开

花、结果的生活周期。这些特征是由于短命植物在生长后期长期适应于干旱、

有风沙侵袭特殊环境的结构，特殊的保护结构和高光效营养结构，是短命植物

的显著特点。

从透射电镜观察短命植物维管束鞘细胞与C3植物叶肉细胞中的叶绿体的

差异来看，短命植物维管束鞘细胞叶绿体小、基粒与片层均不发达，这些特征

在亚细胞结构上与C4植物类似。

综上所述，东方旱麦草、独行菜是结构较简单，光合作用效率高、生长发

育快，具有一定耐早能力的早春短命植物，在叶片形态解剖结构方面，具有与

C4植物类似的“花环结构”I坷，是短命植物对于干旱、有风沙侵袭特殊环境

而形成的长期适应。 ．

3．2短命植物的结构特性与高光效的关系

3．2．1结实率

据前人的报道以及本实验室对短命植物结实率的统计，都一致表明短命植

物结实率都非常高。例如独行菜，每株结实率都可以达到上万粒。远观独行菜

的植株，几乎看不到叶片，整株植株都被果实覆盖。短命植物结实率如此之高，

与其高效的光合效率是分不开的。短命植物结构特殊，能够充分利用强烈的阳

光日照和荒漠干旱区的高温，快速生长，迅速积累营养物质。

另外，短命植物的生殖分配比率也相当高，这和短命植物能够高效利用光

能的特点也是分不开的。从3月底开始，短命植物种子萌发，到4月中旬植物

基本成苗，经历了大约二十余天的营养生长期，而从4月中下旬开始抽苔，延
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续到5月底6月初，植株结实成熟这一段生殖生长期就很长，大约有五十天左

右。这表明短命植物的生长后期，在光照、温度、水分都比较充足适宜的条件

下，植株充分利用光照，积累大量生长物质以完成生活史，最大程度结实度过

逆境以续繁衍。

3．2．2叶片解剖结构

与于喜凤等【&9l的研究结果相同，东方旱麦草与独行菜是等面叶(图2．1．C、

G)。等面叶没有栅栏组织与海绵组织的分化，上、下表皮均为栅栏组织，与海

面组织相比，栅栏组织中的叶绿体，体积大、数量多、分布密度大。叶绿体是

光合作用的主要场所，因此栅栏组织的光合效率要明显高于海面组织。短命植

物东方旱麦草、独行菜是等面叶，含有数量多、密度大的叶绿体的这一特征，

为其提高光合效率奠定了物质基础和结构条件。

此外，两种短命植物的维管束鞘薄壁细胞与其相邻的叶肉细胞之间有胞间

连丝(图2．2．c、I)，为维管束鞘细胞与叶肉细胞间进行频繁的物质交流提供了

运输通道。正是通过这种通道，得以将叶肉细胞中固定C02初产物运输至维管

柬鞘细胞再行合成光合终产物，短命植物就是通过卡尔文循环与C4途径相结合

的方式，最终提高光合作用效率。

3．2．3维管束鞘“花环结构”

石蜡切片、超薄切片在显微结构和超微结构上揭示了东方旱麦草、独行菜

叶片细胞水平与细胞内水平(如图2．1，2．2)，与c3植物相比，短命植物在叶

片解剖结构方面表现出一些独特的接近C4植物的特征。

c4植物具有两种叶绿体：叶肉细胞叶绿体中主要进行C4途径，维管束鞘

细胞叶绿体中主要进行卡尔文循环。两种光合作用途径相结合的方式，可以将

C02再固定以提高C02利用率，最终提高光合作用效率121．241。

和于喜风和周桂玲等对大量短命植物营养器官的解剖学研究结果相同17-91，

短命植物——东方旱麦草、独行菜维管束鞘细胞中含有大量的叶绿体(图2．1．C，

G，图2．2-A、G)，我们称之为——“花环结构”，这与C4高光效植物的“花环
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结构”很相似。另外，短命植物维管束鞘细胞中细胞器丰富，叶绿体沿细胞边

缘呈离心分布，叶绿体小，且片层不发达，没有基粒或没有发育好的基粒(图

2．2-C、I、E、K)，等等特征都与C4植物类似。

如图2．2所示，短命植物维管束鞘细胞叶绿体内分布有大量的淀粉粒，这

说明在维管束鞘细胞内进行了固定C02并最终合成有机物的反应，而维管束鞘

细胞叶绿体正是进行卡尔文循环的场所，而这些光合作用产物就以淀粉的形式

贮藏在维管束鞘细胞中。短命植物长期适应生长后期干旱的特殊生境，即要在

干热季节来I陆之前的短时期内，积累大量有机物质以供生长并快速完成生活史，

最终演变成为这种结构简单、光合效率高、生长发育快，具有一定耐旱结构特

征的植物，“花环结构”为个体在短期内，快速、大量、有效生成和运输有机产

物及生长物质提供了物质条件及合理结构，从而造成了短命植物能在1-2个月

的时间内迅速完成生长、开花、结果的生活周期。短命植物的这种“花环结构”

以及高光效的特征，都与C4植物非常相似。

但不同之处在于，两种短命植物维管束鞘细胞叶绿体和叶肉细胞叶绿体的

体积大小、数量多少比较相近，而C4植物维管束鞘细胞叶绿体却要比叶肉细胞

叶绿体大并多，如图2．1．I、K所示。

这两种短命植物与C3植物相比，优势在于维管束鞘细胞中含有叶绿体，可

以进行C4途径和卡尔文循环相结合的光合作用途径，为高效利用C02以积累

大量有机物质提供了基础，所以和大多数C3植物相比，短命植物能够高效利用

光能来快速、大量合成生长产物，以迅速完成生活史。但是其叶绿体从体积和

数量上都无法与典型的C4高光效植物相媲美，因此大多数C4植物植株高大茂

盛，而短命植物植株却低矮弱小。使得短命植物处在了C3与C4植物之间的一

个中间地位，关于这三者光合作用的机理关系，仍需要深入探究。
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第三章短命植物光合作用关键酶Rubisco的免疫组化定位

绿色植物的光合作用是将c02和H20合成为有机物(主要是糖)。这一过

程中c02的固定还原即碳的同化，主要有c3途径(卡尔文循环)和C4途径【211。

鉴别不同光合碳同化途径的手段主要有：形态解剖、稳定性碳同位素、酶学研

究以及14c02示鼎捌。许多研究结果都表明：C4光合作用的生化途径与花环结

构并非紧密连锁1231。C4光合作用的的关键不是花环结构，而是酶阻埘。本文

采用目前广泛应用的免疫胶体金技术【抵矧，通过对Rubisco(I，5．二磷酸核酮

糖羧化酶)在细胞器中的定位，区分两种短命植物东方旱麦草、独行菜与C3

植物小麦、油菜的差异。

C3、c4植物叶片细胞中定位Rubisco常用的方法，有免疫胶体金定位【3”、

免疫荧光定位[32l等免疫组化的方法，而免疫组化中所用的抗血清，一般是采用

生化方法从植物中提取Rubisco，并将租酶液经分离、纯化后，得到纯度较高

的蛋白免疫动物，然后得到抗血清【31．341。本实验采用制备基因疫苗注射，蛋白

免疫加强的方法得到抗原，免疫小鼠，进一步得到抗血清【3鼻矧。

大多数真核和原核生物Rubisco由8个大亚基一(50．60 KD)和8个小亚基

(12．18 KD)组成(I-sS8)[371。已经从很多植物中克隆出编码Rubisco大亚基

(rbcL)的基因，发现rbcL基因的同源性很高，不同科属之间可以达到70％以

上，最高的可以达到90％以上【38—91，且无内含子。这就为克隆rbcL基因并进

行免疫定位提供了依据。

C3植物进行光合作用的酶主要是Rubisco，分布在叶肉细胞叶绿体基质中；

c4植物的同化途径，具有2种羧化酶：PEPC(磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶)主

要存在于叶肉细胞，用于C02的固定；Rubisco主要存在于维管束鞘细胞，使

C02转化为有机物。本实验利用免疫胶体金技术对两种短命植物中Rubisco进

行定位，比较与C，植物的区别。
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1．材料和方法

1．1材料和试剂

1．1．1实验材料

选取野外环境中生长条件相同的——东方旱麦草，独行菜，小麦，油菜生

长良好的植株，取发育完全的叶片作为实验材料。E．coli DH5 a、E．eoli BL21、

pcDNA3、pGEx4T．1由笔者所在实验室保存；克隆载体pMDl8—T为天为时代

公司产品。

1．1．2主要试剂

DNA gel Extraction Kit、T4 DNA连接酶、DNA Marker、限制性内切酶和

Ex Taq酶均购自大连宝生生物工程有限公司；IPl'G为pmmega公司产品；羊抗

鼠kG·HRP为华美生物有限公司产品，GST Bind ResiIl为Novagen公司的产品·

常规化学试剂为国产分析纯产品。

1．2实验方法

1．2．1制备东方早麦草rbcL鼠抗血清

1．2．1．1提取东方旱麦草基因组DNA

CFAB法提取东方旱麦草基因组DNA[38删】。

1．2．I．2设计引物

参考Gcnbank上已经发表的早麦草rbcL基因序YtJAY836165，利用引物设计

软件primer 5设计一对特异性引物，用于扩增东方旱麦草妣堪因。上游引物含
有BamH l酶切位点，下游引物含有Xho I酶切位点，引物由上海生工合成。引物

序列如下：

上游引物P1：5'-CrCGGATCC掀CAcCAcAAACAGAAA03’，
下游引物P2：5'-CCGCTCGAG'Iq'AATCAATAGTATCTACCG--3’。
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1．2．1,3东方旱麦草rbcL基因的PCR扩增

以提取得到的东方旱麦草基因组DNA作为模板，用上述引物进行PCR扩

增，PCR反应体系为：

模板lul，Ex-Taq buffer 5ul，dNTP 5ul，上游引物lul(10pmol／u1)，下游

引物lul(10pmol／u1)，Ex-Taq酶0．5ul，灭菌去离子水36．5ul。

反应条件为：95℃预变性5min：95℃变性30s；57℃退火30s；72℃延

伸lmin；共进行35个循环；最后72℃延伸9min。

经0．7％琼脂糖凝胶电泳，分析PCR扩增产物。并用DNA凝胶回收试剂盒

对PCR产物进行切胶回收纯化。

1．2．1．4 rbcL基因序列分析

将上步回收得到的东方早麦草rbct基因PCR产物连接到pMDl8碱体的
EcoRV多克隆位点，将连接产物转化大肠杆菌DH5 a，首先经抗性培养基筛选

得到抗氨苄的阳性重组质粒——pMDl8-T--rbcL。

该重组质粒再经BamH l和Xhol酶切鉴定，最后送样品到上海生工进行核苷

酸序列测定。将测得序列与已发表的旱麦草的基因序列比较同源性。

1．2．1．5一rbcL基因真核、原核表达载体的构建

用BamH l和XhoI双酶切重组质粒pMDl8T--rbcL和载体pcDNA3、

pGEX4T-1，用DNA凝胶回收试剂盒分别回收1430bp的目的基因片段，和

5400bp、4900bp左右的两个载体片段，并对回收产物进行纯化，得到pGEX4T-1、

pcDNA3和rbcL基因的线性片段。用T4 DNA连接酶将目的基因片段，分别与

了两个载体片段连接，构建重组真核表达载体pcDNA3--rbeL，原核表达载体

pGEX4T-I--rbcL，并且将重组原核表达载体转化大肠杆菌BL21。

碱裂解法小量提取真核、原核表达载体质粒，用BamH I和XhoI双酶切重

组质粒，酶切产物经0．7％的琼脂糖凝胶电泳后鉴定。
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1．2．1．6 rbcL基因在大肠杆菌中的表达

将含阳性重组质粒pGEX4T-I--rbcL的转化菌菌液50ul接种于5 ml LB培

养基(含氨苄青霉素50ug／m1)，在摇床3TC培养2-3h直到OD600。0．5，加IPTG

至终浓度0．3mM后在37℃诱导3．4h，取lml诱导产物分析蛋白表达情况，

8000rpm，5 rain收集菌体，弃上清，沉淀用1 ml PBS缓冲液洗涤3次，8000rpm，

5 rain收集沉淀，用200ul PBS重悬沉淀，在冰浴的条件下超声菌体悬液直至澄

清透亮，12000rpm 10rain，分别取上清30ul加等体积的蛋白上样缓冲液，混匀

后于100℃煮10rain，12000rpm 10min，取10ul经12％的SDS．PAGE胶分析，

蛋白以包涵体形式表达。

1．2．1．7融合蛋白的纯化

离心收集诱导后的E．coli BL21菌体，用PBS洗涤后，用细胞裂解液[1／10

原培养体积的50 mmol／LTris．HCl(pH 8．O)、2 mmol／LEDTA、溶菌酶至终浓

度100 mg／L和1／10体积的1％TritonXol00]重悬细菌沉淀，冰浴15 min后，超

声裂解细菌至菌液不再粘稠。然后4℃，12 000 g离心10rain去杂质，收集沉

淀获得初制的RBCL包涵体蛋白。将初制包涵体蛋白用洗涤液50 mmol／L

"Iris．HCL(pH 8．5)(含5 mmol／LEDTA，2％脱氧胆酸)、50 mmol／LTris．HCL

(pH 8．5)、0．15 mmol／LNaCl依次搅拌洗涤，每次1 h，离心得到的沉淀为初

级纯化的包涵体蛋白。

以不同pH值(pH 4-13)共10个pH值的100 mmol／L"Iris．HCI溶解包涵

体蛋白，经不同浓度(2mol／L．8mol／L)的尿素优化溶解条件。在各种条件下

溶解包涵体蛋白30 mia后，8 000 rpm离心10 min，用Bradford测定上清中蛋

白含量，确定最适溶解条件。

以最适溶解条件室温溶解30 min。冰浴下，将包涵体蛋白裂解液逐滴加入

搅动的含100 mmol／L"Iris．HCI(pH 8．5)50倍体积的复性液，至蛋白质终浓度

为0．1 mg／mL，并调pH到8．5。选择透析复性，用含，巯基乙醇(10 mmol／L)，

还原型谷胱甘肽GSH(1 mmol／L)，氧化型谷胱甘肽GSSG(0．1 mmol／L)，
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20 mmol／L"Iris．HCL(pH 8．5)，10％蔗糖复性缓冲液透析48 h．每6 h换液1

次。0．45 um滤膜过滤后用Bradford测定蛋白含量。

1．2．1．8真核表达载体的小鼠尾静脉注射

提取重组真核质粒pcDNA3--rbcL，注射Iml lug／ul质粒至小鼠尾静脉。

8h后杀死小鼠，解剖后取得肝脏，提取RNA，反转录PCR检测质粒是否表达。

12．1．9抗血清的制备

大量提取重组真核质粒pcDNA3--rbcL，注射免疫小鼠，每两周免疫一次，

每次每只小鼠注射质粒100ul，质粒浓度为lug／ul。共免疫三次。从第四次起，

用纯化出的大肠杆菌表达的RBCL蛋白抗原，加强免疫小鼠。

1．2．1．10抗体的检测

①ELISA检测抗体效价采用常规间接ELISA法。以纯化的GST-RBCL

融合蛋白作为标准抗原蛋8(50 ug／mL)，包被96孔酶标反应板(100 uI／孔1。以

HRP标记的羊抗小鼠抗体(作1：1000稀释)作为第二抗体，酶标仪测各孔

OD450／650值显示抗体水平。

②Western检测检测抗体特异性 将纯化的RBCL蛋白样品，经

SDS·PAGE分离后再电转移至硝酸纤维素膜上。以5 g／L脱脂奶粉封闭2 h，依

次滴加免疫42d．56d的小鼠的血清(室温2h、PBS洗3次)及山羊抗鼠IgG．HRP

(室温反应1 h、PBS洗涤3次)，最后加底物DAB显色，拍照。

1．2．2胶体金技术对Rubisco的免疫组化定位

1．2．2．1样品低温包埋和超薄切片制备

切片制备方法参照第一章。

1．2．2．2胶体金标记超薄切片及Rubisco的免疫定位

胶体金标记操作过程在28"C下进行。以省却一抗孵育步骤的样品作为阴性

对照。
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①粘有切片的镍网在5％双氧水中浸泡lOmin。目的是为了用双氧水溶

解包埋材料的环氧树脂，使抗原能够充分的暴露在外。

②PBS缓冲液清洗切片3-5次，将切片上的双氧水洗干净。

③5％BSA-PBS封闭液(pH 7．0 PBS，含1％BSA)，封闭切片30min。

④PBS缓冲液清洗切片3-5次，将切片上的包被液洗干净。

⑤I％BSA-PBS稀释制备的东方早麦草RBCL鼠多抗血清，一抗孵育

30min。

⑥PBS缓冲液清洗切片6次，尽量将未结合的抗体冲洗掉。

⑦1％BSA-PBS稀释胶体金标记羊抗鼠地G，用直径为15nm的胶体金A

蛋白探针标记的二抗孵育30min。

⑧PBS缓冲液清洗切片6次，尽量将未结合的二抗冲洗掉，并等待切片

干燥。

◎4％醋酸铀染色15mia，PBS缓冲液清洗切片5次；

2％柠檬酸铅染色30min，PBS缓冲液清洗切片5次。

⑩在透射电镜下观察、照相。电镜下观察拍照。

2．结果

2．1东方早麦草Rubisco大亚基一rbcL基因抗血清的制备
2．1．1 rbcL基因的PCR扩增

rbcL基因由叶绿体基因编码，非常保守并无内含子，因此可以从东方旱麦

草基因组DNA中直接PCR扩增该基因。扩增产物经0．7％琼脂糖凝胶电泳分析，

如下图所示，在第2泳道中可见一条清晰的大小约为1430bp的DNA条带，与

已发表的旱麦草rbcL基因大小相近。

2．1．2 rbcL基因克隆载体的鉴定及序列分析

以BamH I、Xho I双酶切鉴定重组质粒pMDl8-T---rbcL，如图3-2所示，

得到约3000bp的pMDl8-T线性片段和1400bp左右的插入片段。
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图3．1．PeR扩增东方早麦草rbcL基因．

Figure 3-1．PCR Amplification of rbcL

gene from Eremopyrum orentale genomic

DNA．

M：DL20∞Marker

h Negative Control 2：rbcL

图3-2．rbcL重组T载体酶切鉴定．

Figure 3·2．Identification of recombinant

plasmid by Digest pMDl8．T．rbcL

M：DL2∞O Marker

l：Digested pMDl8-T-rbcL by BamlH and

XhOI

该重组质粒送样品到上海生工进行核苷酸序列测定(图3．3)，序列分析

证实该DNA片段大小为1430bp，中间没有出现终止密码子，这与预期的结果

相一致。

将该序列与已发表的旱麦草rbcL基因序列进行了同源性比较。在GenBank

上Blast显示，该rbcL基因片段与已经发表的旱麦草序列同源性高达99．79％(图

34)。其中有两个碱基不同，将这两个不同的位点对应的碱基翻译成氨基酸后

发现，第一处发生了氨基酸的改变：早麦草中为、，al，而东方早麦草为Gly，但

这两种氨基酸都属于非极性、疏水氨基酸，呈中性；第二处碱基不同，但编码

的氨基酸却相同。
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i ATGTCACCAC AAACA髓AAC TAAAGCAGGT GTTGG^-TTTc AAGCTGGT曰TAA-^_GATTAT 60

61^A^TTGACTT ACTACACCCC AGAGTATGAA ACTAAGGATA CTGATATCTT CGC．AGCATTC 篮0

121 CGAG"^GTC CTCAGCCTGG GGTTCc。cCC GAAGAAGCAG GGGCTGC．AGT AGCTCCCC-AA 180

i81 T口TCTACTG GTACATGGAC^^cTGTTTGG ACTGATGC孔C Tt^c咖口TGATCGTTAC 240

241^^^GG^Ce；^T o：队Tc^c^T CGAGCCTGTT GCTGGGG^AG ACAACCAATc G^TCTGTT^T 300

301 GTAGCTTATC c：^TTAC-^-CCT ATTT蝴G GGTTOCG竹^cT^^已幔GTT TACTTCc^TT 360

361 GTGGGTJULCG TATTTGGTTT CAAAGCCCTA CGTGCTCTAC GTTT脚TCTACGAATT 420

421 CCCCCTACTT^TTc^^^^^c TTTCCAAGGC C∞ccTc艋0 GT肛CCAACT TGAAAGAGAT 4e0

481 AAGTTGAACA AGTAT∞TCG!CC般f^TtG C-C，％TGTACTA TTAAACCAA鱼_ATTGGGA!TA SlO

541 TCCC-CAAAAA ATTATGGTAG AGCGTGTTAT GAGTGTct^C GTGGTGGACT TGATTTTACc 60D

601 AAAGATGATG AAAACGTA^A CTCACAACCA TTTATGcocT o甜G^G^CCG ttTTGTCTTT 660

661 TGTGCCGAAG CTATTTATAA ATCACAGGCC GAAAC，GGTG AAATCAAGGG GcATTACTTG 720

721 AATGCCtACTG CGGGTACATG TG^^=^^^TG ATT^^G^G^G CTl嚣ATTTGC C疆GAGAATTA 780

781 GGGGTTccT^TTGTA^-TGCA，B^CTAcTTA ACCGGGC,GAT TCACCGCAAA TACTACTTTG 040

041 GCTCATT^TT Gc∞oG^c^^TGGCCT埘T CTTCACATTC ACCGTGCAAT GCATGCAGTT 900

901 ATTGATACJ％C AGAAAAATCA TGGTATGCAT TTCCGTGTAT TAGCTAAAGC ATTGCGTATG 960

961 TCTGGGCaG^fC．ATATCC,A CTCCCx；TACA GTAGTAGGTA AGTTAC*AGG GGAACGCGAA 1020

1021 ATGAC了TTAG GTTTTGTTC^tTTATTGCGC啪GATTTTA TTGaAAwA TCGTC-CTCGC 1080

108i GGTATCTTTT Tc^ctc^GG^CTGGGT^-TCC^TGCCAGGTG TTATACCC-Gr AC．CTTc^GGT 1140

1141 GGTATTCATG GTTGGCATAT GCCAGCTCTG ACCGAAATCT Tf0§5眦6^TTCTGTATTA 1200

1201 CAATTTGoTG GAGGAACTTT^自孙Ic^tCCT TGGGGAAATG CACCTGGTGC AGCAGCTAAT 1260

1261 CGAGTGGCTT TAGaAGCCTc TGT^C^^GJOT CGTA．",CGAAG,GG∞cG"cT TGCTcC．CGAA 1320

1321 GGI'AATG,V叭TT^TccG^oc AGCTT础TGGAGTCCZG AACTAGCCGC AGCTTGTGAA 1380

13a1 GTATGGAA6G cGATCAA^TT CGAGTTCGAG CCC；GTAGATA CTTTGATT^^ 1430

图3-3．东方早麦草rbcL基因序列．

Figure3-3．The sequenceofrbcLinEremopyrumoHentale．

图34．东方旱麦草rbcL基因与旱麦草rbcL基因的同源性比较。

Figure3-4．Homologyanalysisof rbcLofEremopyrumorient．1ewithEremopyrum．
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2．1．3 rbcL基因的原核与真核表达

2．1．3．1 rbcL基因原核、真核重组表达载体的鉴定

原核重组质粒pGEX4T-I--rbcL、真核重组质粒pcDNA3--rbcL，分别以

BamH I和Xho I双酶切鉴定，如图3·5、6所示，分别得到约5400bp的原核载

体pGEX4T-1线性片段、4900bp的真核表达载体pcDNA3线性片段和1430bp

的目的基因rbeL插入片段。

图3-5．重组pcDNA3--rbcL酶切鉴定．

Figured-5．Idedfif'w．ation ofpcDNA3·rbcL

M：DNA Marker／DLl5000+2000

h pcDNA3·rbcL酶切产物

图3-6．重组pGEX4T．1--rbcL酶切鉴定．

Figure3-6．Identification ofpGEX4T-1-rbcL

M：DNAMarker／DLl5000+2000

h pGEX4T-1·rbcL酶切产物

2．1．3．3 rbcL基因的原核表达及蛋白的纯化

如图3-9所示，SDS．PAGE分析重组原核重组表达载体表达蛋白的结果表

明：加诱导剂IPTG的BL21空菌在26KD处有一条融合蛋白GST表达的条带，

而与未加诱导剂IPTG的重组菌相比，经过0．5mM IPTG诱导4小时的重组菌，

在82kDa处有一特异的蛋白条带——带有GST标签的重组蛋白GST-RBCL。

第4、5道蛋白显示，重组菌表达的融合蛋白主要表达存在于超声沉淀中，上清

中只含有少量，即融合蛋白以包涵体的形式表达。

60
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参照高永贵【45增方法，改善蛋白溶解温度、尿素浓度、pH值等条件，从

菌液中分离纯化带有GST标签的重组融合蛋白GST-RBCL，如图3．10所示，

在82kDa处有一特异的蛋白条带。即GST标签分子量为26kDa，RBCL蛋白大

小为56kDa左右。

图3-9．SDS-PAGE分析蛋白表达．

Figure3-9．SDS-PAGEAnalysisExpression

ofProteinofGST-RBCL

M：Protein Marker

图3．10．GST．RBCL融合蛋白的纯化．

Figure3-10．Purafication of G趼：RBCL

M：Protein Marker

1：纯化融合蛋白GST-RBCL

1：重组载体pGEX4T-I．RBCL／BL21未经IPTG诱导

2：原核表达空载体pGEX4T．1／BL21经IPTG诱导

3：重组载体pGEX4T-1-RBCL／BL21经IFrG诱导总蛋白

4：重组载体pGEX4T·1·RBCL／BL21经I玎G诱导超声后上清
5：重组载体pGEX4T-1-RBCL／BL21经IPTG诱导超声后蛋白

2．1．3．2 rbcL基因的真核表达——小鼠尾静脉注射

用重组真核质粒pcDNA3．rbcL注射小鼠后8h，取得肝脏提取RNA(如图

3．7所示)，反转录PCR检测到重组真核质粒的表达(如图3．8所示)，在第

一泳道中有一条明显的约1,430bp的DNA特异条带。

图3．8中第二、三泳道为注射生理盐水、空质粒小鼠反转录PCR结果作为

阴性对照，并未出现相应的条带。

以重组真核质粒pcDNA3．rbcL免疫小鼠三次，每次100ul lug，ul。第四次

以纯化的融合蛋白GST-RBCL免疫小鼠。
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图3-7．小鼠总RNA的提取．

Figure3-7．ToLl RNAofMice

1：注射DNA疫苗小鼠总RNA

2：注射生理盐水小鼠总RNA

3；注射空质粒小鼠总RNA

2．1．4抗体检测

图3．8．RT-PCR检测真核表达载体．

Figure3-8Jdenfifkcafion ofRecombinant by RT．PCR

1：注射DNA疫苗小鼠

2；注射生理盐水小鼠

3：注射空质粒小鼠

2．1A．1 ELISA检测抗体效价

用RBCL小鼠抗血清进行RBCL的ELISA检测，结果表明RBCL小鼠抗

血清稀释1：500时，效价可以达到1．299，可以用于后续免疫组化实验。

图3．11．ELISA检测注射DNA疫苗。蛋白疫苗加强后小鼠抗体水平．

Figure3-11．ELISA analysis ofserum titer from Kunming White mice immunized by rbcL．
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2．1．4J．Western检测抗体特异性

用RBCL小鼠抗血清进行RBCL的Western blot检测，在为82 kDa处出现

1条特异的蛋白带(图3-12．)，表明RBCL可以特异性地和抗RBCL抗体结合。

M 1

116．OkDa

66．2kDa
—RBcL蛋白

45．0kDa

35．0kDa

25．OkDa

图3-12．Western检测抗血清特异性．

figure3-12．Westernblotofrecombinantexpression

M：Protein Marker

I{以抗RBCL抗体标记的纯化后RBCL蛋白

2．2免疫胶体金定位四种植物中光合作用关键酶

以上方法获得的抗血清经效价和特异性检测后，用于胶体金标记四种植物

——东方旱麦草、独行菜、小麦、油菜的免疫组化实验，观察结果如图3．13。

两种典型的C3植物——小麦(图I)、油菜(图J)中，Rubisco标记的胶

体金颗粒主要分布在叶肉细胞叶绿体的间质区域。

而两种短命植物——东方早麦草(图C)、独行菜(图D)叶肉细胞叶绿体

中没有发现金颗粒的分布，胶体金颗粒主要分布在两种短命植物的维管束鞘细

胞叶绿体的问质区域内(图E、F)。这表明：即Rubisco主要分布在短命植物

维管束鞘细胞叶绿体中，而叶肉细胞叶绿体中此酶很少或没有。

以空白小鼠的血清孵育的超薄切片小麦(图A)、油菜(图B)，几乎没有

发现有胶体金颗粒的分布。

为了方便观察胶体金颗粒在叶绿体的分布，将图E、F、I、J的局部图形分

别放大为图G、H、K、L，图中的金颗粒几乎都分布在叶绿体的问质区域内，

而不分布在基粒上。
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图A．空白血清孵育小麦叶肉细胞图B．空白血清孵育油菜叶肉细胞

图c．东方旱麦草叶肉细胞叶绿体图D．独行菜叶肉细胞叶绿体

图E．东方早麦草维管束鞘细胞叶绿体图F．独行菜维管柬鞘细胞叶绿体

图G．东方早麦草维管柬鞘细胞叶绿体放大图H．独行菜维管束鞘细胞叶绿体放大
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图I．小麦叶肉细胞叶绿体图J．油菜叶肉细胞叶绿体

图K．小麦叶肉细胞叶绿体放大图L．油菜叶肉细胞叶绿体放大

图3．13。东方旱麦草，独行菜，小麦，油菜叶片免疫胶体金定位Rublsco．Bar=500um．

Figure3-13．TheImmunogold Localization ofRubisco in Chloroplasts ofFourPlants．

3．讨论

3．1东方旱麦草Rubisco抗体的制备

关于rbcL基因抗血清的制备，一直以来采用的方法是采用生化手段从植物

中提取Rubisco粗酶液，经分离纯化后得到纯度较高的蛋白，免疫动物后得到

抗血清【珏矧。这种方法的优点在于效价高，缺点在于步骤繁琐、成本太高。

本实验采用注射核酸疫苗免疫动物的方法获得抗体。核酸疫苗既可以不断

表达抗原蛋白、又可方便的精选所需基因片段、而且性质稳定、成本较低，近

年来，已成为疫苗研究领域的一大热点。核酸疫苗的真核表达质粒载体大多选

择pCDNA3．1系列，是一种常用的非融合蛋自类型的高效真核表达载体。

核酸免疫的方法从一定程度上降低了成本、减少了工序、并且抗体比较纯，

但是缺点在于效价太低，所以在核酸免疫之后还采用了蛋白免疫加强的方法，

以较低的成本，制备出效价高、比较纯的抗血清【扛捌。
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Rubisco大亚基由叶绿体基因编码无内含子，在不同种属植物之间的同源性

很高，因此根据已发表的旱麦草的rbcL基因序列设计引物【3&3们，从东方旱麦

草基因组DNA中直接PCR扩增得到rbcL基因，构建真核表达载体，大量提取

质粒作为DNA疫苗免疫小鼠三次，可以得到东方早麦草rbeL基因小鼠多抗血

清。构建了重组原核表达载体pGEX4T-1／rbcL，使其在BL21菌中大量表达，

纯化得到融合蛋白。

这种方法遇到了一个难题——大肠杆菌表达的RBCL以包涵体蛋白的形式

存在，这就增加了纯化的难度。本研究在处理RBCL包涵体蛋白时，采用极端

pH和低浓度的无机盐溶解包涵体蛋白，使用稀释和透析复性，并通过还原型和

氧化型的谷胱甘肽氧化还原产生二硫键，以使重组蛋白具有正常生物学活性。

经Western blot和ELISA检测，用这种方法制各得到的rbcL抗血清，和

RBCL蛋白结合特异，免疫反应效价高，可用于免疫分析检测，为在植物叶片

中进行rbcL基因的免疫胶体金定位研究提供了重要的抗体。

3．2通过免疫组化定位光合作用关键酶Rubisco探讨植物光合作用途径

在C3植物里Rubisco主要分布在叶肉细胞叶绿体的问质区域，而在C4植

物里则主要分布于鞘细胞叶绿体的问质区域阻301。通常利用Rubisco在植物叶

片细胞叶绿体中分布不同这一特点，判断植物光合作用类型途径【3”。许多研究

结果都表明C4光合作用的生化途径与Kranz解剖结构并非紧密连锁【431，关键是

酶【瓠4rl。

小麦、油菜与其它c3植物一样，只有一种叶肉细胞叶绿体可以作为光合作

用的场所，而光合作用的关键酶——Rubis∞则分布在叶肉细胞叶绿体的问质

区域(图3．13．I、J)，和前人研究结果一致148’501。

而东方早麦草、独行菜存在维管束鞘细胞和叶肉细胞两种类型叶绿体，胶

体金颗粒主要分布在维管束鞘细胞叶绿体的间质区域(图3．13．E、F)，同时在

上一章实验中(图2．2．G)发现短命植物维管束鞘细胞叶绿体内分布有大量的

淀粉粒，这说明维管束鞘细胞叶绿体内含有Rubisco，并由Rubisco进行了固定
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C02并最终合成有机物的反应，这种光合作用方式与C4植物相似。

虽然确定在这两种短命植物维管束鞘细胞叶绿体内含有Rubisco，但是根

据金颗粒的密度和数量判断，该酶在其中的分布以及数量并没有典型的C4植物

那么纠3。381。相应的，该酶的活性、甚至其它酶的活性也应该比C4植物略低

一些，推测这是造成短命植物与典型的c4植物在植株形态等方面有所差异的重

要因素。

两种短命植物酶的定位方面与C3植物相差很大，表现出与C4植物相近的

一些特性，但是与C4植物又略有不同。本文仅选择了光合作用途径关键酶的一

种——Rubisc0作为重点研究，而且只研究其在叶绿体中的不同分布，对其活

性以及其它酶(如PEPC等)的定位、活性都没有进行探讨，还有很多因素都

是研究光合作用、判断光合途径的重要标准。
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结论与展望

第一，通过石蜡切片。在显微镜下观察叶片细胞水平，显微结构结果显示：

东方旱麦草、独行菜叶脉的导管腔大，有利于在短时间内快速吸收和传输水分；

叶中有大型、特大型贮水薄壁细胞，有利于贮水保水；叶片的横切面上，一层

大型薄壁细胞整齐排列在维管束周围，组成维管束鞘；维管束鞘细胞内含有数

量多、体积小的叶绿体，形成类似c4植物的“花环结构”。短命植物与c4植物

的差异表现在，维管束鞘细胞叶绿体的体积和数量上都要弱一些。这些特殊的

保护结构，是短命植物在生长后期长期适应于干旱、有风沙侵袭特殊的环境，

而逐渐演化形成的适应环境的生理结构。

第二，通过超薄切片，在透射电镜下观察叶片细胞内水平，超微结构结果

显示：进一步在东方旱麦草、独行菜叶片横切面上观察到与C4植物相同的“花

环结构”，维管束鞘细胞中细胞器丰富，叶绿体沿维管束鞘细胞边缘呈离心分布，

叶绿体小且基粒片层不发达，这与C4植物的结构特征非常相似。

第三，为了对光合作用关键酶Rubisco进行免疫定位，我们采取了一种与

以往不同的制备抗体的方法一核酸免疫。即构建原、真核表达载体，以重组
真核质粒与原核表达蛋白的方式免疫小鼠制备抗血清，这种方法的优点在于成

本低，抗体纯度高，缺点在于效价不高。

第四，通过免疫组化实验，胶体金标记结果表明：东方早麦草、独行菜维

管束鞘细胞中观察到Rubisco免疫金标记的胶体金颗粒，而叶肉细胞中并未发

现。而c3植物小麦与油菜中，只叶肉细胞中有金颗粒分布。由于叶片在进行光

合作用对，维管束鞘细胞叶绿体中的Rubisco可以将叶肉细胞中所释放出的COz

再行固定还原，这样就提高了光合效率，所以，这种高光效光合作用为快速制

造和运输有机产物提供了物质条件及合理结构，也就造成了短命植物能在1．2

个月的时间内完成开花、结果的生活周期。这种高光效营养结构，是短命植物

的显著特点。

最后，基于以上的实验结果并结合前人的研究，我们可以初步得出结论；
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东方旱麦草、独行菜是具有一定耐旱能力、光合作用效率高、生长发育快的早

春短命植物。它们在植株形态上类似C3植物，但在生物量、解剖结构、酶学方

面更接近C4植物，是居于C3、C4植物之间的一种类型。

此外，在酶学方面还需要进一步研究除Rubisco之外的其它酶，如PEPC、

NADP、PPDK等C3和C4植物光合途径关键酶的定位，以及这些酶的活性，这

些因素都是研究光合作用、判断光合途径的重要标准。

C3和c4植物光合作用途径的研究已有几十年的历史了，由于光合作用反

映了植物的基本生理活性，它越来越引起生理生态学界的关注，对此的研究也

将继续向更深的层次和更广的范围发展。长期以来，人们一直希望能将C4光合

特性导入C3植物以提高它们的光合效率，虽然也取得了一定的成果，但并不显

著。短命植物作为一种C3植物向C4植物演化过渡的中间类型，以短命植物作

为桥梁和纽带，有望解决C3向C4植物光合作用途径转化的难题。

为了攻克这些难关，需要进一步加强植物生理学、植物分子生物学、植物

基因工程、植物遗传育种、细胞生物学等多学科的密切合作，以深入研究短命

植物特殊的生理结构、光合作用功能、快速生长的机理。
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