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植物体细胞胚发生的分子基础①
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植物通过体细胞胚胎发生途径形成再生植株已是及其普遍的现象，这一发育途径为研究植物细胞的分化、发

育、全能性表达和作物品种改良、突变体筛选等提供了良好的实验体系，在理论上和应用中都具重大意义。体细

胞分化为胚性细胞是受细胞内外多种因子所调控〔1,2)，其中最重要的是受特定基因的调控，在胚性细胞的分化

过程中伴随着特定的遗传信息表达，其分化过程的实质是基因按顺序表达调控，是相应基因产物作为胚性细胞形

成的分子基础。本文结合我们的工作来探讨体细胞胚发生分子基础研究现状。

1体细胞胚发生中特异蛋白质的表达

在适当条件下，胚性细胞团中的某些细胞可发育成体细胞胚，体细胞胚的发生、发育过程包含着细胞内特异

基因的选择性表达〔’。，，许多植物的体细胞胚发生能力受基因型的控制，组织培养中某些控制再生的基因已被定

位在某一特定的染色体区域。在首蓓中，体细胞胚发生具基因型特异性和高度可遗传性，胚性发生受两个等位显

性基因控制，Yu和Pauls证明〔36)，在首蓓体细胞胚发生中，有一个RAPD带与胚性决定基因共分离；在诱导

培养第5天的胚性细胞团中有50KD的胚胎发生特异性蛋白表达，这种蛋白质是膜相关蛋白，胚性细胞mRNA

体外翻译产物中含有 50KD带，而非胚性细胞的体外翻译产物中则缺少这一条带，由此认为膜上的50KD蛋白

可作为首楷体细胞胚发生的分子标志（( 16)。在胡萝卜、水稻、玉米、豌豆等组织培养中，胚性和非胚性愈伤组织

中有不同的蛋白质合成模式，所有这些材料的胚性愈伤组织中都存在 45--55KD的胚胎相关性多肤的合成。我

们在小麦体细胞胚发生早期也检测到49KD的胚胎相关性多肤(3)，在构祀体细胞胚发生早期检测到35KD的胚

胎相关性多肤(4)．因此，35--55KD的胚胎相关性多肤是多种植物胚胎发生早期共有的胚性发生分子标志。

目前研究较多的是一种阿拉伯半乳聚糖蛋白（AGPs）在植物体细胞胚的发生、发育中起重要作用。AGPs是

一种细胞表面粘蛋白，它与植物细胞的生长、发育密切相关．在胡萝卜、水稻、梨、烟草等植物的体细胞胚发生

培养物中都检测到特异AGPs的表达〔11, 12 20, 22, 27)．梨中AGP的cDNA编码一个294个氨基酸的多肤，这种多

肤含有一段很短的富含Hyp / Pro的链，这个短链两侧存在Asn残基，而Asn残基在典型的AGP主链中不存

在；另外，Hyp. Pr。和Asn在多肤链中大量出现趋向于破坏“一螺旋，因此这个294个氨基酸的多肤有可能形

成螺旋一转角一螺旋结构，这种结构是蛋白质与DNA结合的基本单位(5)，基因调控蛋白就是通过这种单位与

DNA结合，识别特定的DNA序列，调控基因的表达，因此推测梨中AGP的这一294个氨基酸的多肤有可能

是作为基因调控蛋白在体细胞胚发生中起作用。在烟草中已得到 AGPs的三种 cDNA(AGPNal, AGPNa2和

AGPNa3), AGPNal编码一个132个氨基酸的多肤，这种多肚的分布范围和氨基酸组成与梨中的294个氨基酸

的多肤相似；AGPNa2的cDNA编码一个437个氨基酸的多肤，这种多肤含有两个特殊区域，其中富含Pro区
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域的组成和氨基酸序列与典型的AGP主链相似；AGPNa3编码一个由三个区域组成的169个氨基酸的多肤；进

一步研究发现在烟草胚性培养物中有AGPNa 1和AGPNa2的表达，而AGPNa3只在成熟组织中表达。有学者

鉴定并克隆了白云杉体细胞胚发生中三个热激蛋白 （HSPs)基因的cDNA，这三个基因的cDNA具有同源性序

列，不仅对热胁迫表现较强的反应，而且ABA和聚乙二醇等因子也能诱导该基因的表达，在胚性愈伤组织中有

两种 HSP：基因的转录随着体细胞胚的发育而增加，但到形成幼苗时几乎检测不到这两种基因

表达（( 13)，因此认为这两种HSP：基因的表达与体细胞胚的发生、发育有关；他们还观察到白云杉体细胞胚发生

中有丰富的mRNA表达，从子叶胚中分离出28个cDNAs，这些cDNAs编码不同的产物〔14)，显然这些基因

是在体细胞胚发育晚期表达的。白云杉的成熟体细胞胚中存在蛋白贮藏液泡 ( PSVs)，在其中检测到有液泡形成

体蛋白（TIP)存在，而胚性愈伤组织和萌发13天的幼苗中不存在TIP 124)，TIP可能是一种运输蛋白体，它与

营养的积累和消耗有关，TIP也是一种晚期表达的胚胎相关性蛋白．

另外，在胡萝卜胚性细胞中分离出一个883bp的cDNA，它含有一个开放读框，这个读框编码一个181个

氨基酸的多肤，该多肤与动物和酵母中的ADP一核糖基化作用因子相似〔21)；在曹蓓早期体细胞胚中用

RACE-PCR法克隆了表达的周期蛋白基因，周期蛋白（Cyclins）是真核细胞分裂周期中存在的一类复杂蛋白

家族，它依赖蛋白激酶而起作用，植物中存在多种特异性的周期蛋白（2s)，显然这种蛋白在胚性细胞的分裂、胚

体的发育中起作用。

2 ABA对植物体细胞胚发生的调控作用

脱落酸（ABA）对植物体细胞胚的发生、发育具有重要作用，对某些植物体细胞胚发生的特异基因表达起

调控作用，激活相关基因的表达，大量合成贮藏蛋白、晚期胚胎丰富蛋白 （LEA）和少量胚胎发生特异性

蛋白〔32)。在鹰嘴豆的体细胞胚发生研究中发现，用ABA处理可产生三种特异的cDNA克隆，mRNA的体外

翻译和Northern blot分析表明这三种克隆的表达与胚的成熟有关〔9)。在白云杉研究中发现，用ABA处理愈伤

组织6h后有新蛋白质的合成，同时提高了体细胞胚发生的频率（1s)．在大麦中发现，外源ABA对胚的萌发起

决定作用〔33)．在棉花的体细胞胚发生中，ABA诱导出胚胎特异性蛋白质ECP31和LEA(D34）蛋白质，并具有

表达的时空顺序性。ABA可以使胡萝 卜体细胞胚发生的DC59 mRNA水平提高，用抑制剂 fluridione降低

ABA的合成，也影响了DC59 mRNA的转录水平，表明ABA至少部分地在转录水平上对该基因进行调控。

关于ABA调节作用的可能机理研究发现，水稻中ABA诱导的基因家族的上游一294至＋27bp之间序列是

ABA调节该基因表达作用的区域，在此区域内存在保守序列（RTACGTGGR）可能是ABA的结合位点。在大

麦中由ABA诱导的基因表达必须有启动单位参与，ABA诱导Lea基因表达的ABA应答复合物（ABRC)是由

l 0b p的含ACGT核心的框和Ilbp的上游序列组成，只需有一个拷贝的ABRC就足以发生ABA诱导

作用〔28)；以上实验结果表明保守序列（RTACGTGGR）在ABA诱导的基因表达中起了关键作用，它可能是

ABA诱导的调控启动位点，它与 cAMP感应因子结合序列TGACGTCA相似，可同时结合几个反式作用因

子，而ABA等因子有可能直接作为反式因子调节基因表达，但更可能是先与靶细胞效应部位结合，然后通过细

胞的第二信使分子传递信号，激活反式作用因子与顺式作用元件结合，从而在转录水平上调控基因表达。对大麦

的研究结果表明，Cat十在ABA诱导的基因表达中起作用，外加Ca 2+的浓度可影响ABA诱导的特异RAB基因

的表达，在ABA含量固定的情况下，增加外源Ca的量可检测到RABmRNA表达的增加；在大麦糊粉层原生

质体中RAB基因的表达被Ca通道阻断剂所抑制，抑制能力由所提供的阻断剂浓度决定，而Ca"抑制剂和Ca'

撷抗物均能强烈抑制RAB的表达〔34)。

3氧化胁迫对细胞分化的影响

所有需氧生物都必须依赖氧才能获得能量和维持生命，然而氧对所有生物又具有毒害作用。自从 MoCord

首先在牛血红细胞中发现SOD以来，生物氧自由基代谢及其生理作用受到广泛关注，已有研究证明氧自由基
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(OZ)在生理代谢过程中起重要的调控作用。有研究发现氧化胁迫与细胞分化有关，因此在体细胞胚发生这一特

定的细胞分化过程中必然有氧化胁迫的影响。正常情况下，需氧生物体内活性氧的生成和清除处于动态平衡，当

活性氧超过正常水平时，即对细胞构成氧化胁迫。生物体为了减轻和防止活性氧损伤，已形成了复杂的氧化应激

机制，其中主要是通过提高几种保护酶的活性；多种活性氧可通过酶类 （保护酶有SOD, POD, CAT等）或非

酶类【还原型谷胧昔肤(GSH)、抗坏血酸（AsA）和胡萝卜素（CAR)」反应进行转换。有研究表明，在细胞分

化过程中GSH浓度降低了90%，而H夕：含量和脂质过氧化则增加很多，这说明细胞分化过程中氧化胁迫水平

升高，细胞分化频率与 SOD活性和GSH含量密切相关．BSO是 Y-谷氨酞半胧氨酸合成酶抑制剂，LOC是

GSH合成激活剂，用 BSO处理培养物使其GSH含量降低，其细胞分化频率增高，SOD活性增加迅速。用

LOC处理培养物其GSH含童升高，细胞分化频率降低，SOD活性变化不大。因此证明SOD活性的增加与细

胞分化频率成正比，而分化频率与GSH含量成反比；已有研究表明SOD在细胞分化中的作用机理可能是消除

02或是增加14202的产量，研究发现强氧化剂处理可促使细胞分化，抗氧化剂处理则不引起分化；SOD活性增

加，通过产生 14202而增加氧胁迫，因而促使细胞分化；已有人提出14202可能是一种细胞信号传递

物质〔7.17)，因此，14202可能是通过细胞的信号传递系统影响基因的表达，从而诱导细胞分化；另外H2仇参与
了木质素的合成，植物细胞壁木质化和结构蛋白的多聚化，在阻止病原体侵染细胞中起重要作用．植物细胞壁的

木质化就导致细胞壁加厚，而在体细胞胚发生细胞分化途径中，胚性细胞壁的加厚是体细胞胚形成和发育的重要

环节，也就是说14202可促进胚性发生，还可改变和诱导多种多肤合成，有些蛋白质特异性地受14202激活。还有

研究发现，增加氧化胁迫可引起细胞内游离Ca的释放，在几种细胞中已证明，Ca是细胞分化的诱导者。因

此，我们推断氧化胁迫可能是通过增加细胞质内Ca的浓度或是通过改变细胞内Ca的分布来影响细胞分化。氧

化胁迫的增加是一种生理现象，它的功能是动员细胞内的Ca，使细胞内的Ca作为一个信号传递分子，通过细

胞内的信号传递途径调控相关基因的表达，促进细胞的分化．

4体细胞胚发生中基因表达的调控

植物体细胞胚的发生是细胞内胚性发生相关基因差别表达的结果，之所以有基因的差别表达是因为细胞内外

存在许多调控因子的调控作用；基因表达的调节有转录水平、转录后水平、转译水平和转译后修饰水平等多层次

调控。对绝大多数基因来讲转录水平的调控是最主要的，只有转录水平的调控可确保没有多余的中间体形成。

胡萝卜体细胞胚发生中DC8, DC59等几个相关基因上游顺序具有高度同源性．含有类同的顺式作用元件，

富含AT区，在体细胞胚发生中由相同的反式作用因子进行协同调控；Munksgaard等测定了胡萝卜不同发育时

期体细胞胚的S一腺昔甲硫氨酸(SAM), S-腺昔半胧氨酸（SAH）和DNA甲基化的浓度，发现在体细胞胚发

生过程中它们的浓度均升高，其中升高最多的是SAM，更重要的是甲基化指标 （SAM / SAH）升高，因此推断

SAM 和SAH可能是通过影响DNA的甲基化水平来调控体细胞胚发生，而DNA的甲基化又可引起基因活性

的改变，从转录水平上调控了基因的表达〔23)；胡萝卜的培养细胞转人无生长素的培养基后可诱导DC2. 15基

因的表达，继而发育成体细胞胚（( is)，通过PCR技术直接鉴定了DC2巧启动子的组成，已证明有五种启动

子序列在结构上高度一致，但有大约15bp的区域稍有不同，它包含来源于人类HOX基因的GATA结合位点，

体细胞胚发育到鱼雷胚期，有2种启动子活性很高，推测可能是细胞信号激活启动子，使特异的胚性相关基因

(DC2. 15)表达，促使体细胞胚发生、发育。首蓓体细胞胚发生的研究中发现，一种50KD蛋白质与胚胎发生

能力有关C 16)。利用IEF / SDS-PAGE双向电泳对50KD蛋白质的进一步研究表明，这种蛋白质是等电点不同

而分子量相同的三种蛋白质，在非胚性愈伤组织中缺乏这种蛋白质，因此这种蛋白质是胚胎发生特异性蛋白质，

mRNA的体外翻译实验证明，胚性样品的RNA翻译产物中有这种蛋白质，而非胚性样品的翻译产物中无这种

蛋白质，因此，推测这种胚性蛋白基因的表达具转录水平的调控，而体外翻译产物的双向电泳结果表明，50KD

蛋白质在IEF中只有一条蛋白带，因为体外的蛋白质合成没有象蛋白质磷酸化〔25〕那样的翻译后修饰过程，就说

明这种 50KD的蛋白质表达后，在体内有一个修饰过程。植物发育和新陈代谢调控中蛋白质的磷酸化有很重要
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的影响；这种翻译后的加工可通过构形的改变来激活或减弱蛋白质的功能；首楷体细胞胚发生中之所以有三种不

同等电点的50KD蛋白质存在可能是蛋白质在不同位点上被磷酸化的结果；因此，胚性组织中有特异mRNA的

表达，而且表达产物存在翻译后的修饰。

5其它因素对体细胞胚发生的调控

在植物胚胎形成过程中，调节诱导相互作用的可传递信号分子是很重要的，在胡萝 卜tsll细胞系中，发现

Nod因子可以促进球形胚的形成（29) , Nod因子是存在于细菌中的一种分子，在豆科植物中Nod因子可以触发

根瘤的形成，有诱导植物内源生长调节物质相互平衡的活性，因此推测Nod因子可能是作为一种活性调控系统

分子，通过调节细胞内源激素的浓度来影响、调节体细胞胚的发生。在烟草体细胞胚发生的研究中，用茉莉酮酸

甲基醋处理外植体，胚胎发生中有新rnRNA和蛋白质出现，其中Lea基因的转录有时空顺序性〔26)；茉莉酮酸

甲基酷可选择性地诱导几种胚性mRNA和蛋白质的表达，这种表达与球形胚的形成和发育密切相关，因此茉莉

酮酸甲基酷在烟草体细胞胚发生过程中可调控特异基因的表达，促进体细胞胚发生。Tome等〔’。，的研究发现光

周期和光敏素对体细胞胚发生过程有影响，经长时间的远红光、红光和远红光处理材料可促进体细胞胚的形成，

而短时间处理则使体细胞胚发生频率降低；24h间隔的远红光长时间处理可抑制体细胞胚发生，24h间隔的红光

短时间处理则可促进体细胞胚发生；推测光周期可调控体细胞胚发生，而在光周期的调控过程中光敏素起关键作

用；Weatherwax等的研究发现，光敏素可调控细胞内源ABA的水平，因此光周期可能是通过光敏素来调控细

胞内源ABA的水平，最终是以ABA浓度的变化来调控体细胞胚的发生。5)。

还有些理化因子，如渗透胁迫、干化作用、外源脯氨酸、谷氨酞胺、PEG和甘露醇等因子对体细胞胚发生

中的基因表达、内源激素的积累有明显作用〔S, 19, 31)；另外有关2,4-D, NAA等外源激素对植物体细胞胚发生

的影响已有很多报导〔4,6)，这里就不再一一讨论，总之植物体细胞胚的发生、发育过程是受细胞内外多种因子

所调控，各种因子的影响最终都是从转录、转译、转译后加工等水平上调节胚胎发生，因此对调控因子和调控分

子机理等有待深入的研究，最终揭示体细胞胚发生这一特定细胞分化过程的本质。
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