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摘要。综述了叶片衰老的分子机理 ，并介绍 了将外源异戊烯基转移酶 (ipt，isopentenyl~ansferase)基因转入 
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叶片的衰老是植物体上发生的普遍可见的自然现象。它不是叶片细胞的简单死亡 ，而是一种 

动态的细胞程序性死亡过程(programmed cell death，PCD)。叶片衰老首先表现为占叶片蛋白总量 

70％的叶绿体被破坏：蛋白质、膜脂、RNA等大分子物质和叶1绿索发生降解，所形成的氨素等营养物 

质被运至幼嫩的叶片、发育中的种子和储藏器官中加以利用或储存。其它细胞器如细胞核降解的 

时间相对较晚，可能是为了确保营养物再循环利用的顺利完成I J 但在农作物生产上，某些作物叶 

片易发生过 早衰老，使植株整体光合作用水平下降 ，光合产物减少 ，导致作物产量低 、品质差。如某 

些杂交水稻在发育后期叶片和功能的早 衰导致结实率低 ，空秕率高 ，严重影响了杂交稻产量潜力 

的进一步发挥121 

l造成叶片衰老的因素及衰老过程 中的相关基 因 

Yoshida等 的实验表明，叶绿体的衰老是由细胞桉决定的。另一实验表明，若对植物施加放线 

菌酮(一种蛋 白质合成抑制剂)或放线菌素D(一种RNA合成抑制剂 )，都可在一定程度上延迟 叶片 

的衰老 “。 

叶片衰老的启动及进程是 由遗 传物 质控制的 ，但同时也 受各种 内外因子所影响 ．如遮 阴 

(shading)、 物质缺乏、干旱、极端温度、病原体侵染、机械伤害、激素、种子的发育、叶龄等__ 。在胁 

迫条件下，叶片衰老提早发生，释放水分，养分被重新利用，以确保繁殖下一代 在内部因素中，衰 

老与叶龄的关系尤为密切 种子发育促使叶片衰老可能是由于种子发育时对氮素的剧烈需求引起 
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的，也可能是营养器官向叶片释放一种“衰老激素”导致其衰老 

植物生长调节物质中的乙烯、脱落酸对衰老有促进作用，而生长素、赤霉素、细胞分裂素可抑制衰老。 

以往．口1‘片衰老的研究仅限于形态解剖、显微结构、亚显微结构、生理生化方面。近年来，随着分子生 

物技术的迅速发展，使得人们可以从分子水平对叶片衰老进行研究。目前，多采用差异筛选(differential 

screening)和减扣杂 交(subtractive hybridization)等手段来 检测 绿叶和衰老 叶片中的mRNA，并 用 

mRNA来构建cDNA文库。研究发现，叶片衰老过程中，总DNA水平变化较小 ，而叶片RNA总量下 

降，特别是rRNA水平剧烈下降[51。与之相反，某些基因则在衰老开始后，表达量反而逐渐升高。据 

此，与衰老有关的基因被分为衰老下调基因(senescence down．regulated gene，SDC)和衰老相关基 

因 (senescence—associatedgene，SAG)。 

光合作用的下降和叶绿素丢失是叶片衰老的主要特征 因此与光合作用有关的一些蛋 白，如 

RUBISCO(1，5一二磷酸核酮糖羧化酶／加氧酶)小亚基、叶绿素a／b结合蛋白等在衰老过程中被丢失， 

其对应的遗传物质转录丰度也急剧下降 ．这一类的基因被称为SDC。 

在衰老期间，部分基因的表达呈上升趋势，这类基因被称为鼬 G基因。目前，人们从不同植物类 

群中克 隆出大约3O多种 G基因，例如拟南芥 r 0 thalicma)~、石刁柏 、大麦 、油菜 、玉米 、 

萝 和番茄1141。这些SAG又可分为两类 ：一类称 为衰老特异 性基因 (senescence—specific gene， 

SSC)，它的mRNA只有在叶片衰老时才能检测到；另一类SAG在叶片生长初期就可检测到有低水平 

表达 ，衰老开始后表达量迅速上升。El前我们得到的sAG中仪有-d,部分表现m高度衰老特异性， 

如从拟南芥中克隆出的酣C12、SAG13[ 和从欧渐f油菜(Brc~sic napus)中克隆出的LSC54t 】。鼬 C12 

和 C13虽然是衰老特异的 ，但并不是叶片特异的．它们不仅在衰老的叶片中表达，也在衰老的茎 、 

花瓣 、萼片、心皮等器官中表达【l】。 

这些基网的功能有的已经被证实与衰老细胞内的犬分子物质的降解转运有关 ，如编码核酸 

酶 、蛋白酶 、酯酶、谷氨酰胺合成酶等的基因。但还有不少克隆出的基因功能尚不清楚 如Lohmall 叭 

拟南芥克隆的6个衰老下调基因，其产物含量在衰老期间下降到难以测出。 

2 人为调控叶片衰老研究现状 

叶片的衰老虽然是植物适应外界环境和 自身繁殖需要而进化的 自然现象 ，但农作物生产中， 

早衰现象削弱了作物的增产潜力。因此．调控植物叶片的衰老．使衰老期延迟对提高农作物的产 

量、质量有重大的意义。 

目前延缓衰老的手段主要有两种：一是体外处理，往叶片上喷洒激素如细胞分裂素，或是在作 

物结实期适当追加氮肥，都可一定程度的延缓衰老。另一种是分子遗传调控。植物自身细胞核基因 

如何调控衰老进程 ，其中的分子机制尚不明确。目前控制衰老采用的遗传调控手段都是基于激素 

生理学 研究最多的是运用转基因手段，增强细胞分裂素在植物体内表达来延缓衰老。也有人利用 

乙烯的促进衰老功能 ，通过抑制乙烯 的合成 ，达到延缓叶片衰老的 目的。~llOeller等 q和John等 运 

用反义RNA技术 ，将乙烯合成途径的关键酶ACC合成酶和ACC氧化酶的反义基因导人番茄中并成 

功表达 ，使植株乙烯生成量减少 ，成功延缓番茄果实和叶片的衰老 拟南芥中乙烯不敏感的突变体 

植株(etr．1)有叶t片衰老缓慢的现象 目，据此有人提出以与乙烯信号转导有关的基因在转基因植株 

中的表达来延缓叶片衰老的战略。最近有拟南芥油菜素内酯(BR)缺陷型叶片衰老缓慢的报道 J。因 
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此有可能利用油菜索 内酯调控叶片衰老 但这 疗面的研究还未见报道 

3 外源异戊烯基转移酶 (ipt)x,t衰老的调控 

3．1 iet的作用与应用 

细胞分裂素是五大植物生长调节物质之一 ，具有促进细胞分裂和扩大 91、诱导芽分化 、延缓叶 

片衰老㈣、消除顶端优势、促进侧芽生长p-I]等功能。延迟衰老的机理是细胞分裂素抑制核糖核酸酶 、 

脱氧核糖核酸酶 、蛋 白酶等的活性 ．能延缓核酸 、蛋 白质、叶绿体 等的降解 ；其次 ，细胞分裂素可促 

使营养物质向应用部位移动 。已有实验证明，叶片衰老过程中叶片细胞分裂素的含量降低，通过 

施加外源细胞分裂素可延迟叶片的衰老 细胞分裂素现被广泛用于调控植物叶片的衰老。 

FI前 ，植物体 内细胞分裂素合成的详细途径尚不明了。曾有报道从烟草的非肿瘤细胞中克隆 

出具有异戊烯基转移酶(isopentenyl transferase， )活性的酶片段 ，但还无法将此酶完全纯化和 

应用。 反 、根癌农杆菌 (Agrobm'terium mmejhciens)中的细胞分裂素合成途径 已十分清楚。研究表 

明，异戊烯荩转移酶是细胞分裂素生物合成步骤中的一个关键限速酶 ，它促使5'-AMP和异戊烯基 

焦磷酸合成异戊烯基腺苷一5'-磷酸。此物质很快被转化成异戊烯基腺苷[(9R)IP】和异戊烯基腺嘌呤 

(IP)。【(9R)I Pl和(IP)经过细胞分裂素氧化酶作用分别形成玉米素核苷和玉米索 。 

当前大多利用从根癌农杆菌分离出来的 基因。将此基 因构建成 自动表达系统后 ．利用转基 

因技术 导^植物体 ．使植物体 自动提高 内源细胞分裂素的浓度来延迟衰老 ．而不再需要施 加外源 

细胞分裂素 

3．2 枷 的表达与调控 

有关 t转化初期的研究发现 ，以原始ivt~O未更换启动子的 ￡为外源基 田获得的转基 因植株 

中，细胞分裂素浓度明显升高，同时带来相应的形态改变 。Smigocki和0weIIS[26一 用CaMV 35S 

启动子替代 l启动子，从含此嵌合质粒的转化植株中发现．CaMV 35S表现出比加 基因启动子更强 

的启动 表达的能力 但无论含哪种启动子 ，植株都产牛 了过量细胞分裂素 ，导致植株矮化丛生 ， 

完全失 去顶端优势 ．叶片小而恻，根系不能形成 ，从而 导致植株不能正常生K发育。因此 ，对转人 

植物体的外源 如何进行分子表达调控 ，成为目前的热点研究方向。 

为探索植物组织中细胞分裂素过量表达产生 的影响 ，研究者应用了许多组织特异性启 动子和 

可诱 导启动子来表达外源加 ．但应用最广泛的是热激启动子 ，并成功获得了许多转化植株 。这 

些转摹困植株能够产生正常的根系，但植株通常矮小．并且有大量腋生芽，激索分析显示，在没有 

高温刺激时 ，转基因植株内的激素水平仍高于对照植 株的激素水平 ；一旦施加高温诱导 ，这个差值 

则更加显著，但不一定伴随更_人的形态变异 在近期的例子中用h．*p70-ipt转化拟南芥，转化株细胞 

分裂素过 表达．同时观察到同源盒基因(homeobox genes)K~44TI和szM呈现高表达水平嗍。有趣的 

是，在另一实验中．莴苣中KA 了'，的过带表达引起了细胞分裂素产量的提高m．其机理 尚不明确。 

总之，利用热激启动子诱导 ，得到的转化植株即使没有高温诱导，体内的细胞分裂素水平已 

足以使植橡的形态发生改变 ，同时 ，这一诱 导条件本身对植物的生长 不利。Gatz和Lenk~ ,为作 为 
一 个理想的启动子，如果它所带动的基冈合成产物需求量是极低的 ，那么在诱导者不存在时，目的 

基因的表达水平应该是零， 在诱 导者存在时 ，其表达水平也不能很高。细胞分裂素作为一种生长 

调节物质，植物体的需要量是很低的，因此加z在作为外源基因时，它的本底越低越好。即不存在诱 
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导因子时，启动子的活性应尽可能低。铜诱导启动子的应用使外源咖 在烟草中能以较低的水平表 

达∞。但是 ，植株对铜这种毒性金属的内部生理反应限制了这一系统的应用。Kunkel等人嗣将加睹 

台四环素诱导启动子转化烟草和莴苣，愈伤组织 自身产生细胞分裂素，再生出苗。在不存在诱导因 

素时 ，细胞分裂素表达量很低 ，植株形态与对照相同 此外还有光诱导启动子 、果实特异性启动 

子 、伤害诱导启动子等的应用 ，都获得了相应的抗衰老植株。 

上述这些启动子的效果明显好于热激启动子 ，在延迟衰老的同时，大部分的转基因植株的表型 

不发生变异。对实验室研究来说，这些启动子的作用无可厚非 但由于它们或者诱导因子自身对植株 

生长不利，或者诱导因子的施加不便利，大大限制 了抗衰老遗传转化工程在农业生产上的应用。 

Lohman等人 吁 1994年从拟南芥中克隆出一组SAG，证明其中的鲋 G，2是高度衰老特异的。Gan和 

Amasmo又将sdG12启动子与咖编 码区连接 ，构建出一个可延缓衰老的自调控系统 ：民 一加f 。其工作 

原理是 ：当叶片刚开始衰老时 ，SAG12启动子被活化 ， t开始表达，细胞分裂素浓度升高 ，衰老被抑 

制；当细胞分裂素浓度达到一定的水平 ，衰老的症状消失，SA G12启动子不再有活性 ， 不再表达 ， 

细胞分裂素 的浓度也得到控制 ，从而防止过量的激素对植物的负面影响 (见下图)。 

用根癌农杆菌介 导转化法将此系统转人烟草 ，获 

得了8个独 立的转基因植株 ，并对转化株 系T。、T．代与 

野生型的形态和生理学特征进行了比较 ， 结果表明转 

化株系的叶片衰老期及光合速率的下降 ，比野生型大 

大延迟 ；转化株 的开花总数和结种数都明显高于野生 

型 ，而株高和主茎上叶片数量 与野生型相差无几 。同 

时 ，还 比较 了 一 g 、民 共转化株和 一 gz时{ 

化株 的GUS活性 ，结果表明 ，前者的GUS活性 的提高明 (AfterGan S andAmasinoR．M．，1995) 

显比后者缓慢 ，说明 m一 自调控系统确实起到了 自动调节的作用 一 咖 自调控系统具有低水 

平表达 、自动调节表达的优点、不需要耗费巨大的人力物力 ，就可能实现延缓作物衰老 ，提高产量。 

4 展 望 

以往，我国对作物衰老的调控研究，一直局限于宏观调控上。但近几年基于 啪 作物遗传育种 

取得了可喜成绩。付永彩等人利用基因枪法把带有特异衰老基因SAG12启动子ft,0ipt导入水稻，经 

PCR、点杂交以及Southern杂交分析 ，证明外源基因已整合到水稻基因组 中。通过GUS活性 、细胞分 

裂素含量的分析以及T．代转基因植株成熟期的形态观察 ，证明此抑制衰老的 自我调节系统在部分 

转基 因水稻 中表达 ，叶片衰老受到明显抑制 】。华中农业大学张启发实验室也公开报道已从四个水 

稻品种中获得 一 如啭 化阳性植株 。 

虽然能够获得 ￡的转基因作物 ，但叶片衰老的分子机制尚不明了，这在很大程度上限制了对 

叶片衰老的分子调控 的研究和应用。X,~SA G表达调节 的研究有助于阐明叶片衰老的分子机制。动力 

学研究表明，sAG的表达相当复杂，可能存在由多条途径组成的调节网络来控制叶片衰老Ill。所以阻 

断某个途径对衰老的进程没有明显的效用。这方面的研究还有待深人 。 

目前 ， ￡基因的研究还多集中于烟草 、番茄等双子叶植物 ，在单子叶植物中的研究和应用相对 

较少。最近研究发现 ： 的表达程度与实验中对材料的处理方式和材料的组织部位有很大关系。如 
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培养基中加入少量的NAA会使细胞分裂素的产量有很大提高．而施加BA则对细胞分裂素的产量 

没什么影响 。其中机理还在探索之中。 

随着分子生物学技术迅猛发展和转基因技术的不断完善，对衰老进行分子遗传调控的研究将 

不断深入 ，并将成功应用到农作物生产中。 
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