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摘要:综述了植物叶片衰老的特性 、机理及分子调控方面的研究进展 , 介绍了异戊烯基转移酶基因(ipt)作为外源基

因转入各种农作物在很大程度上延缓了衰老进程 , 并展望了目前植物衰老研究的热点及方向.
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　　植物叶片衰老是一种程序性的细胞死亡 ,是叶片

发育的最终阶段.它除了代表生命周期的终结之外 ,

在发育生物学上也有着重要的意义.在这段时期内 ,

植物在成熟叶片中积累的物质 ,将被分解并运送至植

物其他生长旺盛的部位;对于产生种子的作物 ,包括绝

大多数农作物 ,衰老引起的叶片同化功能的减退极大

程度地限制了作物产量潜力的发挥;对蔬菜作物亦会

造成采后损失.因此 ,研究叶片衰老 ,不仅有助于认

识该发育过程 ,而且更重要的是利用研究结果来建

立操纵叶片衰老的方法 ,从而造福于人类.

1　叶片衰老的特征与机理

叶片衰老是一种器官水平上的程序化死亡过程

(Programmed cell death , PCD),并非只是一种退化过

程
[ 1]
.最明显的外观标志是叶色由绿变黄 、脱落 ,而

在细胞水平上表现为叶绿素含量下降 ,蛋白质含量

下降 ,光合磷酸化能力降低 ,膜脂过氧化加剧 ,游离

氨基酸积累 ,腐胺含量上升而精胺含量下降 ,CTK(细

胞分裂素)含量下降 ,ABA(脱落酸)含量上升 ,多种酶

活性改变等等.许多大分子物质如蛋白质 、膜脂 、

RNA等降解形成的 N素等营养物质被转运至幼嫩的

叶片 、发育中的种子 ,加以重新利用和储存[ 2] .

许多实验证据表明:植物在衰老时体内似乎存

在一种能够保护自身不受外界因子损伤 、维持自身

活力 、以确保衰老细胞能较长时间高效利用自己组

分的机制
[ 3]
.在已鉴定的 SAGs(衰老上调基因)中 ,

功能上有一类与衰老细胞的保护机制有关 ,如清除

H2O2的过氧化氢酶(CAT)SAGs ,防止病原菌侵染的

PR1a(病程相关蛋白)SAGs.重金属结合蛋白 SAGs

在叶片衰老过程中除具有贮存 、运输金属离子的功

能外 ,很可能还具有保护核基因不受活性氧损伤 、使

SAGs 准确表达的功能.ATP 硫酸化酶在ATP 作用下

催化硫酸根转变成半胱氨酸和蛋氨酸 ,半胱氨酸可

进一步变为谷胱甘肽.谷胱甘肽既是硫的一种贮藏

分子 ,又是叶片衰老过程中大分子降解所释放的硫

的运输分子 , 同时它还是一种清除活性氧的小分

子[ 4] .

2　一些与叶片衰老相关的基因

近几年 , 随着植物分子生物学技术 , 尤其是

mRNA检测技术如 Northern blot 、差示筛选(differential

screening)、减式杂交(substractive hybridization)等的迅

速发展和渗透 ,科学家们已成功地分离 、克隆出 40

多个与叶片衰老相关的基因 ,并对其表达 、调控进行

了初步的研究 ,运用遗传手段来延缓植物叶片的衰

老.研究发现 ,在叶片衰老过程中 ,其总 DNA水平变

化较小 ,而总 RNA水平尤其是 rRNA水平则剧烈下

降[ 5] ,以小麦 、牛尾草 、大豆 、萝卜和番茄的绿叶及衰

老叶片中的 mRNA 进行体外翻译的结果表明 ,随着

叶片衰老 ,一部分mRNA数量减少或消失 ,而另外一

部分 mRNA则出现或数量增加.这说明叶片衰老过

程中可能有一些基因受到抑制而低水平表达 ,甚至

完全不表达 ,而另一些基因则在衰老期间被激活 ,其

表达增强.前一类基因被称为衰老下调基因(Senes-

cence down-regulated genes , SDGs),如编码与光合过

程有关的蛋白质[叶绿素 a 、b集光复合体 、rbcL 、rbcS

(2 ,5-二磷酸核酮糖羧化酶/加氧酶大亚基 、小亚

基)、电子传递体(petB)、光合系统 Ⅱ(psbA)]的转录

本丰度随叶片衰老急剧下降[ 6 ,7] ;后一类被称为衰老

相关基因(Senescence -associated genes , SAGs)即衰

老上调基因 ,其中一类仅在衰老特定发育阶段表达

的基因称为衰老特定基因(Senescence -specific

genes , SSGs),它的 mRNA 只有在叶片衰老时才能检

测到 ,如 SAG12 、SAG13[ 8] 、LSC54[ 9] ,其中 LSC54虽然
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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[ 10] .另一类 SAGs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.

2.1　衰老下调基因

就衰老叶片的总体而言 ,大多数基因的表达是

下调的 ,Bate 等
[ 5]
研究发现菜豆初生叶在衰老期间

与光合作用有关的部分蛋白质含量下降 , 其中有

PS Ⅱ的D1蛋白 ,2 ,5-二磷酸核酮糖羧化酶/加氧酶

(Rubisco)大亚基 、小亚基及 Mr 为26 000的捕光复合

蛋白(LHCP)等.Jiang 等[ 7]的研究结果表明 ,大豆不

同节位上的叶在衰老期间 , Rubisco 全酶含量及活力

的降低与 Rubisco 大/小亚基水平的下降相一致.

Mitsuhashi等[ 11]以豌豆的离体完整叶绿体进行的试

验证明 ,叶绿体中含有蛋白降解酶;Shankin 等
[ 12]
在

拟南芥的叶绿体中检测到蛋白质降解酶亚基(ClpP

和ClpC)的存在.因为液泡中含有较高浓度的蛋白

降解酶 ,因此至今用一般生物化学方法仍检测不到

与叶绿体结构紊乱和功能丧失有关的衰老特异蛋白

降解酶活性极其变化.但是已从玉米 、拟南芥和油菜

的衰老叶片中分离克隆出 3种促进衰老的蛋白降解

酶基因:SAG2 、See1 、 LSC7[ 3 ,13] .

2.2　衰老相关基因

一些衰老相关基因的水平在衰老期间不同程度

地上升 ,Lohman等[ 8] 于 1994年从拟南芥中获得了 6

个衰老相关基因的 cDNA(SAG12 ～ 17)克隆.其中

SAG12在叶片衰老后才出现相应转录本 ,且随衰老

加剧而加速表达.Buchanan-Wollaston等[ 9]从油菜

叶中获得了几个与叶片衰老进程密切相关的 cDNA

克隆.其中 LSC54基因在叶片衰老期间高水平表达 ,

并随衰老加剧而增强.现已从 8种农作物中克隆出

了相应的衰老相关基因:水稻(GS1基因 、GS2基因)、

拟南芥(RNS2基因 、 SAG12-17 克隆)、小麦(RNase

基因)、萝卜(din1基因)、番茄(pTOM13 、pTOM36 、

pTOM66 、pTOM75 、pTOM96 、pTOM129 、pTOM137)、黄

瓜(MS 基因)、南瓜(异柠檬酸裂解酶基因 、苹果酸合

成酶基因)、油菜(LSC54 、 LSC94 、 LSC7 、 LSC99 、

LSC8 、LSC28).

3　影响叶片衰老的因子

叶片衰老是一种受遗传和外界因子(如日照 、病

害 、遮荫 、高温 、干旱和水涝等逆境)影响的高度程序

化过程[ 14 ,15] .在遗传学方面 , Yoshida等[ 16]的研究表

明:叶绿体的衰老是由核决定的.通过抑制植物的

RNA和蛋白质合成可延迟叶片的衰老[ 10] .在研究一

年生植物的开花和种子发育时发现 ,假如除去大豆

的花或物理限制豆荚生长则延迟叶片衰老 ,这种现

象很可能是繁殖器官产生的一种“衰老激素”转运到

叶片中 ,从而启动衰老程序
[ 17]

.叶片衰老的启动和

进程主要由自身遗传物质控制 ,但环境条件也有一

定的调节作用.例如遮荫也可诱导某些植物的下部

叶片衰老 ,植物对遮荫的反应是通过增加茎伸长以

到达光辐照度较高的位置(遮阴反应 , shade-avoid-

ance response).这种胁迫条件下叶片虽被诱导衰老 ,

但其养分水分会再分配至繁殖器官 ,从而使植物即

使在逆境也能完成生活周期[ 10] .

4　叶片衰老的调控研究

4.1　水解酶在衰老中的作用

在叶片衰老过程中水解酶的异常表达会加速细

胞内生物大分子的降解
[ 18]

,用 PCR方法从番茄中分

离到两个衰老诱导的 RNase基因的 cDNA 克隆 ,将它

们同衰老诱变的转录产物杂交 ,发现这两个克隆分

别对应番茄中的 LX-RNase与 LE-RNase.在衰老

程度较高的时期 ,LX的诱导表达量比 LE更高.在衰

老的花和离体叶片中 ,RNase基因表达较低 ,而在茎 、

根及不同成熟阶段的果实中没有表达.幼年离体叶

片中 , LX基因的表达可被乙烯活化 ,而 LE则被脱落

酸活化.另外 ,外部伤害也可导致 LE的暂时表达.

因此 LX可能在衰老时叶的 RNA 代谢中起作用 ,而

LE则可能与植物受伤时的主动防御有关
[ 19]

.

植物衰老中 ,质膜崩解是一个至关重要的过程.

磷脂酶(PLD)在其中起着关键作用.磷脂酶α是拟

南芥中最为普遍的一种磷脂酶 ,它的表达能被反义

cDNA片段抑制.缺乏 PLD的转基因植物的离体叶

片在脱落酸和乙烯中培养其衰老过程比野生型慢.

衰老水平的衡量指标是叶片黄化程度 、离子渗透量 、

光合作用活性 、叶绿素与磷脂含量.脱落酸与乙烯的

处理能使 PLD的 mRNA 、蛋白质水平及其活性上升.

在没有上述两种处理的情况下 ,转基因植株与野生

型在衰老速度上是相似的.另外 ,PLD的抑制并未改

变植物的自然生长与发育.因此 ,磷脂酶被认为是在

离体叶片中由植物激素启动的触发衰老的重要媒

介 ,而并非自然衰老中直接启动因子[ 20] .

4.2　细胞分裂素在叶片衰老过程中的作用

目前叶片衰老的调控主要从 3个途径(激素 、生

殖库 、代谢产物)来实现 ,其中激素生理学方面的调

控是研究的重点.一般运用转基因手段增强细胞分

裂素在植物体内的表达来延缓衰老 ,但在基因水平

上阐明叶片衰老的分子机制 ,进而调控叶片衰老相

关基因的表达 ,达到延缓衰老进程或推迟衰老起始

的目的仍是目前有待解决的问题.

自从1957年 Richmond和Lang[ 21]发现激动素可延

缓苍耳离体叶片衰老之后 ,人们已发现凡具有细胞分
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裂素活性的物质 ,均可作为叶片衰老延缓剂.它具有

促进细胞分裂和扩大 、诱导芽分化 、延缓叶片衰老 、消

除顶端优势 、促进芽生长等功能.之所以能延缓衰老

主要是因为细胞分裂素能抑制核糖核酸酶 、脱氧核糖

核酸酶 、蛋白酶等的活性 ,从而延缓了核酸 、蛋白质 、叶

绿体等的降解.1979年 Hen等
[ 22]
从烟草的非肿瘤细

胞中克隆出具有异戊烯基转移酶活性的酶片段 ,随

后Akiyoshi等[ 23]从根癌农杆菌中将编码此酶的基因

(ipt)分离了出来 ,并阐明了异戊烯基转移酶是细胞

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-5' -腺

苷磷酸 ,并最终形成玉米素核苷酸和玉米素.ipt 的

分离使得科研人员开始运用转基因技术将延缓衰老

的解决方法提高到了分子水平.最初人们以原始(未

更换启动子的 ipt)为外源基因转化植株 ,发现不仅

植株叶片衰老有所缓解 ,而且植株形态发生了变

化
[ 24 ,25]

.为了解决植物组织中细胞分裂素过量表达

的问题 ,科研人员试用了许多组织特异性启动子和

可诱导启动子来表达外源 ipt ,例如热激启动子 、铜

诱导启动子 、四环素诱导启动子 、光诱导启动子 、果

实特异性启动子 、伤害诱导启动子等等 ,均获得了相

应的抗衰老植株 ,而且大部分的转基因植株的形态

不发生变异.但这些研究仅仅局限于实验室内 ,大大

限制了抗衰老遗传转化工程在农业生产上的应用.

直到 1994年 , Lohman等人[ 8]从拟南芥中克隆出一组

SAGs , 并证明其中 SAG12是高度衰老特异的 , 次年

Gan 等人[ 26] 把 SAG12 特异启动子与 ipt 构建成

PSAG12-ipt嵌合基因 ,通过根癌农杆菌介导转化烟草获

得转基因植株.这种转基因植株与野生型相比 ,叶片

衰老大大延迟 ,并由此而导致花数和生物量增加等;

但形态方面无明显差别 ,根系发育完全 ,顶端优势得

到保持 ,在生理方面表现出光合能力延长.

目前有很多专家学者将 ipt转入不同农作物(水

稻 、小麦 、烟草等)中延缓叶片衰老 ,以求提高作物产

量 ,1995年 Gan 等人[ 26] 用农杆菌介导转化法将 ipt

转入烟草 ,获得了8个独立的转基因植株.1998年付

永彩等
[ 27]
利用基因枪法将抑制衰老的嵌合基因

PSAG12-ipt转入水稻 ,观察并分析了 T1 代转基因植株

成熟期的形态 ,证明了抑制衰老的自我调节系统在

部分转基因水稻中表达 ,叶片衰老受到明显的抑制.

曹孟良[ 28]通过根癌农杆菌法转化了水稻 ,并取得了

阳性植株.

5　展望

近几年 ,分子生物学 、细胞生物学以及生物技术

的迅猛发展 ,使得叶片衰老的分子机制研究有了一

定的进展 ,但仍有许多问题不清楚 ,有待深入研究.

虽说 SAGs基因的克隆 、鉴定 、应用延缓了不同植物

叶片衰老进程 ,但叶片 SAGs的调控机制 、衰老突变

体的筛选 、控制 SAGs表达的启动子的分析 、分离 、鉴

定仍需进一步的研究.

随着植物中大量钙调素结合蛋白的分离与鉴

定 ,目前科学家们将研究植物衰老机制的重点转向

了钙调素结合蛋白(CaM-binding protein),Ca2+/CaM

不仅通过结合SAUR(Small auxin up RNA)参与生长素

作用 ,而且参与乙烯作用的机制.NtER1 ,一个与衰

老相关的乙烯上调基因 ,编码一个 Ca2+/CaM结合蛋

白 ,其表达作用在叶或花瓣开始衰老时大幅度增强 ,

这进一步表明 Ca2+/CaM 在植物衰老与死亡进程中

起着很重要的作用[ 29] .不仅钙调素结合蛋白在植物

衰老中起一定作用 ,多胺(PAs)近来亦被认为可作为

植物衰老调节剂.足够的证据证明 ,多胺与乙烯一同

参与植物的衰老进程 ,且以SAM(S-adenosylmethion-

ine)作为一个共同的前体 ,它们的生理功能具有拮抗

作用 ,在叶花衰老及果实成熟期 ,它们有效的通过调

整各自的生物合成而调控着衰老进程[ 30] .
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Characteristics , Gene Expression and Regulation of Plant Leaf Senescence

WANG Ya-qin
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Abstract:The characteristics , mechanism and molecular regulation of plant leaf senescence were reviewed.It introduced

ipt as an exogenous gene which can delay crop senescence , and gave a prospect for plant senescence' s highlight and di-

rection.
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