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性别是自然界中最引人注目的生物性状之一 ，

从低等生物到高等的动植物都存在这一性状。 由于

植物的性别比较复杂，与动物的性别研究相比，植物

的性别分化研究起步较晚，研究也不够深入，但无论

在理论上，还是在应用上这一研究都有重大意义。

植物的性别分化过程可以为植物的发育研究提供天

然的试验系统，植物性别分化机理的研究已成为当

今生命科学领域的研究热点之一;同时这一研究在

农、林业上又有很大的应用价值。 分子水平上的研

究表明，植物的性别分化就是在特异信号作用下分

化程序表达的结果，根据这一思路，可以把性别分化

研究分为三个层次，即分化程序、诱导信号和性决定

基因 [ 1 -4 ] 。一般认为性决定基因调节雄性或雌性分

化途径的相对活性，在性别分化程序表达中发挥决

定性作用。 性决定基因的研究是性别分化中最高水

平的研究，也是彻底解决性别表达机理的关键所在。

早期的性决定基因大多以一些与性别有关的发育性

突变体为材料，研究性决定基因的作用机理。 随着

分子生物学技术，特别是分离发育基因的方法的发

展，目前研究性决定基因一般要先分离性别分化特

异表达基因，在分离到这些基因的基础上，再对其时

空表达及其调控进行研究，并结合遗传学分析，就有

可能最终确定性决定基因及其作用机理。

一 、性别分化特异表达基因的分离

近 5 年来，分离性别分化特异表达基因的研究

异常活跃。 其研究思路和方法主要有: (1)以特异蛋

白质为基础的基因克隆方法。 如Boissay 根据山荒

中存在与雄性相关的特异的过氧化物酶，用编码过

氧化物酶特异位点的简并寡聚核背酸探针从山族的

雄花 cDNA 文库中筛选出过氧化物酶的 cDNA 克隆

-Mll ，再以 Mll 经 EcoRI 酶切的片段 Ml1-5 '和

M l1 -3 '为探针进行 Northem 印迹分析，发现了一个

在雄花中优势表达的过氧化物酶基因[5] 0 (2 ) 已知

基因的分离与表达研究。 如以金鱼草的 MADS box 

基序(motif)序列为探针 ，分离臼麦瓶草 ( Silene lati 

folia)和酸模(Rumex acetosa) 中的 MADS box 基因，

并用原位杂交法研究其表达[6、7] 0 (3)根据特异表

达性分离未知的性别分化特异表达基因 。 如 Mat-

sunaga 等以差异筛选法分离了白麦瓶革的雄性器官

特异基因[8] , Delong 等以转座子标签法 (transposon
tagging)分离了玉米的性别决定基因 TS2[9 ] 。

二、玉米性别分化的分子机理

玉米是进行植物遗传学研究的经典材料之一，其

遗传背景清楚，并有较为丰富的与性别决定有关的突

变体 ，可以为雌雄同株植物性别决定的遗传调节的研

究提供优良的试验系统。 近年来，随着分子生物学理

论与技术的运用，特别是形态学、组织化学、细胞学、

植物生理学和遗传学等多学科的渗透与交叉，使玉米

性别分化的分子机理研究取得了很大的进展。

1.玉米的性别决定

玉米的性别决定过程包含了花序中性器官之一

选择性退化的过程。 玉米的雄穗由顶端分生组织分

化产生，正常情况下只具有雄性小花 ;其雌穗由腋生

分生组织分化产生，通常只含雌性小花。 虽然成熟

期的雄穗与雌穗具有很大区别，但在发育早期，两者

在形态上几乎没有差异。早期的雄穗或雌穗中小穗

的成对小花都含有相同的花原基，颖片、外秤、内秤、

雄蒋及雌恋原基的分化都已经起始，因此这一时期

也称为"两性花"时期。在"两性花"时期之后 ，雄穗

与雌穗的进一步发育则显示出很大的区别，雄穗小

花中的雌恋群和雌穗小花中的雄部发育停滞，相应

的器官组织开始退化，但雄穗小花中的雄志和雌穗

小花中的雌恋群继续正常发育至性成熟。 同时，两

种单性花还显示出第二性征，雌穗的颖片短而小并

呈半透明状，其成对小花中的一个败育，小花保持元

柄状;而雄穗小花具有长颖片，成对小花皆正常发

育，但其中一个小花花梗保持元柄，另一小花则具有

伸长的花梗[ 1 0] 。 玉米单性花中性器官的败育发生

在器官原基形成之后，但在性器官的细胞组织分化

之前。 细胞学和组织化学研究表明:在玉米中，性别

决定涉及一种细胞死亡过程，它包括败育器官原基

细胞的液泡化和胞质的流失。其性别决定过程通过

程序化的器官死亡发生在玉米花发育的晚期，并且

骨 国家自然科学基金 (3000015)和浙江省自然科学基金

(396279)资助项目 。
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很可能在花的同源异型基因调控的发育程序之后发
生[队 11] 。

2. 与性别决定有关的突变体及其应用

玉米含有丰富的与性别决定有关的突变体(表

1)。早期的性别决定基因的研究大多以玉米的一些

发育性突变体为材料，如以雄穗结实突变体和矮化

突变体等为材料的研究表明 :雄花的分化限制在雄

穗上，而雌花的发育限制在雌穗上，是因为这两个位

点的局部 GA 浓度的差异，这种差异可能受性决定

基因的调节。 由于雌雄同株植物的花轴细胞中同时

含有两种性别的性决定基因，因而这些决定性别分

化途径的关键基因在一些关键时刻在雌雄同株植物

的雌性或雄性组织原基中可能存在"开"或"关"的交

替状态[2] ，而在雌雄异株植物中，由于其花轴细胞

中仅含有一种性别的性决定基因，因此，性决定基因

虽然也涉及维持内源信号物质的水平，但不必有

"开"或"关"的选择。
表 1 玉米中与性别分化有关的突变体及其表型[2.12J

突变 表型

1, ts2 雄穗中两小花均发育为正常雌花，雌穗中两小花
也发育为正常雌花

Ts5 雄穗中出现两性或雌性小花，雌穗中雌性小花发
育正常

且是 雄穗中雌性小花发育正常，雌穗中雌性小花败育

warf 雄穗中雌性小花发育正常，雌穗中出现雄性小花
或两性花

雌、雄穗中花器官增生形成不规则的雄性、雌性、
ts4 , Ts6 两性或不育的小花，其中 ts4 突变花器官增生程

度更大

在影响玉米花序发育的突变体中，有些基因的

突变造成突变体植株单性花的发育异常，导致雄穗

结实(tassel seed , ts) ，即突变型植株的雄性小花中，

雌志也得到正常发育，这些突变型植株的营养生长

没有因为这些基因的突变而受到影响，仅雄穗及雌

穗中小花的有性生殖器官的发育具有不同程度的变

化。 这一类突变包括显性(如 Ts5 突变)与隐性突

变(如 ts1 ， ts2 突变) ，都能影响突变型植株雄穗小

花的发育而引起雄穗结实的表型。 ts1 和 ts2 基因

在野生型植株的性别决定过程中起着非常重要的作

用 ;Ts5 基因的突变对雌恋群的选择性败育过程具

有特异性影响，因此这一基因的作用可能代表了性

别决定过程的一个重要步骤。

sk(silkless) 突变型植株雌穗中雌性小花败育 ，

但雄穗中雄穗小花发育正常，从而导致其雌性不育。

玉米的矮化(dwarf)突变型为雄花两性花同株植物，

dwarf表型由至少 6 个不连锁的基因(如 An1 、

01 ， D2 ， 03 ， D4 和 D5) 中一个基因的突变所引起。

对 dwarf 突变型的生理生化分析表明，赤霉素 (GA)

可能对玉米的雌性发育相当重要，并可能是性别决

定中的一个主要信号分子。 通过施加外源赤霉酸，

隐性 dwarf 突变型的大小及开花特性等突变症状

可以消除，从而恢复野生型的表型，并随后发现

dwa旷突变型植株只能产生低于正常水平的赤霉

素 ，如 An1 ， D1 ， 02 , D3 、 D4 和 D5 基因突变失去

功能，都会导致 GA 的生物合成受阻，引起玉米植株

矮化，果穗中有两性花和雄花产生[ 1 3 、 14 ] 。 目前已从

玉米中克隆到 An1 和 03 基因，这两个基因是编码

GA 生物合成早期步骤的关键酶基因[ lii6 ] ，这进一

步证实了 GA 的存在阻止了雄恋的发育。

3 . 玉米的性决定基因及其作用机理

玉米中分离性别分化特异表达基因的常用方法

有差异筛选法和转座子标签法。 Wright 等用差异

筛选法从玉米中分离到几种雄花特异表达基因的

cDNA 克隆，同时分析了这些基因表达的时期，并对

表达终产物进行了结构分析。 发现其中一种 cDNA

编码的多肤分子量为 12KD ， 等电点为 9.54 ，其氨基

酸序列中富含 Gly 、Pro 和 Ser ， 这一特点与其他植物

结构蛋白相似，并且含有裂解分泌信号:疏水的 N

末端，表明它可能是一种分泌蛋白 。 定位研究还发

现它主要连接在维管束鞠、成熟花药 、外秤和内秤的

细胞壁中 [ 17] 0 Delong 等在玉米上分离到第一个植

物的性决定基因: TASSELSEE02 (TS2) 基因 。

TS2 不含 MADS box 基序 ，并且序列分析表明它不

是作为一个转录因子发挥作用。 对其时空表达的研

究表明 : TS2 等决定性别分化途径的基因在一系列

同源异型基因已经决定了花器官的数目和类别之后

才发挥作用。 在花序分生组织中 ， TS2 mRNA 在雄

穗小花的雌恋群原基的次上皮细胞中表达水平最

高，尤其是雌恋群退化起始之前，在其他花器官原基

中表达水平很低。 TS2 基因产物的作用可能涉及

使雌恋败育的器官死亡程序 ，而之后雄蒜生长的促

进只是它的非直接效应。 预期的 TS2 蛋白产物分

子量为 35KD，其氨基酸序列与一类短链乙醇脱氢

酶高度同源，其中与是基类固醇脱氢酶同源程度最

高。 赤霉素含多个经基，并且对玉米性别分化有特

殊的效应 ， TS2 产物作用的底物有可能是赤霉素或

面类分子。 TS2 产物可能在细胞水平上有直接的

效应，也可能通过调节其他尚未被鉴定的基因而发

挥作用。 TS2 引起器官原基的败育可能是通过产

生"自杀分子"(胞内或胞外毒物) ，使细胞死亡，或者
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是通过产生便细胞分裂停滞的末端分化信号，而之

后的器官死亡只是一个非直接效应。

三、白麦瓶草性别分化的

分子生物学研究进展

自麦瓶草的性别决定受到最严格的遗传控制，

它的性别表型与异型性染色体(Y 染色体)的存在具

有清晰的相关性，施加外游、植物激素对植物个体的

单性花发育几乎没有影响，因此长期以来被认为是

植物性别决定研究的模式系统[ 1 8-20] 。

1.白麦瓶草性别决定的遗传学

自麦瓶草含形态差异明显的性染色体，即 X 染

色体和 Y染色体。 其雌性个体的基因型为 XX，而

雄性个体的基因型为 XY，其中 Y 染色体在白麦瓶

革的性别决定中发挥关键性作用 。 遗传学和细胞遗

传学研究表明 ， 自麦瓶草的性染色体和动物的性染

色体有一定的相似性，如哺乳动物和白麦瓶草的 Y

染色体均包含在减数分裂中可与 X 染色体配对的

区域(PAR) 和含性别决定基因的非重组区域[23] 。

在白麦瓶草 Y 染色体的非重组区上连锁存在两类

与性别决定有关的基因，即雌性抑制基因和雄性活

化基因，此外，还存在与花粉正常发育和雄性可育性

相关的基因 。

白麦瓶草也存在一些与性别分化有关的突变

体，这些突变体是由 Y 染色体部分缺失引起的，如

雄性不育突变体，其表型为只产生退化的不育花粉。

用 γ，射线辐照花粉的方法可人工诱导与性别分化

有关的突变体的产生，如失去雄恋抑制功能的两性

化突变体加工[2 1 ] 和失去雄性活化功能的无性化突

变体 αSX[22 ] 。 这些突变体材料对与性别分化有关

的基因在 Y染色体上的定位起到非常重要的作用，

也有助于确定分离到的 Y 染色体基因在性别分化

中的作用。

2. 白麦瓶草雄性特异基因的分离

近年来，关于自麦瓶草性别决定的分子生物学

研究异常活跃，已经分离得到多个与性别分化有关

的雄性特异基因 [833 ，24] ，并通过序列分析和原位杂

交等技术对这些基因的功能进行了分析。

Matsunaga 等报道在白麦瓶草上，用差异筛选

法分离得到 4 个雄性繁殖器官特异 cDNA 克隆 :

MROS1-4 ， 并研究了它们的表达。 发现 MROS3

和 MROS4 转录本在发育早期的雄花芽中积累，而

MROS 1 和 MROS2 则在发育晚期的雄花芽和开放

的雄花的花药中积累。 其中 ， MROS3 只在成熟的

绒毡层中表达，它可能在绒毡层细胞的成熟中发挥

作用。 MROS2 编码的蛋白 有一段富含甘氨酸

(Gly) 的序列，这一段序列能形成一个在蛋白质中有

高度柔性的甘氨酸环;MROS2 还包含一个类似伸

展蛋白的 spppp 基序，一般来说，含这一基序的蛋

白质可能在细胞壁的自我组装中发挥作用[25 ] 。 有

趣的是，原位杂交发现，MROS2 mRNA 的定位方式

随花药的发育而发生动态变化。 在花药的连接组织

继续退化的时期 B3 ， MROS 2 mRNA 主要分布在药

室内壁、表皮和连接组织中;而到了花药变成二室的

时期B4， MROS2 mRNA 则主要分布在裂口附近的

药室内壁和表皮中 。 由于药室内壁、表皮 、连接组织

和裂口在花药的开裂中发挥重要作用，开裂过程需

要很多基因的表达，包括编码使连接在药室内壁细

胞的细胞壁上的纤维加厚、使连接组织分解或使花

药在裂口破裂的蛋白质的基因，儿1ROS2 则很可能

是在开裂过程中发生作用的分子。 到了花粉粒成熟

的时期白，八!JROS2 mRNA 在表皮中的分布大大减

少，在花粉中的分布则大大增加。 RNA 杂交结果显

示 :MROS2 转录本的水平分别在时期 B3 和自有

两个峰值。 几!JROS2 很可能在花药的发育中是一个

多效基因 ，它的表达可能受到两套不同机制的时空

调控。

Scutt 等用减法杂交和差异筛选相结合的方法

分离到 8 个雄性特异 cDNA 克隆(Men1 - 8) ，其中

Men1 与 MROS1 同源 ， Men4 和八徊。但同源。 分

离到的 Men 基因都不在 Y 染色体上，但它们的表

达直接或间接地受到 Y 染色体上的性别决定基因

的诱导。 不同的 Men cDNA 的时空表达模式各异 ，

它们可以作为白麦瓶草性别决定的分子机理研究的

发育性标记物。 Barbac町等利用无性化突变体

(5KR63) ，采用诚法克隆的策略分离到一些在白麦

瓶草繁殖器官中早期表达的基因 。 分离到的 22 个

cDNA 克隆所代表的基因大多为单拷贝或低拷贝数

基因，并且大部分在系统发育上是保守的，根据它们

表达时间的不同可分为三大类 : 晚期 、早期和极早

期。 其中分离到的 14 个早期和极早期表达的基因

是巳报道的在花药发育的最早时期表达的基因，它

们很可能就在器官性别基因的下游作用，启动区域

化或末端特异化 ，在花轮 3 和花轮 4 中发挥特殊作

用，目前对繁殖器官中的这种作用还一无所知，因此

很有必要分离和鉴定这样的基因 ，并研究其表达和

生化特性，以确定其功能。 此外，分离到的这些早期

和极早期表达的 cDNA 克隆还可以作为花早期分化
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的发育性标记物，如 CCLS4 克隆，原位杂交显示它

是前减数分裂期药室内壁/表皮细胞的很好的标记

物。 序列分析表明 ， 在分离到的 22 个 cDNA 克隆

中，有 10 个是新基因 ，另有 8 个与植物中的已知基

因同源(其中 CCLS4 和白麦瓶草中发现的另一个

绒毡层特异基因 MROS3 同源) ， 4 个与酵母中的已

知基因同源。 根据己知基因的功能，可把这些与之

同源的雄性特异基因分为三大类: (1 )逆境反应基

因 。 (2)维持细胞骨架和核的完整性的基因 。 ( 3)作

为转录因子和控制胞内相互作用的基因 。

以上介绍的这些雄性特异基因都不在 Y 染色

体上，因而都不是性别决定基因，它们可能直接或间

接地受到性决定基因的调节。 有趣的是， G uttman 

(1998)发现，雄性特异基因 MROS3(或 CCLS4)定

位在 X染色体上 ，并且在 Y染色体非配对区域有其

处于非功能状态的退化同源序列存在[26] ，这预示了

自麦瓶草的 X 和 Y 染色体可能是由共同的祖先进

化而来。

3. 自麦瓶草 Y 染色体基因的分离与分析

利用白麦瓶草的 Y染色体进行 Y染色体基因

的分离，也是得到与性别决定过程相关的基因的一

条可行途径。 激光显微解剖技术( laser-microdissec

tion) 的应用[27 ] 使白麦瓶草性染色体的分离及其

DNA组分分析成为现实。一些研究者先后从 Y 染

色体上分离到一些基因 ，但这些基因大多为非编码

序列，并且是 Y、X 和常染色体所共有的[28.29] 。

Delichere 等报道从白麦瓶草的 Y 染色体上分

离到首个活性基因 SLY1 [30] , SLY1 在 X 染色体上

有同源序列 SLX1 。 以元性化突变体和两性化突变

体为材料进行的基因组Southern 印迹分析表明，

SLY1 不定位于 Y染色体上含性别决定位点的区域

上，这说明 SLY1 本身并不是性别决定基因，但对其

功能 、时空表达及其调控等方面的研究还是非常有

意义的。 首先 ， SLY1 的发现说明在白麦瓶革的 Y

染色体上除了涉及性别决定和雄性可育的基因外，

还存在其他活性基因 ，如在 X 染色体上含同源序列

的看家基因，这一情况与人类的 Y 染色体非常类

似。 同时 ， SLY l /SLX1 基因对植物性染色体的起源

和进化研究也很有帮助。 其次 ， SLY1 和 SLX1 编码

几乎相同的蛋白质，这种蛋白质包含 WD (Trp

Asp)-repeat 结构域，属 WD-repeat( 又称WD-40 re

peat 或 β转导素类似物)蛋白家族成员 。 一般认为，

WD-repeat 蛋白与蛋白质的相互作用有关。 免疫学

试验表明 ， SLY1 和 SLX1 编码的蛋白质定位于核

中，并且它们在活跃分裂或开始分化的细胞中含量

最丰富。因此 ， SLY1 和 SLX1 可能参与促进细胞

分裂与早期分化的调节途径，并可能与其他 WD-re

peat 蛋白相互作用。 更有意思的是，由于 SLYl1

SLX1 在发育停滞的性器官(如雌花中的雄志和雄花

中的心皮)中不表达，很可能它们或其上游基因受到

性别决定基因的控制。 因此，通过启动子分析等研

究就有可能鉴定与 SLY1 和 SLX1 相互作用的蛋白

质，从而找到性别决定基因 。 在标记技术尚未建立 ，

而 Y染色体的显微解剖分离法又不够精确和完善

的情况下 ， SLYl 和 SLX1 基因无疑为白麦瓶草性别

决定基因的研究提供了一条捷径。

摘要

本文概述了植物性别分化特异表达基因的分离

方法以及近年来在性别分化研究的模式植物玉米和

白麦瓶草上性决定基因研究的进展。
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AGPase 及其基因表达研究

姚新灵

(宁夏大学生物工程系银川 750021) 

在高等植物淀粉生物合成过程中，二磷酸腺昔

葡萄糖焦磷酸化酶-AGPase( ADP-gl ucose pyrophos

phorylase)将一磷酸葡萄糖'焦磷酸化，形成二磷酸腺

昔葡萄糖(ADP葡萄糖) 。 其产物 ADP-葡萄糖是合

成直链和支链淀粉的底物。 在含淀粉组织内，ADP

葡萄糖是淀粉合成酶、与淀粉粒结合的淀粉合成酶

以及分支酶等的底物，用于直链淀粉和支链淀粉的

合成。 该底物的浓度直接影响淀粉的合成速度和效

率。

一 、植物功能 AGPase 由四个亚基构成

植物中 AGPase 由四个亚基组成，其中两两在

组成和结构方面相同，构成了两种大小明显不同的

多肤[ 1] ，其中较大的称为大亚基，其分子量因种不

同而变化于 54kD到 60kD之间，较小的为小亚基，

分子量在 51kD到 55kD间 。 编码两亚基的基因已

从几种植物中被克隆，大亚基之间和小亚基之间的

DNA序列及推测的氨基酸顺序表现同源性，并与大

肠杆菌中该酶表现相似的氨基酸顺序[2 ， 3) 。

较早从分子水平证实 AGPase 由四个亚基构成

的试验是在玉米的胚乳中，玉米 bt2突变是发生于

其胚乳 AGPase 小亚基的突变(4 ) ， sh2是发生于其大

亚基的突变[5] ，对两者的分析表明:为了表现 AG

Pase 完全活性，大小两亚基缺一不可，两种突变分别

减少胚乳中 AGPase 活性 90% - 95% ， 减少胚乳淀

粉含量 75%[6 ， 7) 。 皱粒豌豆是编码 AGPase 大亚基

的基因突变(叫做 出基因)所致， rb 突变体子叶中

AGPase活'性比正常型下降 90% ，淀粉含量下降
50% [83] ，在大肠杆菌中表达两种马铃薯 AGPase 亚

基表明，AGPase 单个亚基的活性低 ， 而将两者合并

表达其活性高于单个亚基 10 一 70 倍;试验证明植物

中正常 AGPase 由两个大亚基和两个小亚基构成的

四合体行使其完全功能[ 1 0 ) 。

二、 AGPase 编码基因分化表达

淀粉的合成出现于植物体的不同组织器官，储

藏器官内 AGPase 基因的表达与其他组织及器官中

AGPase 基因表达之间的关系怎样是实现对 AGPase

基因表达水平调控必须回答的问题。在已研究的植
物种类中，包括拟南芥[ (1 ) 、 马铃薯[ 12 ， 1 3) 、大麦[ 14 ) 、

水稻( 1 5)和小麦[ 16 )等，它们的 AGPase 的大亚基同属

多基因编码，这些基因的表达具有高度专一性。 例

如在大麦和小麦中 ，这些基因的表达仅限于叶片或

根和胚乳中。 另外，它们的表达在特定条件的诱导

下发生，如在马铃薯中增加煎糖诱发该基因的表达，

遗传分析也证实了大亚基的等位形式随器官及组织

分化而出现。 玉米 sh2突变出现在胚乳中 ，这必然

有另外的基因在胚和叶中编码 AGPase 大亚基[ 17 ) 。

事实上玉米胚中另一个编码大亚基的转录子也在胚

乳中被发现，但其量极低[ 1 8 ) 。 大豆中 AGPase 小亚

基的两个 cDNA 克隆已被识别，它们表现组织表达

专一性，一个仅表达于叶中;另一个则表达于叶和子

叶内 [ (9) 。 玉米中被识别的两个小亚基的 cDNA 也

表现明显不同的组织专一性[20 ) 。

Muller Rober 等 1994 年从马铃薯中分离 3.2峙

的 AGPase 大亚基启动子序列，并将不同长度的序

列与葡萄糖醒酸酶编码基因连接形成嵌合基因结

构，转化于烟草和马铃薯;结果发现该结构在含淀粉

的块茎薄壁细胞，茎和叶柄黯细胞，保卫细胞中表

达，在前两者中行使功能的启动子区域是位于3. 2kb

大亚基启动子-500 一 -1200 的序列;启动子 5' 端的

0.3kb 片段负责该结构在保卫细胞内的表达[ 1 3) 。

该结果表明马铃薯 AGPase 大亚基基因启动子序列

本身具备了调节其所驱动的基因在不同器官表达的

功能，这在一定程度上类似于大肠杆菌乳糖操纵子

中所谓的调节基因的功能;当然，在近年的研究中关

于启动子调节基因表达及表达效率的进展非常迅

速d旦在 AGPase 基因启动子调节其表达的研究尚

未见很多报道。 过去人们认为 AGPase 活性表现于

本研究受国家自然科学基金资助，批准号 :30160010。
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