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2 类蛋白、CED-4 及Caspase，但也能被 Bax 和

Bak 杀死。 这提供了一种早于Caspase 作用的

死亡形式。 甚至当Caspase 抑制子存在时， Bax

类蛋白的过表达或二聚化，也能引起哺乳动物

细胞凋亡[川。 因此认为 Bax 及 同类蛋白 的离

子通道活性可能介导非依赖Caspase 的死亡，

但其机制未知。

五、展 望

关于BcI-2 家族有许多关键的问题尚未解

决，如 :αD-9/4/3 复合物之间是物理性连接，

还是需要其他蛋白搭桥? Bax类蛋白的结构与

BcI-2 类蛋白有众多相同点，为何又具有相反的

功能?BF-丑 亚族迥异的序列 ，是否意味各成员反

应不同的凋亡信号?由于细胞凋亡机制的异常

与癌症、艾滋病以及许多遗传病的形成直接相

关，如阿尔茨海默症 (AD)及 Huntington 舞蹈病

等，因此是目前生物医学研究的热门课题。 其中

关键元件的分子机制研究仍待进一步突破。

摘要

Bcl-2 蛋白家族是调节 PCD 的关键元件，

它们受自身基因表达量的高低及蛋白质磷酸化

的调控。 可分为 Bcl-2 、 Bax 及 BH3 三个亚族。

Bcl-2 类蛋白阻遏 PCD ， Bax 及 BH3 类蛋白则

促进 PCD。 它们通过形成同源或异源二聚体，

以及与胞内蛋白因子的相互作用来调节 PCD。

对其分子机制的阐明 ， 有助于众多遗传病研究

的突破。
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乙烯与植物离体培养外植体的器官发生

王鸿鹤 黄学林

(中山大学生命科学学院生物系 广州 510275) 

乙烯是一种以气态存在的植物激素 ，几乎 所有高等植物的器官、组织和细胞都具有产生
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乙烯的能力 。 它对植物的不同生长发育过程起

着重要的调节作用 。 离体的植物细胞和组织也

能产生乙烯[门。 培养物在代谢过程中积累的

乙烯对其愈伤组织的诱导，增殖，不定芽，不定

根以及体细胞胚的诱导等过程都会产生不可忽

视的影响 。 本文仅就乙烯对外植体器官发生影

响的研究进展作一综述。

一、乙烯与外植体不定芽发生

早在 1951 年 Sk∞g 和 Miller 就提出了激

素平衡假说，即培养基中的生长素和细胞分裂

素的比例可以控制芽和根的分化。 而生长素和

细胞分裂素的比例就会影响到乙烯的合成。 乙

烯在培养细胞的分化中起着重要的作用，但乙

烯对组织培养物不定芽的诱导和形成却表现为

促进和抑制两种截然相反的作用。 大多数研究

表明，乙烯抑制芽的生成，使用乙烯生物合成抑

制剂 AVG ( aminoethoxylyinylglycine 氨基是乙

基乙烯基甘氨酸) ，CoCI2 和作用抑制剂 AgN03
等有利于芽的生成[2 - [ 5] 。 但也有少数研究表

明乙烯促进不定芽的再生[ 16 一 1 8] 。

抑制乙烯合成可以促进不定芽分化的例子

有很多，如:乙烯合成前体 SAM (S-adenosylme­

thionone , S-腺昔甲硫氨酸)或 ACC 可以促进油

菜胚轴外植体的细胞扩增，同时伴随乙烯水平

的增加。 使用 AVG，CoC1z或 AgN03 在降低了

乙烯水平同时诱导高频的芽分化[ 2]0 AVG 或

AgNÜj能显著促进芸墓属八个品种的子叶和

胚轴外植体的不定芽发生[3 ] 。 用乙烯作用抑

制剂 2 ， S-NBD(2 , 5-norbornadine , 2.5 降冰片

二烯)和 AgN03 处理玉米近亲系 Pa91 , H99 愈

伤组织使每克鲜重愈伤组织再生植株数提高了

12 倍[4] 。 通过 AgN03 处理调节乙.烯的合成还

能显著提高马铃薯叶片 [ 5 ] 、难于再生的野油菜

(Brassia Cam如stris ) [ 6 ] 子叶和甘蓝愈伤组

织[7]等的不定芽再生频率，在愈伤组织诱导阶

段还可以剌激马铃薯叶片芽的直接生成[ 5 ] 。

有的研究指出， AgN03 和 AVG 等对 ACC

合成酶 、 ACC 及乙烯生成会产生刁、 同的影响。

Chi 等 [8] 的研究表明 : AVG 抑制 Brassia

Camþestris 内源 ACC 合成酶活力、减少 ACC

积累及乙烯合成 ; AgN03 的作用正好相反，它
提高 ACC 合成酶活力、增加 ACC 积累同时促

进乙烯的合成，但它们对不定芽的发生均有促

进作用。 AVG 对不定芽发生的促进作用可被

CEPA ( 乙烯利)抑制 ，而 AgN03 的作用却不受

其影响 。 Pua 等 [ 9]也发现 AgN03 或 AVG 存在

时同样促进芥菜叶片或叶柄的不定芽发生，但

AgN03 却大大促进了乙烯的合成。 乙烯作用

抑制剂 AgNÜj 、合成抑制齐IJ CoC1z、 NiC1z和 SA

(salicylic acid ，水杨酸)等可提高珍珠粟植株再

生能力并显著延迟其再生能力的丧失，在这些

化合物存在时，培养瓶中的乙烯水平低于对
日召 [ 10 ]

AgN03 和 AVG 等对 ACC 合成酶，ACC 及

乙烯生成的不同影响，以及它们对不定芽再生

起同样的促进作用的可能机制到底是什么呢?

一般认为 Ag + 、Co2 + ， Ni2 + 等金属离子是乙烯

合成或作用的抑制剂，这些重金属离子在许多

研究中都表现出这两种作用。 但是它们在离体

培养过程中还可能诱导逆境效应。 植物对逆境

的反应之一就是要增加乙烯的生物合成，产生

"应激乙烯" 。 不同的反应就可能引起不同的结

果。 而有的研究者指出:AgN03 在其中并不是
通过抑制 乙烯的作用而起作用的，而是由于

Ag+ 的存在可以解除乙烯对多股合成的干扰，

还使 ADC(arginine decarboxylase，精氨酸脱梭

酶)的活性增加了 45 % - 54% [ 11 ] 。 对于中国

小萝卡的胚轴外植体，AVG、Put 单独存在时减

少乙烯的生成，而在 Put 与AgN03 同时存在
时，外植体放出高水平的乙烯。 施加外源 Put、

CEPA、ACC 等对不定芽再生没有影响，但 Put

与 AgN03 或 AVG 同时存在时却能极大地促

进芽再生[ 1 2 ] 。 那么这些作用是否与多胶的代

谢有关呢?目前还没有合理的解释c

许多研究表明，在光下培养的外植体比黑

暗中的外植体释放的乙烯要少，光在不定芽再
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生中的作用也可能与乙烯相关[ 1 3 ， 1 4 ] 。 向日葵

胚轴愈伤组织在光下可以再生出非常多的再生

植株。 在该研究中，黑暗下 AVG 处理茵的再

生率高于光下处理的苗 。 AVG 可以抑制黑暗

中生长的茵的乙烯合成，对不定芽发生起到一

定的影响。 AVG 引起的再生率提高可被添加

ACC所逆转。 光下生长的烟草愈伤组织乙烯

释放减少，同时观察到有不定芽发生。在培养

的最初几天乙烯抑制不定芽发生，而后期可以

提高芽原基的发生率，使芽发生的更快更同步。

乙烯对不定芽再生的作用还和植物本身的

生理特性和品种有关。 Power( 1987 )发现 AVG

抑制向日葵子叶的芽再生 [ 1 6] 0 CoCh 可以抑制

再生能力弱的向日葵品种E8206R 的 乙烯生

成，使再生率提高了 30% ， CoCI2 在 CEPA 存在

时不起作用。 AgN03 显著剌激不定芽再生，但
CEPA 不能降低 AgN03 引起的不定芽再生率

提高 [ 15 ] 。

乙烯和二氧化碳的相互作用对芽诱导的影

响也较大。 lOppm 乙烯可促进水稻愈伤组织芽

的形成;乙烯与二氧化碳一起处理也有利于芽

的形成。 最佳组合为 5ppm 乙烯与 2% 二氧化

碳 [ 17] 。 在辐射松 (PiU71S radiata) 幼苗子叶外

植体培养的头 5 天，通入 5 - 8μllL乙烯和

10% 的二氧化碳，每个子叶外植体形成的芽最

多 ， 当从培养瓶中除去这两种气体时，培养物的

细胞分裂完全被抑制 。 在培养的头 10 天 内，乙

烯对形态发生的作用可能是通过影响细胞分裂

的过程实现的。 而培养 15 天后，若积累过量的

这两种气体，会引起芽的脱分化[ 1 8] 。

乙烯对不定芽再生起什么作用，除了与供

体植株种类、外植体类型、物理 、化学因素及作

用时间等条件的影响有关外，还与不同激素之

间、内源和外掘激素之间的相互作用以及外植

体在不同阶段对激素的敏感性不同有关[ 1 9] 。

二、乙烯与根再生

离体植物根再生包括生根 ( r∞ting) 和根发

生( rhiwgenesis) 两种过程， 即包括从插条(茎 、

枝条、叶等)以及组织培养所得的无根苗形成不

定根的过程和从愈伤组织中的拟分生组织分化

出根原基进一步发育成根的过程[20 ] 。 这里我

们只讨论乙烯对组织培养无根苗形成不定根和

从愈伤组织进一步发育成根过程的影响 。

乙烯对根的发生也具有促进和抑制两种作

用 。 Brondi 等 [21] 研究了乙烯和多胶在野樱桃

元根苗不定根形成中的作用，指出乙烯合成前

体 ACC 显著抑制生根率。 AVG 可以使每个苗

形成大量的根，但抑制它们的进一步生辰。同

时使用两种化合物生根率和根量都受到影响。

在此研究中， AVG 显著地抑制乙烯的生成，而

IBA( 口引睐丁酸)促进乙烯的合成 (3 - 5 倍) ，但

却都促进根的形成。 因此生长素在根诱导方面

的作用可能并不与它促进乙烯合成的能力直接

相关。 在苹果元根苗不定根形成中观察到:

ACC 抑制根的形成，而 AgNÜ)、AVG 可提高其

生根率，CoCh 只稍微提高了根量和生根率[22 ] 。

但 AgN03 在小麦和小黑麦 ( triticale) 离体培养

时却抑制根的发生[23] 。烟草薄层培养实验中

银离子也干扰从芽向根的转变[24] 。乙烯存在

时还可以促进棒子离体子叶外植体的不定根发

生[25] 。这表明在某些植物种类中诱导细胞形

成根需要乙烯。 番茄不能成熟型突变体(Nev­

er rz如 Mutant ， Nr 突变体)对乙烯不敏感。乙

烯合成的增加能够剌激野生型番茄不定根形

成，而在 Nr 突变体上没有观察到相同的现

象[26] 。这为乙烯促进不定根根原基的形成提

供了一个佐证。

其他激素与乙烯的相互作用也影响根的形

成 :毛地黄 ( DigitaLis obsura )下胚轴培养物在

无其他激素存在的情况下，乙烯促进其根的形

成。 但如果外加 1AA 和 KT 时，乙烯则促进其

芽的形成[27 ] 。

不同品种和外植体的不同部位对乙烯的反

应也不相同 。 在芸茎属八个品种不定根发生研

究中发现， AgN03 对印度芥菜的生根有抑制作
用 。 AVG 显著抑制其根的伸长，而 AgN03 及
AVG 对其他品种根的发生率无影响，对根量也

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



26 细 胞 生物学杂志 2001 年

无影响[3) 。 向日葵幼苗胚轴受伤后 3 小时内可

以看到创伤乙烯的增加，这是根原基形成的关

键因子，当这种乙烯的增加作用于胚轴的较下

部时 ， 可以剌激根的形成。 相反，胚轴上部的高

浓度乙烯会抑制生根[ 28) 。

三、乙烯与花芽分化及性别表达

非离体植物开花研究表明，乙烯可以影响

花芽分化及性别转化。 在组织培养中，乙烯也

表现出同样的作用 。 施加外源乙烯促进宦英菜

(endive)根段的花芽形成[29 ) 。 乙烯也可以促

进薄层培养烟草外植体的花芽形成[ 30 ] 。 乙烯

的作用时间对花芽分化也有一定的影响: Aar­

trijk 等发现头 3-7 天培养物产生的乙烯可以

增加预培养的百合鳞茎外植体花芽分化的数
量[3 1 ] 。

作为"雌性激素" ， 乙烯在离体培养时也表

现出促进雌志发育的作用 。 CCC(矮壮素)和 乙

烯利处理均有利于离体 Lemna gibbα 花芽和雌

嚣的进一步发育，使之发育倾向于雌性化，Cα

和乙烯利使离体 L. Pauciost.αta 花芽发育正

常，而雌在发育受到促进[32] 。

四、乙烯与原生质体培养

在原生质体培养时 ， 原生质体的活力高低

与其形成愈伤组织的能力及以后的再分化关系

密切。 因此在分离原生质体时，原生质体的活

力与再生能力是人们关心的问题。

1 乙烯与原生质体活力

许多研究者对不同植物原生质分离时乙烯

的释放水平做了研究，大多数研究表现原生质

体的低活力及低再生能力与高乙烯水平有关。

有的研究者认为乙烯的释放可以作为原生质体

群体存活的指标。 与原生质体产率和活力相关

的几个因子如 :酶液质量 、 叶龄、叶细胞的质辟

分离程度和 2 ， 5-NBD 等均对乙烯的释放有一

定的影响 。 比如: 不同酶混合液对燕麦叶片原

生质体分离的效果不同，效果好的酶诱导产生

的乙烯较少 ， 而差些的酶则诱导较多的乙烯产

生[33 ] 。 Rethmei町等 [34 ) 观察到培养超过一年

的番茄无根苗 ( 1 型植株)产生的原生质体要比

培养不到五个月的无根苗( II 型植株)少一些。

比较两类植株的乙烯生成量发现， 1 型植株原

生质体的低活力可能与高乙烯生成量有关。 特

别是当供体组织萌发培养在含 STS( silver thio­

sulfate 硫代硫酸银)的培养基上时( 皿 型植株) , 

乙烯作用抑制剂 STS 可提高原生质体产率及

活力 。 另外，使用纤维素酶 RI0 要比溶壁酶释

放的乙烯显著降低，得到的原生质体活力也高

些 。 当马铃薯无根苗在含 STS(2mgll ) 的培养

基中预培养时，可明显提高每个茵的原生质体

产率达 8 倍之多，但对其分裂和植板率影响却

不大。 在此过程中 ， STS 促进了苗生长井抑制

了原生质体分离过程中的乙烯生成。 STS 对

PEG(聚乙二醇)处理过的原生质体形成愈伤组

织的能力也有促进作用 。 当通过 PEG 法将

CAT(氯霉素乙酷转移酶)报告基因导人原生质

体时， STS 处理可明 显促进基因的瞬 间 表
达 [35 ] 。

2 乙烯与原生质体的再生能力

使用 乙烯 作用抑制剂 AgN03 ，在 29 -

118μmol lL 浓度下对甘庶的细胞培养有毒害作

用，通过逆境作用诱导乙烯生成，但能增加甘庶

杂合细胞悬浮培养原生质体产率，减少芽的再

生。 外源添加 AVG 或 ACC 没有改变分离的原

生质体数。 然而即使乙烯合成受到抑制， AVG

和 AgN马 共同使用也能分离到原生质体[36 ] 。

相反在水稻原生质体分离培养基中添加 Ag­

N~ 减少原生质体产率，但是增加了培养的原

生质体形成的集落数量[37] 。 这些结果表明

AgN03 或许在原生质体形成过程中还有另外

的作用，特别是对细胞壁或细胞代谢可能有直

接作用 。

五 、乙烯与 花药培养

这方面的研究不是很多 ， Reynolds 的研究

表明 :在某种程度上，队A 通过调节乙烯合成来

调节 SoLanum caroLinense L.的胚胎发生。 而
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在 SoLanum caroLinen se L 花药培养时观察到

2.4-D 可以诱导花粉形成愈伤组织，去除 2 . 4-D

后，愈伤组织可以通过器官发生途径再生。 在

此过程中，分析培养时的乙烯浓度并没有发现

显著的积累。 乙烯利和乙烯也不能剌激花粉的

雄核发育及花粉愈伤组织的再生[38] 。 这也进

一步的支持了关于两种生长素在离体培养时通

过独立的作用方式诱导花粉发育的不同途径这

一观点。

六、结束语

对于乙烯在离体植物形态发生中生理作用

的研究大多采用乙烯生物合成 、作用抑制剂来

进行的，这为确定乙烯的生理作用提供了一定

的线索。 但这些外源添加剂往往是非专一性

的，或者其本身还有一些与乙烯无关的生理作

用，如 :AVG 抑制 ACC 合成酶的活性是通过酶

的辅基磷酸毗哆醒而起作用的，因此凡与该辅

基有关的酶都将受到影响 。 0}+ ， Ag + 等重金

属离子既有抑制乙烯作用的效应， 又能产生逆

境效应。 这些不同的生理作用往往产生不同的

结果，有时还会互相矛盾 ，令人难以信服。

现在很多研究者都试图利用分子生物学手

段从基因水平来调节乙烯的生物合成，从而找

到乙烯在离体植物器官发生中起作用的直接证

据。 Pua 等 [ 39 ]通过反义 RNA 手段在转基因芥

菜中干扰乙烯的生物合成来研究乙烯在离体不

定芽发生中的作用 。 利用编码 ACD(ACC 氧化

酶)的反义岛在EFE5 基因 (芥菜 中催化 ACC 向

乙烯转换的酶)转化芥菜 ，大多数转基因植株都

观察到乙烯合成受到抑制，同时伴随着组织培

养物不定芽再生能力的显著提高。 在 50μmol /

LCEPA 存在时，高再生基因型的转化组织转

变成再生能力很差的对照基因型 。 芽再生能力

与乙烯合成之间的相关关系 ， 在 R[ 代也有表

现。 在转基因烟草中表达反义 ACC 合成酶基

因抑制了烟草内源乙烯的合成 ， 同时也导致了

转基因烟草在组织培养过程中芽的再生能力的

增强[40 ] 。

这些研究提供了有力证据，即乙烯在离体

植物不定芽发生中可能起着重要的调控作用。

只是这方面的研究还不是很多，难以从中找到

一定的规律。 在其他器官发生的研究中还没有

看到这方面的报道。

利用反义基因表达的反义 RNA 抑制乙烯

合成有关酶的表达，通过器官发生频率的变化

以及 ACC ， ACC 合成酶含量及乙烯水平的变化

与未转化组织相比较，是否可以在分子水平上

阐明乙烯在器官发生中的某些确定的生理作用

呢? 乙烯生物合成的基本途径及其有关酶的透

彻研究为深入和广泛地研究这一过程的本质提

供了良好的基础 。 只有真正地了解乙烯影响不

定芽发生的分子机制，才能对其进行有效的控

制，达到理论和实践相结合的目的。

摘要

本文综述了乙烯与离体培养外植体器官发

生之间的关系，以及乙烯生物合成的调节对外

植体不定芽，不定根，花芽分化，原生质体培养

及花药培养等过程的影响。
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BALB/c 小鼠胚胎干细胞系的建立及其嵌合体小鼠的获得 头

黄冰陈系古H 邓新燕林以理陈颖青黄春浓H骨 梁英杰 叫"

(中 山医科大学实验动物中心 广州 510089) 

小鼠胚胎干细胞 (ES 细胞)嵌合体的构建

是一项十分复杂的技术[ 1 ] 。 除了保持 ES 细胞

体外扩增、未分化性及全能性的特点外 ，受体胚

胎品系来源、注射方式的选择以及许多具体操

作的技术性与非技术性等因素都将对嵌合体的

形成造成深刻的影响。 目前国内极少有基因剔

除动物产生的报道，主要原因可能在于胚胎干

细胞分离培养和建系的技术未能真正过关，加

本文 2000 年 4 月 4 日 收到， 11 月 13 日接受 。

传本研究得到广东省科技创新百项工程项目

(99B07801Q) 以及国家科技部"九五"攻关课题( 96-
A23-06-02 ) 资助 。

曹餐 课题负责人。

，费费 中山 医科大学医学遗传教研室。

i>"' i" 中山医科大学病理教研室。
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