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采用快速繁殖的技术繁疆一些用途独特、市场

急需和需要进 口的紧张的药材。近年还在向调

味品和色素等代谢产物的生产发展。

后语

我们展望前途，见到枪端已露，认为曙光

在前，齐心努力 ， 就可促使我们的这一门科学

早日为社会主义建设作出更大的贡献。我们虽

然走过一些曲折的道路，但是纵观今日，我们

的队伍壮大了 ， 工作也从各方面开展起来了，

这是值得庆贺的 ， 我们也感到无限欣慰。党和

国家重视科学研究，同时也对我们提出更高的

要求， 这是推进我们工作的动力。 前途无限光

明， 寄希望于在座的同行及青年同志们。祝愿

同志们在党中央召开的三月七日 全国科技工作

会议的号召下， 合作分工，奋力前进，作出光

辉的贡献。
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叶绿体基因的定位和结构

肖伟

(南京农学院〉

自 从 1 962 年发现叶绿体 DNA(ctDNA) ，

以及后来证明叶绿体分裂和叶绿体基因组自主

复制以来， 2 0 余年间对叶绿体的研究有了长足

的进步，成为植物分子生物学的"生长点"之一。

这些研究成果对于揭示光合作用过程、叶绿体

基因的作用及其调控具有重要意义。 迄今为止

已有几十种蛋白质及核酸分子被证明是由叶绿

体基因指导下合成的 ， 其中有些基因已经定位，

有些并做了较详细的研究。对于探索生物的演

化规律、人工模拟光合作用过程，以及通过改

造光合过程来改良植物品种，无疑具有一定的

指导作用。

叶绿体蛋白质的合成

高等植物叶绿体基因组的分子量为 10 ~道

尔顿' ( D) 或 120一160 干碱基对(kb) ，可编码

100 种以上蛋白质和核酸分子。 但 是仅叶绿体

中 DNA 复制 、 转录和翻译就需要约 100 个基
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因。考虑到有 40 种酶参与色素合成， 40 种酶

参与光合作用，还有构成叶绿体骨架所必需的

酶及蛋白质，单靠叶绿体基因组是不够的。已

经证明细胞核基因参与叶绿体建成及光合作

用，叶绿体的自主性是相对的。确定一种叶绿

体多肤链是由核基因组编码还是由叶绿体基因

组编码一般采用三种方法[1 J: 

1.利用蛋白质缺失突变体或使用专一性

蛋白合成抑制剂，进行活体标记示踪。常把

36S':_甲硫氨酸加入培养基培养植物或组织， 分

析比较野生型和突变体在蛋白质组成上的差

异，就可以确定缺失的蛋白质是由何种基因指

导合成的。叶绿体具有类似原核生物的 70 S 

核糖体。氯霉素 (D-threo-chloramphenicol) 、

林肯霉素、壮观霉素等能抑制它的活力。细胞

质申的核糖体为 80 S，放线菌酣等能抑制它的

活力。在活体标记的同时，分别加用上述蛋白

质合成抑制剂，可以从蛋白质的聚丙烯眈胶凝

胶璋泳谙对比中判断蛋白质是由细胞核还是由
叶绿体基因编码的。这一方法有缺点，因为叶

绿体核糖体与原核生物核糖体并不完全相同，

其次抑制剂可能产生副作用，从而间接抑制其

它合成过程。因此所得结果不能做为定论。

2. 用 离体叶绿体合成蛋白质。如果标记的

氨基酸能参入悬浮的叶绿体中的蛋白质，则可

以认为此蛋白质是由叶绿体基因组编码的。但

是分离纯化叶绿体过程中不免有一定程度的混

杂。而且没有观察到标记的蛋白质也不能认为

就是核基因编码的。这一方法使用得比较普遍 ，

所报道的蛋白质种类较多，差异也大。例如

Ellis 等 [2J曾报道双向电泳谱上有多达 80 个标

记斑点，单向电泳谱上也有 37 个之多，很可能

其中一些是不完全的多肤链。

3. 体外合成多肤链。提取多聚核糖体(包

吉普 mRNA)进行体外翻译反应，可以探讨蛋白

质的编码基因来源。一般认为 mRNA 不能透过

叶绿体被囊，因此叶绿体内的 mRNA 是从 ct­

DNA 转录的。 这一方法经过改进，可靠性大

大提高了。并且将转录与翻译过程偶联起来，

同时在体外进行。常用的转录-翻译系统有大肠

杆菌、麦胚无细胞系统和兔网织红细胞系统。

Paterson 等 [3J发明了一种杂交 捕捉技术

(hybrid arrest) ， 即将样品中的 mRNA 与已知

来源的 DNA 杂交，同时进行翻译，使其中与

DNA 杂交的分子不再能用做翻译的模板，由此

定位编码蛋白质的基因。

利用上述技术已经证明，叶绿体基因组指

导几十种不同分子量的蛋白质的合成，其中一

些是功能已知的。还有许多叶绿体蛋白质来源

于细胞质合成系统。尚不能肯定是否有线粒体

基因参与叶绿体蛋白质的合成。

基因在 ctDNA 上的定位

叶绿体 mRNA 大 多没 有 多聚 腺苦酸

(polyA)尾巴，有的则仅有很短的 polyA 尾巴 。

利用多聚尿昔酸凝胶过谑， 可将它们与细胞质

mRNA 分开。通过体外合成蛋白质，然后做免

疫沉淀可以分离到所需的 mRNA 分子。然后将

此 mRNA 与经限制酶切开、 j疑胶电泳分离、并

转移到硝酸纤维 素 膜上的 ctDNA 片段进行

DNA-RNA杂交，就可以确定该基因的位置[.J 。

也可以直接用 ctDNA 基因库 ，经过体外转录翻

译获得多肤链，然后进行免疫沉淀，做出基因

定位。核糖体 RNA、转移 RNA 基因则可以通

过 DNA-RNA 分子杂交直接实现定位。

研究得较详细的高等植物有夜菜、小麦和

豌豆等，低等植物则以衣藻和眼藻研究得较多。

已经定位在叶绿体基因组上的基因有z 叶绿体

核糖体基因(包括 23 S、 1 6 S 、 5 S 和 4.5 S 

RNA) 、 20 种以上的 tRNA 的 基因 、 RuBP 竣

化酶大亚基的基因、类囊体膜 32KD 蛋白质的

基因，ATP 合成酶偶联因子 CF1 的三个亚基叭

队 E 的基因[町 、 ATP 合成酶偶联因子 CF。的

亚基(又叫脂蛋白亚 基、 DCCD一附着蛋白、

质子转运亚基)的基因 [6 ， 7J 、 细胞色素 f 和 bs
的基因以及 P700 叶绿素 a 蛋白质的基因[← 10J 。

另外细胞色素 b6/f 复合体中被 称为"亚基 N"

的 17KD 蛋白质的基因和 PS 1I反应中心的 P080
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ATP- 合成酶

P680- 院蛋白 脂蛋白1 、
cyt -b. 
C -4 

图 1 萤菜叶绿体基因图

图上中1;明位置的基因有细胞色素 F(cyt-f)、民

(cyt-bρ 、 亚基 IV ( C-4 )基因 ) P 6 80-酶蛋白基因 ) ATP 
合成酶 CF1 三个亚基 α、自、 E 的基因 〈α-Su，自-Su，
E-SU) ， CFo 的脂蛋白亚基基因 F 类囊体膜 32 KD 蛋白

质基因 (PS lI - 3) ) RuBP 竣化酶大亚基基因(Lsu))

各种 t-RNA 基因 〈圆圈外由 3 字母组成的氨基酸名称

缩写)12 个 rRNA 基因操纵子(即重复顺序区 ，用粗线

表示〉。 箭头表示基因转录方向。 圆周仁的小符号表示

不同限制酶的切点。

、

图 2 衣藻叶绿体 DNA 的限制酶固

图上标明 rRNA 基因 ， 蛋白质合成延长因子基因
(Tu) ， 复制起始点(oriA ， ori助。箭头表示转录方向。

内圈-Bgll 图 ， 中圈-BamH 1 图 ， 外圈-EcoR 1 图。

数字为 DNA 片段编号。

.0 , 
擅自，

8 
15~ 

图 3 i在亘叶绿体 DNA 固

、 l执』
审、

，、~ ... 

表示己知的基因位置和基因转录方向.

叶绿素 a 复合蛋白 (51 KD) 的基因在夜菜叶绿

体 DNA 上的位置也已确定 [ I IJ o Watson 等[ 12) 

确定了蛋白质合成 延 长 因子 Tu(EF-Tu)在衣

藻叶绿体 DNA 上的位 置。 Wong 等 [13)将指导

DNA 复制的基因 (OriA ， OriB)也定位在衣藻

基因组上。图 1 、 2 和 3 分别表示基因在菠菜、

衣藻和豌豆叶绿体基因组上的位置。

基因的结构与囊达

对部分叶绿体基因进行了核苦酸顺序分

析。由现有的结果来看，它们都具有原核生物

基因的某些特点，如 70 S 核糖体附着点， - 类

似于大肠杆菌基因的起始顺序和终止顺序筹。

但它们的相似程度又有所不同。有趣的是，指

导 ATP 合成酶 CF 1 因子中自和 E 亚基的基因

具有首尾相接的 重叠 顺 序。自亚基的基因

(atpB)的终止结构与 E 亚基的基因(atpE)的起

始顺序有四个碱基对的 重叠(在菜， Zura~ski 

等【 14))，它们总是被转录于 同一双顺反子

mRNA 中。比较已知基因的碱基顺序发现，叶

绿体基因与大肠杆菌有不同程度的同源性，同

时不同植物种间叶绿体 DNA 的碱基顺序却存

非常保守的倾向。

叶绿体指导合成的蛋白质具有前体结构，

这一点与核基因编码的叶绿体蛋白质相似@
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32 KD 类囊体膜蛋白的前 体 约为 34.5 KD , 

RuBP 援化酶大亚盐的前体也比成 熟的酶蛋白

略大。它们要经过翻译后的加工，切去一段多

肤，才转变成有功能的酶蛋白。核基因编码的

蛋白质前体的加工是在叶绿体被膜上进行的，

这-过程有利于蛋白质进入叶绿体。

在低等植物眼藻的 RuBP 梭化酶大亚基基

因中最近发现了 9 个插入顺序(内含子 ) (15) 而

在高等植物叶绿体 rRNA 的基因中也有插入

顺序。

叶绿体基因的转录并不都是一个方向。大

多数物种的叶绿体DNA 中都有一重复顺序区 ，

它们的转录方向是相对的 ， 共同指向一小的单

考贝顺序区。 rRNA 基因和部分 tRNA 基因就

位于这一重复顺序区中。其它已知基因都在单

拷贝顺序区里。

叶绿体基因组结构的演化

基因定位分析有助于探讨叶绿体起源及演

化规律。 ，配合酶谱分析及顺序分析， 人们发现

叶绿体基因组的结构在不 同物种间有很大差

异。从现有资料吾 ，可将高等植物叶绿体 DNA

分为四种类型， 其中三种具有典型的重复顺序

区。 菠菜 、 十字花科植物等多数双子叶植物的

32 KD 类囊体膜蛋白基因 ( psbA)有rRuBP 竣化

酶大亚基基因( rbcL)处于对位位置，小麦、玉

米等也是这样 ，但它们的 ATP 合成酶偶联因子

CF1α 亚基的基因 (atpA )和 CF。 的亚 基丽的基

因 (atpH)所在部位似乎发生了一次约 20 kb 的

DNA 倒置。 这可能是 单子叶植物 的特征结

构[ 16 ]。豆科植物中的绿豆(Vigna radiata) 等的

psbA 和 rbcL 基因相邻 ， 并向同一方向转录[ 17] 。

属于第四类型的有豌豆 、 蚕豆和鹰咀豆 (Cicer

arietinum)，它们没有重复顺 序 ， 结构的变化

较大。 Palmer 等[ 1 8] 认为这是重 复顺序缺失的

结果。 Tassopulu 等[ 19] 比较了几种烟草的叶绿

体 DNA 结构的差异，认为重复 顺序是由于两

个单一的原 始叶 绿体 DNA"头-头""尾一尾"

相接， 然后又发生缺失造成的。鉴于绿藻叶绿

图 4 三种不同的叶绿体基因组的重复顺序

箭头表示重复l顺序区和 rRNA 操纵子的转 录 方
向 。 黑点代表 16 S rRNA 基因 ， 空回代表 23 S rRNA 
基因 。

米五支小
等叶

中
可
可

莱
莱

四
血
泊

|
|
|
|
|
l
l
豆大豆操一

且
豌香一旦蚕豆豌

图 5 推测的披子植物叶绿体基因组的"进化树"

体 DNA 同样具有重复顺序(图 4 )以及豆科植

物的进化地位，作者认为这一过程可能发生在

原始生物时期。 高等植物叶绿体 DNA 的可能

的演化趋势见图 5 0 随着更多的叶绿体基因的

发现、定位及定向，以及对 叶绿体基因组更广

泛的研究， 这一问题将得到明确的解答。

叶绿体基因工程

叶绿体 DNA 编码的基因 在叶 绿体形态建

成和光合作用中起着重要的作用，此外叶绿体

基因组还参与其它一些生物反应，如氮素代谢

等。用遗传工程的技术改变生物的特性是生物

学领域的一场革命。 高等植物的叶绿体基因组

作为一种类似原核生物的简单 的环状 DNA 分

子，它的基因与核基因既拙立又相互作用和互

相依赖，已经成为植物分子生物学研究中很活

跃而又大有希望的领域。 据统计每一光合细胞

有 40-50 个叶 绿体，每一叶绿体含有 4 -8

个叫做类核体(nucleoids) 的小颗粒，而每一类

核体通常由 10-100 个叶 绿体 DNA 分子聚集

而成。因此一个光合细胞 中有约 20 ， 000 个叶
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绿体 DNA 分子 ! 数量之多可以和大肠杆菌的

质粒比美。

叶绿体基因组与核基因组有密切的联系。

一些复合酶的亚基由这两类基因组分别编码，

通过组装向成有功能的酶蛋白，如 RuBP 援化

酶和 ATP 合成酶。 RuBP 竣化酶的小亚基由核

基因编码。ATP 合成酶的 CF1 由 8 个亚基(2α 、

2 队 2e 、 1 Y, 1 δ)组成 ， CF。由 3 个(或 4 个)

亚基组成， 共同构成质子通道。其中的 CF1 的

Y 和 δ 亚基， 和 CF。 的两个亚基已经证明是由

核基因编码的 [1 ] 。

一些除草剂的作用机理是影响植物叶绿体

的结构和光合作用。均三氮苯类除草剂阿特拉

津的作用位点是 32 KD 类囊体膜蛋白 ，阻断光

系统 直 (PS 1I )的电子传递。这一蛋白是叶绿体

基因组编码的并且是光诱导合成的。它的基因

psbA 又叫"光基因"。有些杂草对这类除草剂具

有抗性 、 这种抗性是细胞质遗传的。Flirschberg

等 ( 1983 [叫 )分析了抗性基因和敏感基因的碱

基顺序， 发现仅有 3 个碱基的差别，蛋白质仅

有一个氨基酸的变化，即在第 228 位上敏感型

蛋白的赖氨酸突变为甘氨酸。在小克和龙葵两

种植物上发现这一变化是相同的。 推测这样的

氨基酸代换改变了 32 KD 蛋 白质对除草剂的

亲和性。 Beversdorf (1980) [ 21 ]等通过杂交及回

交的方法将一种野油菜的抗除草剂特性转移到

异倍体栽培作物芸苔中。相信将来-定能够用

基因工程的方法将抗除草剂的基因引入栽培作

物，同时开辟一条叶绿体基因工程的道路。
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