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合成酶基因有两种可能的连接方向， 所以能产

生两个不同的重组质粒 pNo 1 和 pNo 2(见图

5 )。

pNo 1 和 pNo 2 分别引入带 pTiC 58 的根

癌农杆菌中， 经两次同源重组， 产生四种重组

子，然后分别感染植物， 发现都能产生脑脂

碱，但 pNo 1 x pTiC 58 还能产生章鱼碱，因而

表明脑脂碱合成酶基因的启动子能启动正常顺

序的章鱼碱合成酶基因的编码顺序，从而使后

者得到表达。

利用类似的方法， Herrera-Estrella 等

(1983)构建了由脑脂碱合成酶基 因 启动子

(pNos)与细菌氯霉素乙毗转移酶基 因 (Cat)组

成成 pNos-Cat 嵌合基因，引入 pTiC 58 质粒做

载体转化植物，转化的植物具备了正常植物所

没有的抗氯霉素的能力，也即 Cat 基因在植物

中，也能象在酵母和哺乳动物中那样得到表

达(UJ 。

进一步分析表明，由脑脂碱合成酶基因启

动子和外源基因编码区组成的嵌合基因，在转

化植物中能通过减数分裂传给子代，并且符合

典型的孟德尔遗传规律(15 -1 7 J 。

能在植物中表达的抗性嵌合基因的构建，

为筛选转化植物带来了极大的方便，特别是脑

脂碱合成酶基因的启动子和细菌转座子 Tn 5 

上的新霉素磷酸转移酶基因， R 17 质粒上的

A 

pMon145 
(7 .75Kb) 

回 6 pMon 145 结构示意图[2 1]

医望表示 Ti 质粒 T-DNA 同源片段，

o表示嵌合新霉素磷酸转移酶基因

二氢叶酸还原酶基因丰~I pIT 139 质 粒上的湿霉

素(Hygromycin)磷酸转移酶基因组成的嵌合

基因，使转化的植物分别带上了相应的抗

性(18-20]。从而人们找到了筛选转化植物的新

途径， 不需要冠瘦瘤产生及在 MSo 培养等上

自主生长作为 T-DNA 转化的标记。

美国 Monsanto 公司的 Broglie 等 (1 984)将

能在植物中表达的嵌合新毒素磷酸转移酶基因

〈抗卡那霉素)插入了中间载体 pMon 120 构成

了 pMon 145(见图 6 ) [21J。嵌合基因的构建使

中间载体的使用更为方便。(待续)

细胞的有被小泡

曾英

(昆明植物研究所)

-、概述

1961 年 Gray， E. G. 在用电镜研究大鼠

的小脑皮层神经细胞时， 发现树状神经末梢的

细胞质内存在一些具有外壳的小泡，他 当 时

称之为复合小 j包 (complex v臼icles) (J J 。 继后

Wissig (1 962)在大鼠肾上皮细胞中观察到质膜

小泡与胞质小泡的结构分化， 并且发现一类小

泡的原生质膜表而覆盖有绒毛状的物质，形成

有被小白(Coated Vesicles ) [2] 。

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



20 细胞生物学杂志， 样
斗r

qd 

在植物中，许多学者也观察到根尖的各种

正在分化的细胞和幼叶细胞中大量存在有被小

泡， 与此同时， Roth 和 Porter (1 962) 发现了

细胞表面有摄取蛋白质的特化部位， 因为在此

部位细胞膜下凹且原生质膜表面覆盖着一层与

有被小炮相似的包被结椅，所以把这一特化区

域称为有被小窝 (coated pitS) [3J, 从此不少细

胞生理学家注意到有被小泪和有被小窝与细胞

功能的关系 ， 并认为这两种结构是动、植物细胞

中最基本的细胞器 。 Pearse(1 98 1) [ 19J 曾 指出 ，有

被小炮和有被小窝这两种相关的细胞器负责真

核细胞的选择性内吞， 迁移膜蛋白的特异胞内

运、输 ，新合成蛋白质的分挫以及质膜循环等[4 J 。

二、包被的组成和结构

包被由蛋白质构成， 其中最主要的蛋白质

是包涵蛋白或称包涵素 (Clathrin) ， 其 他蛋白

质可称为附加蛋白 (Accessory Proteins) ，由这

些蛋白质形成包被的结构单位一一三叉辐射型

单体(triskelion) , 它包括三条重 链和三条轻

链， 多肤链的分子 量 为 180 k 和 3 0 k• 40 k , 

由单体聚合成多面体(五面体和六面体)网格状

的包被， 酷象足球上的花样[5， 1 5]，但这)结构

并不是一成不变的。现一般认为有被小也是由

有被小窝出芽而来， 这一过程伴随包被结构的

重排【7J 。

三、有被结构与细胞功能

1 .受体中介的胞吞作用 (receptor-IDedi

ated endocytosis) 大分子与细胞 表 面的受体

结合通过有被区的内化进入细胞， 这一过程称

为受体中介的胞吞作用，也叫吸收性内吞

(absorptive endocytosis) [ 5 J ，它比液相吞饮快得

多，能使细胞大量摄入特定分子而不需要带进

太多的胞外液体， 所以它实际上具有一种选择

浓缩机制。 这…作用的最重要例子是动物细胞

对胆固醇的吸收 [ 5] ， 胆固醇与血液中的极低密

度脂蛋白 LDL 结合， 当动物细胞需要胆固醇

进行细胞膜合成时， 就产 生 LDL 受 体并插入

膜内，许多受体与质膜的有被区相连，此区内

化使 LDL 同其受体一起进入有被小泡， 有被小

泡很快失去包被成为胞内体( en dosome ) ，然后

与初级溶酶体结合并释放胆固醇， 受体又回到

细胞表面[6J。用人的成纤维细 胞 LDL 受体突

变株研究发现，虽然其 LDL 受体能结合 LDL ，

却不能聚集于有被区， 因而不能内化，这就直

接证明了有被小窝在受体中介的胞吞作用中的
重要性[6J 。

2. 迁移膜蛋白的运输 许多蛋白质如膜

转输蛋白、铁传递蛋白 、膜岛 素 、 asialoglyco

protein 、 α2-巨球蛋白、 表皮生长因子

(epiedrmal growth factor) 等的受休， 都与

LDL 受体一样，不断地在细胞内从一个细胞

器移动到另一细胞器， 这些受体蛋白可称为迁

移膜蛋白 (migrant membrane proteins) ， 与组

成膜蛋白 (resident proteins ) 相区别问。当这些

迁移受体蛋白到达一种细胞器时便与该细胞器

的膜成分融合，在移往另一细胞器之前， 受体

必须与膜分离， 对于质膜这种分离发生在有被

‘区，即迁移膜蛋白被浓集于有被小窝， 而组成

膜蛋白不被浓集。 在这方面 Bresther 己作了详

细说明，他发现一些主要的细胞膜表面蛋白如

theta 抗原、 H63 抗原不在有被区集聚[ 6 J。可

以推测， 有被区与迁移膜蛋白之间有某种识别

信号， Brown (1 983)认为许多受体在细胞内

都有同-的运动路线， 说明它们的调节信号也

是共同的问。

受体结合配体对受体参入有被区并开始受

体的胞内循环是不是必需的?现已用实验证明

LDL 受体， α2-巨球蛋白和 asialoglycoprotein

受体都是在不停的运转着。有被区本身在不断

地内化循环，在许多细胞内， 有被区占细胞表

面的 2% ， 每 3 分钟就更换一次[叫 ， 但 也发现

有很多表面受体仅当结合自己体后才与有被区相

连， 如1夷岛素的受体蛋白在成纤维细胞膜表面

分散排布， 当结合1夷岛素后， 膜岛 素一受体复

合物与有被区连接并内化， 推测膜岛素结合受

体后，使受体蛋白的构象变化， 因而被有被区
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的某种蛋白成分识别。

3 . 新合成蛋白质的运输 早在 1965年，

Bruni 和 Portor[8J就发 现大鼠肝细胞能浓集并

分离来自内质网的两类蛋白质: 一类由高尔基

大液j包运输分泌到细胞之外p 一类由来自高尔

基体的有被小泡运输，很可能运往溶酶体。

Bonhett 和 Newcomb (19 66)研究胡萝 I、根毛生

长时，也发现根毛细胞中有类似的富集和分室

效应z 最初碳水化合物和蛋白质均存在于高尔

基大液泡中， 然后从大液泡末端出芽产生有被

小泡， 蛋白质被浓集在有被小泡内 ， 碳水化合

物仍留在光滑的大液 j包中 [ 3 ] 0 Valk 和 Fowke

(1 981)用透射 电子显微镜观察了烟草原生质体

的超薄切片 ，发现大量的有被小炮、 与质膜和高

尔基体的成熟面 相连[9 ] 。 最 近， Griffing 和

Fowke (1 985) 对大豆 Glycime max L 的悬浮

培养细胞和原生质体的过氧化物酶进行超微定

位时也观察到两大类型的有被小泡z 质膜生成

的有被小泡(外径 70-100 nm)和高尔基体生

成的有被小炮(外径 5 0-70 nm)，他们推测后

者可能参与导向液泡的过氧化物酶的运输或浓

集[10] 。 虽然植物细胞中的有被小泡一直被认

为具有分泌胞壁蛋白的功能， 但近来的研究表

明质膜生成的有被小泡参与细胞内吞而不是胞

分泌。

四、包被蛋白在细胞内的动态

在受休中介的胞吞过程中， 来自有被区的

有被小泡在转变成胞内体之前会迅速脱去包

被。 最近 Altstiel 等人 (1 98 3 ) 已用荧光检测技

术发现了包被的存在会押制有被小泡与细胞器

的融合[1 汀， 既然包涵蛋白可以可逆地结合于

有被小白的原生质膜表面形成紧密的多面体网

络结构， 所以不难理解有被小泡在与细胞器融

合前必须先去掉或部分去掉包被结构。那么 ，

细胞内是否存在一个 游离的包涵蛋白库

(pool ) 呢? 近几年来对这一 问 题研究较多z

(1 ) Anderson (1 978 ) [1 1] , Kartenbeck (1 981) [ 1 町

等用免疫化学的方法制备抗包涵蛋白的单克隆

抗体进行实验，结果是在细胞质中没有检测到

包涵蛋白; (2) Louvard 等人(1983)[U)制备

了一种识别包涵蛋白重链上抗原决定簇的单克

隆抗体进行实验，结果表明在细胞质中存在一

种不溶性包涵蛋白库; ( 3) 最 近， Goud 等人

(1 985 )[ ~ ]用酶免疫检测法测定大鼠的几种细胞

的胞浆中包涵蛋白的含量，发现不同类型的细

胞 (胞吞和胞分泌程度不同 )包涵 蛋 白的含量

( 占总蛋白的瓦分数)相似 ， 如成纤维细胞为

0.18 % ， 骨髓瘤细胞为 0 . 1 6 % ， 淋 巴 细胞为

0.11 % , ' 肝细胞为 0.07%。但脑皮层细胞却

异常地高达 0.75%。高速离心可以把细胞内

的包涵蛋白分成两部分， 即存在于上清液中的

非聚合态和沉淀中的聚合态， 它们各自所占的

比例随细胞种类不同而变化甚大。由此得出结

论: 真核细胞中包涵蛋白的含量与受体中介的

胞吞作用和胞内运输并不相关， 但在胞吞和胞

吐活跃的细胞内聚合态的包涵蛋白所占的比例

似乎更大。

五、去被蛋白

去被的过程很可能是酶参与的。 Schmid 等

人 (1 98 4 )从牛脑细胞中提纯到 一 种活性蛋白

质， 分子量为 70 k 道尔顿，认为这是去被

ATP 酶(uncoated ATPase ， 简写为 UcATPase) , 

该酶作用于 ATP， 释放能量驱动包涵蛋白的

解离 [1町， 他发现包涵蛋白聚集态 的 三叉辐射

型单体上存在轻链是去被蛋白与包涵蛋白结合

的先决条件， 从而也是 UcATPase 活性表达和

包被解体的前提，而任何游离的 、 具轻链的三

叉辐射单体或游离的轻链均不能被去被蛋白识

另IJl 15]0 UngewikeJl (1 984)推测去被蛋白与包涵

蛋白的结合和继后的 ATP 7](解导致 了包涵蛋

白的轻链构象变化或者使其在重链上的结合位

点发生变化， 这样， 当三叉辐射型单体的两个

叉游离出来时就不能重新结合了 ， 第三个叉游

离即引起该单体脱离网格状的包被[15 ] 。

综上所述， 细胞的有被结构与细胞的活跃

生理功能有密切关系，作为细胞内重要的运载
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工具， 有被小炮本身还具有酶活性z 大鼠肝细

胞的有被小泡中发现 有 NADH- 单 脱氢抗坏

血酸还原酶和抗坏血酸氧化酶 [ 17 J J 大豆细胞

的有被小泡中存在过氧化物 酶[10 J。但一般的

细胞生物学书籍并没有把有被小泡写作动、植

物细胞中正式的细胞器，我想最主要的原因是

有被小白大多存在于那些高度特化、 合成代谢

旺盛的细胞中， 但是，有被小泡在动、植物很

多细胞中都存在，研究和弄清它的作用将对广

义发育原则[1 8 J提供更充分的依据。

摘要

有被小泡是细胞膜的特化结构之一，因其

膜外覆盖-层网络状的包涵蛋白而得名。至今

认为有被小泡在动、 植物细胞中均存在，参与

胞内运输、 膜循环等细胞内重要生理过程。有

被小泡的包被结构本身可能包含了某种信号，

通过分子间识别去完成一系列细胞功能，不过

在植物中还没有直接的实验证据表明有被小泡

的功能。
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植物组织培养的次生代谢产物

][ .用改良培养基的方法生产紫草宁

山田

紫草宁 (Shikonin )系紫草(Lithospermum erytr

orihizon Sieb et Zuce)等部分紫草科植物根申所含的

α-茶酿系列的化合物(图 门， 用作治疗外伤与房疮的

药物或高级染料。

因端等[ 1 ， 2]从紫萃的幼苗诱发愈伤组织，用琼脂

底之

培养基生产紫萃宁， 用细胞筛选的方法从亲本植物中

获得优良细胞株。 作者等引入这一优良细胞株， 首先

用液体培养的方法来生产紫草宁获得成功， 继而使生

产率获得极大的提高。 本文叙述作者所开发的生产紫

草宁的培养方法.
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