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〔摘 要 ] 通过实验工作提 出了
“

ve r20 3 基因有可能是控制冬小麦成花启动和花发育过程 中的主

要基 因之一
”

的观点
。

同时简要总结了本实验 室小麦春化相关基 因克隆的研究系统
,

分析了目前国

际植物发育生物学家对春化作用分子机理研究的最新进展
。
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,
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,
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1 研究背景

春化作用是指冬性及 2年生高等植物必需经过

一个低温 ( 2一 or ℃ )处理过程才能开花 的现象
。

许

多农作物及花卉的成花都需要在营养生长时期春化

处理
,

而且经常同时需要有适当的光周期处理
。

因

此
,

春化作用被认为在合适的环境条件下改变植物

发育模式 (营养生长向生殖发育 )的机制
。

高等植物

的成花过程 (包括成花诱导 即决定过程及花发端即

花芽分化等过程 )是植物个体发育的中心环节
。

它

始于特定环境条件的作用下而进行的成花决定过

程
,

此后
,

生长点才开始花或花序的分化
。

对于在高

等植物开花分子机理的研究有助于人们运用基因工

程技术直接控制植物花期的早晚
,

具有重要 的理论

意义和潜在的应用前景
。

在近百年对开花过程的研究中
,

主要集中在成

花的决定过程
,

特别是与
“

开花素
”

假说相关的研究
,

利用不同植物和植物组织培养系统
,

已在光周期诱

导
,

春化作用
,

激素和代谢产物在开花过程中的生理

作用等方面进行了大量的研究
。

但是
,

经过几十年

的努力
,

未能在开花素学说研究中得到满意的结果
,

到 7 0 年代进人低谷
,

以生化为主要手段的代谢变化

研究
,

亦因决定过程是一个漫长
、

复合多步骤性的复

杂过程
,

难于找到控制点 〔̀
,

2〕
。

80 年代末和 如 年代

初在国家自然科学基金委员会面上项目与
“

八五
”

重

点项 目和中国科学院重点项 目的资助下
,

利用分子

生物学技术和小麦实验系统首次克隆到春化相关基

因
。

使这一复杂问题找到了人手点
。

植物春化作用是某些重要基因在一定条件下按

一定时空顺序不断解阻遏而得到程序性表达的结

果
,

它决定着生长点的分化方向
。

环境信号 (如低

温 )刺激植物细胞后
,

可能通过受体 引发细胞内一

系列信号转导
,

应控制开花启动过程和花器官分化
。

这就是我们的学术思想
。

首先克隆春化相关基因
c DNA 全序列

,

利用反义 R NA 技术研究 ve
r
基因的功

能
,

利用分子杂交技术研究冬小麦春化相关基因在

其他高等植物存在的普遍性和表达特性
,

对进一步

理解春化作用这一重要发育过程有着重要的理论意

义
,

为在生产实际中有效的控制重要冬性作物的春

化作用奠定了基础
。

199 8 年国家 自然科学基金委

员会和国家
“

九五
”

攀登计划项目继续给以该项 目支

持
,

开始通过反义转基因策略进行春化相关基因在

成花过程功能的研究
。

2 国内外研究状况

高等植物由营养生长向生殖发育转变过程是植

物个体发育过程最关键的步骤
,

它决定着植物开花

期的早晚
,

故在学术上称之为成花的决定过程
。

当

植物完成决定过程后
,

花器官形成和发育过程基本

不需要特殊条件
,

可在正常的生长条件下进行
,

而决

定过程则需要在特定的
、

以某一因子为主 的综合环

境条件下才能顺利进行和完成
,

例如
,

在实验条件

下
,

人们常用 日照长短 (光周期 )或低温 (春化作用 )

来诱导植株开花
,

因此
,

在实验中又将成花的决定过

本文于 l哭旧年 7 月 8 日收到

DOI : 10. 16262 /j . cnki . 1000 -8217. 2000. 01. 010



3 2 中 国 科
`

宁 从 金 2以洲) 年

程称之为开 花 的 诱导 过程 ( flo w eri ng ind uc ti on pn , -

ce
s s )

。

由于此过程与作物栽培
,

引种驯化
,

杂交育种

等密切相关
,

长期以来受到生产实践者和相关学者

的关注
,

并积累了许多现象
,

只是到了本世纪 2任

30 年代
,

才被农业生 物学家结合 自己的实验需要
,

总结出光周期现象 ( p ll o t o p e ir de is m )及春化作用 ( ve
r -

anl iazt ion )
。

前者主要受 日照长短所控制
,

而后者则

受低温的调节
。

当通过嫁接实验而提出的开花素

( h卿 ht e s i s 。 f fl o ir 罗n )假说 ( 19 3 6一 9 37 )之后
,

才真

正引起了各国植物学家及农学家浓厚兴趣
,

并获得

飞速的发展
,

直到 印年代末期
,

长达 30 余年的多方

努力
,

仍不能确证开花素的化学性质
,

而依然停留在

假说阶段
,

但又不能否定在光周期对叶片诱导之后
,

确实有加速 /抑制的信息 由叶片传递到茎生长锥
,

并

引起后者分化的改变这个事实
。

所以在进 人 70 年

代之后
,

由于没有 提出新的研究思路
,

研究陷人低

谷
,

直到 80 年代中期
,

一些植物遗传学家才根据动

物遗传学家应用化学或物理因子诱变果蝇在形态发

生
_

L产生改变并成功地克隆到相应的基因这一技术

途径
,

并在拟南芥菜等模式植物上
,

成功地分离到控

制花器官发生的多个基因
,

即花发育的相关基因
,

以

及早花晚花等各种突变体
,

从而打破了植物发育生

物学研究的沉寂
,

并使植物发育生物学的机理研究

由以生理生化为主转变到以分子生物学及生理遗传

学为主的研究途径
,

有力地促进了植物发育生物学

研究的深入和扩充
。

上述新技术和新思路的结合
,

为植物发育生物

学注入了新的活力
,

近十几年来发展很快
。

植物春

化作用机理研究方面
,

eP ac co k 实验室仅根据用去 甲

基化化学因子处理可部分取代春化处理的实验结

果「3 ]
,

提出了基因去甲基化是植物春化作用 的分子

基础
,

但他们尚未得到春化特异基因
。

oR ne m u S
等

人亦根据胞啼陡甲基化转移酶转反义基因在成花过

程表型的变化
,

提出 DN A 甲基化是营养生长向生殖

生长转化必需的过程川
。

遗传学研究表明冬小麦中

至少有 4 个基因 ( V m l
,

V
m4

,

Vm 3
,

V
srn )控制春化特

性
。

l月脚 等人困 在拟南芥菜观察到春化敏感 的基

因
。

利用拟南芥菜的突变体已定位了约 80 个位点

影响开花时间 (包括促进开花和抑制开花基因 )
。

通

常可将参与开花诱导的基因按表达的时间和空间特

性分成 2 类
: 即与开花时间有关的基因 ( n~

ir gn

it me ge en ) 和分生 组织 特征基 因 ( me isr tem
一

ide nt ivf

ge en )
。

前一类基因的突变会使突变体的开花时 间

提早或延迟
,

这类基因中促进开花的包括
: C O

、

DL
、

卜
’

C八
、

E LF 3 等基因
,

抑制开花的如 E M F I
。

后一类基

因决定新形成的原基的发育方 向
,

是继续营养生长

的发 育方式
,

还是转向花的发育
,

这类基因如 TF IL

和 TF U
、

CI 下
、

L F、
、

A IP 和 A ZP
、

C IA
」

等
)

根据影响开花时间的突变体对环境因子 (春化

和光周期 )的反应
,

结合遗传分析
,

在拟南芥菜中已

确 立至少存在 4 条途径影响开花时间
,

其 中 2 条是

调控植物本身的发育状态
,

即 ( l) 开花抑制途径 ( flo
-

alr er p er S S io n aP ht w ay )
,

此途径中有关的基因的功能

是在植物发育到一定大小或年龄之前抑制开花 (如
「

r F I 一
,

c l
」

F
,

w l￡
,

EM F 等 ) : ( 2 ) 自主促进途径 ( au
-

: o , l o

om
u s p n

,om
ti o n p at llaw y )

,

其有关的基因随植物的

发育
,

起着拮抗 L述抑制开花的作用 (如 动
,

F CA
,

FV E
,

F以
,

等 )
。

另 2 条途径受环境因子的影响
,

即

光周期促进 途径 ( ph o t o p e `司i ( : p or mo ti o n p a ht w盯 )及

春化促进途径 (
、 e m ial az it 洲 p or m ot ion p a l h 叭 ay )

。

像春

化作用相关基因 fc a 和 州 被认为是编码组成型促进

开花途径组分 ( 。 o n s ti t u ri v e ly p
omr

o t e 。 fl o w e ir 嗯 )
。

春

化相关基因
C o 和 fe a 已被美国和英国科学家分别通

过突变体途径在拟南芥菜中克隆
。

新近图位克隆的

春化相关基因 凡 I : 编码一个新的 M A D S 域蛋白
,

它

是通过类似变阻器 ( ht eo s att
一

ilk
e
)的机制控制植物开

花
{“ ` 。

这些研究大大推动了对植物开花机理的认

识
,

但突变体途径多以形态发生的变化为指标
,

所克

隆到基因多是与形态发生直接相关
,

而漫长 的成花

决定过程中并不发生形态发生 的变化
,

只是一种生

理状态的改变
,

或者 以生化变化为主的多步骤性的

复合过程
。

但至今未找到一个可以接受的指标
,

来

检验决定过程进行的程度
。

而是以茎生长锥分化或

开花的早晚
,

快慢以及开花的整齐度来间接推测决

定过程进行的情况
,

这种间接指标只能说明总的结

果
。

而不是此过程进行的具体特点
,

因此也很难据

此提出深人研究的人 手点
,

为此
,

我们将注意点集中

在成花决定过程 中具体步骤 的分析
,

并取得如下主

要研究成果
。

2
.

1 研究开花决定过程的实验系统

与光周期诱导不同
,

低温诱导不需要长距离的

信息传导
,

因为植物接受春化处理器官和反应器官

均是茎生长点
,

叶片仅起供给营养物质的作用
。

对

冬小麦生长点在春化过程的代谢变化的研究曾观察

到
,

在春化作用中期对核酸及蛋白质抑制剂很敏感
,

蛋白质组份的 外 GE 分析及 m R入A 体外翻译的实验

证实 厂在这 一时 期 有新 的 m RN 八 及 蛋 白质 的形

成
`
有 人通过 DN A

一

RN A 体外杂交实验曾发现冬
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小麦胚在经 03 d春化后有新的 RN A 出现
。

因此推

断与春化作用相关基因表达的控制位点在基因转录

水平上
。

低温对植物的作用是多方面的
,

在 自然条

件下
,

春化过程进行的同时
,

也在进行植物对抗冻性

的锻炼
。

而这种对低温胁迫的适应性反应
,

发生较

早
,

在前 7 d 已经达到较高的水平
。

抗冻基因在低

温处理开始后 2一3 h 已经开始表达
,

随后可 以观察

到蛋白的合成
,

随低温处理的延长而不断增加其量
,

转移到正常温度下数小时后
,

这些基因则 已停止表

达
。

而与冬小麦春化作用相关的基因表达启始较

晚
,

通常在 14 d 以后才能检测到特异蛋白质的形

成
,

在春化过程结束之前经 5 d 35 ℃高温暗处理 (脱

春化 )
,

会引起这些特异蛋白的消失曰
。

显然
,

植物

春化
、

脱春化和未春化或进行短时期的低温处理

( 4一 s d) 植物开花时间的变化可能受程序化基因表

达的调控
,

这一作用是在基因转录水平上进行的
。

这种与开花启动过程相伴随的特异生理生化行为
,

即为基因克隆提供了可以检测和验证的实验系统
。

2
.

2 春化相关基因的分子克隆

近年来国际上主要应用遗传突变体来克隆花器

官形态发生及其发育控制基因
。

已在金鱼草 [ 7〕和拟

南芥菜汇
“ 〕等植物中成功地克隆到花器官发生的控制

基因
,

而且证明与 h~ iot c
基因有很高同源性

。

这

是成花过程中花发端研究的重大突破
。

然而
,

在高

等植物成花决定过程方面
,

在高等植物成花决定过

程 (即成花过程的上游工作 )研究方面
,

不同的实验

室分别试图通过逆转录途径克隆光周期诱导的特异

基因
,

但由于光周期检测系统的缺陷而未成功
。

而

我们基于春化作用过程中重要基因转录的程序化改

变的观点
,

通过小麦未春化
一

春化
一

脱春化实验系统
,

运用差异筛选技术 ( id ffe er nt ial cs er en ign )和差异显示

技术 ( id ffe er nt ial id sP lay )
、

而不是利用别人已发表序

列
,

从 19 94 年相继分离到一系列春化相关基因
c D

-

N A 克隆
。

我们根据春化过程中转录水平的差异
,

通过减

法杂交以去除了春化与未春化材料中共同表达的
n讯到A

,

并构建了富集低温诱导冬小麦
c DN A 文库

。

用春化
、

未春化和脱春化材料的
c DN A 作探针筛选

到仅在春化材料中表达
、

而在未春化和脱春化材料

中不表达的数个
CDN A 克隆 (如

v 二20 3 ( 《;
e司〕 a n k / EM

-

BL/ DD BJ ABX() 3 13 0 )
,

ve 、 17 ( (尧司
〕a n k

z / E M BL/ DDBJ

ABX() 327 9)
,

V叨 9 )
。

利用差异显示技术获得 2 个特

异表达的 cD NA 克隆 ( V r g4 9
,

V哟 4)
。

N O ir he m b lot

证明了这些克隆与春化处理的特异性
。

eG nB an 灯

ME BU D DBJ 基因序列数据库同源分析结果表明它

们是新的基因序列 汇卜
, 2 }

。

新近还克隆到一个对春

化处理有特异性的基因半全长
c DNA 序列 ( 《尧

n -

l〕 a汰 / EMB u DDBJ A助 12 10 3 ) “
3了

。

它与大麦茉莉酸

诱导的蛋白基因有较高的同源性
。

因此
,

推测这个

基因可能是处于茉莉酸介导的信号转导途径中茉莉

酸下游的信号转导元件
,

从而勾画出植物对低温环

境因子应答模式和控制开花过程的可能机理
。

.2 3 春化相关基因的功能分析

已克隆到的这些基因在春化诱导的开花过程中

确切功能可以用反义基因的理论和技术来证明
。

反

义 NR A 技术是通过构建并在植物体内表达的反义

基因
,

来阻遏体内该基因正义基因表达和功能发挥
,

以推测该基因功能或定向调控基因表达的研究策

略
,

是 目前国际流行的验证某个被分离基因在植物

体内详细功能最有效的方法之一
。

反义 RNA 调节

其基因表达
,

第一个例子是矮牵牛和烟草 CSH 基

因【’ 4〕
。

利用反义 RNA 调节蕃茄 邢 酶基因表达来

控制其果实软化或通过这种技术将某些病毒互补

NH A 导人植物来产生抗病毒植株 〔̀ 5」都获得成功
。

最近
,

我们通过这一思路首次初步证明了一个由我

们实验室独立克隆的春化基因在开 花过程中的功

能〔 ,̀ :
。

众所周知
,

通过农杆菌介导的转基因方法转化

小麦虽然有成功的报道
,

但至今仍非易事
。

由我国

科学家周光宇教授实验室创立的花粉管途径转基因

技术
,

具有操作简便
、

完全利用植物生命活动自然特
J

胜
,

不受激素等人为外加因子影响等优点
,

特别适

于其他方法较难转化的作物 (如小麦等禾谷类 )
。

国

内外学者利用花粉管途径已在棉花
、

水稻
、

高粱和小

麦中得到转基因植株
。

我们实验室和曾君社教授合

作是第一个在小麦中利用该方法成功地证明功能目

的基因的表达
。

阐明了春化相关基因在冬小麦开花

启动和花器官发育中具有重要的控制作用工’ 6〕
。

通过花粉管通道法获得的所有转基因种子以及

正常小麦种子一起萌发后
,

经 28 d Z一 4℃ 的春化处

理
,

和未春化处理的小麦幼苗 (负对照 )在常规条件

下培养数月
。

它们在抽穗行为上有非常明显 的差

别
。

直到正常春化小麦植株和正义质粒处理小麦植

株穗发育到形成籽粒的时候
,

反义基因处理组中许

多植株仍处于拔节阶段
。

这种推迟开花行为与未春

化处理组非常相似
。

它们营养生长发达
,

植珠矮而

粗壮
,

叶片宽大
。

统计分析结果表明春化的正义基

因处理组和春化的正常小麦茎尖需约 102 d 开始分
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化
,

再经过约 28 d 种子成熟
。

然而
,

反义基因处理

组发育到抽穗期需要约 巧g d
,

接近于未春化小麦抽

穗所需要的时间
。

但与正义植珠和正常春化的植株

相比
,

其发育进程明显地推迟
。

反义转基因植株对

春化诱导开花的迟钝反应 (晚抽穗 )可能是由于反义

基因 的高效表达所致
。

这 已得到 oS u t l l e m b lot
、

N o ir h ern bl ot
、

CP R 扩增和 uG S 基因原位组织化学分

析等实验结果的证实扛’ 6」
。

开花基因调控网格 即将被全面揭示
。

如
,

环境因子

(如温度 )对植物花发育的调控分子机理
,

植物如何

接受环境信号 ? 信号是通过何种途径转导的? 等学

术问题将有一个大的突破
。

生物学
、

化学
、

物理学和

计算机科学等自然科学各个学科的相互渗透和生物

各分支领域的交叉将大大加速人们对生命现象的理

解和认识
。
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高等植物生活周期需要经过种子萌发
、

营养生

长
、

开花及花发育
、

受精
、

胚胎发育与种子形成等阶

段
。

开花启动是植物营养生长转向生殖发育过程最

重要的标志
,

温度和光周期是控制开花最重要的环

境因子
,

其调控机理比花器官发生和发育更为复杂
。

这一过程对作物产量有直接的重要影响
。

随着利用

拟南芥菜
、

金鱼草
、

水稻等重要模式植物对一系列控

制花器官发生和发育基因的克隆及其功能的了解
,

开花启动过程基因调控机理已开始成为植物发育生

物学新的研究热点
。

植物控制开花时间的基因倍受

关注
,

特别是最近不断有在植物中分离到这类基因

(如 co
,

fc a ,

ffn l
,

id l
, v e r Zo 3

, 、 er 17 等 )的研究报告和

综述论文 t’ 7〕
,

表明开花 的基因调控脉络逐渐明确
。

同时
,

国际科学家合作进行的拟南芥
、

水稻等模式植

物基因组计划中遗传图谱
、

物理图谱和 D NA 序列分

析以及比较基因组学等取得的重要突破
,

还有正在

兴起的功能基因组学研究的进展
,

已为利用模式植

物进行功能基因 (如生殖发育控制基因 )系统分离和

对生命现象的理解等研究提供了有利条件
。
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