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摘 要 环境胁迫使植物细胞中积累大量的活性氧，从而导致蛋白质、膜脂、8*9及其它细胞组分的严重损伤。

植物体内有效清除活性氧的保护机制分为酶促和非酶促两类。酶促脱毒系统包括超氧化物歧化酶（:;8）、抗坏血

酸过氧化物酶（9<=）、过氧化氢酶（>95）和谷胱甘肽过氧化物酶（?<=）等。非酶类抗氧化剂包括抗坏血酸、谷胱

甘肽、甘露醇和类黄酮。利用基因工程策略增加这些物质在植物体内的含量，从而获得耐逆转基因植物已取得一

定的进展。
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全球由于环境胁迫给作物造成的品质下降，产量降低的

损失是惊人的。当作物生长的外在条件如温度、湿度、土壤

中的水分、盐浓度等发生急剧变化或当大气污染（如:;#、臭

氧）、紫外线辐射、某些农药如<,-,AB,C（一种光动除草剂）及

病原体等作用于植物时，都会使植物体内产生大量的活性氧

（D6,.CEF6;GHI6J:K6.E6L，D;:），形成氧化损伤。这些比氧

活泼的含氧化合物包括：超氧根阴离子（;#·M）、氢氧根离

（;NM）、羟自由基（·;N）、过氧化氢（N#;#）等。产生的活性

氧可导致蛋白质、膜脂和其它细胞组分的损伤［#］。某些活性

氧可以充当信号分子，在病原体的初始侵袭后传递信号，从

而使植物组织产生一系列的抗病防御反应。

! 植物中的活性氧

!"! 活性氧产生的机制

在植物细胞正常代谢过程中，活性氧可由多种途径产

生。如叶绿体、线粒体和质膜上的电子传递产生了一个不可

避免的后果：即电子传递至分子氧上，随之产生活跃的、具有

毒性的活性氧。生物和非生物胁迫的介入都可使活性氧的

水平升高。

高等植物叶绿体光合电子传递链<:O的受体端存在大

量的自动氧化酶类，能够通过米勒反应将氧光还原成超氧化

物，这些超氧化物或参与<:O电子循环，或从类囊体腔扩散

至基质膜表面，在那里超氧根阴离子可通过酶促反应歧化成

N#;#和;#；或在P6或>B的存在下通过P6JC’J或N,Q6-0

R6ELL反应产生;NM和;#
［!］。最近研究发现，在强光处理

的类囊体及完整的叶绿体中，超氧化物和N#;# 同样可由

<:OO产生。

!"# 活性氧造成的氧化损伤

当环境胁迫长期作用于植株，使其产生的活性氧超出活

性氧清除系统的能力所及时，就会产生氧化损伤。活性氧可

以攻击蛋白质的氨基酸残基，尤其是5H-、</6、5-K、+6C和

>HL，形成羰基衍生物［#"］。此外，活性氧可以促进分子内和

分子间的交联，如二硫键的形成和蛋白质的断裂，超氧化物

可使一些含金属的酶类失活，或产生羟自由基，引发磷脂的

过氧化［!］。!$!S’(／T的N#;#可以抑制碳固定，在!!S’(／T
的低浓度下，它可使卡尔文循环中的一些巯基酶类失活。最

主要的是N#;#能够通过N,Q6-0R6ELL反应产生更活跃、更

有毒性的;NM，从而导致膜脂过氧化、碱基突变、8*9链的

断裂和蛋白质的损伤［!］。;NM可以修饰一些蛋白质使它们

对蛋白水解酶的作用更敏感［1］，一旦被破坏，蛋白质就会进

一步被肽链内切酶降解，已发现在类囊体的膜上存在这样的

酶。此外，一种具有多种催化功能的蛋白酶复合体已在哺乳

动物和植物中被证实其具有选择性地降解活性氧所破坏的

蛋白质［#!］。

!"$ 活性氧的积极作用

虽然活性氧对植物细胞有很强的毒害作用，但在有些代

谢过程中它却能被有效利用："当病原体侵染植物后，细胞

内的活性氧水平迅速提高，从而引起过敏细胞死亡。#活性

氧参与细胞壁中富含羟脯酸的糖蛋白交联过程，这也有利于

抵御病原体侵入细胞。$活性氧很可能作为第二信使调控

抗病相 关 基 因 的 表 达 并 启 动 植 物 抗 毒 素 合 成 基 因 的 转

录［!$］。



! 活性氧的酶促脱毒系统

!"# 超氧化物歧化酶（$%&）

!"#作为植物抗氧化系统的第一道防线，清除细胞中

多余的超氧根阴离子。在高等植物中，!"#根据其辅基部

位结合的不同金属离子分为$类：%&’!"#、()’!"#、*+／,&’
!"#［-］。对!"#基因家族的深入研究是在玉米中进行的。

已得到的序列分析表明，广泛存在于真核生物中的*+／,&’
!"#与()’!"#和%&’!"#不同源。

现已从多种材料中分离纯化了*+／,&’!"#，该酶由两

个亚基组成，每个亚基各含一个铜离子及一个锌离子。在植

物中，*+／,&’!"#是$种超氧化物歧化酶中含量最丰富的一

类，主要存在于 叶 绿 体、胞 质 和 过 氧 化 物 酶 体 中［.］。%&’
!"#和()’!"#每个亚基都只含一个金属离子，%&’!"#主

要存在于线粒体中，从()’!"#的一些生化指标及前导序列

推测，该酶存在于叶绿体中。%&’!"#与()’!"#具有序列

相似性，并且含有完全相同的特征结构域，将存在于线粒体

中的%&’!"#导入烟草、苜蓿的叶绿体后，转基因植物对臭

氧及干旱胁迫的抗性增强［./］。但将()’!"#过量表达的植

株与%&’!"#过量表达的植株同时用01213+14处理时，前者

比后者具有更强的抗氧化性。为了解释这一实验结果，51&
*167等（8//9）提出了一个假说：一方面可能是由于这两种

蛋白分子本身的特性所决定；另一方面可能是由于它们在叶

绿体中具有不同的亚细胞定位所造成。

!"! 抗坏血酸过氧化物酶（’()）

:0;是清除<.".的主要酶类，根据其在植物细胞中的

定位分为=类：类囊体:0;、基质:0;、微体:0;和细胞质

:0;。:0;催化<.".还原的化学反应如下：.抗坏血酸>

<.".!.单脱氢抗坏血酸><."
［$.］。产生的单脱氢抗坏血

酸可通过不同的途径被还原。

臭氧可以诱导:0;基因的表达，提高:0;的活性可以

增强植物对臭氧的耐受力。研究发现，转基因烟草细胞质

:0;反义?@:的表达降低了其内源:0;6?@:水平及

:0;的催化活性，从而加大了转基因烟草在高浓度臭氧下

的氧化损伤；在低浓度的臭氧中，转基因烟草较对照植株也

表现出明显的区别，表明即便是:0;活性的部分丧失也不

能全部被其他抗氧化剂所弥补。

!"* 过氧化氢酶（+’,）

过氧化氢酶主要存在于植物过氧化物酶体与乙醛酸循

环体中，它与:0;一样都是清除<.".的主要酶类。过氧化

氢酶可催化如下反应：.<.".!".>.<."。它与:0;的不

同之处在于：前者不需要还原力且具有较高的酶活速率，但

对<.".的亲和力较弱，后者需要还原性底物，并对<.".具

有较高的亲和力。这些酶的亚细胞分布表明：叶绿体:0;
主要清除米勒反应产生的<.".，而过氧化氢酶主要清除光

呼吸中产生的<.".。然而情况并非如此简单，这不但因为

两种酶的催化活性不同，而且因为<.".可以穿过膜扩散，

而非严格的区域化［$.］。研究表明，过氧化氢酶是*$植物中

<.".清除的关键酶，而且是*$植物耐受胁迫所必需的［$.］。

烟草中$种过氧化氢酶基因产物的功能均已得到确

定［$8］：!"#8基因产物主要清除光呼吸过程中产生的<.".；

!"#.基因 产 物 可 能 特 异 地 清 除 氧 化 胁 迫 过 程 中 产 生 的

<.".；!"#$基因产物的主要作用是清除乙醛酸循环体中由

于脂肪酸!氧化而产生的<.".。

* 活性氧的非酶促清除及相关分子

非酶促清除机制具有一些形态学特征，如：植物表面及

叶部具有蜡质、产生非光化学抑制过程如紫黄质和玉米黄质

循环及光呼吸等。非酶类抗氧化剂包括类黄酮、"’生育酚、

抗坏血酸、谷胱甘肽、胡萝卜素和甘露醇。这些物质既可直

接同?"!反应，将其还原；又可作为酶的底物在?"!的清

除中发挥重要作用。

*"# 抗坏血酸和谷胱甘肽

抗坏血酸和谷胱甘肽在活性氧脱毒过程中起重要作用，

它们可直接同?"!反应，将其还原，又可作为酶的底物在活

性氧的清除过程中扮演重要角色。抗坏血酸、还原型谷胱甘

肽及:0;、A?、!"#和 %#<:?都参与了植物细胞中抗氧

化剂的再生过程。此外，抗坏血酸在"’生育酚和玉米黄质的

再生循环中充当还原剂。抗坏血酸的第三种功能是在叶绿

体类囊体表面作为还原剂参与抗坏血酸过氧化物酶介入的

过氧化氢的清除，在这一过程中，抗坏血酸被氧化成单脱氢

抗坏血酸。在完全氧化的脱氢抗坏血酸产生的情况下，还原

型谷胱甘肽作为还原剂参与抗坏血酸的再生，产生的氧化型

谷胱甘肽可以通过谷胱甘肽还原酶得到还原。由于抗坏血

酸在清除活性氧的过程中发挥了重要作用，故而在叶绿体

中，这一与氧的摄入、:0;的功能及分子氧还原相关的过程

最近被称为“米勒’抗坏血酸过氧化物酶光呼吸”［.B］。

*"! 甘露醇

甘露醇是已知的氢氧根离子清除剂。在氧化胁迫下，甘

露醇可以保护巯基酶类或其他巯基调控的叶绿体组分，如黄

素蛋白、硫氧还原蛋白和谷胱甘肽。这可通过离体类囊体实

验证明：在适当浓度的还原态金属离子存在下，离体类囊体

可以产生"<C，磷酸核酮糖激酶（0?D）作为卡尔文循环中

巯基酶类的代表可与产生的"<C发生作用，然后分别加入

甘露醇、甲酸钠、过氧化氢酶，通过检测0?D的活性来验证

它们对"<C的清除能力。实验发现，甘露醇和甲酸钠及过

氧化氢酶能够保护0?D，使之不被氧化失活，这说明<.".
的毒性可能是由"<C引起的，而且巯基酶的失活也不是

<.".的直接作用［.-］。将细菌编码甘露醇’8’磷酸脱氢酶的

基因（$#8%）转入烟草中，使之在叶绿体中表达积累甘露

醇，分离转基因植株的类囊体进行体外实验表明，叶绿体中

甘露醇含量至少为8BB66EF／G，并且在<.".处理下较对照

植株具有较高的0?D活性［.=］。尽管甘露醇对巯基酶具有

保护作用，但体内的直接证据仍未获得，故仍需进一步研究

以阐明甘露醇对细胞保护的重要性。
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!"! 类黄酮

最近研究发现类黄酮与抗坏血酸和!!生育酚一样，是主

要的活性氧清除剂。体外研究表明类黄酮可以直接清除活

性氧，如超氧化物（"#·$）、过氧化氢（%#"#）、氢氧根离子

（"%$）或单氧（·"#）［&’］。但在体内却未必如此，因为类黄酮

主要定位于液泡，而活性氧离子并不能从叶绿体扩散至液泡

中，因而在植物细胞中，类黄酮只能在活性氧的产生部位或

附近部位进行清除，如液泡或细胞壁。而%#"#却比较稳定

而且能够穿过生物膜，故而类黄酮在%#"#的清除中扮演极

为重要的角色。

食品化学研究表明，类黄酮与过氧化物酶反应时作为电

子供体。()*)+),)（-./.）提出类黄酮过氧化物酶反应可能

在体内外一样起清除%#"#的作用。由于活性氧的产生和

清除是持续进行的，所以类黄酮过氧化物酶反应不可能作为

一个主要的脱毒系统而起作用。然而当细胞中的%#"#水

平在植物快速生长或受到胁迫、或在幼年叶片中抗坏血酸不

足、或在抗坏血酸缺失突变体中升高时，有可能是类黄酮作

为一个替补的防护措施［/，&&］。应该指出的是抗氧化功能不

是类黄酮的自身特征，而是植物酚类的一个总特征［0］。

# 提高植物抗氧化能力的基因工程

现已证实增强植物耐逆性的途径之一是提高植物体内

抗氧化酶类活性及增强抗氧化代谢的水平。利用基因工程

手段获得高效表达的转基因植株，为了研究抗氧化酶类在清

除活性氧方面的功能及作用提供了可行途径。清除活性氧

的重要性已在几种酶类的转基因植株中得到证实，转基因植

株中1"2、345、67和过氧化氢酶的过量表达提高了植株

对氧化胁迫的抗性。在各种抗氧化酶类中，研究最深入的是

1"2同功酶。

几种1"28293:已从植物中得到克隆并用来转化不同

的植物［&，’］，最终获得1"2活性增强的转基因植株。1"2
在转基因烟草、苜蓿、土豆和棉花叶绿体中的过量表达提高

了它们对氧化胁迫的耐受性；1"2在苜蓿线粒体和土豆细

胞质中的过量表达也具有同样的效果［##］；转基因苜蓿叶绿

体中1"2的过量表达提高了植株对冻害的耐受性［-0］；;<!
1"2在转基因烟草叶绿体中的过量表达提高了植株对冷害

的耐受性［.］；酵母线粒体 ;<!1"2在水稻叶绿体中的过量

表达提高了转基因植株对盐胁迫的耐受性，而且盐胁迫下转

基因植株中1"2和345的活性都较对照株提高了-=>"
#=?倍，@3(活性降低的程度小于对照株［&>］；拟南芥耐盐突

变株幼苗对;A的抗性较对照株提高了-?倍，1"2和345
的活性分别比野生型提高-=&和&倍［-B］。然而转基因烟草

CD!1"2的过量表达并未提高其对冷害和盐胁迫的耐受性；

用矮牵牛叶绿体@E／F<!1"28293转化烟草得到的转基因

植株@E／F<!1"2活性提高了&?">?倍，但植株并未提高对

4)G)HE)I或臭氧引起的氧化损伤的耐受性［#&］；用同样的基

因表达框架转化番茄，得到的转基因植株也未提高对低温和

强光诱导的光抑制的耐受性。转基因植株中存在的这些区

别说明：#1"2同功酶可能具有不同的抗氧化功能；$转基

因植株中基因表达水平有所差异，1"2同功酶的表达只在

一定的范围内是有效的，超出这一范围的过量表达往往是有

害的；%1"2与其它活性氧清除酶类如抗坏血酸过氧化物

酶和谷胱甘肽还原酶之间的酶活性平衡可能是很关键的。

在光培养中，只有叶绿体中1"2的过量表达赋予植株

显著的;A抗性，而在暗培养中，1"2在叶绿体及线粒体中

的过量表达均赋予植株较高的;A抗性［’，#B］。目前研究表

明：（-）强光下生长的植株较弱光下生长的植株具有较高的

;A耐受性。（#）只有在强光下，;<!1"2在叶绿体中的过

量表达才能提高植株对;A的耐受性。这可能是因为1"2
只是叶绿体抗氧化酶类中的一环，只有当活性氧的清除能力

不受其它抗氧化酶类及底物制约时，1"2的过量表达才能

提高植株对氧化胁迫的耐受性。在光照条件下生长的转基

因植株能够提高这些酶及底物的表达，从而增强了植株对

;A的抗性。

实验表明，在过量表达叶绿体;<!1"2的植株中，其内

源1"2同功酶的活性都较非转基因植株低。同时1D<6EJ!
I)等的实验也证明豌豆叶绿体@E／F<!1"2在烟草中的过量

表达，导致了转基因植株内源叶绿体@E／F<!1"2活性的降

低。这说明内源1"2同功酶的表达是由超氧化物离子或超

氧化物发生反应产生可动的信号分子诱导的。外源1"2基

因的过量表达可以降低超氧化物或信号分子的浓度，从而导

致内源1"2基因表达的降低。

此外，在对胁迫下345同功酶的表达情况分析时发现，

只有经强光及;A处理的菠菜叶片，其细胞质345的转录

水平 显 著 升 高，而 叶 绿 体 及 微 体 345的 表 达 却 不 受 影

响［->］；同样发现经强光及 ;A处理的豌豆、玉米、水稻及拟

南芥细胞质345转录水平也有明显升高［-.，#/］；将生长在弱

光中的拟南芥移于强光下，能在->,K<内引起核编码的#种

345基因的迅速表达，且伴随还原态与氧化态谷胱甘肽比

率的降低。研究表明：#%#"#和谷胱甘肽可能参与氧化胁

迫下的信号传递过程；$细胞质345的表达除了受%#"#的

浓度的影响外，还与叶绿体电子传递中氧化还原状态的变化

有关［-&］；%胁迫下345同功酶的表达受各自细胞组分的调

控，并且表达的各种345在器官保护和减缓组织损伤中起

协调作用。

然而，由于胁迫反应中基因表达的复杂性，通过传统育

种及基因工程获得耐逆植株受到了一定的限制。目前大家

期望通过对模式生物比较基因组学的研究，能够获得新的基

因，通过对胁迫下其表达模式的分析可为更有效的基因工程

奠定基础。实验显示，干旱胁迫下植物中一些认为与干旱胁

迫无关的转录子及基因进行表达，对其表达模式的进一步研

究发现抗性植株具有独特的调控基因［-#］；对盐胁迫下水稻

细胞悬浮培养物的0/?个表达序列标签子（L1(）的随机测

序表明，盐胁迫诱导了与三羧酸循环相关的某些酶的表达；

随机选取##?个拟南芥L1(:进行序列分析证实，与渗透胁

迫有关的->个基因进行表达，且表达幅度分别增加#">?
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倍［!"］。此外，对基因表达调控因子的研究发现，某胁迫反应

性转录因子在拟南芥中的组成型表达提高了转基因植株对

冷害 的 耐 受 性［!!］；拟 南 芥 脱 水 反 应 组 分 结 合 蛋 白（#$%&
’()*组成型启动子）在胁迫诱导型启动子调控下的表达，

提高了转基因植株对冷害、干旱及盐胁迫的耐受性［!+］。

综上所述，由于植物中许多抗氧化剂参与活性氧的清除

过程，而且在氧化胁迫下，许多细胞组分需要保护，所以单纯

地转化某一个基因使之过量表达很难达到预期的效果。为

改变耐受胁迫体系中的多个组分，就必需采取多基因克隆策

略，如：（!）靶基因克隆，如几种细胞组分中的活性氧清除酶

类。（"）组装能够吸钾排钠的基因表达框架。（#）产生能够

自发满足离子均衡、碳的分配及蛋白质保护的转基因组。

（+）产生具有细胞组织、器官和发育特异性的转基因组。

! 存在的问题

目前仍需解决的问题是弄清植物在胁迫条件下，具有防

御功能的基因的表达及表达产物的代谢与信号传导途径，以

及在哪一发育阶段胁迫保护是必需的。解决这一任务需要

寻求新的策略。如：!将多个基因转化到模式生物&酵母菌、

拟南芥、烟草和水稻中，测定基因的表达及表达产物的代谢

情况。"重点进行代谢调控分析。第一种策略是在合适的

启动子元件调控下转移所有与增加胁迫耐受性有关的基因；

通过第二种途径，我们能够在植物原有代谢的基础上衡量提

高植物耐受性的酶类或代谢途径的重要性。
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综述专栏稿约

《生物工程学报》自3448年恢复开辟“综述”专栏以来，一直受到广大读者的关注。但是，在编辑部筛选大量综述稿件的过

程中，也发现具备新颖、全面和有一定高度的文章较少。当今生物技术的发展日新月异，像生物芯片、人类基因组、基因治疗、

干细胞培养、克隆技术等，无一不是读者最关心的热点和前沿问题。我们真诚地欢迎生物技术各领域的专家、学者，结合自己

的工作，对本领域最新的科研动态、发展方向，或者是学术争鸣，加以客观的评述及报道。文章不需太长，9@@@字以内最好，需

要有中英文摘要。特别优秀的文章我们将在Q个月内刊出，稿酬从优。

来稿请在信封及论文题目的右上角注明是“综述”，以便尽快送审。

欢 迎 踊 跃 投 稿！
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