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众所周知
,

生物的性状是由其遗传物质 决定的
。

在高等植物细胞 中
,

除细胞核外
,

叶绿体和线

粒体中也都有各自的
。

叶绿体是光能转换
,

光合作用的场所
。

线粒 体是 氧化磷酸化的场所
。

线粒体

和叶绿体的
,

都具有细胞内半自主独立的自我复制能力
,

在遗传上表 现 为特有的母性遗传
。

在植物

细胞中
,

叶绿体和线粒体具有许多与细菌共同的特性
。

这就给人们一个启示 那些有用的来自原核生物的

目的基因能否以具有原核性的叶绿体和线粒体 做为它们的遗传受体
,

用以 进行光合作用的遗传工程
,

生物固氮及其它遗传转化的研究
。

一
、

叶绿体
、

线粒体的原核性

无论从内共生的角度还是内分化的角度看
,

叶绿体和线粒体的起源
,

都可以发现它们是那么地接近于

原核生物
。

共生学说认为叶绿体的祖先是蓝藻或光合细菌
,

在生物进化过程中被原始真核细胞捕获
,

共生在一起

进化成为今天的叶绿体
。

因为叶绿体的 分子为环状
、

不和组蛋白结合
,

依赖 的 聚合 酶为

细菌型
,

核糖体为
,

也和细菌的一样
,

同属 和 型
。

一般不含
。

用 抗生素

抑制蛋白质合成的效果也和细菌的情况一样 , 表现出相同的特异性
。

蛋白质合成也是以
一

甲 酸 甲硫 氨酸

为开端的
,

所有这些都是原核细胞的特征
。

从分子杂交看
,

叶绿体 和核 的杂交率很低
,

和蓝藻

及细菌的 之间的杂交率却较高
,

说明两者的进化距离较近
。

共生学说的一个有力例证是单 细胞 蓝藻

共生在鞭毛藻细胞中
,

这种单细胞蓝藻 的 含量为
,

同高等植物叶绿体中 的 含量很

近似
。

从基因组的大小来看
,

这种单细胞蓝藻为
。 ’道尔顿

,

和叶绿体基因组
。

道尔顿相近
。

另外
,

内共生学说则认为叶绿体等细胞器是由原始的原核细胞质膜下陷
,

分离而逐渐演变而来的
。

从叶绿

体 的顺反子组成来看
,

也与核 有显著不同
。

线粒体内共生假说认为
,

原始真核生物吞噬了细菌
,

并未把它消灭掉
,

而是从中得到大量的能量
,

而

细菌也从宿主中利用其物质进行生活
。

这样
,

在长期的共生和进化中
, 细菌对宿主的依赖性增强

,

并逐渐

丧失了自己固有的一部分基因
,

而逐步衍生成了现在的线粒体
。

因为从线粒体 的特点 及其复制与转

录方式看
, 与细菌细胞的更为相近

。

和细菌一样
, 线粒体 是环状的

,

有一端附着在内膜 上
,

而 且不

与组蛋白结合
。

线粒体 与细胞核内的 在分子量
、

碱基比例与序列上均不一样
,

却与细菌的

相似
。

线粒体 有白己的基因组以及 聚合酶和 聚合酶等
,

能独立进行 复制
,

能转录线

粒体特有的
,

其中
、

的沉降系数都与细菌含有的相类似 从线粒体的蛋白质 合成系统

看
,

更接近于原核生物而与真核生物不同 ①线粒体与细菌二者的蛋白质合成体系都对红霉素和氯霉素敏

感
,

而对放线菌酮和吐根碱不敏感
。

但真核生物细胞质核糖体蛋白质的合成体系对红霉素和氯霉素不敏感
,

而对放线菌酮和吐根碱往往是敏感的
。

②线粒体与细菌的蛋白质合成都是从把
一

甲酸甲硫氨酸 结合

到小的核糖体亚单位上开始的
。

而在真核生物细胞质核搪体的蛋白质合成中
,

起始的胺酞
一

是甲硫氨

阶
一

线粒体的内外膜在结构与功能上差别很大
,

这符合线粒体是被原始真核生物吞噬细菌后演变而
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成的假说 线粒体的繁殖方式与细菌一样
,

为直接分裂
。

内分化学说则认为 线 粒 体 的 起源于质粒
,

因为质粒 与线粒体 在分子量
、 一

长度
、

构型及复制方式上有很多相似之处
,

这 就 更接近

卜原核 了
。

总之 ,

叶绿体和线粒体的起源虽然还未彻底被人们揭示
,

但是它们的原核性是可以肯定的
。

因此用遗

传工程方法改造和改变生物性状除了真核的细胞核之外
,

植物细胞的两大细胞器或许是更为良好的地方
。

二
、

方兴未艾的叶绿体遗传工程

年
,

等利用 质粒将觅菜的抗除草剂阿特拉津的 基因与编码 。小亚基转运

肤的序列融合体先行整合至烟草的核基因组
,

其表达的产物通过 。。转运肤将 基因产物擂到开卜

绿体膜上
,

能表现出抗阿特拉津的功能
。

。年
,

等构建了一系列叶绿体表达载体利用叶绿体基因的启动子表达目的基因
。

通过高速

微轰击法直接转化入叶绿体
,

实现了 基因在烟草叶绿体中的表达
。

等也曾以三个叶绿体

基因突变型的衣藻作为受体
,

将带有 野生型基因的叶绿体 用直接轰击法转化 进 衣藻 的叶绿体

中
,

结果完全使突变体恢复了光合作用的能力
。

年 月在意大利召开的第五届国际非豆科植物固氮会

议上
,

已经出现了第一篇将 基因导入高等植物细胞并试图在叶绿体中表达固氮酶 蛋白的报道
。

此外
,

人们已经可能将外源蛋白通过线粒体
、

叶绿体本身的转运肤
,

分别定向导人线粒体
、

叶绿体
,

甚至于叶绿

体的类囊休
。

三
、

实现生物固氮的新设想与尝试

人们对生物固氮的研究从发现至今已有一百多年的历史
。

人们从生物化学到分子生物学
,

从固氮酶到

固氮基因的认识逐步深入
。

认识到整个生物固氮的过程
,

需要一种复合酶的参加
。

这 种 固 氮 酶 复 合 体

犷 由两种不同类型的蛋白质组分构成
,

通常一个是 蛋白 还原酶
,

提供具

有高还原能的电子
,

另一个是 蛋白 固氮酶
,

它利用这些电子将 还原成 ‘ 。

最近美国科学

家通过 光衍射透视出 。蛋白的结构看上去非常象一只翩翩起舞的蝴蝶
,

在固氮过程中发挥关 键 作 用的
一

原子簇位于相当于蝴蝶头部的位置
,

好比镶嵌在戒指环上的一颗钻石
, 固氮酶结构研究突破有望

。

近年来
,

在对肺炎克氏杆菌 产物研究的基础上已建立了固氮基因调 控的模 型
。

固氮基

因 的表达受氮调节系统 和‘ 操纵子的两个系统的调控
。

基因的表达受到 氮 源和氧分

压的影响
。

在 基因的表达过程中
,

是一个中心的环节
,

成 的产物能激活其他 基 因 的启

动子进行转录
,

而 系统又负责激活 操纵子的启动子
。

在限氮的条件下
,

基因产物磷酸化

产生的
一

⑨是一个 结合活化因子
。

由 基因编码的因子 “ ‘

与 聚

合物 结合生物络合物
一 ,

识别启动子
,

并与
一

⑨反应
。

的产物 通常

结合于启动子的上游活化因子序列
。

的特点与真核生物的增强子相似
。

该 与其他原核

生物能识别的同感序列
一 。一 一

具有相似的活化位点
。

与其下游的启动子之

间能形成一个环
,

顺式时则具有活性
,

并在其相对于启动子的方向上独立地发挥作 用
。

启动子的最

佳距离在 至 个碱基之间
。

启动子通常位于相对于转录起点大约 一 一 的位 置
。

操纵

子编码的抑制因子 则类似于氧和氮的作用
。

人们对 基因簇已经有了较为全面的认识
,

除了

之外
,

的顺序都已完全测得
。

固氮基因的转移
,

早在 年 江 。 和 就首先成功地将 基因从肺炎克 氏 杆 菌 转

移到了原先不固氮的大肠杆菌中
,

并得到了表达
,

从而实现了在原核生物之间固氮能力的移植
。

然而
,

人

们也曾把肺炎克氏杆菌的 基因整合到了最低等的原核生物一一酵母的染色体上
,

但是还没有得到表达
。

这可能是在酵母中缺乏 系统
。

对向高等植物转移 基因
,

还应选择合适的载体和受体
,

并且考虑将外

源基因引入植物什么部位的细胞以及细胞的什么部位 , 同时还应考虑什么样的细胞状态才有利于外源基因
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的表达
。

固氮酶通常都是山细菌的 编码的
,

引导来 自原核生物的 进入植物细胞的载体可以有下列几

种 ①叶绿休 因为叶绿体基因较小 〔 百万道尔顿
,

易于在体外进行基因重组操作
,

并且 在 蛋

白质合成机制方面近似于原核生物
,

有利于原核 在其中分子克隆
。

叶绿体还含有大量的
,

可以

为高度耗能的固氮反应提供能量
。

②以 质粒为载体
,

因为土壤杆菌和根瘤菌是亲缘相近的土壤细菌
,

根

瘤菌的带有固氮基因的大质粒有可能通过转座子导人土壤杆菌的 质粒
,

而 质粒的 能整合到植物

细胞中
。

③以 为载体
,

花椰菜病毒的 较小
,

正适合于携带 基因
,

若克隆成功
,

作 为 载 体

将川 基因导入寄主植物
,

就可扩散侵染到植物各部位的细胞里
。

至于受体
,

在理论上
,

将外源 导人植物细胞有三处潜在部位 细胞核
、

线粒体和叶绿体
。

但是
,

由于 基因簇本身较复杂
,

使其在植物细胞核内表达必须单个操作较多的基因
。

以核为受体
,

问 题 会更

加复杂
。

其次
,

线粒体 编码方式与通常的遗传密码系统略有不同
,

这给外源 的正常表达造成了

一点困难
。

而叶绿体由于其 基因的转译信息和大肠杆菌相似
,

可能为 基因在植物细 胞内 表达提

供最合适的环境
。

因此
,

叶绿体似乎是 基因的理想载体和受体
。

因而
,

运用叶绿体的分子生 物 学可以

设计这样的一条思路 以叶绿体的某个强启动子 事实上
,

有一些光合基因的启动子是非常强的 去连接

基因和 基因
,

用叶绿体 聚合酶协作转录外源的 基因
。

因为 产物的作用是必不可

少的
,

在启动所有 基因之前
,

聚合酶需要在 所编码的护
‘

因子帮助下才能识别 基 因各

启动子的 序列
。

但是
,

对 基因簇可以进行适当的剪切
,

譬如不妨去掉负调控基因 或许更有

利于 的表达
。

年英国 大学的 教授将 和 基 因通 过土 壤杆菌

质粒转化了烟草
。

和 的产物 蛋白 通过 的 , 端先导肚引入到了叶绿体中
,

结果在

叶绿体里 蛋白得到了至少有两个小时的稳定状态
。

这是向高等植物转移固氮基因表达固 氮酶 活性的最

新尝试
。

和 的产物之所以在叶绿体中不能稳定存在下么
,

这很可能与叶绿体进行光合作用放

氧有关
。

叶绿体放氧毒害固氮酶的问题是有待解决的问题
。

除了可以设法控制叶绿体的前体一一质体的发

育外
,

也可人为改造一些细胞光合作用中起关键作用的有关基因
,

使之关闭光合
,

成为不放氧的突变体
。

其次
,

线粒体也并非不是合适的载体
。

譬如
,

在玉米线粒体中
,

是编 码色 氨酸 的
,

而

通常 是编码精氨酸 的
。

那么为使外源密码与线粒体密码系统一致
,

我们可以设 想 利用体 外

合成技术或定点突变技术
,

将所有外源编码色氨酸的正常密码 变成在线粒体中 真 正 编 码色 氨 酸的
,

或者用 方法在体外合成 目的基因
。

在载体方面
,

除了叶绿体 之外 , 一些植物如玉米
、

马铃薯
、

大豆等线粒体内所 具 有 的 类 质 粒

是相当稳定的
。

最近人们已经对玉米线粒体的类质粒
一

进行了克隆和鉴定
,

在此之前
,

人们还对另一些

植物线粒体内的类质粒做了大量的研究
。

倘若能以线粒体内的类质粒为载体装载 基因
,

并在 线粒 体内

表达其产物
,

那么合成的固氮酶可能不会象在叶绿体中那么迅速地被分解
。

但是能否与线粒体中固有的蛋

白质相互作用
,

共同发挥功能
,

还有待于进一步研究
。

线粒体的遗传体系编码数十种蛋白质
,

除不同物种的线粒体遗传体系使用的某些密码子的意义与通常

的遗传密码有所不同外
,

它们相互之间也不一致
。

通过不同物种中相同的蛋白质的氨基酸顺序 及 编 码 该

蛋白的基因的核昔酸顺序的比较
,

这些变异的密码子意义已经初步确定
。

在高等植物线粒体中
,

虽然

不编码色氨酸
,

但似乎确实存在编码色氨酸的其它变异的密码子
。

玉米细胞色素氧化酶亚基 基因含有

个 密码子 , 它们编码产生的氨基酸相当于其它物种同等蛋白质中高度保守的色氨酸
。

这一事实表明
,

除标谁的 外
,

通常编码精氨酸 也可作为色氨酸的密码子
。

同等的玉米和非洲爪蟾细胞色素氧

化酶亚基 和无辅基细胞色素 基因的比较
,

有力地支持了 作为色氨酸密码 子 的推 论
,

在 几个位置

上
,

把不同的物种之间的 和 进行了交换
。

还没有报道过高等植物线粒体中有其它非标准密码子

的证据
。

对一种单细胞藻类植物中几个线粒体基因的研究揭示
,

这种植物中役有非标准的密码子
。

但是
,

从另一个角度来看
,

除线粒体外
,

某些独立生存的原核生物和真核生物也有使用不同的遗传密码子
,

在这

些生物中
,

通常的终止密码子可编码氨基酸
。

所以线粒体的密码系统的特殊不是线粒体无祛作外源基因受

体的理由
。
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由于对固氮酶存在氧的问题
,

线粒体的确可能是比较好的场所
,

它极度需要氧
,

因此固氮酶在其中表

达可能免遭氧的毒害
。

另外
,

最新研究发现固氮酶铁蛋白并非要绝对在厌氧环境中才能有活性
,

相反有时

它恰恰还需要少量的氧
,

这正是符合了辩证法
。

此外
,

最近有人在甜菜的叶绿体中也发现有类质粒 未发表
。

还有人发现高等植物核部分有染色体

外环状
。

从小麦和烟草分离并纯化的细胞核中发现了共价闭合环状
。

它们 的大

小范围在。
。 拼 ,

且与线粒体环状 的大小分布有所不同
,

这些都为人们提供了一个 希 望
,

即能

否以此构建游离于核
、

叶绿体
、

线粒体三者之间的外源基因载体
。

即使各自在细胞器中表达
,

它们的产物

也是可能在核
、

叶绿体
、

线粒体三者之间转运的
。

事实上
,

细胞器与细胞核的相互作用又是极其密切
、

不

可分割的
。

有人从进化角度认为真核生物从原核生物进化之后
,

原核生物才获得了
。

但是真核 生物中真的不

存在 基因或与之有若千同源性的区域吗 现在还未见有人做过这方面的分子杂交试验
, 至少未见报道

。

或许在庞大的真核基因库中本身存在着与 基因有同源的顺序
。

倘若如此
,

那么对真核植物 的 改造只需

在改造真核基因的基础上进行
。

事实上
,

人们在地钱叶绿体中已经发现地钱 基因产物与 固 氮菌
基因编码的一种铁蛋白即固氮酶的还原酶具有高度同源性

。

四
、

结束语

综上所述
,

就生物固氮而言
, 一旦实现固氮基因在植物细胞器中的表达

,

那么目前生物固氮所面临的

所谓三大问题 氨
、

氧和能量问题也就可以得到相当程度的解决
,

这显然是一个更有希望 突 破 的攻关领

域
。

对于生物固氮
,

人们不应为那么一种陈腐的观点束缚
,

以为 “ 植物固氮非得结瘤
,

结了瘤的植物就能

固氮 ” 。

豆科植物的根瘤充其量是豆科和根瘤菌在长期进化过程中为固氮酶所创造的一个厌氧系统
,

决非

独一无二的固氮方式
。

有些生物既能光合又能固氮
,

它们或者从空间上解决两者的矛盾
,

或者从时间上解

决两者的矛盾
。

事在人为
,

历史会证明
,

通过遗传工程
,

植物细胞器可能成为固氮的良好场所
,

虽然生物固氮至今还

是一个远期目标 , 但人类要实现这一目标已决非遥远的梦想
。

当然植物细胞器遗传工程不仅仅可以涉及生

物固氮
,

它对光合作用
、

作物品质改良 抗虫
、

抗病
、

抗逆 等课题都将具有灿烂的应用前景
。
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