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响应
。

观察到了尼古丁本身具有直接的致癌性
。

这

一成果在美 国《R ad ioc a tho n》杂志发表后
,

亚利桑纳

大学新闻处称赞此成果
“

如此重要和令人激动
” ,

并

向媒介和万维网发布了详细消息
。

测定 了尼古丁与

基因表达关系密切的核内组蛋白 ( H l 和 H3) 的加合

作用
,

观察到了加合的剂量响应
,

还进行了体外的化

学反应的 C D
、

U V 和荧光谱学研究
。

加合物的测量

灵敏度达到 1个加合物 / 10 or D N A
,

与美国接近
。

尼

古丁和组蛋白的测量灵敏度高达 4
.

7 个加合物 l/ 01 2

氨基酸残基
。

此外
,

他们还将 AM S 技术用于大气气溶胶来源

研究
,

建立 了适合环境样 品 A M S 分析 的制样 系统
,

对不同地区大气气溶胶 和表土中含碳组分的
’ 4 C 同

位素进行了 AM S 分析
。

结合多元统计分析方法发

现大气气溶胶含碳组分与微量元素组分具有不同的

来源特征
。

将 AM S 方法与多元统计分析方法相结

合
,

能够更全面地认识大气气溶胶 的来源特征
。

成

功建立了适合各种 甲烷浓度的 C 同位素分析的采

样
、

分离
、

提纯
、

浓缩及制样系统
,

并应用于大气甲烷

和各种甲烷源甲烷的
` 3 C 同位素分析

,

首次得出我国

各主要甲烷源的甲烷
’ 3 C 同位素组成特征值

,

并对华

北地区大气 甲烷的来源进行了分析
,

初步给出中国

甲烷源清单及大气 甲烷 13 C 同位素组成的权重平均

值
。
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显花植物受精的实现涉及许多细胞间的相互识

别事件
。

因为卵细胞包裹在位于子房内的一种称为

胚珠的结构内
,

携带精子细胞的花粉必须首先能在

柱头上萌发
,

然后在花柱中生长
,

最后将精子细胞输

送到胚珠实现受精
。

可是
,

在许多雌雄同花的显花

植物中
,

自花受精常常受 一种称 为 自交不 亲和性

(
s e l -f i n e o哪at i b i li ty

,

简称 s x ) 的种 内生殖 障碍所抑

制
。

在绝大多数 自交不亲和植物中
,

其在遗传上 由

具有复等位基因的单一位点控制
,

称为 S 位点
,

又称

为单位点 自交不亲和性
。

有些植物具有双位点或多

位点 自交不亲和性
。
S 位点所包括 的 S 复等位基因

数 目可达数十甚至上百个
,

是 目前植物中含复等位

基因数最多的遗传位点
,

与动物的主要组织相容性

M HC 和真菌的交配位点相似
。

此外
,

根据含不同 S

等位基因花的形态
,

sI 可分为同型 ( ho m o

mo 甲hi
。 )和

异型 ( he et or mo 甲 hi 。 )
,

前者含不同 S 等位基因植株间

花的形态没有区别
,

而后者则不相同
。

同型 自交不

亲和植物又以花粉 SI 的遗传控制方式 的不 同分为
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配子 体型 ( g a me to ph yt i C) 和抱 子体型 (S po
ro ph yt i 。 )

。

异型 自交不亲和性的遗传方式一般为抱子体型
。

异

形 自交不亲和性的遗传方式一般为抱子体型
。

由于

对异型 自交不亲和性的研究较少
,

另外
,

由于篇幅有

限
,

这里主要介绍近年来对 同型配子体型 自交不亲

和性的研究结果和发展方向
。

关于同型抱子体型和

双基因配子体型 自交不亲和性 的进展见文献 仁1 1
。

1 配子体 自交不亲和性

在配 子体型 自交不亲和性植物 中
,

其花粉 自交

不亲和表型取决于 自身的单倍体 S 等位基 因
。

通常

不亲和花粉可在柱头表面萌发
,

但在花柱引导组织

的上部花粉管的生长受到抑制
,

在此不亲和花粉管

停止生长
。

茄科
、

蔷薇科
、

玄参科 等的 自交不亲和性

常表现为配子体型
。

对配子体自交不亲和性的生物化学的研究开始

于 50 年代 初期
,

玩 iw s
等人〔2鹰在月 见草 ( oe no the ar

。

卿 ne iss )中发现与特定 s 等位基 因相关的蛋 白质
。

但是
,

直到 70 一 80 年代
,

研究人员才从 茄科等植物

中发现含量丰富并与 S 位点遗传连锁的花柱糖蛋

白
。

通过设计与这些糖蛋 白 爪端序列 同源 的寡核

普酸探针分离基因的方法
,

19 86 年
,

A dn esr on 等从花

烟草 ( iN co it a an al at a )中第一次分离到配子体型 自交

不亲和基 因—
5 2

。

迄今为止
,

已从茄科
、

蔷薇科
、

玄参 科 的多种植 物 中分离 出近 百个 S 基 因根 据

D N A 序列分析
,

其蛋白质产物与真菌的一类核酸酶

hR 和 几 具有同源性田
,

且含同样活性部位
,

因其具

有核酸酶活性
,

故而常称为 s
一

核酸酶 仁” 〕。

S
一

核酸酶一般 长 250 氨基酸左右
,

分为保守 区

和多变区 2 个部分仁’ ” 」 ,

根据茄科 s
一

核酸酶结构常将

保守区分为 c l 至 c s 五个区域
,

其 中 c l 、

c ; 和 c s 是

疏水区
,

与其三维结构有关 ; c : 和 c 3 为亲水 区
,

可

能为酶的活性部 位
,

但近来研究表明蔷薇科和玄参

科的 s
一

核酸酶 q 区并不保守 0[,
7

火图 1 )
。

多变区可

分为 HV a 和 HV b两个区域
,

可能是 S
一

核酸酶具有识

别功能的部位
。

阳 2

1 翩 目日 卜! 渊 翩 圈 }
c
oo

。

C J C守 H v a Hv b C J C
呀

C ,

图 1 5 核酸酶结构示意图

C一
5 为保守区 ; H v a 和 HV b 为多变 区

S
一

核酸酶表达受 发育调控
,

主要分布在花柱引

导组织的细胞间隙中
,

在花柱上 1/ 3 以下的部位浓

度最高
,

该部位正是 自交不亲和花粉管生长发生抑

制的区域
,

而且其表达也与花柱接受花粉能力 的产

生在时 间上保持 一致 [“
,

川
。

M e e lu er 等仁’ Z J用 32 P 活

体标记花粉 R N A 发现
,

异交 24 h 后标记的总体 R N A

基本上没有变化
,

但 自交后花粉管 中
r R N A 则被降

解掉
。

表明在活体情况下
,

S
一

核酸酶的作用具有选

择性
,

并只是在 自交后才有酶活性
。

除此之外
,

通过

定点突变活性部位或反义 RNA 实 验发现 { ”
,

’ 4」
,

带

有失活 S
一

核酸酶基因的转基因膨大矮牵牛 ( eP ut 二
i ifn at a) 丧失抑制含正常 的与转基因相同 S 基因型

的花粉萌发或花粉管生长的能力
,

而且
,

与反义基因

相同的宿主 S 基因的正常功能也受到影响
。

同时
,

将与宿主所含 S 基 因不 同的 S 核酸酶基 因转人植

物后
,

后者表现出抑制携带与其相同 S 基因的花粉

管的生长
。

这些结果说明 S 核酸酶直接参与 了花

柱对 自体或携带与其相同
、

s 基因花粉生长的抑制
。

通过反义 RN A 实验和功能获得性实验
,

不仅提

供了 S
一

核酸酶参与 自交不亲和反应的直接证据
,

而

且也表明 S
一

核酸酶与控制花粉 SI 的基因 (花粉 S 基

因 )无关
。

因此
,

S
一

核酸酶如何作为花柱 S 基因产物

参与识别花粉 S 基因是 目前的研究热点之一
。

通过

相互置换 S
一

核酸酶的不同结构 区构建嵌合 S
一

核 酸

酶基因在花烟草中进行转基 因实验 t’ 5 3发现
,

尽管所

构建 的 S
一

核酸酶具有酶活性
,

但其识别 功能丧失
,

表现为 自交亲和
,

不 能抑制任何 S 基 因型的花粉
。

但是
,

M a t t o 。 等 〔̀ 6了利用 so al n u m 硫aco
e ns 。 中两个高

度同源的 5 基因一 5 1 1和 51 3 (它们的表达产物只有

10 个氨基酸的差异
,

且有 4 个分布在 H V a 或 H V b 区

域 )
,

将 5 1 : 的高变区置 换成 与 易 3一 致
,

获得 lS , -

H v ab 突变体 (消除位 于 HV a 和 HV b 的 4 个氨基酸

差异 )
,

利用其进行转基 因实验
,

发现转基因植株丧

失 了抑制 5 1 ,花粉的功能
,

但却获得了抑制 5 13花粉

的能力
,

从而很大程度上证实 S
一

核酸酶的高变区介

导特异性的花粉识别
。

他们的另一个实验证明突变

了 S , l核酸酶基因 HV 之外的区域 的 S
一

核酸酶基因

使转基因植物拒绝 s , l和 5 1 3的花粉
,

这增加 了这一

结论的可信度
。

但是
,

是否高变区足以 决定 S
一

核酸

酶的特异性
,

还是 S 核酸酶的其它 区域也参与了特

异性的表达
,

还有待于进一步的实验证实
,

比如搞清

S
一

核酸酶的晶体结构及分离花粉 S 基因产物等工作

将有助与回答这些问题
。

目前
,

以茄科植物为代表 的配子体型的 自交不

亲和性作用的模 型认 为 S 位 点花 粉特异性表达可

能受控于一种核酸酶抑制 因子
,

这种因子不抑制相
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同 S 等位基因编码的 S 核 酸酶活性
,

但抑制不 同 S

等位基因编码的 s 核酸酶活性 【’
,

` 7〕
。

这个模型不仅

可以解释自交亲和花粉突变体的产生 〔` 8〕
,

也可以解

释配子体型 自交不亲和的二倍体植物加倍变成四倍

体后产生 自交亲和的现象 (图 2) 「’ 】
。

同时
,

可以 推

测突变花粉 S 基 因可能造成花粉管不能在含有 S

核酸酶活性的花柱 中生长
。

因此
,

常规的直接筛选

花粉 S 基因突变体的方法
,

不可能分离到花粉 S 基

因本身的突变
。

事实上
,

我们通过常规突变实验得

到一个花粉 S 突变体就是 由于不同 S 等位基 因的

重复造成的
。

花粉 s 基因型 sl

圈圈 习习
国国厂厂
555 5 444

花柱 S 基因型 5 154

图 2 花粉 S基 因编码核酸酶抑制 因子的模型和四倍体植株产生二倍体亲和花粉的示意 图

SP I 和 1毛鸿代表花粉 S 基因产物 ; 5 51 和 S弘 为花柱 S基 因的产物 ; ( a) 在正常的单倍体花粉管内玲 1 可 以抑制 5 54
,

但对 55 1无 抑制作

用
。

后者则发挥核酸酶的作用
,

降解 R N A
,

造成花粉管生长抑制
,

即自交不亲和 ; ( b) 在 四倍体植株产生的杂和二倍体花粉管中
,

两个不

同的花粉 S 基因产物对进人花粉管 的两种不同花柱 S 核酸酶发生交叉 抑制
,

因此
,

核酸酶活性丧失
,

RN A 不被降解
,

花粉管 生长正常
,

即自交亲和
。

花柱 S 核酸酶如何进人花粉管 目前还不清楚

2 花粉 S 基因的克隆

鉴于花粉 S 基 因编码核酸酶抑制 因子和突变

后产生配子体致死的可能性
,

分离该基 因需采取一

种间接的方法
。

我们试图利用位点选择性的方法首

先突变金鱼草 S 核酸酶基因
,

并以此为基础分离和

鉴定 S 位点编码的基 因
,

从中筛选金鱼草花粉 S 基

因
。

同时
,

利用分子标记和图位克隆的方法
,

构建 S

位点的物理图和分离 S 位点 内花粉表达的基 因
,

达

到克隆金鱼草花粉 S 基因的目的
。

2
.

1 5 位点选择性的转座子突变

D NA 转座子常常转位到与其连锁 的遗传位点
。

这一特性为利用与其连锁的转座子突变 目的基因提

供了基础
。

假如转座子与 目的基 因足够近的话
,

可

以利用 目的基因和转 座子特异 的引物通过 PC R 方

法扩增出一个片段
。

因为 P C R 的灵敏度高
,

可以用

单个 的 PC R 反应筛选大批量的植株
。

同时
,

利用 目

的基 因为探针检测 PC R 产物 的有无
,

大大增加了筛

选转座子插人 目的基因事件的灵敏度
。

这种突变 目

的基因的方法就是位点选择性的转座子突变
。

它也

是 目前植物功能基 因组学 ( fu cn it on al g en o而 cs )中常

用的一种方法
。

通过遗传杂交实验
,

获得 了含有金鱼草 S 位点

( S : 和 5 4 )和一个活跃转座子连锁的重组子
,

并证明

两者的遗传距离约为 3 。 M
。

进一步 的分子遗传学

的实验证明这个转座子为 aT m s
,

并且在重组子中很

活 跃
,

其 配 子 切 除 ( ge 丽
n al ex ic is on ) 的 频 率 为

30 %一 40 %
。

由于重组子携带一个 自交亲和的等位

基因 cS
,

它可以 自交产生后代
。

通过筛选大批重组

子的后代植株
,

可获得转座子插人到 S 核酸酶基因

的突变体
。

获得 aT m s 插人失活 S 核酸酶基 因突变体后
,

将以此为材料进一步筛选插人花粉 S 基因的突变

体
。

有证据表明
,

S 核酸酶基因与花粉 S 基因不同
,

而且 s 核酸酶基因的失活可以产生 自交亲和性〔`4〕
。

通过筛选这类植株的后代
,

寻找恢复为 自交不亲和

的植株
。

由于金鱼草很容易通过扦插 的方法来 繁

殖
,

如此获得的 自交不亲和突变体可 以通过这种方

式来保持
。

在排 除不 亲和性不是 由于 S 核酸酶基

因功能的恢复和影响雄配子体本身发育的基因的突

变造成的情况下
,

进一步通过遗传杂交的方法
,

确认

自交不 亲和性 的产生是 由于花粉 S 基 因的突 变
。

然后通过常规的转座子标定法分离突变影响的基

因
。

获得花粉 S 基因后
,

可以 比较它们的相似性和

多态性
,

寻找保守 区域
,

并设计 与此相应 的引物
,

通

禧
接

夔
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过 P C R的方法
,

分离更多的花粉 S 基因
。

同时
,

利

用转座子突变产生的不 同等位基 因
,

比较花粉 S 基

因不同部位的功能
。

2
.

2 利用分子标记和图位克隆法分离花粉 S 基因

许多证据表明 S 位点具有 D N A 序列多态性的

特征 〔̀ 9丁
。

据此
,

我们将结合分离体集团分析法 ( bu lk

s e g er g e n t a n al y s i s ) 和 A F廿 的方法
,

从基因组 o N A 和

花粉
c D N A 中分离和筛选 与 S 位点连锁

,

并在花粉

内特异表达的基因
。

然后
,

结合 S : 和 5 4 等位基因

的 B A C ( b
a e t e五a l a rt i if e i al c h or mo

s o m e ) 克隆 重叠 群

( co nt 咭s )
,

建立 S 位点的物理图谱
。

进而
,

通过上述

描述的位点选择性转座子突变的方法
,

插人失活位

于 S 位点内并在花粉 内表达的基因
,

鉴定它们与花

粉 S 基 因的关系
,

最终找到花粉 S 基因
。

3 前景和展望

许多控制植物 自交不亲和雌蕊特异性的基 因已

经得到分离和鉴定
。

通过 S 基因多态性分析
、

不同

转基因试验
、

S 一 基 因产物结构研究等
,

使得花柱或

柱头识别和抑制 自体花粉的生长的分子机制以及 自

交不亲和性的进化有 了一定 了解
。

但 是
,

真正搞 清

这一机制还有待于分离花粉 S 基因产物
。

有可能
,

在金鱼草 中 S 位点选 择性的转座子突变和 图位克

隆技术是克隆花粉 S 基 因的可行方法
。

花粉 S 基 因的分离是 国际上 自交不亲和性 的

研究焦点
,

目前还没有从任何 自交不亲和中分离到

此类基因
。

它们的分离可以说是这一领域的一个重

大突破
,

具有划时代 的意义
。

花粉 S 基 因的获得及

其与 S 核酸酶作用机理的研究结果
,

不仅可 以阐明

显花植物 自体和异体花粉识别 的分子机制
,

而且也

具有潜在的重要应用前景
。
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