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低温是植物地域分布和产量 的主要限制因 中度低温 (ro 一
20 ℃ )下暴露数天后就能适应更

素
,

冷害 (C d d inj
u ry )引起的粮食作物大幅度减产 低但非冰冻温度环境 的过程

,

ch illi ng ac cli m at ion )

是世界范围内普遍存在的问题
.

因此
,

研究植物的 和冻驯化(在零上几度处理植物
,

以提高它们忍耐

冷害机理及寻找提高植物抗冷性 的方法
,

一直是 零下温度能力的过程
,

fre ez ing ac cli m ati o n
)两种礼’」

.

科研工作者孜孜不倦的追求
.

按照低温的不同程 冷驯化在农业生产中具有重要作用
,

如越冬植物

度
,

植物的低温伤害可分为寒害 (
c
hil hng inj u ry

,

零 通过末秋和初冬的低温 以适应冬季 的严寒
,

因此

上低温对植物的伤害 )和冻害(fre ez ing inj
u ry

,

零下 对其机理的研究一直是抗冷研究中的热点之一
低温对植物的伤害)两大类

.

冷驯化 (
Col d a cc hm a 一

近些年来
,

随着转基因技术的迅速发展
,

尤其是拟

ti on ) 是低温 (高于冷害致伤温度 )诱导植物抗冷 南芥作为模式植物在研究中的广泛应用
,

在冷驯

性增加的过程
,

对提高植物的抗冷性效果明显 根 化方面取得了重要发现
.

本文对近 年来植物冷

据冷害的分类
,

冷驯化也分为寒驯化(喜温植物在 害机理及冷驯化方面研究的热点与突出成果作一
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1 植物的冷害机理

对零度 以上 的寒害
,

场
o ns 浏 根据细胞膜结构

功能与抗冷性的关系
,

提出
“

膜脂相变冷害
”

假说
.

他认为温带植物遭受零上低温时
,

只要降到一定

的温度
,

生物膜首先发生膜脂的物相变化
,

这时膜

脂从液晶相变为凝胶相
,

膜脂的脂肪酸链由无序

排列变为有序
,

膜的外型和厚度也发生变化
,

可使

膜收缩
,

出现孔道或龟裂
,

因而膜透性增大
,

膜内

可溶性物质
、

电解质大量向膜外渗漏
,

破坏了细胞

内外的离子平衡
,

同时膜上结合酶的活力降低
,

酶

促反应失调
,

表现出呼吸作用下降
,

能量供应减

少
,

植物体内积累了有毒物质
.

他认为植物遭受冷

害后出现的种种代谢变化都是次生或伴生的
,

而

冷害的原初反应是发生在生物膜的类脂分子上
.

当膜脂发生降解时
,

就会发生组织受害死亡
,

因

此
,

膜脂降解可作为冷害不可逆的生理指标
.

同时

他推断
,

膜脂相变转换温度与膜脂脂肪酸的不饱

和脂肪酸含量密切相关
,

膜脂所含的脂肪酸和度

膜脂相变温度相应升高
,

则易遭寒害 ; 反之
,

则

}哗低
.

近年来
,

应用生物技术
,

使研究植物冷害与膜

脂脂肪酸饱和度之间的关系取得了突破性进展
.

vi gh 等Ls] 研究认为低温首先降低了膜脂的流动

性
,

进而刺激不饱和脂肪酸基因 d es A (d es at u re d

A )基因的转录
,

可使膜脂不饱和度增加
,

膜脂流

动性增强
.

M u l’a 妞 等川将冷敏感性强的南瓜和抗

冷性较强的拟南芥的甘油
一

3
一

磷酸酞基转移酶(合

成磷醋酞甘油的关键酶 )基因分别转人烟草中
,

转

化株中除磷醋酞甘油组成有大幅度改变外
,

其它

脂类的脂肪酸组成没有 明显变化
.

导人南瓜酶基

因的烟草
,

磷醋酞甘油的饱和脂脂肪酸含量上升
,

而顺式不饱和脂肪酸含量 由转化前 的 64 % 下降

到 2 4 %
,

转化株的冷敏感性增加 ;而导入拟南芥

基因的烟草
,

则不饱和脂肪酸含量上升到 72 %
,

且其冷敏感性下降
.

但也有植物的冷害与不饱和

脂肪酸含量无关的报道
.

在零下温度下
,

结冰首先发生在细胞 间隙和

细胞壁部分
,

这是因为细胞质中含有较多的溶质

和非均质的冰晶介质
,

如冰核细菌蛋白(ice
一

nu d e -

a tin g ba e te ri a一pro te in s
)等

,

使其具有较低的水势和

较低的冰点
t , 」

.

但在结冰时
,

由于胞外冰状态的水

有更低的水势
,

因此
,

使细胞质中的水分通过细胞

膜流到胞外
,

导致细胞脱水
,

并且温度越低流到胞

外的水分越多Le]
.

流到胞外的水量取决于胞质 内

溶液浓度和使胞外结冰所需水势的温度
.

因此
,

冻

害主要是由于细胞脱水造成的伤害
.

在这一方面
,

干旱
、

盐渍等相同
.

质膜也是冻害的最初伤害部位七’l
,

冻害改变

质膜的结构和功能[,, s」
.

冻害诱导质膜性质改变主

要涉及 了膜的 3 个相变
:
在黑麦叶片中

,

当温度降

到
一 5 ℃时

,

由于脱水使质膜产生 内吞囊状小泡

而导致质膜内折
,

质膜表面积大量减少
,

并且这种

减少是不可逆的
.

在温度回升以后
,

由于水势差的

作用
,

溶化的水又回到细胞质中
,

但由于质膜表面

积不可逆丢失
,

使原生质体在恢复到原来体积时
,

原生质体会发生裂解
.

质膜的这种相变叫做
“

膨胀

诱导型裂解
”

(e x p an s io n 一

in d u e e d z邓i。)L, J
.

然而在冷

驯化的黑麦叶片中
,

质膜不形成 内吞小泡而呈外

延状
,

并在解冻时
,

质膜允许原生质体再扩展到原

来体积
.

在更冷温度下 (或更严重脱水 )
,

不同细胞

膜紧密附着在一起
,

未经冷驯化膜磷脂经历了侧

相分离(lat e ra l Ph as e se Pa ra ti on )一些脂类 聚集形

成六角形对称倒 置结构 (an in v e
rte d s tru e tu r e w ith

he x

缈
n al pac kin g s”扭刀e t巧

,

He
x ll)

.

这些磷脂分子

呈园柱形排列
,

头部朝向一个直径为 20 入的透明

水核(an a qu co us co re )
,

它破坏 了膜双分子层
,

并使

质膜变得易溶于水
.

在温度回升时
,

由于质膜溶于

水而失去渗透效应
.

He xl l相的形成被认为是膜脂

双层的相互作用形成的
,

这可能涉及到两个或更

多双层膜的参与
.

因为 H ex n 相只在多个堆积 的

双层膜 区域中观察到
.

更普遍的是
,

Hex n 相变是

在质膜与叶绿体外膜重叠部分产生比
‘」

.

在冷驯化

原生质体中
,

冻害后的质膜呈
“

断裂跃变相 (fra
c -

tu势ju m p les ion )
”

.

在低温冷冻电子显微镜下
,

可

以观察到质膜冷冻蚀刻面的位置偏移
.

这可能是

由于质膜和其它细胞质膜(特别是叶绿体膜 )的在

一些位点上的融合川
.

H ex n 和断裂相可能通过膜

上相同中间结构介质形成的川
.

然而还不清楚为

什么 Hex n 相只在非冷驯化组织的原生质体中出

现
,

而断裂相只在冷驯化原生质体中产生
.

并且至

今还不知道这些相变的生理
、

生化和分 子生物学

基础
.

值得注意的是这些结冰诱导的膜 相变主要

是在离体的原生质体中观察到发现的
,

不可能确

切反映整体植株细胞膜在冻害时的变化状况
.

2 冷驯化提高植物抗冷性的生理机制

研究植物抗冷性的生理生化基础是通过 比较
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冷驯化植株与非冷驯化植株的代谢库或结构上的

差异
,

或不同抗冷品种之间的差异
.

在冷驯化过程

中
,

发生 了一系列生理生化变化
,

这些变化包括生

长速度的减少或停止
,

组织水分的减少川
,

A B A 含

量的迅速增加 [0J
,

膜脂组织的变化 t’0. ”」
,

可溶性物

质的积累 (可溶性糖
、

甜菜碱
、

脯氨酸等)及抗氧化

物质含量的增加 t”
一 ’7 ]

.

这一系列的变化使区分那

些与抗冷性有关的生化过程和那些仅仅是植物对

冷驯化的应激反应变得非常困难
.

然而通过这些

变化可 以看出冷驯化可能需要许多细胞生化和代

谢上的变化
.

现在认为冷驯化提高植物抗冷性的

主要生理生化基础有
:

2
.

1 冷驯化提高了膜的抗冷性

在所有被研究的植物中
,

均观察到在冷驯化

中膜磷脂组成的变化与细胞膜的稳定性密切相

关〔8
·

”
·

’‘J
.

ste即n ku 。
等I”]对此提供了直接证据

.

当

把未经冷驯化黑麦原生质体置人到高渗介质中

时
,

如在冰冻温度下一样
,

质膜产生了许多内吞状

小泡 ;然而
,

当未经冷驯化的原生质体预先在单或

双不饱和磷脂酞胆碱培养
,

使磷脂渗人到质膜中
,

结果显示高渗处理并没有产生 内吞小泡 ;而饱和

的磷脂酞胆碱没有诱导这些变化
.

但在一些植物

抗冷力形成过程中
,

磷脂的变化滞后于抗冷力 的

发 展L8, 浏
,

说明其它一些变化也有助 于膜 的稳

定性
.

2
.

2 冷驯化提高了植物的抗氧化能力

在冷胁迫条件下
,

细胞中活 性氧 (几
、

o犷
、

·

OH
、

H Z
O :
等 )产生加速

,

而清除活性 氧能力下

降
,

细胞内活性氧含量升高而产生积累 [zl
一

川
.

高

水平的活性氧可加速膜脂过氧化及大分子蛋 白质

之间的聚合
,

导致膜结构和功能的破坏与蛋白质

的变性图
.

因此
,

冷害引起活性氧积累是冷害发

生的主要原因之一在正常情况下
,

植物体内存在

着抗氧化酶 (SO D
、

CAT
、

POX
、

A PX 等 )和抗氧化剂

(GS H
、

A sA
、

CAR 等)保护系统
,

以清除细胞产生的

活性氧
,

维持活性氧代谢平衡
.

研究表现
,

冷驯化

能提高细胞内抗氧化酶活性 和抗氧化剂含量
,

降

低膜脂过氧化
,

增强植物的抗冷力
L25, 川

.

如用氨基

三哇 (am ino tri oz ol e ,

一种 CAT 专一性抑制剂 )抑制

CAT 活性
,

则降低了冷驯化提高玉米幼苗的抗冷

效果 L23J
.

可见
,

c AT 在玉 米幼苗冷驯化中起着重

要作用
.

应用生物技术转移抗氧化酶基因或增加抗氧

化剂含量以提高植物的抗冷性
.

已获得了一定成

功
.

c u tP。
等叻J报道

,

外源 cu /z ns 0 D 在烟草 叶绿

体中超表达可提高烟草抵抗低温引发的光抑制能

力
.

但 van
一

c
amP 等L川则报道了外源 Fe so D 在烟

草叶绿体中超表达
,

对低温引发的光抑制无抗性

的结论
.

表明植物抗氧化酶作用的复杂性
.

2
.

3 冷驯化提高了细胞内可溶物的积累

可溶性糖在冷驯化中的积累
,

并且它的积累

是和冷驯化中抗冷力的发展相一致的
,

这 已在许

多植物包括拟南芥中得到证明[zl. 到
.

此处
,

基因方

面的证据也有力地支持了可溶性糖在抗冷过程中

的作用
.

例如
,

拟南芥冷驯化缺失突变体 功4
,

在

响应低温过程中不出现可溶性糖的积累加长而在

拟南芥抗冷组成型突变体 esk l 中
,

即使在温暖条

件下也有可溶性糖的积累[al] 一些植物在响应低
温过程中也出现甜菜碱的积 累〔”

,

”〕
.

胆碱氧化酶

(
。hl oli n e ox 记as e

)能直接催化胆碱反应生成甜菜

碱
.

拟南芥在正常条件下不积累甜菜碱
,

但高度表

达胆碱氧化酶基因的拟南芥植株积累了大量甜菜

碱 (1 拜mo l/ g
FW )

,

并增强 了对低温和冰冻 的抵抗

能力[32J
.

另外
,

关于其它一些可溶性质如脯氨酸的抗

冷性也有一些证据网
.

但也有关于上述可溶性物

质与抗冷无关的报道
‘旅34. 35J

.

显然
,

植物细胞内存在着多种抗冷机制
,

冷驯

化能通过提高这些机制来增强植物的抗冷性
.

3 冷驯化提高植物抗冷性的分子机理

在过去 ro 年中
,

有关冷驯化研究的主要努力

是鉴定冷诱导基因 (
Cd d

一

ind uc ed ge ne s
)并确定它

们在抗冷过程中的作用
.

通过
c D NA 文库差示筛

选与其它方法
,

已克隆出许多冷诱导基因
,

它们编

码了丰富多样的冷诱导蛋 白 (co ld
一

ind uc ed p ro
-

tei ns )
:一些是与细胞在低温下主要代谢或胁迫代

谢有关的酶蛋白
,

如苯丙氨酸氨基裂解酶上36J
,

脂

肪酸不饱 和 酶网
,

磷脂转移酶国
,

翻译起始因

子L30)
,

c A1’圈等
; 一些与细胞防脱水蛋白存在序

列上的相似性
,

如 LE A 蛋 白L40 .4lJ
,

抗冻蛋 白(an ti
-

阮
e z i嗯 p ro te in s

)[42 )
,

热激蛋白或分子伴侣等 L‘,
,

“」 ;

一些参与了细胞内信号转导
,

如 MA P 激酶网
,

C扩
‘

依赖型蛋白激酶网
·

们」等
.

研究这些冷诱导基因与蛋 白的主要任务之一

是评价它们在抗冷中的作用
.

现已发现一些冷诱

导蛋白与植物的抗冷性无直接关系
,

它们表达受

抑并不影响植物抗冷力的形成
.

如
,

苯丙氨酸裂解
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酶和苯基苯乙烯酮合成酶
,

它们与花色素昔的合

成有关
,

在冷驯化过程中高水平表达
,

但缺失二者

的拟南芥突变体并不影响细胞抗冷力形成 [36J
.

虽已发现许多基 因与植物抗冷力密切相关
,

但迄今为止
,

只有 CORI s a
基因研究的较为清晰

.

转基 因研究结果表明
,

在 C口尺15 a
超表达的未经

冷驯化转基因植株中
,

含有 C口入15 a
的原生质体

与叶绿体比不含有 C(1R 15 a 的原生质体与叶绿体

更具有抗冻性网
.

因 c oR 1sa
定位于叶绿体基质

中
,

C()R 15 a
还被推测在低温下通过改变叶绿体

内膜的内折来延缓膜伤害形式 H ex n 相位的形

成
,

以保持低温下膜结构与功能的稳定性 己侧
.

但

在植株整体水平上
,

口少双15 a
基因单独表达的抗

冷效果是非常微小的
.

其它一些植物与抗冷性有

关基因 (COR 6
.

6
,

COR 4 7 和 C口尺4 8 )的单独表达

也显 示 出相 同的微小 或无抗 冻效果 七‘刘
.

但

COR Isa
与这些基因的协同表达可明显提高植物

抗冷性
L笼 ” ]

.

据此推测
,

植物抗冷性是由许多微效

基因调控的累积性状
,

许多基因协同作用才能提

高植物抗冷性
.

人们对 CoR 基因协同表达进行了大量研究
,

发现 了它们共同的转录激活因子 CB F
,

这是近年

来植物抗冷分子生 物学研究中最 重要 的发现
.

199 4 年
,

Yam
a罗e hi

一

skin o za ki和 sk in o z a k iL, , J首次在

拟南芥 RD 29 A 基因的启动子区域中发现 D RE 元

件 (d e hyd ra tion
一

。s p o n s iv e e le m e n t )中有一个核心序

列 ee以e
,

B a k e r
等[ , , ]把它命名为 e盯(e

一

re p e a t )
.

CRT / D R E 存在于许多低温诱导基 因的启动子中
.

人们已从拟南芥中分离鉴定出一种
CD NA

,

它编码

了一种转录激活因子
,

这种因子能与 CR T /D R E 结

合
,

启动 co R 基 因表达
,

故命名为 CBFI (CRT
一

re
-

p e a t bin d in g fa e to r
)L54 J

.

随后在拟南芥中又发现了

cB 兄 和 c B兄七55, 56]
.

c B FI 超表达的拟南芥植株在

温暖条件下也能诱导启动子区域具有共同 CR T了

D R E 核心序列 的许多基因表达队
, , 」

.

电解质渗漏

实验结果表明
,

转基因植株的抗冻性比未经冷驯

化的转基因植株提高了 3
.

3 ℃
,

这一抗冻提高效

果远远高于 C(jR 巧 a
单基因的超表达 ;并且 CB FI

超表达是在整株水平上明显提高了植物的抗冻

性
,

而 C()R 15 。
单基因超表达 不具有此效果

L刘
.

这些结果显示 CB FI 和 CB FI 介导的冷诱导基因

可能在植物抗冷 中发挥着重要作用
.

但也并不能

据此完全确定
,

因为除冷诱导基因外
,

其它基因的

启动子区域也可能包含有 CRT ZD R E 核心元件
.

另

外
,

一些实验也报道了细胞内存在着多条冷信号

转导途径 (AB A
、

E sK I
、

e畔 等 )L, ,
·

, ,
,

’吕j
,

e B F
一

e o R

只是冷驯化信号转导途径中的一条
.

4 植物的冷信号转导

植物细胞如何察觉外界温度的变化
,

从而产

生相应的生理生化反应
,

这是研究植物低温生理

的一个基本和首要问题
.

冷信号转导涉及了察知

低温信号的感应子 (se n so rs )和诱发与植物抗冷性

有关的生化反应和基因表达所需的转导器 (tla ns
-

d uc e rs )
.

近年来
,

随着生物技术的迅速发展
,

冷信

号转导研究也取得了突破性进展
.

以往人 们根据 低温 下 细胞质 中钙浓 度

(〔C扩
‘

〕cyt )的上升
,

推测 C矿
‘

参与了植物细胞对

低温的响应
.

随着研究的深入
,

越来越多的证据显

示 C扩
十

参与了植物细胞对低温信号 的感应
,

是转

导低温信号的第二信使
.

这些概括证据如下
: l) 细

胞质中〔C犷
‘

〕
c。
的上升与低温几乎同时发生 〔, J;

2) 引起〔C犷
‘

」
c 。上升的温度与冷驯化的温度一

致 L刚 ; 3 )c矿
‘

通道抑制剂 口
十

或鳌合剂 E G T A 抑

制了 COR 基因在低温下 的表达
,

而 C扩
+

通道离

子戈
1, 7

在温 暖条件下刺激了胞内「C扩
‘

〕
.

。的 上

升
,

诱导了 ‘。尺基因的表达L到
.

但低温如何激活

C犷
+

通道
,

引起胞质中「C犷
‘

〕
。,
上升的? 这一 直

是冷信号研究的关键问题之一最近 Oo c :
等16 ,」

提出了他们的观点
,

认为低温首先使膜的流动性

减弱
,

这种减弱信息可以通过细胞骨架(如肌动蛋

白)传递给 C扩
十

通道
,

刺激质膜上 C矛
+

通道的打

开
,

使胞外 C扩
‘

进人胞内
,

引起胞内[ C扩
‘

〕
。,
的上

升
.

但一些植物细胞在低温下升高的 C扩
十

不是来

自于胞外
,

而是来自于胞内的 C扩
干

贮器
,

因此它

们在低温下〔C矛
‘

J甲的上升可能与质膜 C犷
‘

通道

打开的机理有所不同
.

对此
,

掩
a ts ch 和 w ise

题b2J 认

为叶绿体对低温非常敏感
,

低温能改变 叶绿体内

PS n 的还 原 状 态
,

使其产 生 高水平 的 活 性 氧

(R OS)
,

随后 R OS 激活 内质网
、

液泡和线粒体等

Ca
, 十

贮器
,

促进贮藏 C矿
十

释放到细胞质中
.

有关 C犷
+

流如何转导冷信号给冷响应基 因

使其表达的研究也取得了一定进展
,

认为这涉及

了蛋白质的磷酸化和去磷酸化反应
:
l) 用 冈田酸

(蛋 白磷酸激酶 的阻 止剂 )处理 可 使拟南 芥

COR 巧 a
基因在常温下转录量增加

,

而用星形抱

素(蛋白激酶的阻止剂 )处理
,

CoR 1 s a 即使在低
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温下的表达量也低于正常水平t63 」; 2 )蛋白磷酸激

酶 ZA 在低温下活性的下降依赖于〔C扩
‘

〕
c 。
的上

升则
,

c扩
‘

依赖型蛋白激酶在低温下的激活依赖

于仁C矿
‘

〕
。, 的升高[47 」 ; 3 )抑制蛋 白磷酸激酶活性

的温度阀值
、

提高蛋白过磷酸化的温度阀值及诱

导【C矿
‘

〕
。。上升的低温阀值相吻合旧〕; 4 )蛋白激

酶 C 和酪蛋白激酶 n 上含有识别 3 种 CB F蛋白

的潜在位点冈
.

这样可推断
,

低温 可 引起胞 内

【Caz
‘

〕。上升
,

通过抑制蛋 白磷酸激酶 (如蛋白磷

酸激酶 ZA )的活性
,

提高蛋白激酶的活性
,

引起一

个或更多的蛋白质磷酸化反应
,

将冷信号转递到

细胞核中的 D NA 区域
,

诱导 CB F 等转录激活子

基因的表达
,

进而引起众多冷响应基因的表达
.

现在 还 不清楚 蛋白磷酸激 酶是 如何启动

CB F
、

CFT 及 E SKI 等途径 的 ? 对 于 CB F 的诱导
,

Gi 加ou r
等 L到提出了 Ic E 盒子假说

.

他们设想细胞

内存在一个未知的转录激活子 IC E
,

并认为 CB F

基因的启动子中存在一个低温调节元件 IC E 盒

子
,

转录激活子 IC E 能识别此种 IC E 盒子
.

在较温

暖的环境条件下
,

转录激活因子 IC E 处于不活跃

状态 ;但当植物在低温环境下
,

低温信号转导途径

被激活
,

引起转录激活 因子 IC E 或相关蛋白发生

变化
,

促使转录激活因子 IC E 诱导 CB F 基因的表

达
,

合成 CB F蛋 白
.

CB F蛋白与 a 祝 基因启动子

中的 C R T / D R E 元件结合
,

引起 C口R 基因的表达
,

从而提高植物的抗冷性
.

其它关于 A BA
、

细胞膜
、

可溶物 的积 累等参

与低温信号转导也有一些证据旧
一 6 , J

.

可见
,

植物

的冷信号转导是一个非常复杂的过程
.

达模型
,

鉴定出提高植物抗冷力所需的基因或蛋

白 ;用拟南芥已知基因的信息
,

可对抗冷基因进行

图谱定位
,

鉴定出信号转导级联反应的许多步骤
.

可以相信
,

随着分子生物学的发展
,

人们对植物抗

冷机理的认识将更加深入
,

最终达到减轻农作物
、

花卉和果木的低温伤害目的
.

5 结语

在过去 10 年中
,

生物技术向生命科学领域的

深层渗透
,

给植物抗冷研究带来了迅猛发展
,

使认

识和揭示植物的抗冷机理向前迈 了一大步
.

但仍

有许多问题有待于进一步研究
.

现在还不清楚哪

些基因和生化过程对发展植物的抗冷力是必需

的
,

叨朽些是细胞对低温的一般化响应
,

而对提高植

物抗冷力来说是不需的 ;除了一些 COR 基因的诱

导外
,

其它与抗冷有关的生理生化过程
,

如 A BA
含量的增加

、

可溶物的合成
、

膜脂的改变等许多方

面机理均不清楚
.

现今
,

随着几种拟南芥突变体系

的分离及更新生物技术 (如基因蕊片等)应用
,

使

解决上述问题变得可能
.

如通过基因芯片技术可

以比较抗冷突变体的表达图形与野生拟南芥的表
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