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摘　要 :植物体对于次生代谢产物的合成和积累具有非常精准的空间调控网络。次生代谢产物因为其特定的生物
学功能和固有的细胞毒性而积累在特定的部位 ,催化其形成的酶类也特异地分布在不同的器官、组织、细胞及细胞
器中。阐述了植物次生代谢产物的功能与其空间特异性分布之间的关系 ,进而对植物次生代谢相关酶与次生代谢
产物空间特异性分布之间的关系 ,以及次生代谢途径相关酶类的器官、细胞及亚细胞定位的研究方法进行了论述。
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　　植物可产生超过大约 5 ×105 种的次生代谢产物 [1 ] 。最

初 ,次生代谢产物被定义成是植物体中一大类并非生长发育

所必需的小分子有机化合物。然而经生态学家及药理学家

研究发现这些化合物有许多功能 ,包括吸引传粉昆虫 [2 ] ,作

为植物自身及植物间的信号物质 [3 ,4 ] ,抵抗病原菌及食草动

物的侵害等 [5 ] 。正因为其特定的生物学功能和固有的细胞

毒性 ,许多次生代谢物质产生和积累在特定的器官、组织或

细胞中 [6 ] 。

1 　植物次生代谢产物的功能与其空间特异性分布的关系

大多数的次生代谢产物都积聚在植物体的特定器官或

特殊的组织结构中 ,如乳汁器 (laticifer) 、腺毛簇 ( glandular

t richomes) 、分泌细胞 (secretory cell)等。特化的腺体结构是

单萜类及黄酮类化合物产生的部位。如单萜类薄荷醇产生

在薄荷叶子的腺毛簇中 [7 ,8 ] 。Tattini 等 [9 ] 在研究光对黄酮

类化合物积累部位的影响时发现一些种类的黄酮苷总是出

现在阔叶欧女贞 Phi l l y rea lati f olia L . 叶子的腺毛簇中 [9 ] ,

并且具有抗紫外线辐射的作用。特化的组织细胞 ———乳汁

器同样可以产生三萜及多萜类物质 ,如橡胶 [10 ] 。次生代谢

物质积聚在特殊的结构中可使其与一些敏感的代谢途径隔

绝开 ,以避免自毒 (autotoxicity) [111 ] 。这些特殊的结构大多

是不能进行光合作用的 ,因此需要临近的细胞来供给碳和能

量以完成次生代谢。除此之外 ,在长期的进化演变中 ,次生

代谢产物之所以积聚在特定的器官、组织和细胞中有其非常

重要的生理生态意义。在植物的根、茎或叶中积累的生物碱

对昆虫或植食动物具有拒食或趋避作用 ,对病毒、细菌或真

菌等病原微生物具有抑制、阻断或毒杀作用。植物生物碱的

合成代谢可对植食动物或昆虫的取食及微生物的攻击产生

积极的应答 [12 ] 。如昆虫对烟草叶的啃食能诱导烟碱在植物

体内的大量合成和积累 [13 ] 。黄酮类化合物对植物体本身同

样具有多种生物学功能 [14 ] ,如很多积累在花中的黄酮类物

质是植物组织红色、蓝色、及紫色花青素等色素成分 ,它们对

于吸引传粉昆虫具有重要作用。植物对于病原菌、食草动物

的防御有直接和间接两种方式。直接的防御方式就包括它

的特殊物理结构 ,如毛簇或刺。间接的防御方式就是积累在

特殊结构中的次生代谢物质可以作为植物抗毒素 [15 ] ,如在

水稻中 ,14 种双萜类植物抗毒素被鉴别出来 ,它们积累在叶

子中并具有抗紫外线辐射及抗微生物的特性 [16 ] ;棉花植株

各组织器官的色素腺内广泛存在着萜类化合物 ,包括棉酚、

半棉酚酮等 ,萜类化合物可以抵抗烟芽夜蛾和红铃虫的侵

害 [17 ] ;而在百脉根的幼芽上散发出一系列的挥发性萜类物

质可以驱赶掠食性螨类 [18 ] 。

2 　植物次生代谢相关酶与次生代谢产物空间特异性分布关系

最重要的植物次生代谢产物可根据其生物合成的最初

前体的不同分为三大类 :由氨基酸合成的包括 1 个或更多个

氮原子的生物碱类 ;由 5 个碳的前体物质异戊烯焦磷酸

( IPP)形成的萜类 ;以及由莽草酸途径或乙酸2丙二酸途径形
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成的酚类 [11 ] 。次生代谢产物因为其特定的生物学功能和固

有的细胞毒性而积累在特定的部位 ,同样催化其形成的酶类

则根据植物类型以及代谢产物的类型也特异的分布在不同

的器官、组织、细胞及亚细胞中。长春花 Catharant hus ro2
seus (L . ) G. Don 中 ,与单萜类吲哚生物碱合成相关的基因

转录物及其酶类定位在叶子的表皮、乳细胞和异细胞 (idio2
blast)中 [19 ,20 ] ,而在根中这些转录物和酶定位在靠近尖端分

生组织的前表皮和皮层中。在罂粟 Pa paver somni f erum

L . 中 ,与苄基异喹啉生物碱合成相关的基因转录物出现在

伴胞中 ,其蛋白在筛管中积累 ,而生物碱却在邻近的乳汁器

中积累 [21 ,22 ] 。合成酶类的分布与次生代谢物的合成部位密

切相关 ,如萜类物质的合成根据其合成酶类的分布被划分在

3 个区域内 ;倍半萜和三萜主要在细胞质和内质网中合成 ;

质粒是单萜、二萜及四萜的合成场所 (包括叶绿素的异戊二

烯部分 ,质体醌和维生素 E) ;线粒体或高尔基体是泛醌的合

成场所 [10 ] 。查耳酮合酶 (chalcone synthase , CHS)和查耳酮

异构酶 (chalcone isomerase , CHI)是类黄酮 (酚类物质)代谢

途径中前两个酶 ,在拟南芥中二者主要分布根冠及根延长区

的表皮和皮层细胞中 ,与类黄酮终产物积累的部位一致 [23 ] 。

3 　次生代谢途径相关酶类的器官、细胞及亚细胞定位研究

方法

3. 1 　次生代谢途径相关酶类的器官特异性分布研究 :

northern 杂交方法一直以来被用作研究基因表达的主要手

段。Haralampidis 等 [24 ]用 northern 方法研究发现合成三萜

皂苷元的最后一个关系酶β2香树脂合成酶的基因只在燕麦

的根部表达 ,而叶子、花和茎干中均没有表达。Samanani

等 [25 ]对原小檗碱生物合成相关的 9 个基因进行了 northern

杂交 ,发现这些基因在黄唐松草 Thalict rum f lavum L . 的

根茎中表达量最高 ,叶子中表达量最低 ,在根、叶柄和花芽中

的表达量因基因而异。然而许多次生代谢物质在植物体内

存在量很少 ,与其合成相关的基因表达丰度往往很低 ,

northern 杂交不能检测到低丰度表达之间的微小差异。近

年来出现的核酸定量 PCR 技术尤其是实时荧光定量 PCR

(real time quantitative PCR , RQ2PCR)技术 ,实现了 PCR 从

定性到定量的飞跃 ,以其特异性强、灵敏度高、重复性好、定

量准确、速度快、全封闭反应等优点成为了分子生物学研究

中的重要工具 [26 ] 。刘智等 [27 ] 采用 RQ2PCR 技术研究了代

表紫杉醇合成途径中不同步骤的 6 种关键酶基因在植株中

的表达特征 ,结果显示 ,在针叶中 ,紫杉醇代谢途径上游步骤

的关键酶基因表达水平较高 ,树皮中催化紫杉醇侧链连接的

酶转录表达水平高 ,而树皮中不能检测到较高量的 6 种关键

酶基因的表达。表明紫杉醇的骨架结构主要在针叶中合成 ,

而树皮中转化这些前体物质生成紫杉醇的能力较强 ,树根中

含有完整的紫杉醇代谢酶系。由于次生代谢合成相关酶类

多属于膜定位蛋白 ,所以直接测定各器官的酶活性较为困

难。然而随着技术手段的进步越来越多的酶被分离出来 ,并

进行了酶活性测定 ,如 Hibi 等 [28 ] 在白莨菪 H yoscy am us al2
bus L1 的根中检测到 N2甲基腐胺转移酶 (put rescine2N2

methylt ransferase)的活性 ,该酶是合成托烷生物碱的关键

酶。Pasquali 等 [29 ]通过另外一种方法 Western 印迹 ,发现长

春花中吲哚生物碱合成途径中的关键酶异胡豆苷合成酶

( st rictosidine synthase)在叶子和根中都有分布。

3. 2 　细胞特异的基因表达及酶的积聚 :原位杂交技术是在原

位检测组织、细胞中存在的特定并且正在表达的核酸序列 (基

因) ,基结果是转录水平上的。免疫细胞化学技术立足于细胞

内的某些化学物质或结构成分能够作为抗原 ,诱导出相应特

异性抗体 ,在此抗体上标记上标记物 ,用带有标记物的抗体孵

育细胞涂片。结果抗体与涂片中的相应抗原特异结合 ,在镜

下可观察到标记物的存在 ,借其存在的位置和数量得以认识

抗原在细胞中的定位分布和量。检测酶的分布时其结果是在

翻译成蛋白水平上的。原位杂交和免疫细胞化学试验表明 ,

单萜吲哚生物碱生物合成途径相关基因主要在 4 种细胞类型

(上表皮细胞、下表皮细胞、乳汁器和异细胞) 中表达。Mahr2
oug 等[30 ]对 2 种方法的应用进行了详细的综述。通过比较

mRNA 的分布和其相应蛋白的分布 ,有时可以看到它们定位

的微小差异。例如在栅栏薄壁细胞中 ,只通过原位杂交检测

到了次番木鳖苷合成酶 ( secolganin synthase , SLS) 基因的

mRNA ,用免疫细胞化学却没有检测到该酶[16 ] ,表明两项技术

是相互补充的 ,有时 mRNA 并不会翻译成相应的蛋白 ,或者

通过转运后在另一类型的细胞中翻译成相应蛋白。另外 ,组

织化学分析也可以作为研究细胞特异性的一种手段。将

PMT 启动子与β2葡萄糖苷酸酶 (β2glucuronidase , GUS) 连接

后在颠茄 A tropa belladonna L1 中进行转基因表达 ,发现 GUS

在根的中柱鞘细胞中特异表达[31 ] 。

313 　次生代谢途径相关酶类的亚细胞定位研究 :免疫细胞

化学方法、密度梯度离心和采用发光底物的细胞化学方法成

为研究亚细胞定位的主要方法 [30 ] 。经典的免疫细胞化学方

法是得到特异的抗体进行免疫金标记试验。该方法需要得

到高纯度的结合蛋白作为抗原得到多克隆抗体。Leivar

等 [32 ]在研究 32羟基232甲基戊二酰辅酶 A 还原酶 ( 32
hydroxy232methylglutaryl coenzyme A reductase , HM GR)在

拟南芥的子叶细胞中的定位时 ,通过采用大小金粒子的双标

记 ,发现 HM GR 不仅定位在内质网上而且还存在于一种球

形的多孔结构的粒子上 ,这种粒子定位于液泡和细胞质中。

此外 , Kuntz 等 [33 ]采用免疫细胞化学方法发现 牛儿中 牛

儿焦磷酸合成酶 (geranyl pyrophosphate synthase , GGPPS)

定位在质粒上 ,该酶是萜类合成的关键酶。在长春花的叶子

和悬浮培养的细胞中 ,通过采用密度梯度离心方法均发现生

物碱合成途径中色氨酸脱羧酶 ( t ryptophan decarboxylase ,

TDC)是定位在细胞质的 [34 ,35 ] 。另外 ,发光底物细胞化学研

究结果显示 ,生物碱合成途径中过氧化物酶 (peroxydase ,

PRX)定位在液泡中 [36 ] 。有时 ,不同的方法得出不同的结

论 ,如采用密度梯度离心方法得出生物碱合成途径中的异胡

豆苷合成酶 ( st rictosidine synthase , STR) 定位在细胞质中

的结论 [34 ,35 ] ,而采用免疫细胞化学方法研究发现 STR 酶定

位在液泡中 [37 ] 。还有一些方法可以与上述方法互相补充来
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研究亚细胞定位 ,如将待定位基因与绿色荧光蛋白基因融

合 ,在植物细胞中瞬时表达后通过共聚焦显微镜观察绿色荧

光进行精确定位。Leivar 等 [32 ] 将构建好的 HM GR 与绿色

荧光蛋白 ( GFP)的融合载体在拟南芥的子叶细胞中进行瞬

时表达试验 ,发现 HM GR 与 GFP 的融合蛋白定位在内质网

和球状多孔的粒子上 ,此结果与免疫金标记试验结果一致。

4 　结语

次生代谢产物大多在特定的器官、组织或细胞中合成和

积累 ,可根据不同的研究目的选择合适的研究手段来揭示其

空间分布网络。研究发现次生代谢的合成与积累往往不在

同一器官或细胞中进行 ,即使是同一合成途径中的酶也在不

同的细胞中被发现 ,这肯定需要转运来最终完成次生代谢物

质的合成 ,那么 ,转运机制目前仅有少数报道对此进行了阐

述。明确次生代谢物质的合成和积累部位以及其在植物体

内的转运情况对于揭示植物体次生代谢网络具有重大意义 ,

并为代谢工程的发展奠定基础。而且许多次生代谢产物的

生物学功能并没有完全被揭示 ,也有待于进一步研究。
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