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沙冬青细胞与分子生物学研究进展

林清芳 ,王茅雁 ,刘佳杰 ,赵欢欢 ,王存芳
(内蒙古农业大学生命科学学院 ,呼和浩特 010018)

　　摘要 :沙冬青是我国西北荒漠区唯一的常绿阔叶灌木 ,具有极强的抗逆性和特殊的医疗保健作用。本文从细胞学与遗传

多样性、抗逆性分子基础与基因克隆和药用成分及作用机制方面对沙冬青的研究进展进行了综述 ,并提出了今后的重点研究

方向。
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　　Abstract:A s an only evergreen broad2leaf shrub in the northwest desert of China, Amm opiptan thus m ongolicus

shows very strong resistance to environmental stresses and special medical and health care functions. In this review,

research p rogress in the cytology and genetic diversity, the stress resistance molecular bases and gene cloning, the

medicinal components and their functional mechanism s of the p lant were reviewed, and the further research aspects

were suggested.
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　　沙冬青 [ Amm opiptan thus m ongolicus (Maxim )

Cheng. f ]是豆科蝶形花亚科沙冬青属 (Amm opiptan2
thus)旱生植物 ,为古老的残遗、濒危物种。沙冬青

属仅有蒙古沙冬青 (A. m ongolicus) (又称沙冬青、蒙

古黄花木 )和新疆沙冬青 (A. nanus) (又称小沙冬

青、矮沙冬青 )两个种 ,主要分布在我国西北地区的

沙漠、荒漠区 ,是该区唯一的常绿阔叶灌木 [ 122 ]。由

于生境地严酷的自然条件 ,沙冬青在漫长的进化历

程中形成了很强的抗寒、抗旱和耐盐碱等特性 ,成为

研究植物抗逆机理和发掘抗逆基因的好材料。沙冬

青还是防风固沙、治疗多种疾病的宝贵药用植物资

源 ,具有重要的生态和药用价值 [ 1, 3 ]。从 20世纪 80

年代初开始 ,众多学者从种群生态学、保护生物学、

抗逆性的形态结构特征和生理生化特性、组织培养

以及遗传学等方面对其进行了较广泛的研究 ,近年

来逐步深入到从分子水平揭示其抗逆机理 ,不仅分

离到抗冻蛋白 ( antifreeze p roteins, AFPs) ,还克隆到

一些抗冷冻相关基因并进行了功能鉴定。关于沙冬

青种群生态学、保护生物学和抗逆性的形态结构特

征及生理生化特性等研究进展已有较多综述文章 ,

本文就其染色体组型与遗传多样性、抗逆性分子基

础与基因克隆和药用成分及其作用机制方面的研究

进展综述如下。

1　沙冬青细胞学研究与遗传多样性

了解物种的遗传基础是深入开展其分子生物学

和基因组学及遗传工程研究的重要前提。早在 20

世纪 60年代末 ,人们就开始对沙冬青的染色体数及

其核型进行观察 ,但所得结果曾一度存在争议。个

别报道认为新疆沙冬青染色体数为 2n = 20
[ 425 ]

,蒙

古沙冬青染色体数为 2n = 16
[ 6 ]

,而多数学者发现两

种沙冬青的染色体数均为 2n = 18
[ 7213 ]。后来 ,一些
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研究者通过对减数分裂过程中染色体行为的观察 ,

确认两种沙冬青的染色体基数均为 X = 9,体细胞染

色体数均为 2n = 2x = 18,均属于二倍体植物 [ 14215 ]。

这样的染色体背景可能便于从分子水平对沙冬青进

行研究和遗传操作。

对两种沙冬青的核型分析结果也存在差异。早

期曾报道二者的核型均为 2A型 [ 12213 ]
,但略有区别 :

蒙古沙冬青的核型公式为 K(2n) = 18 = 10m + 4m

(SAT) + 2sm + 2st,即有 7对中部着丝点染色体、1对

次中部着丝点染色体和 1对近端部着丝点染色体 ,而

新疆沙冬青的核型公式为 K(2n) = 18 = 8m + 2m ( SAT)

+ 2sm + 2sm (SAT) + 4sm ( SC) ,即有 5对中部着丝点

染色体和 4对次中部着丝点染色体 [13 ]。后来又有人报

道新疆沙冬青的核型公式为 2n = 2x = 18 = 8m (4SAT)

+8sm +2st,属于 2A型 ,即由 4对中部、4对近中部和 1

对近端部着丝点染色体组成 ;而蒙古沙冬青核型公式

为 2n =2x = 18 = 6m (2SAT) + 10 sm ( 2SAT) + 2 st,属

于 3A型 ,即由 3对中部、5对近中部和 1对近端部

着丝点染色体组成 ,前者的核型较后者对称 [ 14 ]。按

照 Stebbins核型越不对称越进化的观点 [ 16 ]
,新疆沙

冬青要比蒙古沙冬青原始 ,这与其适应性较弱、地理

分布范围较窄是一致的 [ 14 ]。

近 10多年来 ,一些研究者从同工酶、等位酶和

DNA水平对沙冬青的遗传多样性进行了分析。有

人发现两种沙冬青的酯酶同工酶谱带有所不同 ,其

中新疆沙冬青的酶带数比蒙古沙冬青少 ,但二者亲

缘关系很近 ,遗传相似度较高 ,并发现新疆沙冬青酯

酶的活性明显低于蒙古沙冬青 [ 14, 17 ]。同工酶是植

物进化的产物 ,根据属内同工酶谱带较多的种为较

进化种的观点 [ 18 ]
,蒙古沙冬青要比新疆沙冬青进化

一些 ,这与核型分析的结果一致。

陈国庆等 [ 19 ]对新疆沙冬青 6个自然居群的 8

个酶系统 (酸性磷酸酶、酯酶、半乳糖苷酶、异柠檬

酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶、磷酸葡萄糖脱氢酶、过氧

化物酶和莽草酸脱氢酶 )的等位酶遗传多样性进行

分析 ,表明该物种的遗传变异水平很低 ,缺少稀有、

居群特有的等位基因 ,并且其有限的遗传变异主要

存在于居群之内 ,而不同居群之间的遗传分化较小。

Ge等 [ 20 ]利用 ISSR标记对两种沙冬青之间及

其每个种内的遗传变异进行了分析 ,发现尽管两个

种在形态上相似 ,但却存在显著的遗传差异 ,种特异

性的 DNA标记带达到 63%。而在各自的居群水平

和物种水平上 ,只检测到较低水平的遗传变异 ,尤其

新疆沙冬青的遗传变异水平更低。这与前人用同工

酶和等位酶的研究结果基本一致。

一个物种的长期生存 ,依赖于其居群内和居群

间足够的遗传变异 ,以适应不断变化的生境条件。

目前对沙冬青属遗传多样性的研究虽然还很有限 ,

但有关证据显示其总体遗传变异水平较低 ,遗传基

础贫乏 ,尤其新疆沙冬青更是如此。所以 ,进一步加

强沙冬青保护生物学研究具有重要意义。

2　沙冬青抗逆性分子基础与基因克隆

211　抗冻蛋白的分离与鉴定

低温对植物的伤害分为冷害和冻害。冷害是指

0℃以上低温引起的植物生理机能障碍 ,冻害是指温

度降至 0℃以下时 ,由于植物体内结冰而导致细胞

受伤甚至死亡的现象 [ 21222 ]。起源和地理分布不同

的植物抗冻性能存在遗传差异。沙冬青最重要的研

究价值在于其超常的抗冻性。从 20世纪 90年代初

以来 ,对其抗冻机理的研究逐步从形态结构特征和

生理生化特性深入到分子水平 ,尤其在抗冻蛋白的

研究上比其他植物积累了较多资料。

抗冻蛋白是生物体在遭受冻害时产生的一类抗

冻功能蛋白 , 1969年首次在南极的一种鱼血清中发

现 ,后来在其他耐受冰冻的极地鱼类、昆虫、陆生节肢

动物、细菌、真菌和植物中均有发现 [ 23 ]。不同来源的

抗冻蛋白在分子量、氨基酸组成及序列上差别很大 ,

有些还含有糖残基 ,特称为 AFGP ( antifreeze glycop ro2
tein) [ 24 ]。它们具有多个亲水性缚冰域 ,能直接作用

于冰晶 ,阻止冰晶形成和再结晶。目前将抗冻蛋白的

抗冻机理主要归结为 4个方面 ,即热滞效应、降低过

冷点、抑制冰晶重结晶和修饰冰晶形态。所谓热滞

( hysteresis)是指溶液的冰点低于熔点的现象。一般

溶液的冰点是固、液两相蒸气压平衡时的温度 ,因而

冰点应等于熔点。抗冻蛋白能够非依数性地降低水

溶液的冰点 ,但对熔点影响甚微 ,从而产生热滞效应 ,

抑制冰晶的形成和生长 ,减轻冰冻对细胞的伤害。所

以 ,抗冻蛋白又称为热滞蛋白 ( thermal hysteresis p ro2
teins, THPs) ,其抗冻活性主要通过测定溶液的冰点和

熔点之差 ,即热滞值或热滞活性 ( thermal hysteresis

activity, THA)来衡量 [ 24226 ]。此外 ,观察冰晶的形态也

是判断抗冻蛋白抗冻活性的一种常用方法 [ 27229 ]。

植物抗冻蛋白最早于 1992年在冬黑麦中发

现 [ 27 ]
,后来在沙冬青、胡萝卜、珠芽蓼和雪莲等许多

耐寒植物中均有报道 [ 29231 ]。沙冬青作为一种强抗

冻植物 ,其抗冻蛋白的研究受到重视并积累了较多

资料。1994年 ,费云标等 [ 29 ]率先从蒙古沙冬青中
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分离到抗冻蛋白 ,其分子量包括 4517KD和 8112KD

等 ,抗冻活性高于此前发现的鱼类或黑麦抗冻蛋白。

将这些蛋白进一步纯化 ,得到热滞活性分别为

0145℃ (10mg/m l)和 0146℃ ( 8mg/m l)的 3种非糖

基化抗冻蛋白 [ 32 ]。该研究小组还从冬季蒙古沙冬

青叶片中分离到 40 kD和 50 kD两种热稳定抗冻糖

蛋白 ,其中前者热滞活性为 019℃ ( 20mg/m l) , N末

端 20个氨基酸残基序列 ( SDDLSFTFNKFVPCQT2
D ILF)与植物凝聚素有较高同源性 [ 33 ] ,后者热滞活

性约为 0135℃ (5mg/m l) ,二级结构与某些鱼类抗冻

蛋白具有一定相似性 [ 34235 ]。推测这些抗冻蛋白在

蒙古沙冬青抵御冬季严寒中起重要作用。后来 ,又

从蒙古沙冬青冬季叶片中分离纯化到几种抗冻蛋

白 ,其热滞活性不同 ,都能够抑制冰晶生长、修饰冰

晶形态 [ 36239 ]。值得注意的是 ,蒙古沙冬青中还存在

具有双峰热滞效应的抗冻蛋白 ,即在其熔融过程中

出现高、低两个吸热叠加峰 ,其冻结峰也表现出双峰

叠加的特征。推测这类抗冻蛋白分子与水和冰晶的

相互作用极为复杂 [ 40 ]。最近 , Fei等 [ 41 ]又从蒙古沙

冬青叶片中分离到多种高活性抗冻蛋白 ,它们具有

不同于鱼类和昆虫抗冻蛋白的特异结构 ,对冰晶生

长有明显的抑制作用。

对新疆沙冬青抗冻蛋白的研究较少 ,但最近证

实其叶片中也含有抗冻蛋白 ,已分离的 4组抗冻蛋

白热滞值在 0115～0148℃ ( 20mg/m l)
[ 42 ]。沙冬青

抗冻蛋白中有许多为热稳定蛋白 ,如分子量为 28、

40和 50kD等抗冻蛋白均具有热稳定性 [ 33, 35, 37 ]
,用

加热的方法可以将它们和大部分其他蛋白质分开 ,

已成为分离沙冬青抗冻蛋白的常用方法之一。

最近 ,在分离蒙古沙冬青抗冻蛋白时得到了动

物乳铁传递蛋白的同源物。由于动物乳铁传递蛋白

具有抑菌活性 ,据此推测这类蛋白在蒙古沙冬青中

也可能具有抵抗病菌的作用 ,但其抗冻作用如何尚

待鉴定 [ 43 ]。

上述资料表明 ,沙冬青抗冻蛋白的种类复杂多

样 ,推测这些蛋白可能有着不同的作用机制 ,它们彼

此之间以及与其他抗冻因子间协同作用 ,可能是构

成沙冬青强抗冻性的物质基础所在。进一步从基因

水平揭示抗冻蛋白的作用机制是今后的研究重点之

一 ,但由于其种类多样 ,彼此间序列相似性很低 ,所

以给克隆其基因造成了困难 ,这也是目前沙冬青乃

至其他生物抗冻蛋白基因研究中的难点之一。

2. 2 抗冷冻相关基因的克隆与功能分析

近几年来 , L iu等 [ 44 - 46 ]利用改进的固相扣除杂

交等技术 ,从低温驯化后的蒙古沙冬青幼苗中克隆

到多个低温诱导表达基因 ,包括脱水素、胚胎发生晚

期丰富蛋白 ( late embriogenesis abundant p rotein,

LEA )、冷诱导蛋白、光合作用相关蛋白、蛋白酶抑制

剂 (p rotease inhibitor, P I)、ATPase和 142323相关蛋
白的编码基因 ,推测它们与低温下维持膜的稳定性、

渗透调节、能量代谢、光合作用及信号传递等有关。

将 AmL EA和 Am P I基因分别转化烟草 ,转基因植株

比对照植株的抗寒性明显提高 ,但 Am P I转基因烟

草同时变得生长缓慢 ,植株矮小 [ 47 ]。

Cao等 [ 48 ]利用 cDNA2AFLP结合 Reverse2North2
ern技术 ,从蒙古沙冬青中鉴定出一批冷诱导表达

基因 ,其编码产物包括运输蛋白、细胞周期相关蛋

白、细胞壁结合激酶、脱水素类、亚精胺合成酶、肌醇

半乳糖苷合成酶、硫氧还蛋白等已知蛋白和功能未

知的蛋白。其中细胞周期相关蛋白基因 Am EB P1

的启动子中含有几个胁迫相关转录因子的结合位

点。将该基因转化大肠杆菌和拟南芥 ,二者的抗寒

性均有所提高 ,推测其作用机理可能是促进了核糖

体的生物发生 ,进而增强了低温诱导转录因子和保

护性蛋白的合成。在肌醇半乳糖苷合成酶基因

Am GolS的上游调控序列中也含有几种胁迫诱导转

录因子的结合元件 ,推测其表达可能受相关转录因

子的调控。进一步分析发现 , Am GolS基因的表达受

冷冻、干旱和盐胁迫及外源 ABA的诱导而上调。将

该基因转化大肠杆菌和拟南芥 ,转基因株系的抗寒

性均高于对照 [ 49 ]。由于肌醇半乳糖苷合成酶催化

蜜三糖家族中低聚糖合成的限速步骤 ,因此认为转

基因株系抗寒性增强的原因可能是 Am GolS基因的

表达使细胞中低聚糖含量增加 ,从而对细胞起到渗

透保护作用 [ 49 ]。

CBFs(C2repeat binding factors)是植物中一类重

要的冷诱导转录因子 ,通过调节功能基因的表达而

增强植物的抗低温能力。抗冻肽则是沙冬青抵御严

寒的重要功能蛋白。最近有人从蒙古沙冬青中克隆

到 CB F基因和抗冻肽调节基因 Am GS ,并将它们分

别转化烟草和石楠 ,目前对于转基因植株的表型鉴

定尚在进行之中 [ 50251 ]。

2. 3　其他抗逆相关基因的克隆与鉴定

CBL s( calcineurin B2like p roteins)是近年来在植

物中发现的一类 Ca
2 +结合蛋白 ,在植物响应高盐、

干旱和低温等非生物胁迫中起重要调节作用 [ 52 ]。

孙燕 [ 53 ]利用 RACE方法 ,首次从蒙古沙冬青中克

隆到 Am CBL1基因 ,并发现其转录水平受干旱和盐
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胁迫诱导而变化。将该基因在烟草中表达 ,转基因

植株对干旱、高盐和低温的耐受性高于对照 ,表明

Am CBL1在应答这些环境胁迫中起正向调节

作用 [ 54 ]。

郭九峰等 [ 55 ]构建了蒙古沙冬青越冬叶片的

EST文库 ,并对文库的部分克隆进行了 5′端测序 ,共

得到 360个 uniEST,其中 313个为已知基因 ,与抗逆

性相关的有 48条 ,包括脱水素、泛素、蛋白酶抑制

剂、热激蛋白、转录因子、超氧化物岐化酶、蛋白激酶

和其他抗逆相关蛋白的编码序列。目前已构建脱水

素基因的植物表达载体 ,为进一步通过转基因植物

研究其抗逆功能奠定了基础 [ 56 ]。

总之 ,近年来对于沙冬青抗冷冻基因的克隆及

其功能研究报道较多 ,而对其抗旱、耐盐碱等基因的

分离和研究报道甚少。笔者所在实验室最近利用

SMART技术构建了蒙古沙冬青在干旱胁迫下的全

长 cDNA文库 ,并对文库进行了规模化测序和序列

分析 ,目前正在用转基因方法对其中一些候选抗旱

基因进行功能验证 ,期望能得到关键抗旱基因。

3　沙冬青药用化学成分及其作用机理

沙冬青是一种宝贵的药物资源植物 ,其枝、叶入

药可祛风、活血、止痛 ,外用可治疗冻伤和慢性风湿

性关节痛 [ 3 ]。近几年来 ,对于其药用化学成分及其

作用机理的研究受到重视。一些研究者应用现代化

学和物理学分析技术 ,对沙冬青地上部枝叶的药用

成分和抗氧化活性等进行了较详尽的分析 ,发现其

中不仅含有大量的生物碱 ,还含有多种异黄酮类以

及一些苯丙素类化合物 [ 3, 57 ]。特别是在其地上部高

抗氧化活性组分中分离到大量白藜芦醇 [ 58 ]
,为揭示

其药效机理提供了重要线索。白藜芦醇是一种植物

源多酚类化合物和强抗氧化剂 ,具有抗肿瘤、抗炎、

保护神经和心血管等多种药理活性及植物雌激素等

作用 [ 58 - 59 ] ,国内外已将其广泛应用于医药、美容、保

健和食品等领域 [ 58 ]。

最近发现 ,沙冬青地上部分的提取物可以延长

果蝇 (衰老研究的模型动物 )的寿限 ,并初步证明这

与其主要活性成分白藜芦醇的强抗氧化能力及其对

细胞凋亡的抑制作用有关 [ 58 ]。沙冬青提取物 JA1

可使人肝癌细胞株 HepG2的细胞周期运转停滞在

G1期 ,进而引起细胞凋亡 ,抑制癌细胞的增殖 ,故可

用于治疗肝癌 [ 60 ]
,推测其抗癌作用与白藜芦醇等成

分有关。

上述研究不仅为揭示沙冬青的医疗保健功效提

供了理论依据 ,而且为进一步开发利用这一宝贵资

源开拓了新的视眼。从沙冬青自身抵御恶劣环境而

言 ,上述次生代谢产物的积累也有裨益 ,如在一些异

黄酮分子中都有较大的电子共轭系统 ,这对于沙冬

青抵御高原紫外辐射大有作用 ,还有些化合物具有

抗真菌活性 [ 57- 58 ]
,而白藜芦醇作为一种强抗氧化

剂 ,可能在清除活性氧自由基方面起着重要作用 ,推

测它可能是沙冬青抗冻、抗旱的功能物质之一。

总之 ,沙冬青是我国珍贵的抗逆和药用资源植

物 ,具有重要的研究和开发利用价值。从细胞和分

子生物学角度而言 ,目前只对其染色体组型、遗传多

样性、抗冻蛋白与抗冻基因以及药理成份等进行了

初步研究 ,而对其抗旱、耐盐碱和耐热等特性的分子

机理及其药理活性成分的代谢调控机制所知甚少。

因此 ,从细胞和分子水平深入研究沙冬青的抗逆机

理 ,分离并鉴定其抗逆基因 ,阐明其重要药理活性成

分的代谢调控机制是摆在我们面前的艰巨任务 ,开

展这些工作不仅具有重要的学术意义 ,而且有着广

阔的开发应用前景。
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