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提要植物硫肽激素a(phytosulfol(i∞一0‘，PSK-∞是一个硫酸酯化的五肽，最初是从石刁柏叶肉细胞培养物的条件培养基

中分离到的。它是在植物中发现的第一个肽类生长因子，在很低浓度下就能强烈地刺激低密度培养的植物细胞的增殖。此

外，它还能促进植物细胞分化、器官发生和体细胞胚发生。由于它有分布的广泛性和极低的作用浓度，因此越来越受到

人们的关注。该丈介绍PSK．戗的发现、生理功能、基因的结构特点，前体的结构与加工、基因转化与表迭、受体以及研

究前景。
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生物活性多肽是生物体内一种非常重要的物

质，它以信号的形式调控着细胞的各种生理活

动。在动物、细菌和酵母中，多肽作为激素、

信息素和生长因子已得到广泛而深入的研究。可

是，在植物中调控植物生理活动的植物激素，即

目前国际公认的五大激素(生长素、细胞分裂素、

赤霉素、脱落酸、乙烯)以及茉莉酸和油菜素甾

体类(BR。)，都是小分子有机化合物，以致长期以

来人们一直认为在植物中不存在多肽类和蛋白质类

激素。直到1991年，Pearce等报道了一种与植

物伤害信号转导有关的系统素(systemin)后，才确

信植物中也存在多肽类激素。此后，人们借助分

子生物学、分子遗传学和细胞生物学的方法，又

先后在多种植物中分离到系统素、植物硫肽激素．

0c(phytosulfokine．oc，PSK．0c)和早期结瘤素(early

nodulin 40，斟OD 40)等3类具有信号转导功能的

内源寡肽n1。这些肽类生理活性物质的发现，突

破了人们长期以来对植物激素化学本质认识的局限

性，给植物生理学的研究留下了巨大的空间，同

时也宣告一个新兴的研究领域——植物多肽信号

转导——的诞生。植物硫肽激素．0c是第一种在

植物中受到鉴定的肽类生长因子，它是一个硫酸

酯化的五肽分子，能促进植物培养细胞，特别是

低密度培养的植物细胞快速增殖，因而引起了人

们的极大关注。

1 PSK．仅的发现

许多年来，人们已经知道游离的植物单细胞

在进行悬浮培养时，其有丝分裂活性和分裂速率

严格依赖于细胞的起始密度。当细胞起始密度低

于103个．L。时，细胞不能分裂和增殖，但通过

添加从快速生长的、高密度培养细胞的培养液中

制备的条件培养基(conditioned medium，CM)，

便可诱导低密度培养细胞迅速增殖。同样，在用

固体平板进行植物单细胞培养时，要想使单细胞

分裂形成细胞团，植板细胞密度必须大于最低有

效密度(104—105个．LJ)，通过在新鲜培养基中加入

条件培养基或者采用看护培养技术可以克服植板细

胞密度的限制。由此，人们认为在条件培养基中

存在一种或若干种促细胞分裂因子。可是，多年

来尽管许多生理学家和生物化学家作了种种努力，

试图在不同的培养系统中寻找和鉴定这种(些)因

子，但由于缺乏一种足够灵敏的测定方法，故一

直没有检测到这种(些)促细胞分裂因子。

1996年，Matsubayashi和Szkagami【2】建立了

一个灵敏的生物分析系统。在这一系统中，采用

低密度的石刁柏(雒paragus)叶肉细胞检测由高密度

植物培养细胞释放出来的促细胞分裂因子。最
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后，他们成功地从由石刁柏叶肉细胞培养液制备

的条件培养基中鉴定到两种促细胞分裂因子，并

测得它们的结构为硫酸酯化的五肽PSK一0c【Tyr

(s03H)．Ile—Tyr(s03H)一Thr—Gln]和四肽PsK—p[Tyr

(SO，H)．Ile．Tyr(S03H)．Thr]。此后，人们又陆续

在水稻、玉米、胡萝卜和拟南芥等m61细胞培养

液的条件培养基中鉴定到PSK．0c。这些结果表

明，来自不同植物的PSK一0c，其氨基酸序列是完

全保守的。

2 PSK．a的生理功能

PSK．仅和PSK—D都能刺激低密度培养的植物

细胞增殖，尽管PSK一仪在条件培养基中的含量不

到PSK．B的20％，但它的活性比PSK—D强得多。

在石刁柏叶肉细胞培养系统中，PSK一仪表现出促

细胞分裂活性的最低浓度为1．0 IlI】∞1．L_1，而PSK-B

为10 nm01．mL。(31。在水稻、胡萝卜单细胞悬浮

培养的过程中，添加PSK后也得到同样的效果。

在PSK．仪的五肽分子中，N末端的三肽片段是活

性中心，两个硫酸基团对于PSK．仪表现其生物活

性都是至关重要的。另外，有实验证明PSK-0‘的产

生通常要求有生长素和细胞分裂素同时存在，因

此，PSK．0c生物活性的表达与生长素和细胞分裂

素介导的信号转导途径密切相关【7】。

PSK一仅除了促进植物细胞增殖以外，还能促

进细胞分化【4】，增加体细胞胚胎发生率【s'引，诱导

愈伤组织侧根和侧芽形成【9 J，促进幼苗生长，提

高叶绿素含量【10】。

3 PSK基因及其结构特点

第一个完整的PSK基因(D5PS硒是从水稻细胞

中提取出来的【111，它在基因组中只有1个拷贝，

由2个外显子(245和463 bp)和1个大内含子(1150

bp)组成，具有一个非常保守的GT．AG内含子边

界序列。第一个外显予包括5’端非编码区和PP．

PSK约一半的编码区，即这个前体89个氨基酸残

基中的前48个，包括起始氨基酸(甲硫氨酸)；N末

端一个22个氨基酸的疏水区也包含在第一个外显

子内。第二个外显子由3 7端非编码区和PP—PSK

其余的41个氨基酸残基的编码区组成。在这个区

域内，在紧靠C末端的位置，PSK．0【五肽序列只

出现一次。分析的结果表明DsJPSK基因5 7上游

区特性，在一68～一63位点上有一个TATA盒

(TATAA)，转录起始点就在其下游62核苷酸处(定

为+1)。

YaIlg等【61用BLAST程序和PSK-仪的结构域序

列从拟南芥的基因组数据库中搜索表达序列标签

(EST)时，发现拟南芥基因组中有4个PSK基因，

它们分别存在于第1、第2、第3和第5条染色体

上，这揭示拟南芥基因组中存在一个编码PsK前

体的基因家族。分析其中2个PSK基因(即A删
和A炉S船)的结构特性的结果显示，A护S尥基因
和AfPS朋基因全长分别为686和698 bp，分别

编码87和79个氨基酸的PSK一伐前体。两者在结

构上与DsPSK基因非常相似，都是由2个外显子

和1个内含子组成。在编码的氨基酸序列中，N

末端都有一个2l。22氨基酸的疏水区，PSK．仅五

肽序列也只是在紧靠C末端的位置上出现一次且

其本身及两侧的氨基酸序列都非常保守。但它们

的内含子及PSK．仪前体的大小不同，整个前体肽

的氨基酸序列以及内含子的序列也没有明显的相似

性。

4 PSK-a前体的结构及加工

尽管不同PSK基因的大小和编码的氨基酸序

列不同，但在PSK前体的N端都有一段疏水性

的、由21～22个氨基酸组成的前导肽，在靠近C

端只有一个五肽PSK-0c序列，在PSK-Oc左右两侧

都有与加工有关的天冬氨酸残基和碱性氨基酸残

基。PSK一0c序列及紧靠它N端的3个氨基酸残基

在已知的PSK前体中都是完全保守的。已经证明

这8个氨基酸(HTDYIYTQ)区域对于Tyr的硫酸酯

化有作用，对PSK前体的翻译后修饰以及PSK．仅

的产生最为关键，因此这个氨基酸区域被称为

PSK结构域。

肽类激素和其他生物活性肽通常都是由前体

经过加工而成的。因此人们推测PSK前体蛋白质

(PP．PSK)也像动物前激素原一样，通过其N端信

号肽引导穿越内质网膜分泌到胞外空间，在分泌

过程中信号肽被切除。至于PP—PSK如何加工成

PSK一0c，还有待进一步研究。

在动物细胞中，蛋白质酪氨酸硫酸酯化是一

种普遍存在的翻译后修饰作用，这种修饰作用往

往会影响到酪氨酰蛋白质的生物活性(如缩胆囊

肽)。PSK一0c是第一个从高等植物中分离到的具有

硫酸酯化酪氨酸的肽。未硫酸酯化的PSK一0c既没

有与配基竞争性结合的活性也没有促细胞分裂活

性【31。PsK一0c的硫酸基在与受体结合以及诱导受

体分子发生变化以启动靶分子内的生理功能中发挥
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作用【12】。因此酪氨酸硫酸酯化对PsK．0c表现其生

物活性很重要。Yang等【131的实验证明，在胡萝卜

细胞的微体膜上有酪氨酰蛋白磺基转移酶活性，

而这个酶的活性与它在PSK前体分泌前的硫酸酯

化的作用是一致的。这些结果提示，植物中可能

普遍存有酪氨酰蛋白磺基转移酶，PP—PSK被酪氨

酰蛋白磺基转移酶硫酸酯化的机制可能与动物系统

中的作用机制类似。
5 PSK基因在转化细胞中的表达

Yang等f13】用带肌动蛋白启动子的有义和反义

DsJPSK基因转化水稻细胞的结果表明，PSK．0‘和

PSK。B在有义转化子的条件培养基中的积累量是对

照的1．6倍，而PSK．仅和PSK．B在反义转化子条

件培养基中的量要低于对照平均水平的60％。当

检测基因表达对细胞增殖的影响时，发现有义转

化子细胞的分裂速度比野生型细胞(对照)快2倍左

右，而反义转化子细胞则比野生型细胞慢得多。

通过向培养基补充PSK．伐，可以部分(38％“4％)

弥补这种活性【14】。他们用拟南芥做同样的实验也

得到类似的结果【6】。这些数据显示，PSK基因是

通过它的产物PSK．0c促进植物细胞分裂的。

用RNA印迹分析检测到PSK基因在水稻Oc

培养细胞和拟南芥培养细胞中的表达是组成型的，

其表达谱与PSK分泌到条件培养基的积累曲线以

及细胞的增殖谱相吻合，细胞分裂的最大速率发

生在移植后第7～10天，说明促进细胞迅速增殖的

PSK．0【的供应是连续不断的。RT—PCR技术分析

已经证明DsPSK基因在整个水稻苗期都在表达，

但PP．PSK mRNA在根尖和茎尖部位(细胞分裂最

活跃的部位)含量最丰富。另外，用Northefn杂

交也都检测到A炉蹯2和A俨S^?基因在拟南芥中
的转录产物。这表明PSK．0【在完整植株中也会产
生并发挥其生理作用，PSK．0【促进植物细胞增殖

不仅在体外而且在体内也是重要的【14】。

6 PSK．a的受体

PSK一仪是一种在植物细胞脱分化和增殖中发

挥关键作用的细胞间信号分子。它作为自分泌型

生长因子发挥作用，调节植物细胞的脱分化和增

殖；通过与其受体之间的相互作用激活基因，进

而促进细胞增殖。Matsubayashi等【31已经证明

PSK一0c受体的存在。他们用32S标记的PSK．0c进

行结合分析的结果显示，在悬浮培养的水稻细胞

表面存在高亲和力的特异性饱和结合位点。这些

位点位于细胞质膜上，每个细胞的最大结合位点

数约为1 0 4个。这种结合的表观Kd值为1．4

nm01．mL～，这不仅与PSK一仅的生理作用浓度相～

致，同时也与诱导50％游离细胞分裂的PsK—Oc浓

度相近。此外，用【32S】PSK一0【和几个人工合成的

PSK．0c类似物所做的竞争试验说明，只有那些具

有促细胞分裂活性的PSK一0c类似物才能置换放射

性PSK一仪。可见，在水稻细胞质膜上的确存在与

PSK—Oc高度亲和性结合位点，而且这种结合是特

异的、饱和的、竞争性的和可逆的。在石刁柏、

玉米、烟草、番茄和胡萝卜培养的细胞质膜部分

也检测到这种特异性结合【l51。这些结果暗示植物

细胞增殖过程中涉及到一个受体介导的信号转导途

径【31。后来，Matsubayashi和Sakagami【161通过光

亲和交联分析证明水稻细胞质膜上有PSK一0c受体

存在，并推定它们是分子量为120和160 kD的糖

蛋白，糖链大小约为10 kD。他们又采用基于配

基的亲和层析法从胡萝卜NC细胞的微体部分纯化

到一个120kD的膜蛋白，其相应的cDNA编码一

个1 021个氨基酸的受体激酶，后者具有几种动物

和植物激素受体(如B砌1、CLVl)的一些特点，即

含有1个N端疏水信号序列、若干个胞外富含亮

氨酸重复区(LRR)、1个转膜结构域和1个细胞质

激酶结构域。为了确定此种受体激酶是不是功能

性PSK．仪受体的组分，他们分析了此种蛋白质对

膜上PSK一0c结合活性的影响，结果显示，此种

蛋白的cDNA在胡萝卜有义转化细胞中的超量表达

能对PSK～作出应答而提高愈伤组织的生长速度

(与对照相比)。与此相反，反义链的表达则大大

地抑制愈伤组织的生长。另外，采用竞争结合分

析比较几种PSK一0c类似物的相对结合亲和性鉴定

PSK．仪结合活性特异性的结果显示，未标记的

PSK一0c(具有较强的生物活性)强烈抑制【3H]PSK．0c

结合到有义转化细胞膜上，活性较低的[1．4】PSK

抑制的程度也较低，而没有活性的类似物[2—5】

PsK则一点也不抑制。这个受体激酶对PSK一0c有

这样高的特异性和亲和性充分说明它就是与PsK一

0c直接结合的功能性受体的一个组分，也就是

说，PSK-仅和这个受体激酶是一个配基一受体对【17】。

所有这些都表明PSK一0c是通过一个类似于哺乳动

物的肽激素和生长因子的奇特信号转导途径促进植

物细胞增殖的。
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7结束语

尽管近年来有关PSK．Oc和PP．PSK的研究已经

取得了许多重要的成果，但仍有许多问题尚待阐

明。如PP．PSK是否包含有更多的活性肽?PP—

PSK的生物合成、区室化、修饰、加工和转运

的详细情况是怎样的?PSK一仪受体是否具有一个

胞内催化激酶结构域?胞内信号转导机制是如何牵

涉到该激酶的?此外，虽然已有资料表明PSK一0c

的生理作用与细胞分裂和分化有关，但它的作用

机制、信号转导途径以及它与其他激素的关系和

它在调节发育过程中的作用都还有待进一步探

究；PSK基因在完整植株中的作用模式也需要通

过在植物中实施反遗传操作方法给予解答。可以

相信，随着研究的不断深入，有关这个活性多肽

的更多奥秘将会得到揭示。这不仅使植物细胞信

号转导的研究空间得到拓展，而且还将加深人们

对植物一些生理现象的认识。例如，在分子水平

上阐明PSK．伐及其受体在信号转导过程中的作用

机制，将对植物全能性的研究产生影响，也有助

于揭示植物中配基．受体相互作用机制；进一步

克隆和分析PsK．0c受体基因将为研究PSK促进植

物细胞增殖以及它与其他信号系统和植物激素之间

的关系提供一个比较有效的方法。在应用中，通

过构建PsK基因的转化细胞或植株，可望克服现

有植物单细胞培养技术的不足，植物细胞株的培

养和筛选将变得更加容易，从而推动植物细胞育

种技术的发展。
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