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摘要  人工合成的苯基脲衍生物 TDZ( N_苯基_Nc_1, 2, 3_噻二唑_5_脲)是已被广泛用于植物组织培养形

态发生的高效生物调节剂。它能诱导外植体从愈伤组织形成到体细胞胚胎发生的一系列不同反应, 具

有生长素和细胞分裂素双重作用的特殊功能。近年来通过研究 TDZ 启动的形态发生事件, 人们正逐渐

揭示出其内在作用机理。许多研究报告指出TDZ通过调节内源植物生长激素起作用, 或者是诱导逆境

产生起间接作用。它还能调节细胞膜结构、能量水平、营养吸收和同化作用。本文将探讨 TDZ几种可能

的作用机理,并概述近年来有关 TDZ诱导的植物离体形态发生效应研究进展。
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Abstract  TDZ(N_phenyl_N. _1, 2, 3_thidiazol_5_yl_urea) is a subst ituted phenylurea compound and

has emerged as a highly efficacious bioregulant of morphogenesis in the tissue culture of many plant

species. Application of TDZ induces a diverse array of cultural responses ranging from induction of

callus to formation of somat ic embryos. TDZ exhibits the unique property of mimicking both auxin

and cytokinin effects on growth and differentiation of cultured explants. The recent approaches ap-

plied to study the morphogenic events initiated by TDZ are clearly beginning to reveal the details of

a variety of underlying mechanisms. Various reports indicate that TDZ may act throughmodulat ion of

the endogenous plant growth substances, or as a result of induced stress. The other possibilities in-

clude the modification in cell membranes, energy levels, nutrient uptake, or nutrient assimilat ion.

In this review, several of these possibilities are presented and summarized in light of recently pub-

lished studies on characterization of TDZ_induced morphogenic effects.
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众所周知, 化学因子特别是植物生长调节剂能调节植物的离体形态发生。在过去几

十年间,人们合成了很多能影响植物生长和形态发生的化合物。其中一种叫TDZ(苯基脲

类衍生物)的棉花脱叶剂出现以后引起了人们极大的兴趣。近年来, 它作为一种有效的形

态发生调节剂在植物组织培养快繁体系中得到了广泛地应用, 其应用范围遍及草本植物

到木本植物(周俊彦和郭扶兴, 1990)。20世纪 90年代以来, 有关 TDZ 诱导的植物形态发
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生过程研究迅速增加。目前, 人们对植物在TDZ介导的形态发生期间所诱导的生理生化

反应研究已经取得了一些进展。本文就植物组织对 TDZ 产生应答后的生理和形态反应

变化作一概述, 并介绍这些反应产生的有关内在机理。

1  化学结构

从结构上说 TDZ完全不同于生长素或腺嘌呤型细胞分裂素。在 TDZ 分子中有两个

功能基团: 苯基和噻二唑,用其他的环状结构取代这两个功能基团的任何一个, TDZ 都表

现出活性下降。此外,对称型的 N, Nc_2_噻重氮是一种具有类似于细胞分裂素活性的化合

物,这说明在TDZ 诱导的反应中这两个环状结构起着相互促进的作用(Mok et al , 1982)。

TDZ 是一种难溶于水的浅黄色晶状化合物,易溶于酒精,也能不同程度的溶于其他有机溶

剂,例如: 丙酮、苯、DMSO等。

TDZ贮备液经长时期的储存以后仍能诱导生理反应发生。近期的研究表明 TDZ 分

子在长期的储存过程中可以形成短链聚合物。在经高压灭菌的溶液、培养基中或者是在

组织培养生长期间可以观察到这种聚合作用。因而 TDZ 的功效在某种程度上很可能是

由于TDZ分子经过贮藏以后形成的短链聚合物以及在培养期间的分子重新释放所引起

的。

 图 1 TDZ结构式

Fig. 1 Chemical structure of

Thidiazuron

2  TDZ介导的反应

TDZ能有效的诱导多种类型的反应(表 1)。它首先被用

于诱导棉花脱叶而不引起叶绿素降低或是叶片水势的改变

(Grossmann, 1991)。TDZ 引起的脱叶反应似乎局限于锦葵科

的几种植物( Grossmann, 1991; Zubkova et al , 1991)。在其他系

统中, 发现用 TDZ 处理后能延缓离体叶的叶绿素降解速度

(You et al , 1992) ,抑制六出花属植物 Alstroemeria 的叶片衰老( Ferrante et al , 2002) ,用 TDZ

处理的天竺葵植物组织也发现具有较高的叶绿素水平(Visser et al , 1995)。由 TDZ介导的

生理多样性效应包括对独脚金( Striga asiatica ) ( Babiker et al , 1992)、莴苣( Baskakov et al ,

1981)和印度楝树(Murthy and Saxena, 1998)等提高种子发芽率,在梨属植物( Pyrus spp. )中

发现能替代种子发芽的低温要求( Lin et al , 1994) ,对苹果能促进萌芽(Wang et al , 1986) ,

刺激马铃薯发芽(Murthy et al , 1998)和南瓜子叶生长( Burkhanova et al , 1984)、气孔毛状物

分支形成( Venglat and Sawhney, 1994) ,增加葡萄花簇量和果重( Reynolds et al , 1992)。TDZ

作为诱导形态发生的化学物质, 其效应并不仅仅局限于组织培养系统。Sanago 等( 1995)

发现TDZ能诱导温室生长的天竺葵叶冠区不定芽发生和根部组织的再生; 花烛属植物

( Spathiphyllum sp. )植株用TDZ 浸泡也产生大量芽( Henny, 1995)。Proctor 等( 1996)观察发

现用TDZ叶面喷施或土壤浇灌,人参主根上有不定芽产生。TDZ 和其诱导离体、在体形

态发生之间的密切关系是很特殊的,并能提供评估TDZ生化反应的多种实验体系和研究

调节植物形态发生的各种因素。
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3  TDZ和离体培养

在植物体内,从理论上来说所有的活细胞通过器官发生或体细胞胚胎途径都具有发

育成完整植株的能力(全能性)。脱分化、再分化这种能力主要是由植物体内生长物质调

节的,例如生长素和细胞分裂素。在组织细胞培养中 TDZ 是通过单独或与其他生长调节

物质共同对植物细胞起作用。在植物离体研究中, 10 pmol/ L 的TDZ 表现出很高水平的活

性( Preece et al , 1991)。植物组织在较短的时期内接触 TDZ 就能有效的刺激植株再生

(Visser et al , 1992;Hutchinson and Saxena, 1996a)。

表 1  TDZ 在各种植物中诱导的生理反应
Table 1  The examples of physiological effects mediated by thidiazuron in different species
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3. 1  愈伤组织诱导

在形态发生的早期阶段,称为愈伤组织的未分化细胞团开始发育。人们通常把生长

素加入到细胞培养基中以诱导细胞增殖和愈伤组织生长, 人工合成生长素类物质( NAA

等)和其他具有生长素活性的植物生长调节物质( 2, 4_D)已被广泛地用于这一目的。在多

种植物培养体系中添加TDZ 都表现出能诱导愈伤组织形成(表 2) ,而且大大高于其他植

物生长调节物质的细胞增殖速率。

Capelle等( 1983)的研究表明TDZ诱导愈伤组织生长的速率是其他植物生长调节剂的

30倍; 另外,外植体在愈伤组织诱导过程中吸收TDZ 的量比其他植物生长调节剂少, 因而

有人认为植物体内有相当高的内源 TDZ 活性物质。有关 TDZ 诱导的愈伤组织类型资料

较少, 然而较低浓度的 TDZ 能促进致密型绿色瘤状愈伤组织的形成(Murthy and Saxena,

1998)。

表 2 TDZ介导的不同种类的植物离体反应

Table 2 Representative examples of TDZ_mediated in vitro responses in different species
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3. 2  芽形成

有证据表明 TDZ对芽(侧芽)萌发和不定芽产生起作用。TDZ 可以诱导从热带果树

到块茎作物多种植物的芽产生,利用TDZ进行一些植物的快速繁殖前人已有研究(Huette-

man and Preece, 1993; Lu, 1993)。一般来说, 在培养外植体的培养基里添加高浓度的细胞

分裂素能促进芽大量形成,在组织培养时极低浓度的TDZ 就表现出能促进组织中心部位

的生长, 并且芽再生效应与其他细胞分裂素相当( Murthy et al , 1998; 徐晓峰和黄学林,

2002)。TDZ 对于木本植物的再生是最有效的( Preece et al , 1991; Baker and Bhatia, 1993) ,

而只有很高浓度的腺嘌呤型细胞分裂素才可能促进木本植物的器官发生。极低浓度的

TDZ 通过去除顶端优势诱导器官发生, 从而使得不定芽或侧芽直接在培养的茎尖上形成

(Huetteman and Preece, 1993;Lu, 1993)。Mundhara和 Rashid ( 2002)的研究发现在黑暗条件

下, TDZ能诱导亚麻下胚轴产生芽, 而 BAP 不能诱导芽的产生。另外, TDZ能有效地诱导

嘌呤型细胞分裂素类物质无效的植物芽的形成。但是, TDZ 诱导芽变成完整植株也存在

一些问题, 例如不利于芽延长, 生根困难等(Huetteman and Preece, 1993; Lu, 1993)。TDZ对

生长的这种不利影响可以通过在培养基中加入合适的浓度或者增加其在培养组织的作用

时间得到改善。

3. 3  体细胞胚胎发生

通过改变外加生长素的水平或者生长素/细胞分裂素的比例,能刺激体细胞形成胚组

织。研究发现在许多植物种类中 TDZ 能替代生长素和细胞分裂素促进体细胞胚胎发生

( Saxena et al , 1992;Visser et al , 1992)。人们在烟草( Gill and Saxena, 1993)、花生( Saxena et

al , 1992;Murthy et al , 1995)、天竺葵( Visser et al , 1992)、鹰嘴豆(Murthy et al , 1996b)、印度

楝树(Murthy and Saxena, 1998)等例子中都发现了TDZ 刺激离体体细胞胚胎发生,而且TDZ

的诱导速率大大高于其他植物生长激素。TDZ刺激芽或体细胞胚胎产生在其他植物种类

中也有记录( Bates et al , 1992)。尽管TDZ 具有类细胞分裂素的作用,但是以上所涉及的

体细胞胚胎发生证据表明, TDZ 通过调节生长素代谢共同起作用。另外, Hutchinson等

( 1996)研究表明抑制生长素生物合成和运输就能阻碍TDZ 诱导的体细胞胚胎发生, 这进

一步说明了TDZ 介导的体胚发生是和生长素共同起作用的( Malik and Saxena, 1992)。

3. 4  不通过外植体的植株再生

TDZ 是诱导完整小苗产生体细胞胚胎的惟一体系(Malik and Saxena, 1992)。在培养基

中加入TDZ可以使体细胞胚胎在完整豌豆、花生和鹰嘴豆幼苗不同部位产生, 而嘌呤型

细胞分裂素 BA( N6_苄基腺嘌呤)只能使芽再生, 这表明 TDZ 诱导的体细胞胚胎发生反应

是完全不同于细胞分裂素的(Murthy et al , 1998)。尽管完整幼苗培养体系过去被用于繁

殖种子较大的豆类植物, 如豌豆、刀豆和花生,但是这一系统现在已被用在其他许多种类

植物,包括天竺葵( Qureshi and Saxena, 1992)和印度楝树( Murthy and Saxena, 1998)。

3. 5  原生质体培养

通过原生质体途径的植株再生一般要经过愈伤组织阶段, 而体细胞胚胎发生可以通

过原生质体再生细胞获得。Cook和Meyer ( 1981)认为生长素和细胞分裂素对刺激原生质

体分裂和生长是很重要的,因而,大多数原生质体培养基都添加生长素和细胞分裂素。在

原生质体细胞壁形成初始阶段和细胞分裂期间,添加的 TDZ(与生长素类物质NAA、NOA、
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2, 4_D配合使用)浓度在 0. 001到 20 Lmol/L 之间( Chupeau et al , 1993; Reustle et al , 1995) ,

最后完成原生质体愈伤组织的植株再生( Lenzner et al , 1995)。Wallin和 Johansson( 1989)研

究证明 TDZ 维持苹果叶片原生质体分裂效果比 BA 或玉米素好, 在柳树 ( Salix viminalis

L. )原生质体培养中也得到类似的结果(Vahala and Eriksson, 1991)。Chupeau等( 1993)观察

到较低浓度的TDZ 比腺嘌呤型细胞分裂素效果好。TDZ 对诱导原生质体愈伤组织植株

再生的作用似乎强于细胞分裂素类物质反应,但是这种效应的真正机理仍不清楚。

4  TDZ调节植物形态发生的机制

在20世纪 80年代早期, TDZ作为一种潜在的细胞分裂素类物质用于不定芽再生,并

用以阐述其诱导形态发生和植株生长、发育的潜力, 从而引起了人们极大的兴趣。起初,

TDZ主要与其他生长调节物质相结合应用,例如生长素。Visser 等( 1992)首先描述了 TDZ

可以替代天竺葵组织培养体系对生长素和细胞分裂素的要求。稍后的研究表明 TDZ 在

许多植物种类中是具有诱导植株再生作用的惟一生长调节物质( Gill and Saxena, 1993;

Murthy and Saxena, 1998)。许多对TDZ产生应答的植物种类以前被认为难以诱导植株再

生(Murthy and Saxena, 1998) ,因而, 在TDZ 存在条件下产生形态发生的植物种类将会越来

越多。

TDZ 处理以后的一系列变化包括具有形态发生能力细胞的重新分化和表达, 重新进

入程序化发育阶段, 最后导致形态发生。尽管人们对植株再生所涉及的生理过程还不能

完全了解,并采用了广泛的植物种类和多种技术手段进行研究, TDZ 所引起的生理反应预

示了其内在作用机理的多样性。

4. 1  TDZ和植物激素
自从发现植物激素和组织培养中激素调节形态发生的假说以来, 人们已经在植物形

态发生领域取得了相当多的研究进展。TDZ 在形态发生中的作用是与内源生长调节物质

的代谢紧密相连的。通过使用选择性植物激素抑制剂, 人们已经获悉了TDZ诱导的反应

和内源植物生长调节物质(尤其是细胞分裂素、生长素、乙烯和 ABA)之间的关系( Capelle

et al , 1983;Mok et al , 1987; Murthy et al , 1995; Hutchinson and Saxena, 1996b)。

4. 1. 1  细胞分裂素  Mok等( 1982)参考激素调节植株再生机理, 提出了 TDZ 作用模式的

早期解释,即认为其具有类细胞分裂素物质的活性。在一些生物实验中,人们得出了 TDZ

作用与细胞分裂素有关的传统效应(Visser et al , 1995)。也有人指出TDZ诱导内源细胞分

裂素合成或促进其体内积累(Murthy et al , 1995; Hutchinson and Saxena, 1996b)。在 TDZ和

玉米素存在的情况下,对细胞分裂素的核糖核苷和核苷酸进行标记转化研究表明: TDZ抑

制核苷形成,而玉米素促进核糖核苷形成核苷, 因而, TDZ 与调节内源细胞分裂素的代谢

有关(Mok et al , 1987)。然而, 这些效应在多大程度上与 TDZ 作用有关目前还不清楚。

TDZ 具有把组织细胞分裂素依赖型转化为自主型的能力, 这说明 TDZ 与内源细胞分裂素

代谢紧密相连( Capelle et al , 1983)。利马豆组织培养一般要求细胞分裂素,用 TDZ处理以

后可以在无细胞分裂素的培养基上自由生长。即使在转入基本培养基中以后, TDZ 引起

的细胞分裂素活化作用仍然能够保持, 这可能是刺激具有 N6_类异戊二烯侧链的腺嘌呤

型细胞分裂素活性物质合成路径的结果( Capelle et al , 1983)。
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对组织培养体系中放射性同位素标记的TDZ分析表明TDZ 结构能完整保持 48 h,延

长培养后其主要代谢物是葡萄糖苷衍生物( Mok and Mok, 1985)。这些发现表明 TDZ 分子

对细胞分裂素诱导的组织离体培养生长同样起作用, 但其并没有被分解为腺嘌呤型的细

胞分裂素。正如早期的研究结果那样, 类似于细胞分裂素作用的TDZ 具有特殊结构,其

苯基结构的改变会降低它的活性( Mok et al , 1982) ,这暗示TDZ作用要求保持其分子的完

整结构而不是它的代谢产物。在一些离体系统中, TDZ 替代嘌呤型细胞分裂素并以一种

类似于这种细胞分裂素的作用方式引起植物组织应答,通过使用嘌呤代谢的抑制物进一

步确证了这些观察到的现象。在天竺葵( Hutchinson and Saxena, 1996b)和花生(Murthy et

al , 1998)中嘌呤类似物DAP 能抑制TDZ 诱导的体细胞胚胎发生,并且这种抑制作用可以

被腺嘌呤硫酸盐完全逆转(Hutchinson and Saxena, 1996b)。然而, TDZ 的结构在天然嘌呤型

细胞分裂素类物质中并不存在,且嘌呤型细胞分裂素单独使用不能定向诱导确定的形态

发生如体细胞胚胎发生。因而人们对TDZ 是否可能具有通过不同机制证明的其他性质

还不清楚。在竞争性抑制剂存在的情况下,了解嘌呤型细胞分裂素和苯基脲类物质活性

和结构之间关系发现,从诱导的生物反应说明了这两大类生长调节物质存在共同的作用

位点( Iwamura et al , 1980)。Nagata等( 1993)从绿豆幼苗分离到了细胞分裂素特异性结合

的蛋白质( CSBP) ,这表明苯基脲类衍生物 CPPU 与 CSBP 的固定关系高于 BA。这一发现

清楚地表明对于各种类型化合物都存在共同的细胞分裂素特异性结合蛋白质。

4. 1. 2  生长素类  生长素类物质是植株再生必需的,其对组织培养时脱分化和再分化的

完成非常重要。它能诱导花生体细胞胚胎反应( Baker and Wetzstein, 1994)。然而, 近年来

人们发现TDZ 本身足够诱导花生和印度楝树体细胞胚胎发生( Gill and Saxena, 1992; Saxena

et al , 1992;Murthy and Saxena, 1998)。生长在含TDZ 培养基上的花生幼苗显示了束缚型

IAA即 B_吲哚基乙胺的增加, 这表明 TDZ 能刺激体内生长素类物质合成( Murthy et al ,

1995)。生长素生物合成抑制剂 PCIB能降低天竺葵( Hutchinson et al , 1996)和花生(Murthy

and Saxena, 1998)中 TDZ诱导的体细胞胚胎发生,这进一步证明了 TDZ能刺激体内生长素

类物质合成。但是,生长素绝对浓度不是控制这些体系中体细胞胚胎发生的唯一因素。

生长素极性运输抑制剂TIBA( 2, 3, 5_三碘苯甲酸)能减少体细胞胚胎发生(Thomson et al ,

1973) ,但是它不能降低 TDZ处理过的组织中生长素浓度( Hutchinson et al , 1996)。

4. 1. 3  乙烯  乙烯对体细胞胚胎发生既有促进性效应, 也有抑制效应( Biddington, 1992)。

在诱导天竺葵体细胞胚胎发生期间,培养基补充 TDZ 会导致培养器皿上部空间乙烯水平

增加( Hutchinson et al , 1997a)。乙烯合成抑制剂 AVG(氨基乙氧基乙烯甘氨酸)能提高天

竺葵胚轴组织培养时胚胎反应,因此这说明乙烯是TDZ介导的体内一系列代谢变化的消

极副产品(Hutchinson et al , 1997a)。使用外源乙烯或乙烯合成前体ACC( 1_氨基环丙烷_1_

羧酸) ,能使胚胎发生反应降低到与 TDZ 诱导的组织培养相同水平 ( Hutchinson et al ,

1997a)。

类似地, 用 TDZ 处理棉花叶片后, 乙烯合成量大大增加一直持续到落叶 ( Suttle,

1985)。乙烯量增加和以下三个方面没有关联: a)乙烷量增加显示受到化学物质伤害, b)

叶片水势改变显示细胞内部干燥, c)叶绿素含量降低显示加速叶片衰老( Suttle, 1985)。根

据在棉花中观察到的 PCIB抑制 TDZ 引起的乙烯合成现象, Suttle( 1986)认为TDZ 也会诱
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发类生长素物质的代谢反应。自从用生长素处理也会导致乙烯合成量增加的现象发现以

来(Murthy et al , 1998) , 人们得出了这样的结论: 叶片脱落可能不是 TDZ 处理的直接结果

而是TDZ诱导生长素应答的结果。

4. 1. 4  赤霉素  尽管没有 TDZ 调节植物内源赤霉素的相关报道,但是在天竺葵中使用

GA生物合成抑制剂( triazoles and ancymidol)能改善 TDZ 诱导的体细胞胚胎发生(Hutchin-

son et al , 1997b) ,这支持了赤霉素代谢也受到TDZ 调节的假说。而且, 在TDZ存在的情况

下豆类幼苗生长表现出矮化生长的特性(Murthy et al , 1998) ,用TDZ叶面喷施或根施人参

和天竺葵植株能显著地降低茎长( Sanago et al , 1995; Proctor et al , 1996)。从TDZ 诱导的木

本植物不定芽产生的植株常常表现出节间缩短的矮化现象(Lu, 1993) , 这进一步说明了赤

霉素代谢发生变化。由TDZ 造成的形态特征变化在多大程度上与赤霉素代谢有关仍需

进一步研究。

4. 2  TDZ诱导反应所涉及的酶

TDZ处理后的组织和器官形态上的可见变化是酶动力学改变的结果。Wang 等

( 1991a)在研究TDZ引起的苹果芽萌发时注意到了与苯酚、过氧化氢酶和过氧化物酶积累

有关的酶活性变化。Wang 等( 1991b)在稍后的研究中还发现 TDZ 诱导的几种酶与细胞

壁、细胞膜有关,并导致细胞膜流动性增加。在其他酶动力学研究中, TDZ能诱导黄化豆

类幼苗叶圆盘硝酸还原酶合成( Kulaeva et al , 1982)。Chernyad. ev 和 Kozlovskikh( 1990)发

现TDZ 能诱导ATP、RubisCO和戊糖磷酸途径的酶增加。细胞分裂素氧化酶是和 TDZ 诱

导的生理反应有关的另外一种重要酶, 它催化细胞分裂素上不饱和类异戊二烯侧链的氧

化,并且是已知的能够使植物体内细胞分裂素不可逆失活的惟一的一种酶。在一些体系

里,发现TDZ 能抑制细胞分裂素氧化酶活性(Hare and Van Staden, 1994; Chatfield and Arm-

strong, 1986) , 这可能是酶非竞争性机制占优势的结果(Hare and Van Staden, 1994)。

4. 3  TDZ和逆境

近年来越来越多的研究开始用TDZ诱导逆境反应解释其生理效应。在TDZ 存在的

情况下,包括豆类( Murthy et al , 1995)和南瓜( Burkhanova et al , 1984)等在内的种子发芽具

有特殊的形态特性, 结果造成幼苗生长矮化, 叶色加深,子叶变厚变绿,初生根生长减缓而

次生根减少。用 TDZ 溶液浸泡过的生长在温室中的天竺葵也有类似的形态变化, 且能诱

导出再生根( Sanago et al , 1995)。另外, TDZ处理组织诱导逆境产生后有一些物理学变化

的证据,表现为伴随有矿质离子和与其他逆境有关的代谢物:脯氨酸、脱落酸、4_氨基丁酸

的累积(Murch and Saxena, 1997)。由于 TDZ处理而产生的矿质离子积累对于诱导植株再

生是很重要的因素, 胡萝卜组织培养中把锌、铜和钠加入到培养基里, 能在缺乏外源生长

调节物质的情况下诱导体细胞胚胎发生(Kiyosue et al , 1990)。鉴于以上情况, 我们可以猜

测在TDZ的作用下组织中有相当高水平的矿物质或其他代谢物的累积,进而使植株(或

外植体)处于逆境胁迫状态。为了克服这种生理逆境, 植物组织会调节它们的代谢进程,

并导致各种代谢物的积累和产生, 最后完成植株再生。在这种特定情况下, TDZ处理引起

的植株再生现象是植物自身克服逆境胁迫的合适的再生机制的体现(Murch et al , 1997)。
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