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葡萄种子细胞中脱落酸的胶体金免疫电镜定位 ①

黄丛林 张大鹏 ② 贾文锁
中国农业大学园艺学院

摘 要 用胶体金免疫电镜技术
,

对脱落酸 在葡萄种子细胞超微结构水平上 的分布进行了研究
。

按葡

萄种子细胞液泡 中是否含有电子密度大的染色物质
,

可将其分为含酚和无酚 个主要类型
。

在含酚细胞中电

子密度大的染色物质呈 多种状态存在
,

先是均匀而稀疏地分布在液泡 中
,

然后逐渐凝聚成块状
,

最后浓缩成

一薄层并均匀分布在液泡膜内侧
。

无酚细胞 中金颗粒主要标记在细胞核和细胞质
,

特别是细胞核有大量金颗

粒标记
,

细胞壁有少量金颗粒标记
,

液泡中没有发现金颗粒标记
。

和无酚细胞相似
,

在含酚细胞中金颗粒主要

标记在细胞核和细胞质
,

特别是细胞核金颗粒密度很大
,

细胞壁有极少金颗粒标记
。

引人注 目的是液泡中聚

集态的染色物质上也发现金颗粒标记
,

但稀疏而均匀分布的染色物质上几乎找不到金颗粒标记
,

当染色物质

最终浓缩成薄层状态时则发现有大量的金颗粒标记
。

无论用免疫前兔血清染色 的对照切 片还是材料
,

不被

固定的对照切片中都很难找到金颖粒标记
,

说明该 免疫胶体金 电镜定位结果是特异
、

可靠的
。
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脱落酸 是一种重要的植物激素
,

它有广泛的生理功能
,

特别是在胚胎发育
,

种子及

芽的休眠与萌发
,

气孔运动及植物对逆境的反应等过程中起着非常重要的作用 , 〕
。

多年来
,

被认为是调控许多果实如葡萄果实发育及成熟的重要因素〔一们
。

传统上
,

有关植物激素

的研究一般采用高压液相色谱
、

放射免疫分析以及酶联免疫分析等方法对植物整体器管或组

织中的激素含量进行分析
。

但植物激素在组织和细胞中的分布可能是极不均匀的〔一幻
,

而只有

作用位点中的激素积累才能诱发生理效应
,

因此深人揭示激素在组织和细胞中的分布是一项

十分重要的工作
。

我们曾在蚕豆叶肉细胞及保卫细胞中进行 了 的超微结构水平定位
,

并

取得了理想结果 〔
,“

·

” 〕
。

鉴于 在葡萄种子发育中的重要作用
,

以及种子中 对果实发

育及成熟 的重要调控作用
,

本试验对葡萄种子 中的 进行了亚细胞水平上的免疫胶体金

电镜定位研究
。

材料和方法

植物材料和电镜制样

葡萄浆果取 自三年生 田间栽培的红富士品种 ’ ’ ’ ,

于盛

花后 周取种子 发育初期的种子 为材料进行 定位研究
。

种子取出后迅速分割并投人
一 一

关
一

〕溶液中
,

抽气 后
,

以 多

聚 甲醛 戊二醛的磷酸盐缓冲液
,

在
‘

下 固定
,

经磷酸盐缓冲液充分洗涤后
,

酒精系

列脱水
。

一 浸透过夜
,

一
‘

聚合 后
,

一 ℃下继续聚合
。

超

薄切片捞在 目以 膜覆盖的镍网上
。

抗体制备

按贾文锁等的方法仁
,“ 〕。

免疫染色程序

根据贾文锁等 〕的方法略加改进
。

简述如下 超薄切片经 ’ 一‘正常羊血清 阻

断 后
,

不洗涤直接在兔抗 中 ℃下孵育过夜
, · 一 ‘

一 ’ 一

充分洗涤后
,

转人金标羊抗兔

抗体 金颗粒直径 室温孵育
,

及双蒸水充分洗涤及铀染 和铅染后
,

电镜观

察
。

对照

本研究设置 种对照
,

一是用正常兔血清代替 多抗染色
,

二是材料不经 固定
,

如不用 固定
,

将丢失殆尽
。

因此
,

在 种对照中
,

都不应有较多的金颗粒标记
。



第 期 黄丛林等 葡萄种子细胞中脱落酸的胶体金免疫电镜定位

结果

种子细胞的特征

从种子细胞 的整体照 片 图版 卜
, 一 , 一

可 以看 出
,

种子细胞主要包括 个类 型
,

一

是液泡内含染色物质丰富的细胞
,

二是液泡中几乎不含染色物质的细胞
。

和 。。 〕曾

在葡萄果皮组织中根据苏丹黑染色结果推测这种物质为酚类物质
,

但由于苏丹黑不仅可 以染

酚类物质
,

而且还可 以染糖类等物质
,

所以这些物质的确切性质尚需进一步的研究才能最后断

定
。

这种富含染色物质的细胞在种子组织中占绝大多数
。

我们暂且将富含这种物质的细胞称

为含酚细胞
,

不含这种物质 或含量很少 的细胞称为无酚细胞
。

在含酚细胞中
,

染色物质呈多

种状态存在
,

先是以稀疏而均匀的状态分布在整个液泡中 图版
一 , 一 ,

细胞
,

然后逐步

聚成不同大小的块状 图版 卜
, 一 , 一

细胞
,

最后完全浓缩为一薄层并紧贴液泡膜内侧

分布 图版 卜
, 一 , 一 。 细胞

。

染色物质分布状态在细胞间的连续变化是一个十分引人注

目的现象
。

无论是含酚还是无酚的细胞
,

在种子发育的初期
,

庞大的液泡就 已将相对微量的细

胞质挤在紧贴细胞壁 的部位
。

由于 对膜系统的保存不太好
,

以

包埋时
,

常看到细胞质是 以囊泡集群的状态存在 图版
一 。 , 一 ,

图版 卜
。

我们曾以

做包埋剂进行电镜观察
,

证实这些囊泡实际上是内膜系统如内质网和液泡膨大或分割而成的
。

免疫电镜定位

无酚细胞中
,

金颗粒主要标记在细胞质 图版 卜 和细胞核 图版 卜
,

特别是细胞核有

大量金颗粒标记
,

细胞壁也有很少的金颗粒标记
,

液泡中没有发现金颗粒标记 图版
一 , 一 。

和无酚细胞类似
,

含酚细胞中金颗粒主要标记在细胞核 图版 卜 和细胞质 图版
一 , 一 ,

特别是细胞核标记密度较高 图版
一 ,

细胞壁仅有少量金颗粒标记 图版 卜 一 此外
,

在酚类物质分布区域也发现金颗粒标记 图版
一 , 一 ,

但当酚类物质呈均匀而稀疏状态分布

时
,

几乎找不到金颗粒标记 图版
一 , 一 ,

随着酚类物质的凝聚
,

特别是当酚类物质最终浓缩

为一薄层并均匀分布在液泡膜内侧时
,

酚类物质分布区域则有大量金颗粒标记 图版 卜
。

对照

用免疫前兔血清代替 抗体染色的切片很难找到金颗粒标记 图版
一 ,

如果材料

不用 固定
,

切片上也很难发现金颗粒标记 图版
一 。

两种对照都说明
,

本实验中金颗粒

标记是特异的
,

因此
,

本实验中 免疫胶体金电镜定位结果是可靠的
。

讨论

胶体金免疫电镜技术一般适用于蛋 白质等大分子物质的定位 , 〕
。

近年来
,

少数研究者试

图利用该技术对植物激素进行定位研究 〔
’“

·

’‘
·

’ 〕,

但由于激素是小分子半抗原物质
,

流动性强
,

抗原抗体反应较差
,

因此其定位难度很大
。

胶体金免疫电镜定位必须兼顾超微结构保存和抗原

活性保存两个方面
。 ,

以及 结合饿酸固定对细胞超微结构的保存很

好
,

但对抗原活性的保存十分不利
。

我们以 盯 包埋对蚕豆叶片进行 定位的研究表明
,

多抗处理的切片和用免疫前兔血清外理的切片金标密度差异不大
,

说明抗原活性大部分

丢失
,

并且 盯 本身引起 了非常高的非特异染色〔
,“」。 可 以很好地保存抗原活
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性且非特异染色很低
,

本实验 中细胞核等部位可被大量金颗粒标记 图版
一 ,

图版
一 ,

以

及两种对照切片中很难发现金颗粒标记 图版
一 , 一 ,

可 以 清楚地说明这个问题
。

但是与

和 相反
,

带来的问题是其降低了细胞膜的负染
,

其结果使质膜

及许多内膜系统消失
,

许多细胞器和周围细胞质的界限也很难 区分 〕
。

虽然如此
,

对于不同的

材料
,

细胞超微结构的保存是有所不同的
,

例如 以蚕豆叶片为材料时
,

虽 同样用

包埋
,

但细胞超微结构的保存还是 比较理想的
·

’‘〕。 葡萄果实及其种子细胞不同于其他组织

细胞
,

即使用 盯 或 包埋有时也很难得到非常理想的超微结构 〕。因此
,

以果实及

其种子细胞进行免疫电镜定位时
,

如何改进超微结构的保存是一个非常重要的问题
。

研究表

明
,

结合饿酸固定
,

可 以得到如同 或 包埋的超微结构〔‘
。

饿酸固定

虽然对抗原保存是不利的
,

但在果实及种子细胞定位时
,

在保证必要 的特异金标密度的前提

下
,

能否通过 包埋改进细胞结构
,

是今后有待尝试的问题
。

然而
,

根据研究的目的和

要求不 同
,

如不是刻意追求细胞质超微结构的定位
,

包埋因能非常好地保存抗

原及降低非特异染色
,

用于果实及种子细胞的免疫电镜定位
,

其结果还是比较理想的
。

本研究首次揭示了葡萄种子中 在细胞超微结构水平上的分布
,

证实了 在细胞

中并非均匀分布
,

而是呈区隔化状态存在
,

细胞的不同部位 含量大不相同
。

主要分

布在细胞核及细胞质
,

特别是细胞核中含有大量
,

细胞壁及液泡含有很少的
。

由于

对 作用的细胞分子生物学机制了解甚少
,

所 以有关 在细胞中区隔化分布的具体意

义如何还很难推测
。

如果 受体位于细胞核
,

那么细胞核中大量 的存在将为 的

作用提供一种快速而有效的方式 如果 受体位于质膜外侧
,

那么
,

细胞中 再分配的

调节将为 作用提供一种非常重要的调控方式
。

不管涉及哪种机制
,

的尽隔化分布
都具有特殊的意义

,

因为只有作用位点中的 积累才可诱导生理效应
,

否则即使 在

库存区域积累很高水平也不能引起生理效应 另一方面
,

即使整体器官或组织中的 含量

没有明显变化
,

细胞或亚细胞水平上的 再分配也可诱发相应的生理效应
。

因此
,

在今后

植物激素的研究中
,

我们不仅要重视器官或组织水平上激素含量变化
,

而且还要充分重视激素

在细胞及亚细胞水平上的分布与再分配情况
。

本研究用免疫胶体金定位技术揭示 出葡萄种子

在发育的第 期含有大量
。

有关种子 大量存在的生理意义如何
,

以及 对种子

和果实发育的调控机制如何
,

是今后仍需努力探讨的课题
。

,
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