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酸性磷酸酶在萌发大豆种子中

子叶细胞壁上的分布
’

高 扬

(长春师范学院生物系 长春 13 0 0 3 2)

郑易之 李 晶 赵耕春

(东北师范大学生物系 长春 1 3 0 0 2 4)

摘 要

本文应用光镜
、

电镜酸性碑酸晦的 细胞化学定位法
,

对大豆种子萌发过程中

酸性碑酸晦在子叶细胞壁上的分布进行 了详细的观察与分析
。

大豆种子吸水澎

胀 1 天时
,

子叶细胞的胞问层首先表现 出酸性碑酸晦的活性
;
播种 l一 2 天后

,

除

胞问层外
,

胞问隙也表现 了酸性碑酸晦的活性
; 播种 4一 6 天期问

,

酸性碑酸晦不

仅在胞间层
、

胞问隙处表现 出活性
,

而且在细胞壁及质膜上也表现 出较强的活

性
。

根据本文的观察结果我们推浏
,

萌发的大豆于叶细胞壁上分布的酸性碑酸

酶
,

是在种子形成过程中合成并积 军于此处的
。

关键词 大豆 ,子叶 ,细胞壁 ,酸性碑酸晦
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酸性磷酸酶是很重要的一类酶
.

在种子萌发时
,

种子细胞内会合成并释放出一系列酶

(包括酸性磷酸酶 )供胚和子叶 (或胚乳 )利用
。

一些作者曾描述了萌发大豆种子子叶细胞

的超微结构变化 〔“ 一 ` ,
、 ` ,

、 ` ,]
,

但关于其中的酸性磷酸酶细胞化学研究尚未 见报道
。

本文应

用光镜
、

电镜酸性磷酸酶的细胞化学定位法
,

详细地观察了大豆种子萌发过程中酸性磷酸

酶在子叶细胞壁上的分布和变化
,

现将结果报告如下
。
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映性碑酸醉在萌发大豆种子中子叶细胞壁上的分布

材 料 与 方 法

一
、

材料

大豆 (` 勿̀ 触 ~
L

.

)品种
“
吉林 13 号

”
种子经吸水而膨胀

,

1一 2 天后
,

种子开始萌发
。

将萌发的种子播种于温室潮湿的蜓石中
,

播种后 1一 10 天
,

每日取材一次
。

二
、

方法
1

.

光镜下酸性磷酸酶的细胞学定位

将子叶横切成 5~ 厚的小块
,

固定于 10 %的福尔马林溶液中 1 小时 (0 一 4℃ )
;
经醋

酸 一醋酸钠缓冲液 ( PH 4
.

6) 冲洗后
,

用 址 ist 冰冻切片机切片 ( 一 25 ℃ )
,

切片厚度为

2 5
~

.

切片经蒸馏水冲洗后
,

加入含底物 (日一甘油磷酸钠 )的酸性磷酸酶作用液 l[] (对照

反应中
,

将切片放入无 日一甘油磷酸钠的醋酸一醋酸钠缓冲液中 )培育 30 分钟 ( 37 ℃ )
。

水

洗后
,

置于 1 %硫化按溶液中 ;再经水洗后
,

在 iN k on 光学显微镜下观察照像
。

2
.

电镜下酸性磷酸酶的细胞学定位

将子叶中部切成 0
.

SllnU
,
的小块

,

固定于 4 %甲醛 一 2
.

5 %戊二醛溶液 (用 0
.

Zm of / L

二 甲肿酸钠缓冲液配制
,

PH 7
.

2) 中 0
.

5 小时 (室温 ) ;
经二 甲肿酸钠及醋酸 一醋酸钠

( PH 4
.

6) 缓冲液冲洗后
,

将材料转移至预培养液中预培养 (0 一 4℃
,

30 分钟 ) ;
然后转入酸

性磷酸酶作用液 ( p H S
.

0) 2[] (对照反应中材料放入不含 日一甘油磷酸钠的预培养液中 ) 中

培养 2 小时 (2 2℃ )
。

经二甲肿酸钠缓冲液冲洗后
,

固定于 1 %饿酸溶液中 2 小时或过夜 (0

一 4℃ )
。

用重蒸馏水冲洗
,

乙醇及丙酮系列脱水
; Ep o n 8 12 环氧树脂渗透包埋

。

用 L
BK 一

v 型超薄切片机切片
,

切片厚度为 70
n m

。

在 IH T A C H I一 60 0 型透射电镜下观察照像
.

电压

7 5 K V
。

结 果

一
、

光镜下酸性磷酸酶在子叶细胞壁上的分布

应用光镜下酸性磷酸酶的细胞化学定位方法
,

观察大豆种子从吸胀到播种后 6 天期

间
,

酸性磷酸酶在子叶远轴侧叶肉细胞的细胞壁上的分布情况
。

大豆种子吸水 1天时
,

在相邻两细胞的胞间层可见一明显的铅沉淀带
,

而细胞质中仅

有少量的铅颗粒存在 (图版 I ,

1
、

2)
。

这一现象表明
,

此时子叶细胞中的酸性磷酸酶主要

分布在子叶细胞的胞间层
。

播种后 1一 2 天的大豆子叶细胞
,

不仅胞间层存在酸性磷酸酶的活性
,

而且在细胞间

隙以及相邻两细胞的一侧细胞壁上也出现了铅沉淀 (图版 I
,

3
、

4 )
。

播种 4一 6 天后期间
,

酸性磷酸酶的活性除分布在胞间层
、

胞 间隙
、

一侧细胞壁外
,

还

表现在相邻两细胞的两侧细胞壁上之图版 1, 5 )
.

可以看出
,

在大豆种子萌发早期 (吸水膨胀一播种后 2 天期间 )
,

酸性磷酸酶在子叶细

胞壁上的分布呈非连续的
,

不均匀的分布
。

在对照材料中
,

子叶细胞壁上和细胞质内均呈现铅沉淀的负反应 (图版 I ,

6)
.
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二
、

电镜观察酸性磷酸酶在子叶细胞壁上的分布

大豆种子播种 4一 8夭期间
,

子叶细胞的胞间隙及胞间层表现出较强的酸性磷酸酶活

性 (勇版 江
,

1
、

2 )
。

此外
,

在相邻两细胞的一侧细胞壁及质膜上弥散并附着许多铅颗粒
,

而

在另一侧细胞的细胞壁及质膜上
,

则没有或很少有铅颗粒的存在 (图版 1
,

3
、

4 )
.

有少部分细胞
,

其相邻两细胞的质膜上均有较强的酸性磷酸酶活性
,

并且在两细胞的

壁上也弥散着少量的铅沉淀 (图版 I
,

5 )
。

由此看出
,

电镜下酸性磷酸酶在子叶细胞壁及质膜上的分布多为不均匀的
。

这一现象

与光镜下的观察结果相一致
。

在对照材料 中
,

子叶细胞壁和细胞 内均为酸性磷酸酶的负反应
,

即无铅沉淀分布 ( 图

版 I
,

6 )
。

讨 论

一些作者曾报道 了大豆种子中酸性磷酸酶的来源
。

认为在种子形成过程中可以合成

部分酸性水解酶阶
`。〕 ,

并且在干种子中检测到 了酸性水解酶的活性 .s[
。〕。

根据本实验结果

可以看出
,

大豆种子吸水膨胀 1天
,

胞间层首先表现出酸性磷酸酶活性
,

而此时细胞中未

见内质网
,

这说明这时的子 叶细胞尚不具有合成蛋白质和酶的能力 (将另文报道 )
。

由此推

测
,

此时分布于胞间层的酸性磷酸酶是在大豆种子发育过程中合成并积累于其中的
。

关于酸性磷酸酶在种子细胞内的分布也曾有过一些报道
。

如
:

va
n d er w il d en ( 19 8 3)

在发育的菜豆种子 中检测到三种
a 一甘露糖甘酶 (一类酸性水解酶

,

p H 4
.

5) 的活性
,

其中

酶 I 和酶 l 积累于胞质中的蛋白体内
,

酶 , 分布于细胞壁上
,

这些酶活性随种子的成熟而

逐渐降低〔“ 〕。

还有一些作者曾较详细地观察了某些禾本科植物种子萌发时酸性磷酶酶在

糊粉层细胞内的分布〔卜
’ 〕。

sA h fo dr 等和徐是雄等 ( 1 98 1) 认为
,

在大麦和小麦种子萌发前

和萌发早期
,

酸性磷酸酶就已大量积累于糊粉层细胞的壁上
、

胞间层和胞间连丝内 .3[
6〕

。

另

一方面
,

徐是雄 ( 19 8 4) 报道
,

在燕麦种子未萌发和萌发早期糊粉层细胞壁是没有酸性磷酸

酶活性的
,

而到后期壁内才出现酶活性川
。

因此徐是雄推测
,

大麦和小麦与燕麦糊粉层细

胞壁的结构成分和功能很可能是不相同的川
。

在本实验中
,

我们观察到
,

大豆种子萌发早

期 (从吸水膨胀 一播种后 2 天 )
,

其子叶细胞的胞间层和壁 内即有较强的酸性磷酸酶活性
。

由此推测
,

大豆子叶细胞壁和菜豆子叶细胞壁可能与大麦
、

小麦的糊粉层细胞壁在结构成

分和功能上有一定的相似之处
,

而与燕麦是不同的
。

关于大豆子 叶细胞壁的结构成分和功

能
,

有待进一步研究
。
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图 版 说 明

CW
,

细胞壁 , C Y T ,

胞质
.

BP
,

蛋白体
, O B

,

油滴
. v

,

胞质小泡
。

图版 I 酸性磷酸醉在大豆子叶远轴侧叶肉细胞的细胞壁上分布的光镜照片
。

图 1
、

2 吸水 1天时
,

胞间层有明显的铅沉淀带 (空心箭头所示 )
,

胞质内仅有少量的铅

沉淀 (见小箭头 )
。

图 1 X I , 8 0 0 ,
图 2 X 1 2 0 0

。

图 3
、

4 播种 l一 2 天时
,

铅沉淀主要分布于胞间层 (空心箭头 )
、

胞间隙及相邻两细胞

的一侧细胞壁的部分区域 (实心箭头所示 )
。

图 3 X l
,

8 00 ; 图 4
,

X l
,

3 0 0
。

图 5 播种 5 天时
,

胞间层可见铅沉淀带 (空心箭头所示 )
,

在相邻两细胞壁部分也均有

铅沉淀 (实心箭头所示 )
。

x l
,

8 0 0
。

图 6 播种 2 天的大豆子叶远轴侧叶肉细胞
.

无反应底物对照实验照片
。

子叶细胞内

和细胞壁上均呈酶的负反应
.

x l
,

1 00
.

图版 I 酸性磷酸酶在子叶细胞壁上分布的电镜照片

图 1播种 5 天的大豆子叶细胞
。

在胞间层 (空心箭头所示 )和胞间隙 (实心箭头所示 )

表现出很强的酸性磷酸酶活性
。

蛋白体 (P B) 中也分布着 明显的铅沉淀
。

x 4
,

00 0
。

图 2 播种 6 天的大豆子叶细 胞
。

胞间隙 (实心箭头示 )
、

胞间层 (空心箭头示 )及一侧细

胞壁和质膜上 (大箭头所示 )弥散和附着许多铅颗粒
。

X S
,

2 5 0
.

图 3
、

4 播种 6天的大豆子叶细胞
。

铅颗粒主要附着于相邻两细胞的一侧质膜上 (如箭

所示 )
,

表明酸性磷酸酶在细胞膜上分布的不对称性
。

近质膜的胞质小泡 v( ) 内也充满铅

沉淀
。

图 3 X S
,

0 0 0 ;图 4 X 1 0
,

0 0 0
。

图 5 播种 6 天的大豆子叶细胞
.

相邻两细胞质膜 (箭头示 )上附着较多的铅颗粒
,

胞壁

上也弥散着少量的铅颗粒
。

X 了
,

80 0
。

图 6 播种 8 天的大豆子叶细胞
.

无反应底物的对照实验照片
。

胞间层
、

细胞壁
、

质膜
、

蛋白体内均无铅沉淀
.

x 3
,

5 0 0
.
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