
第 15 卷

1 996 年

第 2 期

5月

大 豆

S Y O卫 EAN

科 学

以二T EN CE

V o l
.

1 5

M a y

N o
.

2

1 9 96

发育大豆子叶细胞中酸性磷酸酶

的亚细胞学定位
’
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,

细胞生物学教研室
,

长春 13 0 0 2 4)

摘 要

本实脸未 用电镜细胞化学技术
,

观寨 了酸性碑酸晦在发育中大豆子叶细 胞

内的亚细胞学分布
。

酸性磷酸晦除分布在细胞核 内的部分染 色质上
,

内质网膜

上
,

质休胞质小泡和胞质中
,

主要积 军于蛋 白体 内
。

酸性碑酸晦在不 同蛋白休 内

分布有所不 同
:

)l 在一部分蛋白休中
,

酸性碑酸晦均匀散布于蛋 白质基质上
; 2)

在 另一部分蛋 白体 内
,

酸性碑酸晦成簇 沉积于其 中
; 3) 还有一部分蛋 白休

,

其 中

央 为致密区
,

边缘为疏松区
,

晦在边缘跳松区的含蚤明显高于中央致密区 中酶的

蚤
。

关键词 大豆 ; 子叶发育
;
酶性碑酸晦

; 蛋 白体 ; 超微结构定位

植物种子蛋白体内积累大量储藏蛋白质
。

在种子萌发时
,

蛋白体内的储藏蛋白质逐渐

降解
,

为种子萌发提供必需的营养物质
。

在种子内还储藏一些酶类
,

酸性磷酸酶是其中的

一种
。

一般认为
,

它参与种子萌发过程中的磷代谢 〔’
一
, 〕。

近年来
,

人们采用酶分析和生化技

术等方法研究了豆科植物种子 内酸性磷酸的活性和结构特点3[
一。〕

,

但对酶的细胞学定位只

有为数不多的报道 9[,
`。〕 。

由于酸性磷酸酶的生理功能与它的细胞学定位密切相关
。

因此
,

研究酸性磷酸酶的超微结构定位有助于我们了解此酶的生理功能
。

本文采用酶细咆化学

方法
,

分析酸性磷酸酶在发育中大豆种子中的亚细胞学定位
。

材料与方法

大豆 ( Gl yc 动
。 m xa L

.

)
“

吉林 13 号
”

种植在东北师范大学校园内
。

自开花时挂牌标记
。

将开花后 35 一 50 天的种子取下
,

去除种皮和胚根
、

胚轴及胚芽部分
,

保留子叶做为实验材

. 国家自然科学基金资助项 目

本文于 1 9 9 5 年 7 月 2 6 日收到
。

Th
七 钾阿 w as

~
v司 二 J山 y 2 6

, 19 9 5
.

: 长春师范学院进修教师

② 黑龙江克山师范专科学校进修教师
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料
。

酸性磷酸酶的组织化学染色
:

将子叶中部切成厚度为 0
.

5
~的小块

,

立即投于 4%

甲醛和 2
.

5%戊二醛的混合液 (用 0
.

lm ol / L 二甲肿酸钠缓冲液配制
,
pH 7

.

0) 中固定 0
.

5

小时
。

经二甲肿酸钠缓冲液 ( pH 7
.

0) 及醋酸一醋酸钠缓冲液 (声 4
.

6) 冲洗后
,

将材料转移

至预培养液中 (4 ℃ ,

30 分钟 ) ,
然后转入含底物 (日一甘油磷酸钠 )的反应液中 (叫 4

.

6 ) (对

照反应中材料放入不含 日一甘油磷酸钠的反应液中 )温育 2 小时 ( 26 ℃ )
。

后固定于 1%饿

酸溶液中 2 小时
。

经乙醇及丙酮系列脱水
; E闪 n 8 12 环氧树脂渗透 包埋

。

超薄切片不经染

色直接置于 Hi at hc i一 6 OOB 透射电镜下观察
、

照相
。

结 果

我们曾观察了大豆开花后 25 一 50 天期间
,

子叶细胞中的液泡积累贮藏蛋 白质
,

发育

为蛋白体的过程 1[ ’ · ” 〕。

还通过聚丙烯酞胺凝胶电泳技术
,

检测 出此时的子叶积 累酸性磷

酸酶〔。 1 。

本文观察了大豆开花后 35 一 50 天期间
,

酸性磷酸酶在亚细胞水平上的分布
。

此时
,

酸

性磷酸酶主要分布在蛋 白体内高电子密度的蛋白质上
:

在一部分蛋白体中
,

酸性磷酸酶均

匀弥散于蛋白质基质中 ( 图 1 ) ;
在另一部分蛋白体内

,

反映酸性磷酸酶活性的磷酸铅颗粒

成簇分布于蛋 白体中 (图 2 ) ;还有一类蛋白体
,

其中央为一高电子密度 的致密区
,

边缘为

疏松区
。

在这两个 区域中
,

酶颗粒的分布明显不同
:

即在中央致密区中酸性磷酸酶活性明

显比周围疏松区要少得多 (图 3 )
。

在细胞核内的染色质中
,

也有酸性磷酸酶活性 (图 4 )
。

在粗面内质网膜上和质体中
,

散布着反映酸性磷酸酶活性的磷酸铅颗粒 (图 3
,

5 )
。

在胞质中
,

可见少量的磷酸铅沉淀

( 图 2 )
。

此外
,

还可见到一些富含酸性磷酸酶活性的胞质小泡
,

有的小泡似呈与蛋 白体融

合的趋 向 (图 5 )
。

在质膜外侧附着少量磷酸铅颗粒
,

而在咆壁基质中未见酶的存在 (图 3 )
。

对照反应的切片中
,

未见酸性磷酸活性 (图 6 )
。

讨 论

一些作者指出
:

随着豆科种子萌发
,

种子内酸性磷酸酶活性显著升高 〔’
,
5
一 ’ 。 l

。

B ar k er 等

( 1 9 7 4 )认为这是由于豌豆种子萌发时新合成的酶的结果 sJ[
。

而 M ur r
ay 等 ( 1 9 7 7 ) 和 Fl inn

和 S m it h ( 19 6 7) 指出
,

在豌豆种子发育时
,

酸性磷酸酶就积累于子叶细胞 中的胞质内和胞

间隙中
,

并认为此时的酶可能处于非活化状态 [’. ’ 〕。

A gs h ar 和 D e

Ma 二 n ( 19 9 2) 也认为发育

中的羽扇豆种子子叶蛋白体和细胞壁内贮存酸性磷酸酶
口“ j

。

我们曾用凝胶电泳方法检测

到发育中大豆子 叶中含酸性磷酸酶 s[]
; 本文我们用细胞化学技术将此酶主要定位于形成

中的子叶蛋白体内
。

由此可知
,

子叶蛋白体在大量积累贮藏蛋白质的同时
,

也在积累酸性

磷酸酶
,

为种子萌发时参与磷代谢做贮备
。

关于大豆种子萌发时酸性磷酸酶的定位
,

目前
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正在研究之中
。

植物细胞的很多细胞器内也存在酸性磷酸酶 [] s
。

一般认为细胞核中的酸性磷酸酶是

非溶酶体酸性磷酸酶 [ i . s川
。
J曲 i等 ( 19 8 5 )认为正在分化的棉纤维细胞的细胞核中的酸性

磷酸酶可能参与细胞核中的核蛋白的脱磷酸化过程
,

进而影响基因转录的种类和数

量 l[’ 〕。

本实验中
,

大豆子叶细胞核中部分染色质上的酸性磷酸酶可能具同样功能
。

在大豆

子叶细胞大量合成贮藏蛋白质时期
,

核内部分染色质上酸性磷酸酶的存在可能与贮藏蛋

白质基因表达的种类和数目有关
,

使子叶细胞迅速合成贮藏蛋白质
。

本实验结果显示
,

蛋白体内分布着许多酸性磷酸酶
.

种子发育时期子叶蛋白体内酸性

磷酸酶的作用显然不同于种子萌发时此酶消化含磷物质 (非丁 )的功能
。

种子发育时期子

叶中的酸性磷酸酶可能只作为一种蛋白质的组分积累于蛋白体内sl[ 〕 ,

它可能处于一种非

活化状态 [’]
。

我们还注意到
,

酸性磷酸醉在蛋白体内的分布是有区别的
。

这种差异可能与

蛋白体内含磷物质 (非丁 )的分布有关
。

尽管蛋白体的超微结构无显著差异
,

但它们之间存

在着组分和酶活性及分布的差异
。

但不同蛋白体的功能差异及在代谢上的作用
,

尚有待进

一步研究
。
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图 版 说 明

图 1 ,

酸性磷酸酶均匀散布于蛋白体 (PB )内的蛋白质基质中
。

x 1 0 0 0 0 图 2
,

酸性磷

酸酶或均匀散布或成簇沉积于不同蛋白体中
.

胞质中 (Cy )t 也分布着少量酶
。

X 1 0 0 0 0 图

3
,

蛋白体P( B) 内中央有致密区
,

其边缘为疏松区
。

疏松区中酸性磷酸酶活性明显高于中

央致密区中的酶活性
。

内质网膜上 (ER )
,

质膜上也分布着酶活性
。

x 1 2 0 0 0 图 4 ,

细胞核

( N )中部分染色质上沉积着酸性磷酸酶活性
。

x 8 0 0 0 图 5 ,

胞质内富含酸性磷酸酶活性

的胞质小泡 ( v
e )

,

有的小泡似呈与蛋白体融合的趋向 (箭头示 )
。
P

,

质体
。

x 18 0 0 0 图 6
,

为对照反应的照片
,

为酸性磷酸酶负反应
.

x 6 0 0 0
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