
植物激素的免疫细胞化学定位
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植物激素是植物体内天然存在的一系列小分子

有机化合物，能够影响植物生长发育的各个方面。

近一个世纪的研究已经比较详细地描述了它们不同

的生物学效应，大量的分析化学结果也阐明了这些

生物活性分子的化学本质，但是我们仍不清楚它们

的作用机理。生长素类 (Auxins) 、细胞分裂素类

( Cytokinis , CTKs) 、乙烯(Ethyle肘，ETH) 、赤霉素类

(Gibberellins , GAs)和脱落酸 ( Abscisic acid , ABA)是

五大类经典的植物激素，油菜素简体类(Brassinoste­

no缸， BRs) 、莱莉酸( J asmonic acid , J A) 和水杨酸
(Salicylic acid , SA)最近也被接纳为三类新的植物激

素。同位素标记等灵敏分析方法的应用为这些化合

物的内源水平及其代谢相关的生物合成途径研究提

供了大量的信息。 分子生物学和遗传学的介入 ，例

如诱导突变和转基因技术，从根本上推动了植物激

素的研究。通过多种方法，已经发现了某些激素作

用机理的部分组成要素。 如， ETH 和 ABA 信号转
导的途径已基本被揭示(1) 。

植物体的形成以及生命活动的循环都需要细胞

分裂、伸长和分化的严格控制。启动任何一个信号

转导过程的首要前提就是信号的真实存在 ，一个被

广泛接受的主要机制就是控制这些过程的激素分

布。对激素的定量分析已经揭示了植物的生长发育

和生理过程与激素水平的变化存在相关性，但对于

它们在植物器官和组织中的分布情况的了解却仍然

很少。研究激素在特定的细胞和组织内的作用需要

能精确描述其分布的技术。由Coons 等(2)开创的利

用免疫球蛋白高特异性来检测组织切片中抗原决定

簇的免疫细胞化学技术为植物激素的定位研究提供

了有效手段。

为了定位组织中的抗原，我们需要特异的抗体、

能完整保留抗原决定簇的固定程序以及能显示结合

抗体的标记物。本文主要阐述 Auxin ，ABA、GAs 和

CTKs 的免疫定位，但并不打算详细列举不同的免

疫细胞化学定位程序，因为这可以在其他文献中查

到。我们的目标是句勒出对于植物激素研究的特异

方法，以及免疫学技术在激素生理研究中的应用。

一、植物激素抗原的设计

植物激素是一些小分子化合物，缺乏免疫原性，

被称为半抗原，需要与载体蛋白偶联后才能诱导宿

主动物对它们产生良好的免疫响应。迄今使用过的

载体蛋白有牛血清白蛋白 (BSA) 、人血清白蛋白

(HSA) 与血蓝蛋白 (Keyhole limpet hemocyanin , 

KLH)等。 BSA 是其中最常用的，具有大量的反应

基团，能在水中或某些有机溶剂中充分溶解。 而

KLH是一种价格昂贵的免疫原性很强的优质载体

蛋白，但是水溶性差，难免影响其免疫原性;另外一

个缺点是其溶液常较浑浊，难以根据 280nm 吸光度

计算其浓度。目前有的公司已推出了多种兼具高免

疫原性及良好水溶性的 KLH新产品。

李宗霆和周鳖(3)认为，设计植物激素免疫原时

应注意以下几点:首先，抗原的构像是决定所产生的

免疫球蛋白特异性的主要因素，因此应根据检测的

需要选用合适的半抗原免疫决定簇，使偶联部位尽

可能远离这个决定簇。 其次，在合成免疫原时，应防

止植物激素分子重要基团的损害，并力求在植物激

素与蛋白质分子之间插入一个长度适宜的"桥"，以

增强半抗原决定簇在植物激素抗原分子中的暴露程

度。此外，产生抗体的可能性还与偶联载体蛋白的

半抗原数目直接相关，一般以每 1 mol BSA 结合

5 一 15 mol 植物激素为佳。目前，一致认为抗植物

激素抗体的专一性主要取决于半抗原，蛋白质的偶

联途径，而与供试动物的种类和个体差异的关系不

大。 为了制备得到预期性状的抗体，必须重视设计

和合成特定的免疫原。

二、植物激素抗体的制备

为了获得呵|喋乙酸 (Indole-acetic acid , lAA) 的

抗血清，设计了 3 种抗原。 lAA 可以通过毗咯部分
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的 N 原子与 BSA 偶联[4] ，或者通过乙酸侧链援基
端的 G 与 BSA 偶联[5-7] ，还可以通过苯环的 G 与

BSA 偶联(8)0 Ct -IAA 的单克隆与多克隆抗体被证

实对 lAA 甲醋的亲和力明显强于游离 IAA[63] ，它

非常适合定量分析但不是理想的免疫细胞化学的抗

体。通过比较实验， Marcussen 等(8)证实Cs-BSA 多

克隆抗体的特异性要强于 N1 -BSA 的抗血清。 基于

以上结果，亲和纯化的 lAA-Cs抗体是最适合做免

疫细胞化学的抗体。

GAs 都具有四个环的赤霉素烧基本结构 ，其种

类繁多，到目前已超过 120 多种。为了提高抗体的

专一性，使它能够在众多的 GAs中仅仅识别其中的

一种或几种，曾从以下几种偶联途径进行过研究:

(1)以 GA 的 G-α刀H 作为偶联部位，但只有抗

G~ 的抗体才显示出高度的专一性。 Atwm 和

Weiler[ lO)以 G~-G-BSA 为免疫原，获得了专一性

极好的抗体，对其他 GAs都几乎不识别，其原因可

能是 GP均分子的高度非是基化。 (2) 以 GA1 、 GA3
或 GA吨的 ýß-OH作为偶联部位。 Knox 等[ 11 J获得

了抗 GA1 与 GA吨的两种单克隆抗体，郑志富等( 12 )

获得了抗 G~刀的单克隆抗体。 (3)利用 D 环外的

亚甲基作为偶联部位。

Weiler(13)设计了两种能产生抗(+ ) -ABA 抗血

清的抗原。第一种抗原是(+ ) -ABA 通过竣基部分

与 BSA相偶联。第二种抗原是(+ )-ABA 通过 C4
原子与 BSA 相偶联。把这两种抗原注射到家兔体

内后，一方面产生了一种特异识别 ABA 及其结合物

的抗血清，另一方面产生了一种特异识别非结合态

ABA 的抗血清。

常用的用于产生不同GrKs抗体的抗原是细胞

分裂素核昔与蛋白的复合物。 载体蛋白与核糖部分

偶联，则使 N6-取代基完全暴露，这有利于产生高特
异性的抗体。 获得这种抗原的方法之一就是用过映

酸来氧化糖基，使其易于与载体蛋白的氨基起反应，

随后此反应可以被氢砌化物的还原作用所稳定。 利

用这样的抗原，已经获得了一系列的抗GrKs 的高

特异性兔多克隆抗体和鸡蛋卵黄的单克隆抗

体[ 13 - 15 ) 。 不同核昔结合物的抗体特异地识别不同

的侧链，而且它们对侧链的空间构型也是具有选择

性的。 然而，由于核糖基的存在使得与抗体的结合

活性没有选择性。 为了获得某个单一的抗GrKs 的

抗体， Stmad 及其合作者们( 15 )设计了一种问亚基

仍然暴露在外面的替代型细胞分裂素核昔复合物以

及细胞分裂素复合物。 半玻E自由先衍生物、核糖缩醒

和竣基乙基细胞分裂素被证明是利用过腆酸偶联核

背最有价值的替代物，但是这些抗原不能诱导产生

特异识别单一的抗GrKs 和抗细胞分裂素核昔的抗

体。此外 ，利用竣基乙基衍生物作为半抗原， Bran­

don 及其合作者获得了选择性结合 N6-O-葡萄糖亚
基的单克隆抗体(16) 。

与产生单克隆抗体相比，生产多克隆的抗血清

需要较少的时间和劳动力投入。 然而，要用于免疫

细胞化学则需要经过严格的免疫亲和层析后才能使
用[ 17 ) 。

三、植物激素的原位固定

对于植物激素这类小分子的免疫定位，除了在

制片过程中力求保持植物结构的原状外，还应使待

检测的小分子保持免疫原性(irnrnunogenicity) ，不发

生流失或漂移，力求"原位原量固定"。它们在植物

细胞基质中的固定可以通过适当的化学或物理方法

获得。

理论上讲，对材料进行及时的冰冻将能最大限

度地固定这些化合物在它们生活状态时的位置。 事

实上，快速的超微冰冻固定优于化学固定，因为与常

规的化学固定相比，它能够较快地固定样品 。 而且，

在包埋和免疫定位过程中必须防止扩散。 在脱水过

程中的扩散问题已经通过采用诸如冰冻替代和分子

蒸馆等低温流程获得了解决。脱水后的低温包埋也

是最合适的。为了免疫定位低分子量的化合物，如

植物激素等，结合高压冰冻固定和分子蒸馆是非常

有效的。目前，高压冰冻固定技术已经可以固定

0 . 6rnrn厚的样品而没有损伤性的冰晶产生，并且已

经成功地应用于植物样品中的原生质体(18) 、细胞悬

浮液[圳、腺毛柄细胞和幼苗叶片细胞(20) 的冰冻固

定。分子蒸馆可以除去无定形态的水分而免除了玻

璃化和再脱水的麻烦，因此它在超微定位中不会使

可容性的分子本身改变、重新分布和流失。 最初在

烟草根尖的GrKs 和环核昔酸免疫定位结果显示，

高压冰冻固定结合分子蒸锚的方法可以很好地保存

超微结构和抗原性。然而，对细胞的保存依赖于组

织特异性，例如在气生的植物组织中就不能获得令

人满意的结果。把这些技术应用于其他的实验模式

如细胞悬浮培养物和原生质体可能具有巨大的潜

力 。

利用化学方法把植物激素固定到内部蛋白的程

序已经广为人知。 E[汇反应后， ABA 和 1M 等可
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以通过偶联剂将它们固定结合在周围的蛋白质上。

经过戊二醒反应后， IAA 同样也能通过呵|睐环上的

氨基部分与蛋白相连。然而，植物中还没见到有关

ABA 和 lAA 通过苯环被固定的报道。这种固定方

法将使 ABA 的异戊二烯链或 lAA 的乙酸侧链和呵!

味环易于被抗体所接近。

CfKs在醒的作用下，在植物体内与体外均可

与蛋白相连。 此外，还可以通过与制备其抗原一样

的方法，利用细胞分裂素核昔的间位氧化后再与内

部蛋白相连。 因此，对这两种化学固定方法的选择

有利于利用同样的问-取代基的特异抗体来特异地

检测是CfKs 还是细胞分裂素核昔( 14 ] 。 感兴趣的

抗原决定簇被固定后，多数研究者还进行弱的醒固

定以保存切片中的细胞结构。

四、植物激素免疫定位和对照

固定完成后就可以在组织切片、原生质体或单

细胞中进行免疫定位了。为了让抗体易于进入单细

胞，在固定完成后需要用酶部分或全部除掉细胞壁，

切片也要用去污剂处理。 材料可以来自于包埋或冰

冻后切片，也可利用徒手或震荡切片获得。基本上，

除特殊的固定程序外，植物激素的免疫定位与普通

蛋白的免疫定位没有什么区别。它也必须进行阻断

处理以中和残留的应基部分和饱和非特异性的结合

位点。在用一抗温育后，需要进一步的清洗以除去

未结合的过量抗体。一抗的结合位点可以通过偶联

了荧光物质、电子(或光)不透明标记物或酶的二抗

来显示。但荧光标记的二抗仅适合于在光镜水平下

观察抗原在组织中的分布，不仅容易受到切片中一

些自发荧光的影响，而且切片也不能长期保存，使它

的应用受到一定的限制。 利用胶体金作为二抗的超

微免疫细胞化学定位可以利用电子显微镜来显示抗

原的分布。 目前所报道的绝大多数植物激素免疫细

胞化学定位的结果都是利用胶体金法来完成的。

免疫定位可以在树脂包埋前进行，也可在树脂

包埋的材料切片后进行。 肢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。 尽管

包埋后免疫定位更好地保存了超微结楠，但是由于

包埋剂的影响，抗原性总会降低。目前国际上广泛

接受的可用于免疫电镜定位的是 LR White 和

Lowicryl ~M等水溶性低温包埋剂。 对疏水树脂

中的材料进行蚀刻可以提高抗原性。 包埋前免疫反

应的优点就是可以允许利用光镜检测切片中的免疫

反应，然后可以根据需要进一步用电子显微镜来检

测。 如果对相对较大的植物材料进行免疫定位，震

荡切片机的切片就能满足需要( 17 ] 。

植物激素的免疫细胞化学定位染色程序中存在

着两个问题，即非特异性染色和交叉反应。造成非

特异性吸附的主要原因有以下 3 点: (1)一抗或二抗

在切片上的非特异性吸附。这可以通过在缓冲液中

添加蛋白质或正常血清的方法加以改善，用高度稀

释的抗体语液温育也是一种有效的方法。 此外，充

分地洗涤也是必要的。 (2) 内源性显色物质的存在 ，

如内源荧光物质和内源酶等，可以在染色前通过适

当的切片处理加以消除。 (3)切片中存在与标记物

特异性结合的物质。 所以抗体必须经过高度纯化，

具有很强的特异性。

P∞l 等[21 ]对产生可靠结果的免疫定位程序提

出了以下几个标准:所采用的方法应该是标准的免

疫细胞化学定位程序;滴定一抗，直到不能再检测到

免疫反应应该是可能的;免疫反应可以被类似化合

物抑制，这种方法应该可以用改变抗原数目的生物

学对照来检测 ;材料必须用非免疫学的方法来评估

抗原水平。 此外，必须进一步检测相关化合物交叉

反应。

为了提高定位结果的可比性，降低背景值，增加

阴阳性之间的差异，在实验中应设以下对照: (1)用

同种的最好是同一个动物免疫前的正常血清代替植

物激素的抗血清。 (2)用过量的植物激素先与抗血

清反应，使抗体饱和，不能再与切片中的该种植物激

素分子结合。 (3)用过量的未标记的"二抗"先封闭

"一抗" 。

大多数作者都认真地考虑了以上的要求，有的

甚至还有所发展。如在醒固定前用甲醇处理组织材

料后， Chriqui 等[22] 没有在烟草切片中检测到抗

CfKs 抗体的免疫反应。 这个结果清晰地表明只有

可溶于甲醇的化合物才能被固定并且可以被 CTKs

的抗体所识别。 同样，在醒固定前省略细胞分裂素

核昔的偶联步骤也会明显地减弱免疫染色[叫。 此
外，一些研究表明，植物提取物的免疫反应活性仅局

限于那些与抗原具有相同保留时间的层析组

分[6 ， l5 ] 。虽然设计了足够的对照，正如所有的免疫

反应那样，在理论上仍然存在反应位点是一些高度

集中的未知化合物的可能，从而使分析结果出现难

以避免的偏差。

五、免疫细胞化学定位在

生理学研究中的应用

许多研究表明，内源植物激素在同一器官不同
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组织之间、甚至同一组织各个细胞之间的分布往往

是十分悬殊的。 这些差异的确认，仅凭单纯的定量

测定技术是不能完成的，需要同时取得定位的证据

才行。对于细胞内各种植物激素区域化分布的认识

则更有赖于免疫定位技术的发展。 可是，由于植物

细胞存在结构致密的细胞壁，比动物细胞更难以被

抗体分子穿透。 加上植物激素是小分子，在组织的

固定、脱水与包埋过程中，往往容易流失。 另外还存

在内源激素含量低微以及非特异结合值有时偏高等

困难，导致植物激素免疫定位的进展十分缓慢，仅极

少数的文章涉及到这方面的研究。 大多数研究者采

用胶体金作为标记物，并倾向于电镜观察，一般着重

于方法学的探索和生理学的研究。

1. IAA 的免瘦定位

IAA 是研究最广泛和深入的一种植物激素，但

IAA 的免疫定位仍处于早期阶段。 直到 1990 年，

Ohmiya 等(23)才首次发表一例 IAA 的免疫胶体金

定位实验。 遗憾的是该例很可能是一种腐像，因为

他们利用 EOC将 IAA 的梭基侧链固定在细胞内的

蛋白质上，却用抗环连接的 IAA-N-BSA抗体进行定

位，因而结果的可靠性很值得怀疑。 抗 IAA-N-BSA

抗体对自由的 IAA援基侧链是特异的，如果将其封

闭必将导致 IAA对抗 IAA-N-BSA 抗体免疫反应性

的丧失。

陈以峰等(24) 观察到授粉 24 小时后，烟草花柱

中段薄壁组织细胞内的 IAA 显著增加，主要分布在

淀粉体和液泡中;花粉管壁上也观察到 IAA 的分

布。陈以峰等(25 )还发现烟草卵细胞内的 IAA 在受

精前后几乎没有变化。

2. ABA 的免疫定位

自Sotta 等(26)开始 ABA 的免疫定位研究以来，

免疫细胞化学已经成为研究与干旱胁迫相关的

ABA生理效应的一个有用的工具。他们观察到植

株内有一个 ABA 梯度。 在较老的芽中，ABA 主要

集中在茎类的静止分生细胞内，中柱细胞以及叶绿

体中也较多，但形成层的薄壁细胞内则元。在水分

胁迫条件下，上述存在 ABA 的部位染色会增加，表

明 ABA 水平的增加。也ssountzov 等(27) 发现 ABA

主要集中在两个部位 :一是和筛管及导管相连的薄

壁细胞内;二是侧芽顶端和原形成层细胞的细胞质

以及核内 。 他们的观察结果还证实了 ABA 在细胞

质内合成，在细胞成熟后再转移到质体内的假说。

对植物进行水分胁迫会明显地增强 ABA 的免疫反

应 ，这与豌豆和熏衣草中内源 ABA 含量的增加一

致[28 ， 29] 。在可利用水分极少的情况下，烟草和熏衣

草中的 ABA在质外体空间积累。 但在质外体空间

的 ABA增加的同时未检测到叶绿体中 ABA含量的

下降，这与早期推测的水分胁迫下 ABA 的释放来自

于叶绿体的模式不一致。 该结果暗示了来自根部的
ABA生物合成和输出的增加(29) 。

贾文锁等[30 )用 ABA 的肢体金免疫电镜技术研

究了水分胁迫下蚕豆气孔关闭与 ABA 的区域化分

布的关系，ABA 主要分布在叶绿体中 ，细胞质和细

胞核中也有少量，但液泡和细胞壁中元。王学臣和

贾文锁[31 )观察到水分胁迫可导致蚕豆表皮细胞质

外体 ABA含量的增加;而保卫细胞在水分胁迫前就

已经含有大量的 ABA，它主要分布在叶绿体和细胞

核中，细胞的腹壁及相邻的外壁和内壁也有大量的

ABA存在，但背壁 ABA 的量很少;气孔完全开放

时，背壁的 ABA 含量更少;当水分胁迫导致气孔关

闭时，保卫细胞背壁 ABA 含量大增，说明气孔运动

与保卫细胞中 ABA 的区隔化分布与再分配密切相

关。

3. GAs的免疫定位

Yamaguchi 等[32) 在 一 78t 将水稻花药快速冷

冻，用 2%Os04 的丙酣溶液置换水分并使细胞内的

GAs 固定，再用抗 GA1 和抗 GA啡等的单克隆抗体和

肢体金标记的二抗对花药的超薄切片进行电镜观

察，发现表皮细胞的核、线粒体和角质层中均有 GAs

存在。

陈以峰等[24)观察到烟草雌恋的花粉管生长途

径中，花柱穿过的引导组织内 G~刀显著增加，主要

分布于淀粉体和胞间基质。 正在发育的烟草原胚的

大部分细胞器内广泛分布 G~/7'在 6 一 12 胞原胚

中，由胚到胚柄存在 G~/7由高到低的梯度分布，暗

示胚与胚柄之间出现了 GAs 的跨壁转运(33) 。

4. 口Ks的免疫定位

CTKs 的免疫细胞化学研究主要被用于说明一

些与形态发生、生理和细胞分裂有关的问题。

Zavala 等[34 ) 对二氢玉米素核昔的组织化学定位结

果发现，在根尖静止中心周围的分生细胞内有特异

的二氢玉米素核苦的染色，而静止中心细胞内则元，

从而否定了根尖静止中心是 CTKs 的主要合成部位

的假说。 对野生型和无侧枝的番茄突变体中的玉米

素和异戊烯基类细胞分裂素的免疫定位结果表明，

番茄侧芽的形成依赖于细胞分裂素的含量。 在番茄

植株上沿茎及根存在着一个向基的逐渐减弱的梯

度。 免疫反应主要集中在茎的顶端分生组织和幼嫩

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



第 24卷第 5 期 细胞生物学杂志 261 

的叶片中，野生型比突变体中要强得多，野生型的幼

嫩腋芽中还表现出一定的免疫染色[叫 。

在一些诱导模式实验系统中，花诱导时在茎的

顶端分生组织中观察到了细胞分裂素的增加[35J 。

推测细胞分裂素的流人是与花诱导相关的生理信号

之一，或者说明细胞分裂素参与了花的形成。为了

研究一种日中性烟草从营养生长向生殖生长转变的

过程中茎顶端分生组织细胞分裂素类的变化，利用

免疫定位和串联质谱仪检测了异戊二烯类细胞分裂

素水平的动态变化。 两种方法均发现与元器官发生

的过渡期相比，叶和花诱导时期的茎顶端分生组织

含有较高含量的细胞分裂素。而且，免疫定位分析

表明，与异戊烯基腺瞟岭和二氢玉米素相比，玉米素

多均一地集中在核区，提示玉米素在核的分裂过程

中具有特殊的作用[17J 。

Ivanova 等[ 36J利用免疫细胞化学的方法研究了

体细胞胚中细胞增殖与 CTKs 之间的关系。细胞核

中显示出很强的玉米素信号，异戊烯基腺瞟岭也显

示出与植物有丝分裂蛋白类似物和 BM28(一种与

人 MCM族细胞增殖特异蛋白的核基质蛋白类似的

蛋白)共同存在于核中。 在这个实验模式系统中，第

一次揭示了核中的 CTKs 与细胞分裂之间的密切联

系。

Chriqui 等[22J采用细胞分裂素的免疫细胞化学

定位技术回答了有关体外培养木本植物再生的一些

问题。利用这一技术，他们发现了分化时木本植物

比草本植物的细胞分裂素水平下降迅速得多。此

外，他们还提供了额外的证据表明细胞分裂素对木

本植物茎的诱导起促进作用。

烟草雌恋的花粉管生长途径中，花柱引导组织、

珠孔、丝状器及助细胞内存在较多的顺式玉米素( t­

Zeatin , t-Z) ，花粉管穿过引导组织或受精后，这些部

位的 t-Z 显著减少[24J 。 陈以峰等[25J还观察到受精

前烟草卵细胞内有大量的 t-Z，主要位于细胞核、内

质网与线粒体上;与卵细胞相邻的助细胞合点端及

中央细胞珠孔端亦有较多的 t-Z。受精后，合子与宿

存助细胞 t-Z 显著减少，正在加厚的合子细胞壁中

有 t-Z 的分布。

5. 其他植物激素的免疫定位

何宇炯等[37J利用胶体金免疫电镜定位技术研

究了绿豆上胚轴细胞中 BR 的分布，他们发现叶绿

体、核仁和液泡内有大量的金颗粒标记，细胞膜和淀

粉粒中也有，但细胞壁中元。 Taylor 等[38J观察到随

着花粉发育过程中造粉体的成熟， BR 在淀粉粒中

的分布依次增加，支持了淀粉粒是 BR 贮藏器官的

推论;而且在花粉粒吸水后， BR 能够迅速从淀粉粒

中转运出来供花粉萌发所需。

六、结语

为了精确地定位植物激素，两个主要的问题需

要解决。第一个问题就是减少扩散，而扩散又是这

些低分子化合物的共同特点。 为了解决这个问题，

可以利用化学的或物理的方法来固定细胞中的这些

化合物，在几分钟内就能固定的化学方法虽然没有

冰冻法好，但是它不需要精密和昂贵的实验仪器。

而且，化学固定是基于与植物激素特定基团的反应，

它能够特异地连接某一类型的分子而排除那些竞争

抗体的类似物。例如，在细胞分裂素的免疫细胞化

学研究中，我们可以分别固定 CTKs 或 CTKs 的核

昔[14 J 。 固定方法的选择应该依所要解决的问题而

定。如果我们只关心植物激素在不同组织的分布，

化学固定也许要好一些;如果我们要探查化合物在

细胞内的定位以及要求细胞结构的完整性，冰冻固

定则更可取。

第二个问题所应注意的就是检验的特异性，这

也是所有免疫细胞化学定位所需考虑的问题。 这个

问题主要决定于抗体的特异性。 正如前文定位程序

中所提到的一样，需要进行一些严格的对照实验。

至今，对于植物激素的免疫定位技术的探索虽

已经历了 20 多年的历史，但仍未见直接应用于生理

生化研究取得重要发现的论文。究其原因，一是难

以准确估计在制片过程中待测植物激素分子的流失

率。这种流失率不仅与固定技术有关，还取决于植

物组织与细胞中各自的蛋白质含量。 但可望用偶联

剂的蒸汽固定法、光亲和标记固定法结合模拟实验

法减少或测定流失率。第二个限制因素是免疫学试

剂(一抗或标记二抗)难以透人植物细胞以及胞内干

扰物质较多。今后有待于更多的探索与创新，才能

使这项技术实用化。

未来植物激素的免疫定位的发展将极大地获益

于显微镜技术如共聚焦激光扫描显微镜和图像分析

软件等的发展[14，队29J 。 此外，利用光亲和标记的

[3H J ， 5-N3IAA ， Fischer 等[39 J 观察到辐射对称胚向

两侧对称脏的转变与 IAA 的重新分布有关。 Senger

等[40J把抗 ABA 抗体的 scFv 转入烟草的结果表明

ABA 对于花后 10 天左右的球形胚的形成有很重要

的作用。

利用免疫染色来完全定量不同组织的激素水平
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仍然存在极大的困难。我们必须考虑到细胞器和细

胞体积的差别、抗体渗透性的差别、以及固定的有效

率等。不过，在同样实验系统的比较研究中，它还是

可以提供相对定量的信息。

植物激素的免疫定位将能加深我们对植物激素

作用的理解，它的普及和应用必将给植物激素作用

机理的研究带来突破性的进展。目前，它是惟一可

以用来研究植物激素原位分布的研究方法，而且它

对定量分析的结果提供了有力的补充。 应该注意的

是，这种方法所能提供的仅仅是这些化合物时空分

布的信息，其本身并不能得出作用位点和源库关系

的结论。 在突变体或转基因研究中采用这种方法，

可以勾划出更加完整的植物激素作用机理的模型，

以及鉴别特定的靶细胞或细胞器。而且，结合免疫

细胞化学技术和利用报告基因或融合蛋白的研究手

段，将是植物激素信号转导机制研究的强有力工具。

摘要

本文介绍了植物激素免疫细胞化学定位研究中

常用抗原与抗体的制备、激素小分子在植物细胞内

的原位固定及其在激素生理研究中的应用。
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单核苦酸多态性 (SNPs)原理及其在植物功能基因组学中的应用前景

刘使教潘建伟朱睦元普 顾青

(浙江大学生命科学学院杭州 310012) (杭州商学院生物工程系 杭州 310035) 

2001 年 11 月诞生了人类基因组 SNPs ( Single 

Nuclωtide Polymorphisms ， 即单核昔酸多态性 ) 图

谱，这是第一张精确的 SNPs 图谱[IJ 。同时在植物

基因组学研究中，各国科学家在拟南芥( Arabidopsis 

thaliana ) 基因组测序完成后，也正积极绘制其

基金项目:国家自然科学基金 (39770420 ， 30100115) 和
浙江省 自然科学基金(300255)资助项目 。

幡通讯作者。
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