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…九八七年细胞生物学自然科学基金评议结果

王钦 南

《国家自然科学基金委员会 ， 生物科学郎 ， 北京》

一九八七年度生物科学基金评议工作已经结束， 评议结果已揭晓。 本;年生物科学部受理自然科学基金申请

3341 顷 ， 申请总金额 1 8734 万元。资助率为 27 %，强度为 2 . 7 万元。
细胞生物学歪理 10 1 琐 ， 申请金额为 6 58 万元。冥中 获准资助 28 J页 ， ì l' 8 2 万元。 资助和为 28 % ， 强!主为

2 . !J 3万元。此外， Ú 5 个研究内容好，设计思想先进， 技术路线叮行 ， 可予期达标的项目 ， 应届资金之列。但由

于木基金数额太少， 通过其它途经丁'.J获经费， 经考虑?有不资助 。 尽管如此， 还有一批相当好的申泊裸j涩 ， 仍)ij尘

资助。
今年申请的内容 ， 木学科有如下特点:
1. 细胞生物学向分子生物学方商深入 ，从裸题的设 ~ I 思想 r采用技术路线和手段直至到达的目标比白所体圳。

2 . 细胞生物学 IÎ Tj 其它学和|渗透 ， 如 lí'J边传学 、 生i二理学平1:1生物化学窍 ， 使的 一些裸也在分类上1Þ::>:1t 肯μj属于

哪个学和| 。
3 . 所申 请 !'I(J项目集 1 -1 1 {l:儿 个1j:1 心问题 ， 女1]细胞分化， 细胞器的~M忽和1功能以及细胞竹架系统 ~iJ; 年':H 阳 绕着

生命]'1-1'.象的基本规律。

从近几年米本学科的东;展情况 ， 1归年很可能着重资助 : i 细胞识jJ IJ 1 ii 染色体构建 与基因丧达 ; JJJ 细胞周期

调控 ; iv 细胞'目'架系统等研究方向的课题。

间隙连接与发育

王绳 1夺

(中国科学院上海细胞生物学研究所 )

一、 概述

早在 HJ59 年， Furshpan 等研究 整虾运动

神经 l!j'巳发现， 进入一个神经元的电流能直接

扩散到相邻神经元， 其问不需经过突触的化学

传递过程[1]。这种电偶合的存在，使得神经 ì~l

动可以毫不3.![ ].g J也在神经元 rflJ传递。 后来 ， JA 
形态上证实质膜上有一种当:时·称 之为 "nexus"

的特殊结构， 这种结均与电偶合相关联 ， 1967 

年由 Revel 等 l2 ]元白 :'/J "gap junction" ， 中文译

作问隙连接。

早期进行的形态学观察和细胞问电偶合的

研究巳确认间隙连接处是偶合的位点。 注射荧

光染件和其它板|丰标记物的实验进一步证明它

有-个亲水的通道。 现在， 关于间隙连接结构

特征 (1甘资料ïE :ì窒渐职累起 来。山于 X一射 线衍

射技术和分离膜的电子显微镜检测技 术 的 应

用 ， 巳可望在更 i电层次上茧现它的结构。 结合

许多新发圳， Makowski 提出间隙边拉模式l到

( 图 1 ) 。 因 1 ， 示间隙连接的结构快型， 它由

分布于向相邻细胞质膜上的连接子技合形成，

每个连接子包含六个穿越细胞脂质双分子层的

蛋白质亚单位， 这些亚单位相它们所田成的通

道 的轴之间稍 有 倾 斜(引自 Makowski 等

1984 l J ]) 。

间 隙连接几乎存在于所有类型的动物组织

中。 不论是兴奋性组织还是非兴奋性组织， 成

体组织还是胚胎组织， 其细胞间都有间隙注:

按。 它为细胞通讯提供了结构基础，是元机离

本文_iJk ;家曾必;白教授 i旨导和I't l l 间 ， 作此致ìM t
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图 1 间隙连接的结构模型

子和l小分子有机物(~ 900 道尔顿〉在细胞间运

输的通道部位。细胞内许多调节分子(如 cAMP

和其它第二信使)都小于这个极限， 可以想象，

由于它们在细胞问迅速扩散， 导致这些细胞活

动的协调。

在发育的很早时期就有间隙连接出现， 它

们使在生长控制 、 形态建成和组织分化中起调

节作用的物质的细胞间转运成为可能。 本文将

着重讨论问隙连接与发育的关系 。

二、生?1î细胞的发宵与间隙连接

1.雄性生硝细胞

桔子在靠丸的曲细精管中发育。 观察大鼠

辜丸的切汀，可见曲细精管中排歹IJ着许多生殖

细胞的发育波， 一个发育波分为 14 个阶段，

每个阶段都有一定的细胞组合，靠管壁的细胞

较原始， 越近管!陀越成熟。 生殖细胞的这种特

殊分布， 需要有相应的、适合其发育的微环

境， 这种例:圳、境由支持细胞提供。研究表明 ，

尽管相邻 n<j Ij:硝细胞之间以及生殖细胞和支持

细胞之间均无间隙连接， 但支持细胞之间却有

连接发生， 这些连接是形成血-辜屏障的主要

结构成分， 有效地阻碍着体液成分直接进入曲

细精管管腔[4 J。支持细胞间的连接包括紧密连

接和间隙连接。有趣的是， 在未成熟辜丸中，

血一辜屏障尚未形成，此时支持细胞间无紧密

连接，但有典型的间隙连接F 随着辜丸逐渐成

熟， 支持细胞间开始出现线性排列的颗粒， 最

初这些"线"是蜿蜒曲折、非定向的， 以后慢慢

地民为平行而定向扣ii歹IJ 的 紧!fj<，: :ì毛接， 白一!在屏

障完全形成 ; 同时，间隙i韭 ;JK i' 1甘数f-ïl Jr_ 辛苦减

少， :ìJ~ 房子里纵向排歹IJ[ 町 ， 这些问隙连接位于

平行排歹IJ (I\J 紧密连接之间，夕|、用旦矩形。 发育

过程中连接的变化反映出紧密连接和l间 隙连接

间结构和功能的密切关系[町，紧需连接是形成

血一串屏障必不可少的结构，而非典型间隙连

接可能为精子发生周期中细胞活动的协调提供

了结构基础， 使支持细胞能够在常地执行功
三‘"
Me 。

2. 雌性生殖细胞

卵子发生可看成是个体发育的开始， 整个

发生过程都有间隙连接参加。 在班:， i包中 ， 诺:泡

细胞之间通过间隙连接沟通， 共同组成一个功

能 JX; 卵子也通过间隙连接从周围放射冠的滤

泡细胞获得生长发育所需信息。 在大鼠的惊泡

生长期 ， 雌激素促进间隙连接形成 [ 7 1 ，使卵子

生长时与语:泡细胞保持着代谢的和生理的偶

合，调控卵子成熟的分于经该通道进入卵子，

促性腺激素 LH 和 HCG 贝IJ 与外周惊泡细胞的

细胞膜受体结合，引起 细胞内 cAMP 水平升

高， 破坏卵子和惊泡细胞之间的连接通讯[町，

导致减数分裂恢复手11卵子成熟[9] 。 在这里，间

隙连接起着一种将调控卵子成熟的分子输送到

卵子， 抑制卵子成熟的作用 。 在两栖类和昆虫

卵子发生过程中， 间隙连 接也有类似的 功

能[10 ， 11] 。最近，用冰冻-蚀刻方法对大鼠卵丘一

卵子连接复合体的定量分析表明，在排卵剌激

2-3 小时后， 卵丘细胞间的问隙连接减少了

大约 1 5 倍 ， 这种连接的丧失与肝泡破裂和卵

丘膨胀有关[1 主 ] 。

三、早期胚胎发育和间隙连接

最早从事在胚胎中与问隙连接有关工作的

是 Potter 及其合作者。 1966 年，他 们发 表了

用电生理方法在枪乌贼胚胎中进行的工作，指

出 z 在胚胎发育过程中， 细胞电偶合范围逐渐

缩小与细胞相互作用范围逐渐缩小有平行现

象[ 13 ) 。 此后，胚胎发育中间隙连接的作用越

来越引起研究者们关注。

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



22 细胞生物学杂志 1988 年

1. 卵裂和费胚期

现已知道， 在最初的几次卵裂中即出现间

院连接， 已成为所有脊椎动物和大多数无脊椎

动物胚胎的一 般特征。 Dorresteijin 等研究 软

休动物 Patella 胚胎时发现， 在 2 细胞期已可

用冰冻一蚀刻方法检测到间隙连接，然而，到

32 细胞期，这些连接才处于功能状态。此期

恰恰是胚胎从辐射对称向两侧对称转变的时

期。 细胞割除实验表明 ， 这-瞬间需要动物极

4 个中央小分裂球与-个植物 极 3-D 大分裂

球之间进行利i接触依赖性的相互作用，以便

建立胚胎的背腹极。 在这个时期向 3-D 大分

裂球中注射荧光染料，可见染料有选择地进入

中央小分裂球[ 14)。中央小分裂球和 3一D 大分

裂球之间的相互作用暗示着连接通讯的突然开

始，促进了软体动物胚胎从辐射对称向两侧对

称转变以及间隙连接可能参与了诱导讯息的传

输。小鼠胚胎从 8 细胞期开始形成间隙连接，

在此之前， 通过细胞质问桥使姐妹卵裂球 偶

合， 但是， 连接蛋白的前体分子在 4 细胞期已

经存在 [ 1 5 J。有人推测， 在 8 细胞期形成间隙

连接，保证了以后卵裂产生的大量卵裂球间的

代谢偶合， 而细胞间桥则仅能维持少数细胞间

的偶合(1 6) 。

连接通讯同样存在于那些i不完全卵裂型的

胚胎中。 在硬骨鱼 Fundulus 胚胎的卵裂期和

囊胚期，所有细胞间都存在电偶合和染料偶合;

到晚嚷:胚期， 囊胚的边界细胞与大卵黄细胞之

间的偶合消失， 它起因于通道的关闭，从而形

成两个通讯区: 多细胞囊胚区和|卵黄细胞区。

由于随后出现原肠形成运动， 因此引起人们假

设， 此刻连接偶合消失对原肠形成和组织决定

是重要的[ 17)。这种非偶合还可能是促进 囊胚

细胞向卵黄细胞外包的一种机制。

2. 原肠胚期和神经胚期

关于原肠胚期和神经胚期间隙连接的变化

也有一些工作。 在东方蝶蝶原肠胚早期，外胚

层细胞间有间隙连接，但这些连接的连接子排

列紧密， 可能无通透功能[lS]; 从原肠形成到

神经营闭合这一发育阶段，间隙连接持续存

存。 其结构和早期细胞的明显不同， 连接子排

列松散，而且处于活跃的动态 变 化中[ 19)。将

早期原肠胚外胚层割离，用豚鼠骨髓抽提液进

行诱导处理，再结合图象分析仪计数，指出诱

导后反应细胞的间隙连接处于活跃的 功能 状

态。认为诱导作用之后， 受了诱导作用的细胞

在进一步分化的过程中， 细胞间的相互作用是

十分重要的，间隙连接很可能就在这里起作
用 [2010

四、组织分化与间隙连接

胚胎发育晚期， 各种组织开始分化， 在一

些组织的分化期间，出现了间隙连接特征性消

失现象，这种偶合功能的丧失常常与细胞分化

的最后阶段相联系 ， 有人推测， 间隙连接参与

了这些组织中细胞增 殖控制和模式形成

(Pattern Formation) 。

在昆虫发育的研究中，人们提出了发育区

假说，认为随着发育的进行，胚胎中形成一系

列发育区， 这些区由明显的界限所分隔， 一旦

一个发育区的区界被确立， 这个区内细胞的命

运就受到限定。 这些细胞将按照不同于相邻区

细胞命运的方向发育。 关于果蝇翅芽发育已绘

出发育区界图。值得注意的是， 在区界线处，

荧光标记物从一个细胞跨越这条线到另一细胞

的通透性明显受抑[21) 。 近期研究证明至少有

9 条这样的线存在。 这种通讯区与发育区的范

围是一致的 [ 22 )。更细致的工作 指 出， 染和| 穿

越体节或翅芽区界转运的受阻抑， 是因为存在

着"界细胞" (border cell) ， 这些细胞在区界处

形成 1-3 个细胞宽的带。体外培养实验证明 ，

虽然在整体情况下界细胞带处通透性被阻抑，

但在一定的体外培养条件下，界细胞的连接对

染料却有着几乎正常的通透性。 很可能在发育

期间界细胞通过调整不同时间内问隙连接通道

孔径大小，进而调整分子从一个区到另一区的

穿越速度[ZSJ; 当体节或发育区 形成 时， 界细

胞处间隙连接选择性关闭， 为体节或发育区内

环境的稳定提供了保障，利于其进一步分化，
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并使+11 令1~ {/f,. ~ 'ì !J' ' Il飞'!~: I丁厌的发育保抖-有 -定的白

主机 。

神兰有生Fl织的发育与问隙连接的变化有一定

的关系。问|号!连接的存在是暂时的， 通常在午111

经分化期间泊失。 以爪始由自斟脊髓的 Rohon-

Beard 衬I~毛元发育为例， 早在 Ca2 + 动作电位出

现以前， 细胞间就有电偶合， 这种偶合有着电

压依赖性，如果使细胞去极化或超极化超过一

个阔值时 ， 细胞间不再偶合。 当偶合细胞产生

Ca2+动作 FE位时， 一个细胞的动作 电位可激

发另一偶合细胞的动作电位，而那些不能引起

偶合细胞达到兴奋 |萄值的 Ca2 + 动作电位贝IJ 能

在 |屏问内降低细胞偶合 强 度， 到尾芽期，

Rohon-Beard 种经元已完成分裂并长出轴突，

随着细胞内 Na+ 动作电位出现， 神经元之间

的连按偶合特征性消失[ 2 4 J。鸡胚视网膜发育

分化肘-也让\ trv~ n~l 隙连接的变化。 在 3 天鸡胚

中 ， 间隙注接仅出现于神经视网膜外界膜下的

一些细胞问 ; 到 5 - 6 天，则不仅出现于外界

膜区， 还出现于神经视网膜较深部分的细胞

中， 其数到和大小显著增加 p 至孵化 9 天时，

间隙连接基本消失[ 25 J 。这些事例 启示 : 连接

偶合的消失可能触发胚胎组织分化的 最后 阶
Frt 
在又。

脊椎动物骨悟肌的发育和分化过程 也有间

隙连接参加。 将两栖类中期神经胚已决定的中

胚层细胞在培养条件下解离一定时间再团聚培

养， 有正常的肌肉分化，冰凉一蚀刻可显示间

隙连接[叫。我们用爪蛤做的实验表明， 在原

肠末期 ， 大规模形态发生运动基本结束，中胚

层已形成一个完整的中胚层套， 此时， 中胚层

细胞问开始出现间隙连接， 在 |随后的肌节中胚

层发育中 ， 间隙连接持续存在， 其数量和大小

都有增长， 直至脊髓的神经纤维伸达肌节肌肉

细胞之间 ， 神经肌肉传递和电兴奋性开始出现

后， 间隙连接才消失(王绳琦， 未发表资料 )。

五 、 间隙连接参与发育的直接证据

过去的十几年， 由于没有专-性抑制细胞

通讯的药物， 对于间隙连接在发育中的作用 ，

只能根据形态和生理的检测进行推断。 近来，

间隙连接蛋白已被纯化， 并 11íl]备了抗体， 为直

接检验间隙连接与发育的关系提供了新手段。

198 4 年， Warner 等将抗问隙连接蛋白的

抗休注入非洲爪瞻旱JíJ-l 胚胎， 从而提供了有关

间隙连接在早期胚胎发育中起一定作用的第一

个直接证据。 他们选择 8 细胞期背侧分裂球注

入抗体，以阻断连接通讯。结果 ， 注射过抗体的

分裂球发育出的区域表现出明显的形态缺陷 :

脑和眼发育不良或完全没有。 这些缺陷可能是

直接阻断了控制局部分化的讯息传递 而造成

的 [ 27]。进一步， 当 8 细胞期注射的胚胎发育

到原肠胚时， 需IJ下背部外胚层， 进行中胚层诱

导， 发现抗体注射不影H向诱导作用 ， 但诱导出

来的中胚层细胞的分化受阻[za] ， 证 明间隙连

接为中胚层分化所必需， 它提供分化所需的细

胞间相互作用的一个途径。

六、结束语

从上述讨论可以看出，间隙连接在发育过

程中普遍存在 ， 并随发育和分化的进程而发生

变化。它的出现、 数量消长 、 通道开闭以及消

失常常与特定的胚胎发育和分化事件相对应。

它在发育中可能担负着多种功能。

间隙连接的一个明显功能是提供了细胞间

物质交流和讯息传递的通道。 在胚胎发育早

期 ， 神经系统和循环系统尚未建立或 充分发

育 ， 长距离的讯息传递难以进行。然而， 要使

正常胚胎各部分细胞生长发育彼此协调 ， 离不

开细胞间化学讯息的交换。间隙连接在完成这

一功能中可能起重要作用。间隙连接的另一功

能可能是对细胞的直接的短距离通讯起生理调

控作用 ， 通过调控通道的开启和关闭 ， 控制不

同时期进出细胞的物质种类和数量， 最终调控

细胞生长和发育。 在发育的特定 H才-期 ， 间隙连

接的出现和消失，也强烈地暗示了它们在发育

所需的重要讯息传输中的作用。

间隙连接与形态建成的关系 ， 一直是引人

注意的课题。有人曾提出一个具有启发性的形

态发生概念，认为在胚胎组织中分子特殊的梯
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度分布， 能影响细胞行为， 导致产生特殊模式

的细胞类型(区域特殊性[29 J )。近期工作表明，

间隙连接有助于建立这种化学梯度，连接通讯

的区域模式能决定在 l那些细胞建立什么样的权;

度 [ 3 0) 。当一个简单的形态发生梯度借助于间隙

连接扩散形成时 ， 一般认为就建立了决定周围

细胞相关位置的浓度梯度。 位置信息的确立限

定了细胞的"身份"，细胞将朝限定的方向分

化。

间隙连接与分化过程有关的假设已得到一

些实验证实。前已述及， 在可兴奋组织分化期

间，间隙连接从所有细胞的质膜上消失， 这是

在细胞巳具有相当的组织特异形态和!分子同一

性启发生的一个晚期胚胎事件，它保证了已分

化组织执行;在常功能。尽管在有的物种中连接

通讯的消失不是分化专一 性的， 它存在的时间

可能提供它在分化过程中担任什么角色的有意

义的线索。

虽然间隙连接的研究还较年轻， 间隙连接

在胚胎发生中的广泛存在和变化，说明了它对

发甫的重要性。 一个十分吸引人的假设是z 间

隙连接调控着形态发生因子在细胞间的转运。

如果这-假设最终得到证明 ， 将有助于解决高

等生物有机体中细胞生长与分化的控制l机制!问

题。

摘 要

本文讨论了问 |琼连接与发育的关系。间隙

连接普遍存在于胚胎发育过程中， 并随发育和

分化的进程而发生变化。它的 出 现、 数 量 消

长 、 迦道开闭以及消失常常与特定的胚胎发育

和分化事件相对应。 间隙连接不仅在保持相邻

细胞间代谢偶合和电偶合中起重要作用， 而且

可能通过调控发育所需的重要讯息的传输和分

布， 最终调控细胞的发育和分化。
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植物组织培养的次生代谢产物V1[.酶(过氧化物酶)来

小林部夫

来自辣根(Armoracia rusticana) 的过氧化物酶是

用作|临床检杏用药剂 ， 此外， 由于酶反应灵敏的原故

亦作为酶免疫测定及单克隆抗体的筛选测定 (Scre­

eníng a ssay)的检出用药剂 ，成为工业上各种用途的重

要酶类之一-。 我们为考察用î:*根植物细胞培养生产过

氧化物酶的可能性， 由辣根诱发 l:H愈伤组织。

1. 愈伤组织的诱导

夕|、植休职自 ÝA1根根部的形成层部分。 因为根部横

切时， 夕|、皮形成层部位过氧化物酶活性比中心部位的

高 2一3 倍。另外， 因为从根部采取外植休 ， 微生物污

染的可能性很大， 故最好不使用受伤的根部 。 而要在

注意不要擦伤根的情况下， 用流水洗去附在外皮 l二的

泥土， 除去外皮将根横切成 1cm 厚的圆片，然后进

行灭自处理。灭茵的条件是在 70% 乙醇溶液巾浸 10

秒钟 ， Trt分别浸入 0 .2%沽而灭溶液 5 分钟 ， 0.8 %次

亚氯酸纳溶液 2 0 分钟，最后用无菌水洗净， 由这一

操作所得的根部再用木塞穿孔器沿形成层打孔， 除去

两端后用f膊，音d刀间隔 2 mm 切成外植休。

愈伤组织诱导培养基是 LS 培养基(含 3%民主糖、

1 % 琼脂〉。与首;(~L MS、 White、 Gamborg 培养基等相

比较 ， LS 培养基最适于诱发辣根的愈 伤组织。植物

激素是 l-ji飞乙酸 10 - S moljL-10 - 6 moljL 和 6-=r"基氨

基嘿岭 10 - 6-10 - 8 moljL 以及用激动萦 10 - 6 moljL 代

替 6-辛基氨基I熙岭， 在这两种情况下愈伤组织诱导率

高， 诱发愈伤细织是在 25 'C 、 黑暗下静置四周。

作者此次实验在约 900 个外植休片巾诱导出 83

个愈伤组织。

2. 酶的活性

A. 活性测定法

过氧化氢酶的反应一般用下述方式表示， 作为供

体的基质已有很多报道[ J] 。

过氧化氢酶
供休 + H202 一一一一一〉 被氧化的供体 +2H20

现在作者能以简便的测定方法， 用 4-氨基安替比

林(4-aminoantipirin) 和 2 ， 4-二氯苯盼作为基质。测

注-条件是将含有 4 mmoljL 过氧化氢、 1 mol j L 4-氨

基安替比林 、 2. 5 mol j L 2 ， 4-二氯苯盼和 50 mmolj L 

磷酸缓冲液(pH6 . 7)的反应液Jm入酶溶液 〈全部反应液

墨为 2 ml ) ， 在 3 0 0C下反陀 5 分钟 . 反应结束时加入

2 ml 乙醇， 然后测定 505 nm 的吸光度。在 1二述反应

条件下， 以 1 分钟分解 1μmol 的过氧化氢酶量作为

酶单位〈一个单位)。

B. 过氧化物酶的提取

将细胞破碎， 取其 t清液来测定愈伤组织的过氧

化氢酶m性。 从正在生长的愈伤组织中在无菌条例二下

分离 1 0-20 mg(鲜重 ) 的细胞块， 悬浮于 1 ml 的

0 .01 mol j L 磷酸缓冲液(pH 6 . 7)巾。 然后在水冷条f牛

下用砂~;离匀浆器 ( 1 000 rpm , 1 分钟)将细胞破碎，离

心分离 (2500 x g , 4 'C下 10 分钟)获上清液。离心结束

后立即测定酶洁性(因为存在蛋白酶)。 再将离心分离

后的沉淀物在 80 0 mmoljL 氢氧化仰溶液中悬浮，即可

将与细胞壁结合的过氧化物酶在溶液中分离出来l2 ] 。

辣根愈伤组织在细胞壁上结合的过筑化物酶ìJlj-H最大

致与用磷酸缓J中液溶出的过氧化氢酶的;最相等。

诱导的 83 个愈伤组织用上述方法提取过氧化物

酶， 依据W~活性测亢的结果， 在二辣恨的根部筛选出 14

个洁性比较高的愈伤组织。

3 . 细胞小块选挥法

一般在次生代谢产物的生产中 ， 愈伤组织中产物

的含量比原来的植物减低， 这是大多数不能用愈伤组

织进行生产的原因 [ 3 ]。但是， 这里提及的辣根过氧化

物酶， 在诱导愈伤组织过程中 ， 既然已在根部分离出

*本文摘译自山田康之编者"植物细胞培养?二
二 7Jν' (1 984)商谈社兮千工 /尹-1 7 1 夕 ， 第 84→
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