
8ò 细胞生物学杂志 1988 年

网腔内 G6P 酶定位相一致，所以心肌细胞的

肌浆网在能量提供上也起了很重要的作用。。

摘要

大白鼠心肌细胞的特殊结构一一偶联是由

肌浆网小管和肌膜或横管所组成。 G6P 酶作

为肌浆网的标志酶可以显示偶联的肌浆网小

管。在 Z 线处的偶联有多种形态 z 二联管、三

联管、四联管等。此外，还有横管分支小管和

肌浆网小官 也组成偶眠，平行于肌原纤维，它

能连接一个肌节二侧的Z 线处偶联，形成了一

个立体交织的偶联网 。 丰富的偶联网是心脏肌

肉收缩同步化的物质基础。另外， G 6 P 酶在

肌浆网上定位， 表明肌浆网与精原分解有着密

切的关系 。

图版说明

图 1 ';毛，}见染色的切片 ， í~j1肯放大。 由横管
(t) ， 连拔肌浆间，s) 丰! I 间隙内电子放

注:物质 ( *- ) 共同组成的偶联。 x 80000 
图 2-8 肌浆阅价)均有 G6P 梅反应 ，有高

电子密lZ产物沉淀。

图 2 IdJ肌膜凹入细胞内形成的快口; (t) .HI J占-
旁边拉且 L浆网 (s)形成偶联，糖尿 (千〉

分布在1，l~联周国 ， 在二左下角横笆; (t)旁

有肌浆网组成的二联笆 o x 24000 

图 3 切片正好和l肌浆刷呈切线方向 ， 显示

肌浆网 (s)里问状分布， 在横营( t) 旁

有连接肌浆网附着， 肌浆网小古之间

是相j茧的。 在肌浆网小台间有许多糖

J京 ~ *-)o x 20000 

图 4 二条横笆: (t) 丰11 --条连接肌 浆网 ~s)组

成的三联管， 有糖原想;j位在其周围。

其旁为线粒休 (m) 0 x 580000 

图 5 二条横管(t)和二条连接肌浆网 (s)相

互间隔的四联管。 x 58000 

固 6 横管分支小管由粗变细， 细的和肌浆
网小笆;(s) ---样粗， 分布到A带。 左上

方为二联管( t) o X24000 
圈 7 此横管分支小官( t )直通二~，:{~i E 线 ，其

旁有连接肌浆网 (s)o x 200 00 

图 8 横管分支小管( t )和肌浆网组成偶联，

直通肌节二似tl z 线处偶联。 x 20000 
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向日葵生活脏囊中受精现象的荧光显微观察

用姑

(武汉大学生物系)

迄今被子植物受精过程的观察主要依靠固

定材料获得。直接观察生活材料的受精现象无

疑地可从另一角度提供新的资料，有助于认识

和控制这一重要过程。然而由于技术困难，文

献中仅有个别报道。 Poddubnaya-Arnoldi 在兰

科植物的生活胚珠中观察过受搞过程[11 。 Erd

elska 以菊头拍梗和雪花莲的胚珠为 材料，用

显微电影记录受拙的动态变化[叫。他们的经验

在于选择特殊的植物材料，利用珠被透明的有

利特点，透过胚珠组织、观察受梢的形态变化。

显然，这不可能适用于大多数植物。

当前，胚囊与胚囊原生质体分离的工作已

有相当进展[3-8]。我们用酶法分离出生活胚囊

*中国科学院科学基金资助课题。
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忱。
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时即推测这一实验系统的建立将有助于开展过

去难以实现的生活胚囊的研究与操作。 观察生

前状态下的受精现象应是其发挥作用的一个方

雨。为此， 水实验从正在受椅的新鲜脏、陈:中分

离胚囊， 结合荧光超活染色技术， 首次在生活

胚囊中观察到受精过秤各阶段的图象。

实.验材料是向日葵(Helianthus annuus L, ) 

将授粉后的胚珠定期分批进行胚囊酶法分离。

酶解流程与前文[4J相似，略有修改z 酶液含

3%果胶陶 、 2 %纤维素酶、 2%蜗牛酶 、 1%果

股市酶 Y-2 3 、 10 %黑糖 、 200 吨Iml KH2P04 , 

83 昭ImlCaC12 '2 H20 和 20 吨1m! 荧光染 料

Hoechst 33258(H 33258) , pH 5.8。酶解约 4-

5 小时。同上浓度的 KH~PO~ 、 CaCll 和照糖洛

液作洗液，洗涤和离心各三次，将富集的细胞

液制作临时市I J 片。 在 AO FLuOREST AR 110 

型商射式荧光显微镜的 2073 滤光组合条件下

观察与摄影。

用相差或干涉差显微术作胚囊活体观察，

无法区分精子和胚囊与花粉管的内含颗脏。而

用荧光显微术达到了在生活胚囊中观察受精现

象的目的。荧光染料 H 33258 适于活体染色，

与 DNA 分子作专一性结合， 呈现特有的绿色

荧光，所以突出显现细胞核。 胚囊细胞质只有

微弱的黄色白发荧光， 起了背景衬托作用，便

于观察精子在胚囊中的位置。

胚囊细胞形成的.早期，所有成员细胞核均

有明亮荧光， 如图 l 中卵核与次 生核(助细胞

核不在此光学切面 )。成熟胚囊内助细胞核仍

具荧光， 但雌性核均为 日 33258 负反应( 图 2 、

3 )。 花粉管进入胚囊后， 在助细胞中可见具

明亮荧光的一对精子〈 图 2 )。 图 3 示另一胚囊

中的一对椅子。它们上下重叠，必须调节焦距

才能分辨。 精子进入雌性核内进行融合，由于

后者仍为 H 33258 负反应 ， 可以看到雄性染色

质正在雌性核一侧逐渐松散， 荧光已不如前集

中明亮(图 4 ， 5) 。 此外，不止一次看到附加

精子进入已受精的胚囊。先进入的精子正与雌

性核融合， 荧光弱而分散，附加精子荧光强而

集中(图 6 )。 精卵融合后，合子核开始有弱的

荧光反应， 荧 )'éυ(

7 )λ。合子开始第一次榄分裂，处于分裂后期

的两群染色体荧光反应 !由强 ( 图 9 ) 。 初生胚乳

核很快开始分裂。当合子刚刚形成，一对胚乳

核已进入新的分裂 ( 罔 7 ) 。 以后胚乳核逐渐增

多。 图 8 示 4 个胚乳核处于分裂问期。图10示

多个胚乳核正在分裂。胚乎L核集中分布在中央

细胞的珠孔端， 合点端细胞质稀柿。 以后进一

步增殖， 胚乳核才充满胚囊。

图版 说明

向 日葵分离生祈胚囊的 H33258荧光扭微摄影。各

图均按照珠孔端明上， 合点精;明下排列。放大倍数除
图 10 为 x 350 外， 其余均为 x 4 5 0 。

U : 附加精子 ， e : 卵核 ; en: 胚乳核， m: 精核 z

s: i!h细胞核 ， se: 次生核; z: 合子核。

图 1 胚囊形成初期 ， ß[l 细 胞核 与 次生核具荧

光。
图 2 授粉后的成熟胚囊，卵 核和 次生核无荧

光， 一对精子在助细胞内。
图 3 与图 2 相似的另一胚棠 ， 在助细胞内的一

对精子上下重叠， 显示强烈荧光。

图 4 一对精子正在分别与卵 ffl1 ~包核和次生核融

合， 样i子物质正在逐渐分散。

图 5 与图 4 相似的另一胚囊。

回， 6 胚囊内有一对附加精子， 先进入的另一对

精子正在与雌性细胞核融合。

图 7 合子核有弱荧光反应， 一对府:轧核正在分
裂， 有强烈荧光。

图 8 合子核有弱荧光， 4 个胚乳核处于问期。

图 9 合子第一次分裂后期 ， 4 个胚乳核在不同
光学平丽。

图 10 多个胚乳核正在分裂， 有很明 亮的荧光。
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自细胞介素的检测

劳苦王 刘国良

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

自细胞介素 ( Interleukins ， 简称 ILs)是一

类在淋巴细胞间传递信息， 剌激淋巴细胞或其

它前体细胞增殖分化的介质，主要来源于白细

胞。

到目前为止，正式命名的白细胞介素有四

类 ， 分别为白细胞介素一l(IL-l) 、白细胞介素-2

(IL-2) 、 白细胞介素-3(IL-3)以及由第六届国

际免疫学年会定名的 T细胞来源的有关B 细胞

增殖分化的因子-一白细胞介素-4(IL-4 ) [l)。

随着白细胞介素研究工作的日趋深入，其

相应的检测手段则显得愈为重要，且在不断地

完善和提高。现将其简介如下:

-、自细胞介素-1 的检测

IL-l 的来源较为广泛， 主要 由活化巨噬

细胞分泌。 在体外，它能直接杀伤某些肿瘤细

胞，同时还能增强单核细胞、 NK 细胞、 细胞

毒性 T细胞的肿瘤杀伤活性， 诱导 T细胞分泌

IL-2，从而引起 T 细胞的增殖，调节B 细胞的

分化。 此外 ， IL-l 还能作用于其它多种组织

细胞，因而具有广泛的生物学效应山。

IL-l 能单独或与低剂量的致分裂原一起

协同剌激胸腺细胞的增殖，也可刺激某些T 细

胞株释放 IL-2，从而维持 IL-2 依赖的 细胞株

的生长。 其作用机理是: Go 期(休止状态)T

细胞在低剂量的致分裂原作用下活 化 进入 Gj

前期 ， Gj 前期 T 细胞又在 IL-:- l 作用下进入 Gj

后期，同时增加了细胞表面 IL-2 受体的 表达

以及 IL-2 的分泌， IL-2 再与 T细胞表面 IL-2

受体相互作用从而使 T 细胞由 Gj 后期进入 S

期，引起 T细胞的增殖[3 ) 。

(-)胸腺细胞增殖检测[4)

1. 胸腺细胞'除液的制备

取 6-10 周龄 C3HjHeJ 小鼠的胸腺，制备胸腺细

胞，洗涤三次，用培液将细胞浓度调为 1.5 x 10' 细胞/

ml，培液含 5%小牛血清，2 . 5 X 10- 5 moljL-疏基乙醇。

2. Con A 的亚适剂量

在低剂量致分裂原(Con A 等) 与 IL-1 协同剌激

胸腺细胞增殖检测中，必须作- Con A 剂量曲线，观

察其对胸腺细胞增殖影响， 从而选取 Con A 作用的

亚适剂量 ， I'!p能够激活胸腺细胞但不 引起它明显增殖

的 Con A 浓度。

取 96 孔微量细胞培养板， 在小孔中加入 100μ1

Con A， 最终浓度分别为 0.5μgjml 1μgjml、 2μgj 

ml、 5 f.!gjml, 10 μgjml ， 复孔三个， 并以不加 Con A 

的培液作对照，随后于上述各孔内加入 100 川 的胸腺

细胞(1 . 5 X 106 ) , 37 'C, 5 %C02 温育 72 小时， 收获

前 12 小时每孔加入 50μ1 0 . 5 μCi 的 3H，TdR， 到时

用半自动微量细胞收集仪收集细胞于玻璃纤维i!Æ纸上，

用液闪计数仪测定 3日-TdR 掺入量。 数据 (CPM) 以

三个复孔的平均值士标准差表示 ， 据此选择 Con A 作

用的亚适剂量，通常为 0. 5 μg-1. 0μgjml 。

3. 样晶检测

96 孔微量细胞培养板的培养小孔内加入 100μI 的

胸腺细胞0.5 X 106 ) , 50μl 亚适剂量的 Con A , 5 0μ1 

各种稀释度的待测样品， 总体积 200μ1 ， 同时 以单独
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