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近年来，已广泛应用植物凝集素的因相亲和1层

析分离和I纯化各类含糖化合物、抗原、激素、

细胞膜上的糖蛋白或糖脂，也用于分离酶和其

他生物物质。例如:从人血清中纯化血凝乳酶

(haemopexin)[3] ，从甲基胆窟诱发的小鼠肉

瘤中获得部分纯化的 TSTA[4]等。又如2

Lando 等 (1980)[5]用 ConA-Sepharose 柱成

功地从大鼠 D23 肝癌 3MKCl 抽提物中分离出

有活力的抗原，这个抗原对带 D23 肝癌的大鼠

血清细胞毒活力有强的抑制作用。与此相仿，

我们所提取的人胎肝细胞表面膜抗原通过凝集

素的亲和而获得进一步的纯化也说明了这一

点。

为了比较不同的凝集素对胚胎抗原的亲和

作用，在 WGL-Sepharose 6MB 分离的同

时，我们还做了 ConA 柱分离试验，用专一

性的 α-methyl-D-glucoside 去取代时未见有

蛋白 IIr辛流脱 F来，似乎出示这种肝f]fì抗即可能

缺乏 ConA 所能识别的糖分子。这个现象与

Sikora 等人(1.979)闲工作的结果是相类似的。

我们的实验结果证实:凝集素的特异亲和作用

为膜抗原的纯化捉{共了一个相当 fJI便有效的方

法.虽然至今我们尚不清楚这种与肝癌相关的

胚胎抗原分子的蛋白组成， 111至少也表明了它

们是含某些糖的蛋白.

参考文献

[ 1 ]施渭康、卢延龄、叶敏、姚主言， 1977 ，动

物学报， 23 , 337-3440 
[ 2 ]施渭康、陈振国， 1979 , 实斡't，物学报，

12:170-172 0 
[ 3 ] Vretblad , P. and Hjorth , R. , 1977 , Bio­

chem. J. 167: 759-764. 
[4] Sikora , K. et al. ,1979 , Br. J. Cancer. 40: 

831. 
[ 5 ] Lando , P. et al. , 1980 , Scand. J. Immu­

nol. 11: 253-260. 

不同离子对原生质体表面电荷和融合的影响来

王辅德夏镇澳宛新杉宋永根

〈中国科学院上海植物生理研究所〉

原生质体融合的一个先决条件是不同亲本

的原生质体首先发生粘连.有些工作证明原生

质体的表面带有负电荷，其电位从负士几毫伏
到负五十几毫伏不等[s，5]. 这一特性无疑地会

影响原生质体的粘连和融合.此外也有一些结
果表明， CaC1 2 、 NaN03、多聚氨基酸、某些

蛋白质或磷醋可以降低原生质体的表面负电
位:甚至还能将负电荷转变为正电荷.如果这

些物质对原生质体的正常功能没有损害，则将

有助于提高原生质体的融合率。

材料和方法

一、材料芹菜、烟草都是温室栽培、自然光

照，取用平展幼嫩的叶片为试验材料。胡萝卡是六四

栽培，收获后取肉质根的皮层部分为试验材料。

二、原生质体制备 各种材料均用自每法脱培，以

0.5-0.7 M 甘露醇或 cpw 溶液制做渗透压稳定剂

(cpw 溶液的组分为， KH2P04 27.2 , KN03101. 0, 

CaC12 '2H20 1480.0 , MgS04'7H20 246.0 , KI 

0.16 , CuS04'5H20 0.025，毫克/升z甘露醇0.7 M , 

pH5.8)。胡萝卡根和芹菜叶用含有 1% 纤维素酶

<EA3-867) 和lO.2% 果胶酶 (Macerozyme R… 10) 的

酶液(pH5. 们，在 25'C 保温 15-20 小Qj 。 烟草叶片

用含有 0.7% 纤维素酶和 0.3% 葡聚悔硫酸仰的酶

*本工作得到陈季楚、傅婉华同志热情协助，

谨致谢意。
机 cpw 溶液为英 Notting harn 大学用于分离原
生质体的常规溶液。

***原生质体的活力系指用 FDA 染色后能产生

绿色荧光反应，失去生活力的和破碎了的原
生厨体都无此反应。
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议， pH5.8 ，呈{ 28'C 仿UM 3←4 小时。脱应 !β原生质

体经过法:、洗涤(进行纯化)，并用荧光增白剂和荧光

索双Y-~I_t酸脂(FDA)染色检查，以所分离的原生质体

脱壁完全、活力制*大于 80% 作为试验材料。

三、原生质体电泳及 E 电位计算z 原生质体电泳

所用的仪器位置及测定方法均按我室常用的方]1;进

行。电泳介JJJ1 Jg 1/150M 磷酸铀缓冲液 (pH5. 的加入

0.3M 黑 t)~:和 0.3M 甘露醇。电泳条件是 28 士 0.5 "C，

电位梯度为 5-6 伏/厘米，测量层选择 1/4 深度层[1]。

为了测定有不同离子存在下的电泳率，在土述电泳介

质中再加入不同浓度的 CaCb'2H20 或加入 10mM的

MgCb 或 KCl 或 NaCl。

原生质体表面 C 电位系按 Smoluchowski[5] 公式

c =叮些进行计算。式中 I C 为原生质体表面电位
气mV) ， u 为原生质体的电泳迁移率〈微米/秒/伏/厘

米)，勾为粘度。的， e 为介电常数。

四、原生质体的融合 融合操作基本按照Schie­

der 的方法[叽略加修改。 亲术为胡萝卡根原生质体

和芹菜或烟草叶肉原生质体。融合诱导剂用 20% 的

PEG-6000，原生质体的浓度以两种亲本原生质体

<1 X 10 6一1 X 10 5 )作等量?昆合，因为胡萝卡根原生质体

含有桔红色色素，芹菜叶肉原生质体含有叶绿体，所以

在一个原生质体内既有桔红色色素又有叶绿体就是异

体融合体。融合率的计算是以观察到的原生质体总数

为基数(包括受伤的原生质体在内〉。异种融合率(%)

融合体数
=京京京豆豆声再耳挠 x 100 

结果和讨论

不同植物来源的原生质体其表面都带

有负电荷，但彼此电位值相差颇大.胡萝卡根
表I自己电位在一 58一 -59mV，芹菜、烟草叶

肉原生质休分别在一 41一 -52mV 和 -23一
-39mV 

二、不同 CaClz .2HzO 浓度对原生质体

表面巳电位的影响十分明显(表 1 )。当 CaCl2 • 

2H20 浓度增加到 10mM 时胡萝卡根原生质休

表面巳电位值(- mV)下降了 63.2%，芹菜叶

内原生质体表而已电位也下降了 64.1%。当
CaClz .2H20 浓度增加到 100mM 时，二者

分别下降了 94.7%和 100%，同时有集聚现象

伴生。这---结果与 T.Nagata & G. Melchers 

对烟草叶肉原生质体的研究结果是-致的[51.

三、不同阳离子对原生质体表面巳电位的

影响如表 2 所示 2 无论是一价的 K+ ， Na+ 或

工价的 Ca++ 、 Mg++ 都有降低原生质体表 íT!i

巳电位的趋势，但二价的阳离子大于一价的阳

离子。

表 1 CaC12 '2日20 浓度对原生质体表面

C 电位的影响

CaC12 '2H20 的|原生质体表面 C 电位(- mV) 

浓度(mM) I 胡萝卡根 l 芹菜!}I 肉

表 2 不同阳离子对原生质体表面4

电位的影响*

\\材料| 原生质体表面 E 电位( -mV) 

处逅""J 胡萝叫芹菜叶肉|烟草叶肉
对照 I 58 ! 46 I31 

CaC12 .2日20 I 20I 20 I 14 

MgCl2 I 23 I 13 I 14 

KCl I 42 I 35 I 24 

NaCl I 51 33 I 36 

* CaCb'2H20、 MgC12 .KCl 、 NaCl 浓度均为

10mMo 

四、在原生质体制备中不同脱壁条件对其

表面已电位也有影响.结果如表 3 ，用复合溶

液(cpw)配制酶液所分离的原生质体其表面电

位值比用单一的 0.7M 甘露醇溶液配制酶液脱

壁的为低.胡萝卡根原生质体和芹菜叶肉原生

质体表面已电位部分别下降了 34.5% 和

30.3%. 这可能是由于在复合溶液中含有

CaClz .2H20、 KN03 等物质所致.

五、不同阳离子对原生质体表面乙电位的
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表 3 不同脱璧条件对原生质体表面

E 电位的影响

材 |照明:休表盯 rl!，位
处料 1__(-m~2一

现 I j阳恨 l卢芹柑菜H叶「肉
川W 济M液商配配阳己U川川川j/托衍IJ扣帆JI

用 0.7 M 甘泻阳四醉巨惜熔 i仪良闷阳因配阳酬己击i311甘制!圳川 I 5川8 46 6 
自酶3液脱哇 i 

影响是明显的。然而，它们是否也相应地影响

原生质体的融合呢?试验结果表明有 Ca++ 存

在时融合率最高，其他几种离子存在时融合率

则较低，尤以一价阳离子更为明显(表 4 ). 

表 4 不同阳离子对原生质体融合的影响

]页 l 胡萝|、限原生质体(胡萝|、根原生质体
日 十芹菜nl-肉原生质休|+烟草叶肉原生质体

处 马去 1 ~~-^-~"， .I = ~=-::I可豆~l ， ~-=J 
理 i |融合奴融合%1';;; I融合数|融合%'\1 总数 I I1 J.... ~--1 -""/'o，. iP~ 1""'; / ul 总数 I'''"''~ ?~I 

caC12|m|79l34| 川 I 78 3.0 

一些z I 2004 I 27 I 1.3 I 2021 I 26 I 1. 3 

KCl 12ωI 14 1 0.61 2193 1 9 0.4 

」己早立L"~j_ 04|2055lBL03
CaCb、 MgClz， KCl , NaCl 浓度均为 10mM ，

脱应均用 cpw i容议作渗透压稳定剂。

六、由上丽的一些试验结果不难吾出不同

植物来源的原生质体其表面都带负电荷，但彼

此也位大小相差颇大。这与 Nagata 等人和

Grout 发表的资料相似[3 '5]。原生质体的表面

电荷易受…些阳离子的影响，根据文献记载，

一些带正电布的多聚物(如多聚鸟氨酸、多芽、

赖氨酸);某些蛋白质(如 {üffi (1 、 i~刊~ (1); 

NfH如神经胶酶); 1磷脂等等都可以 ~:f{[~}l?>吧JiJ1

休表面的电忱。但其中大多对1~é':l三质休有 7辛

苦，例如多黑马氨酸和组蛋白奇性就相当 )([4] 。

至于这些物质对原生质体融合的影响成功的报

道在少@从我们的试验资料来舌，降低原生质

体表面负电位的能力与融合卒的高低不-定是

正相关。例如在有 10mM 的 MgC1 2 存在时能

将胡萝卡根、芹菜叶肉原生质体表面负电位分
别降低 60% 和 71%，而融合 2年1却甚低，可见

原生质休表面电荷特性只是影响副!什的同素之

而导致整个融合过手里的因素是远为 2 杂

的。
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