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某些种类的 mRNA不会减少，只是，增加是

净结果。事实上，正常肝的某些 mRNA 在肝

癌 pRNA 中不存在。表明癌不是无规律的增

加，而是有增有减，是有规律的，符合癌细胞

表型变化的规律。这种现象不仅在肝癌中存

在，而且在胚肝(1)、再生肝(12)中程度不同

的存在。为什么肝癌正在翻译蛋白的 mRNA

与正常肝有不同呢?可归之于它们的基因的表

达在转录或翻译的调带上发生了变化所引起。
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用未标记免疫酶技术在甘醺大豆叶片内定位 RUBP 矮化酶*

王美琪

〈中国科学院上海植物生理研究所〉

RuBP 矮化酶是绿色植物同化 COz 的关键

酶。研究 RuBP 竣化酶在 C4 植物叶片内的分

布，有助于阐明巳植物的光合作用结构和功

能的特点，以及 RuBP 竣化酶对光合作用的调

控功能。这种工作具有明显的理论意义和实用

价值。

近年来对利用免疫荧光法在 C" 和C3 植物

叶切片内定位 RuBP 竣化酶已有所研究[1，Zl ，

但尚未见到用未标记免疫酶染色技术在植物叶

片内定位 RuBP 竣化酶的报道。

本文应用未标记免疫酶技术在叶片内定位

RuBP 竣化酶，它比免疫荧光技术、免疫酶标

技术更加灵敏和专一。

以特异性兔抗 RuBP 援化酶抗血清为第一

抗体，用未标记免疫过氧化物酶技术在大豆

(Glycine max.) ， 甘廉 (Sa∞harum sinensis) 叶

冰凉切片内定位 RuBP 竣化醋，借助光学显微

镜观察实验结果。

材料与方法

-、抗血清的制备

1. 特异性抗 RuBP 竣化酶抗血清 从菠菜叶片
中提取和纯化的 RuBP 竣化酶，酶纯度较高，在廉丙烯

跌腊凝肢电泳上呈现一条带。用纯化的 RuBP 搂化酶

作为抗原，制备兔抗 RuBP 竣化酶抗血清，方法同前

.双磷酸核酣糖挨化酶简称 RuBP 竣化酶9
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文[2呵，并测抗血清的效价。在琼脂扩散中兔抗 RuBP

敖化酶抗血清对浓度为 31-32 微克/毫升 RuBP 竣化

酶仍能产生沉淀线。

由于我们从菠菜提取的 RuBP 竣化酶专一抗体与

甘廉、大豆等植物提取的 RuBP 竣化酶之间存在较明

显的交叉反应.因此，这一抗体也可作为第一抗体用

来检测甘廉、大豆叶片内该酶分布的情况。

2. 羊抗兔γ 球蛋白抗血清· 作为第二抗体。

3. 兔抗辣根过氧化物酶抗血清用中国科学院

东风生化试剂厂生产的辣根过氧化物酶(HPO)(RZ=

3.0 , typel)作为抗原，免疫雄性家兔，每次注射 1

毫升抗原乳荆(内含 HP01 毫克，生理盐水 0.5 毫升，

Freund 氏完全佐剂。.5 毫升)，每隔 10 天左右注射 1

次，共注射 5 次，在第 5 次注射后 20 天放血，分离抗

血清，泯:]效价。在琼脂扩散法中该抗血清对浓度为 15一

16 微克/毫升 HPO，仍能产生沉淀线。

=、边氧化物酶-抗过氧化物酶可溶性复合物〈筒

称 PA凹的制备

PAP 的制备参照 Sternberg町等[14] 和 Konrad C. 

Hsu[町等的方法。

本实验所用的 HPO 其 0.0. 403 为 2.164 ， PAP 

0.0.403 为 0.418 ， PAP 0.0.280 为 0.735;计算得出[6]

HPO 与抗 HPO 抗体结合的克分子比值为 1.6 ，即 3.2

克分子 HPO 和 2 克分子抗 HPO 抗体相结合。

三、制作叶冰凉切片和切片捺包迫程

1. 制作大豆和甘嚣的叶冰冻切片 方法同前

文凹，制作 10 微米厚的叶冰冻切片。

2. 染色过程 酶作用底物为 3 ， 3'-二氨基联苯

股盐酸盐(简称 OA酌，实验需当天配制。以 0.05 M 
TrlisrPH 7.6 作溶剂，配成 1 毫克/1 毫升.

为了防止非特异性染色背景的干扰和获得较好的

染色效果，需预先选定用第一抗体，第二抗体和 PAP

三者染色叶切片过程的最适浓度.经用各种稀释度和

试剂染色叶切片后，分别确定为 1:20-1:25 ， 1:20和

1:20. 

为了排除内源、过氧化物酶对染色结果的干扰，先

将上述两种叶冰凉切片在 1 % NaN3 溶液中漫泡 5 分

钟，然后用 0.01 M PH 7.2 PBS 液洗 8 分钟，经冷风

吹干后按以下程序染色s

(1)用专一性兔抗 RuBP 竣化晦抗血清(1: 20) 滴

在两种叶切片上，放置在潮湿具盖的糖瓷盘内，温育

37 "C, 1 小时，用。.01 M PH 7.2 PBS 冲洗切片，将

多余的抗血清去除，用冷风吹干，

(2) 用第二抗血清〈即羊抗兔γ 球蛋白抗血清〉

(1 :20)滴在两种叶切片上，处理同前。

(3) 再用可溶性 PAP 复合物(1 :20)滴在叶切片

上，处理同前。

最后滴加新配制的 OAB 0.5 毫升在每张经处理过

的叶切片上，并在室温、暗处，缓慢振荡 30分钟，然

后分别滴加 10微升 1 % H202，显色 1 分钟，立即用

蒸榴水冲洗叶切片.经冷风吹干用甘袖肢封片[7].

对照组s 用正常兔血清(1 :20)代替第一抗血清处

理叶切片，操作程序同实验组。

结果和讨论

按上述方法经三种抗血清分别处理过的叶

切片在加 DAB 和H202 以后，因为可溶性PAP

复合物中的 HPO 能在 H202 存在时使 DAB 进

行氧化性聚合，并进一步发生氧化性环化，所生

成深棕色的含氮杂环聚合体盼嗦 (Phenazine)

沉淀之处就是叶切片内 RuBP 竣化酶存在的部

位二

我们在显微镜下观察的结果表明，大豆叶

切片中 RuBP 竣化酶集申分布在叶肉细胞的叶

绿体内，见图 la，在甘廉叶切片中则集中分

布在维管束鞠细胞的叶绿体内，见图 2a。根据

竣化酶在 C3 和巳植物叶片内不同部位分布

规律，本实验从叶解剖结构和酶分布的角度，
阐明大豆 (Glycine max.) 属 C3 型植物， 甘蔚

(Saccharum sinensis.)属 C" 型植物。

我们先用 1 % NaN3 溶液浸泡叶切片，然

后再用三种抗血清依次处理叶切片，随后显色，

基本上可去除叶片内内源过氧化物酶对染色效

果的干扰，对照组叶切片内基本上没有深棕色
沉淀见图(1b. 2b.) 。但因叶切片未经脱水，还有

一些叶绿素在细胞内，因此在对照组叶切片的

黑白照片中，还有部分感光，而在彩色照片中

是完全可以区分的。

用免疫荧光法在 Ca 和飞植物叶片内定位

RuBP 竣化酶，虽是一种有效的方法，但它需

用价格昂贵的荧光显微镜进行观察，对广泛应

用有局限性。我国丰富的植物资源，有待于开

发。为了鉴定众多的具有经济价值的 C3 和飞植
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物属性，我们认为 PAP 法是有高度专一性和

灵敏性，同时染色的切片标本能长期保存，但

用免疫荧光技术定位酶，己染色的叶切片标本

只能作短期保存; PAPy去所用的三种抗体均不

需纯化，还可稀释后使用，可节省抗体F 免疫荧

光技术只能在细胞水平上定位酶，免疫铁蛋白

方法仅能在分子水平定位酶。而 PAP Y去， HPO 

经 DAB 和 HzOz 染色后形成稳定的沉淀物，

它能与俄酸形成整合物，可在电镜下进行观测，

因此咱AP 法不仅可借助光学显微镜观察，在细

胞水平上定位酶，还可通过超薄切片在电镜下

观察，在细胞亚显微结构水平上作酶的定位。

PAP 法在叶片内定位酶有广阔的应用前

景，也是深入研究叶绿体类囊体膜上及膜内酶

系分布的有效手段。
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脱落酸和二硫苏糖醇对水稻花药培养的影响(简报)

梁海曼 方国伟*

(杭洲大学生物系植物生理教研室〉

Imamura & Harada (1 980) [1]报告，脱落

酸(ABA)能促进烟草花药培养效率。Johansson

et a l. (1 982)[2] 的报告则指出，降低内源 ABA

水平有利于提高加拿大银莲花 (Anemone

canadensis) 花药培养效率。两者不一致。为此

我们进行外源 ABA 的添加试验。

Pannbacker & Bravard (1 972)[3] 报告，二

硫苏糖醇(DTT)为 cAMP(环腺苦酸)磷酸二醋

酶的抑制剂。Hamada et al.(982)[4] 报告，DTT

能防止膜 ATP 酶的失活等等。看来， DTT 有

可能抑制分裂而促进分化。考虑到 ABA 和

cAMP 之间也存在一定的联系 [ll] 同时进行

ABA 和 DTT 的添加试验可能是有益的。因此，

本文中合并报告了 ABA 和 DTT 的添加试验。

材料和方法

材料为糯稻测124 含单核后期花粉的花药。接:种

时取第 1-4 个一次校梗上第 2-4 朵花。

灭菌按常规，用 0.1%升来灭菌 8 分钟。基本培

养基为风。底糖 3%。诱导培养时，激素i为.2 ， 4-D2

毫克/升平口 NAA2 毫克/升。诱导培养 8 周。愈伤组

织转入分化培养时，激素为 NAA 0.1 毫克/升和激动

素(KT)或 6 节A基腺嗦岭CBA) 1 毫升/升。

ABA 和 DTT 均只在诱导愈伤组织的培养基中添

加。添加量， ABA 为 2 毫克/升， DTT 为 0.5 毫克分

子/升。

培养温度 25 士 1 'C。诱导培养在暗中进行。分化

培养在荧光灯连续光照下进行，照度 800 米烛光左右。

.81 级研究生。
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