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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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结果和讨论

表， ABA 对花粉发育的影响

处 理; 统计花粉总数伽 ( 退化死亡花粉<%) 1 正常花粉〈仰%仰;-r巾}τ芸豆屁王吾忌iL瓦jF了汀1 多纠核花硝粉〈ω%仰) 
磊豆一白白ιj丁丁丁:丁-一- 一 2牛:卢5 一 →←二一

卢A川| …一一一 「 ι厂 l 豆工一丁T一二-丁L丽雨 i ω 
·在培养第20天时镜检，多核花粉含多细胞花粉。

费 2 DTT 对花粉发育的影响

处理忑再:m，~，革命)--Till1Z死亡花粉<%) 1 正常花粉<%) .1 大核花粉(%) I 多核花粉<%)
玉一点 1- 457 一一厂 58 ,7 1 ?ω I 5 ，5~I F.l 

m1 683 广 67.8 1 心-1 口 I 3,1 
.在培养第 21 天时镜检。

表 3 ABA 对愈伤组织诱导率的影响

处理
接种花药数 产生愈伤组织>1 毫米的花药|产生愈伤组织<1 毫米的花药 总愈伤组织

<1-) I (个〉 | <%) 1--(干γ一广忌了 l 诱导率(%)

对照 i 685 I 67 1 υ 1 18 I υ I 12 ,4 
A队 I 851 59 __l_ 6,9 18 I 0.9l 7,9 
'9月 11 日接种， ο花药培养第 51 天时统计。

表 4 DTT 对愈伤组织诱导率的影响

| 接种花药数|产生愈伤组织>1 毫米的花药|产生愈伤组织<1 毫米的花药| 总愈伤组织
处 理 1 I 1 I 1 

I (个) I (个) I <%) I (个) I (%) I 诱导率<%>

对照 I . 762 23 I 3,0 I 14 I 1,8 I υ 
町T --r---iz_1 ~_-25 I 3工←1 22 下万一 !-u
'9月 14 日接种，花药培养第49天时统计。

表 5 ABA 对愈伤组织分化的后效应

NAA+KT NAA+BA 

处 理 |时管数|分化根|分化绿点 1 分化绿芽画面1 :n\.ft~l 5t牛牛;再I马功
对照 I 101 1 1 2 1 0 1 1o I 1 l' 0 I 0 
1卢「」LJI|4 1 1 I 10 I:__ [-4 1 1 

'j:包指管数，分化培养 30 天时统计，每管接种 3 块愈伤组织。
表 6 DTT 对愈伤组织分化的后效应

NAA+KT NAA+豆豆

处 理 124白|分化根|分化绿点|分化绿芽噎些芝J 分化根!分化绿吧芝华主
对自一一|丁.0 I 1 I 1 I 0 1 10 1 1 I . 1 1 0 
豆干|丁o I 1 !_~~I 0 1--~----1-01 6 I 2 
·均指营数，每管接种3块愈伤组织，分化培养 30 天时统计。

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



18 细胞生物学杂志 1983 年

从表 1 和表 2 所示结果可以看出，在诱导

愈伤组织的培养基中添加 ABA 或 DTT，都导

致退化死亡花粉不同程度的增加和多核花粉不

同程度的减少。显示了两者均对花粉的启动，

对花粉的额外有丝分裂，存在不同程度的抑制

作用。但是，这种M告IJ作用有随着时间而减弱

的迹象。因为，如表 3 、表 4 所示，培养 50 天

左右时的统计，产生大愈伤组织的花药的百分

率， ABA 处理的仅比对照少 30% 左右， DTT 

处理的则与对照已无区别，而总愈伤组织诱导

率反而超过对照。

本试验中使人感兴趣的是，在诱导愈伤组

织的培养基中添加 ABA 或 DTT，都具有明显

的分化后效应。从表 5 和表 6 可以看出，对照

的愈伤组织只有个另IJ能分化综点"完全没有绿

芽。诱导培养基中添加 ABA 或 DTT 的，则所

得愈{9J组织的分化能力明显提高，有不少能分

化绿点，还有绿芽。

在分化培养中还观察到， ABA 和 DTT 两

者虽然都有促进分化的后效应，两者的具体表

现还是有区别的。来自添加 ABA 的愈仿组织，

转入分化培养后，第 l3 天起出现绿点，直到

第 30 天才出现绿芽p 来自添加 DTT 的，则从

开始出现绿点到形成绿芽的过程是在第 19-

24 天内进行的，显示出分化过程比较挪后而集

中。又，如图所示，由 ABA 所得绿芽，以后

始终没能长大，而由 DTT 所得绿芽则生长良

好。因此，在本试验剂量水平下，吾来， DTT 

的效果优于 ABA。

ABA 是内源生长抑制剂，和休 H民、哀老

密切相关 (Moore， 1979 凹; Noodén & Leopold , 
1978[6)) 。关颖说二字(1 98 1) [7) 报告了外源 ABA

对离体水稻叶片衰老的促进。显然，本试验中

ABA 所导致的花粉衰退增加，综芽生长停滞，

可以理解为是 ABA 抑制效应的反映。

关于 ABA 对芽分化的影响，山口和中岛

(1972)[8) 报告过 ABA 可以促进甘喜块恨组织

培养物形成不定芽。 Shephard( 1980) [9) 报告

ABA 可以促进马铮薯原生质体愈伤组织的技

发端。 Inoue & Maeda (1 981)[10) 报告，先用

ABA 预培养再用激动素后继培养水稻种子愈

仿组织，可以显著促进芽的分化和植株的形成 z

指出，水稻器官发育初期可能需要 ABA。因

此， ABA 促进芽分化的可能性是存在的。其

中， Inoue & Maeda 二步培养法的试验结果更

是和本试验结果很相似。可是都没有能够说明

ABA 促进分化芽的原因。

关于 DTT 在植物组织培养中的外源应用

证未见报道。如果 DTT 确能提高内源 cAMP

水平，则参照张述祖等(1980)[12) 报告外源

cAMP 能拥]制白菜花药愈伤组织率， Mizuno 

& Komamihe (1 978) [l 3) 报告外源 cAMP 能促

进胡萝卡根韧皮组织分化管胞分子的实验事实

等，可以说理本试验中 DTT 是通过彭IllnJ 内源

cAMP 水平而延缓脱分化促进分化芽的。但是，

Brown & Newton (1 98 1) [II) 的综述中去明，

在多数例子中， ABA 和 cAMP 的影响是相对

抗的。联系到本试验中， ABA 和 DTT 对脱分

化和分化的影响，尽管存在明显差别，却是基

本相似的事实， DTT 影响培养效率的原因，

就不一定是，或不可能仅仅是由于影响了内源

cAMP 的水平。

因此，关于 ABA 和 DTT 的影响原理，

将别是 DTT 组进分化后效应的机理，还有待

于探索。当然，作为两个有希望应用于说控植

物椅子手物介化的因京，还需要进-AjL 研究和确

立i二 ABA 手I:IDTT 两者在促进分化上的适宜处

理方式，处理时间和剂量范国。
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