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②加入 0.1%或 1%盐酸酸性甲醇进行浸泡， 置

冰库过夜提取出花青素， 如要求所得结果正确， 应按

此方法反复提取 2-3次。

③将获得的提取液减压浓缩。用真空泵在

5 mmHg 以下减压的回复式蒸发器中在 15'C以下进行

浓缩， 将浓缩物中含有多量脂肪、盐份等杂质，用图

4 所示方法可将其纯化。

④提取物用少量水溶解并用阳离子交换树脂

(Dawex)吸附。 经水、 甲醇洗去杂质后，用。.1%盐

酸酸性甲醇洗出花青素。 洗出液减压干燥后， 再用少

量水溶解。 聚联胶柱吸附，用水、甲醇洗脱杂质。最

后用 。 .1 %盐酸酸性甲醇将花青素洗出， 再次将洗出

液减~干1果，获得花青素粗制品。

⑤ 提取物用少量水溶解，随后加入乙 酷反复洗

净到乙隧层不着色， 除去脂肪物质。 取出水层减压干

燥后加入冷甲醇，从干固物中提取花青寰。 除毫不溶

解于甲醇中的盐类残余物， 减压除去甲醇， 获得粗花

青素。

⑥ 提取物用少量水溶解， 加入乙陇反复洗净到

乙商量层不着色。于水层中每次加入一滴 1 %醋酸铅水

溶液， 直到不发生青色沉淀为止， 然后过滤沉淀物。

沉淀物加入 0. 1 %盐酸酸性甲醉， 过你除去 所产生的

白色沉淀(氧化铅)，将过ìÆ液减压干燥， 获得粗花青

素。

④、 @、 @工序可单独应用 ， 配合使用时则可提

高制品的精度。

⑦将粗制品用谑纸、 纤维素薄膜层析分离、 纤维

素色层分离 (Cellulose Chromatograph ) 、 液相色谱分

离w 再结晶等方法，单独或配合使用 ， 从而获得精制
口
口口。

@将提纯花青紊用滤纸、 纤维素薄膜层析法、 核

磁共振、 气体色谱质谱联合法、 显微分光镜、 红外

线、 液相色谱等进行鉴定。 由于花青素不稳定， 用分

光光度计鉴定花青素常发生困难。 为此 ， 通常多采用

色层分离法鉴定。 但是最近正在使用 FT-核磁共振、

气体色谱质谱联合法来鉴定花青素。

{周荣仁译、编辑部位〉

大蒜根尖细胞微管的免疫荧光观察

张全忠 未激

(北京大学生物系〉

. 1963 年，先后在动物和高等植物细胞中

发现微管结构。已经知道微管不仅具有支持功
能，而且在运动、 运输和分泌等一系列细胞活

动中发挥重要作用。在高等植物细胞中， I 微管

明显地参与形态建成[l， Z ] 。 周质微管 ~Cortical

microtubules) 可能与细胞壁中纤维素微绊丝的

排列与定向有关。早前期带(Preproþhase 8and豆)

预示胞质分裂时细胞板的位置。成膜体微管参
与细胞板的形成等等。 、 ~j\1

70 年代中期 ，免疫荧光技术在以动物组培

细胞为材料的微管研究中获得很.大成功"内。

使用该方法研究微管不受其它细胞骨架成分的

干扰， 在荧光显微镜下能对完整细胞的前微管

系统进行三维的观察。然而，到目前为止，还

没有一个从高等植物中提取微管蛋白的成熟方

法。 1977 年， <Frahke 等人在用猪脑微管蛋白

抗体研究高等植物胚乳微管时， 证明动植物微

管蛋白有免疫交叉反应[6 ]。近几年， Wick 等

人[6-8]成功地将这一技术用于具壁的高等植物

细胞的微管研究上。 植物细胞有相当厚的、 坚

固的细胞壁和大的液泡，用免疫荧光技术研究

微管更有它的优越性。

目前，国内有关植物微管方面的研究工作

还很少问，用免疫荧光技术研究植物微管则未

见报道。我们用组装-去组装超速离i 心方法提

取措脑微管蛋白，制l 备 兔抗微管蛋白血清，
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并首次用免疫荧光方法观 察 了大蒜(AUium

sαtivum L. ) 根尖细胞在细饱周期中四种主要的

微管排l歹IJ方式。

材料与方法

1. 参照 Shelanski 等人的方法[叫，经过两个循坏

的组装-去组装超速离心提取猪脑微管蛋白(图1)。提

取的样品在 37 0C保温 30 分钟后，经瞬鸽酸负裂，在电

镜下看到成束的微管(图 2 )。

2. 以上述猪脑微管蛋白信IJ备的兔抗微管蛋白血

请在双向免疫扩散实验中 ， 与 SDS-PAGE 纯化的猪

脑微管蛋白亚基有沉淀反应。 此抗血清在动物培养

细胞上染出标准的细胞质微管网， 不显示其它细胞成

/_\. 
/J。

辍黯登.

，
在

7 , α
Q
V
 

回 1 提取猪脑微管蛋白的 SDS-PAGE 固 ，

(1) 高速上清液 (2) ，第一循环上清液 (3) 第

二循环上请液(微管蛋白 ) 1 

'电泳参照 Laemmli 的方法{川， . 3%浓缩胶， 10% 

分离肢。

3. 参照 Wick 等人的方法[ 6]制备大蒜根尖细胞.

做了下述改动: (1)使用三种酶消化细胞壁0%臼11-

ulaae, 0.5 % Macerozym己 和 0 .5% Rhózyme) J (2) 在

半导体致冷器上冰凉揭盖片以3) 用棚氢化纳(Na矶町、

冷甲醇和 Triton X-I00 处理细胞。

4. 制备好的细胞进行标准的间接免疫荧光显微

术和对照实验[付。 二级抗体为主在抗兔 IgG 荧光(FITq

固 2 猪脑微i瞥蛋白在体外聚合成微管的确锦醺

负绿色电镜照片， - x 30 , OOO 
微营直径约 28nm

‘'、

诊断血清(卫生部北京生物制品所产品)。在 Olympus

BH甲RFL-W 荧光装置和相差装置 下观察和照徊。荧

光系统是激发滤光片 B(IF--490)，双色镜 B(Dm

500 + 0515)及阻挡滤坷，片 0530 的组合。

结果

对于大多数高等植物材料来说，要想成功

, 。 地应用免疫荧光技术首先要解决两个问题。第

R 、二，晏肤多细;胞的组织中分离出结构稳定的细
胞。第二，使大分子抗体进-入细胞内部。为此，

我们参照前人的方法对大蒜根尖进行了下列处

理: (1)以甲醒作为固定剂 (每次实验前用聚

甲醒配制)，求得细胞结构和抗原性保存之间

的平衡。 (2) 用酶法分离细胞。 控制酶解的时

间，使立既能破坏细胞壁的完整性和细胞间的

联结，又保持细胞的原有形状和内部结构。最

后通过压片使细胞分散。 (3) 用冷甲醇处理细

胞"增加细胞膜的通透性。 1 经过上述步骤"在

「张片子上能得到大量给散得很好，且处于不

同细胞周期的结构完整的细胞。

在整个细胞周期中，大蒜根尖细胞中主要

有四种微管排列方式。经过对同一细胞在荧光

和相差装置下的双重观察，我们肯定了它们是

细胞间期的周质微管、有丝分裂前期的早前期

带、有丝分裂中期和后期的纺锤体和胞质分裂

过程中的成膜体微管等。
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-、细胞间期的细胞质周质微管

在大蒜根尖细胞中，间期微管主要分布在

周缘细胞质中，它们沿着细胞的侧壁平行地排

列在质膜下面。周质微管的缠绕方向→般与细

胞长轴垂直， 这在伸 民的细胞唱特别国显(图
版，J ，图 1 )。 在荧光显微镜下看到的纤丝是

相邻微管集合在一起形成的微管束。未见到微

管之间有明显的相互交叉的情况。在植物悬浮

培养细胞的原生质体膜片上，与质膜紧密结合

的微管呈杂乱分布[12] ， 与此完全不饲。

二、早前期带及核破膜(Nuclear envelope) 

荧光

在荧光显微镜下常常可以看到在有些细胞

的中部有一圈很亮的带状结构，它们就是早前

期带〈图版，图 2-5 )。在相 差 显微镜 下看

到，这时细胞核中的染色 质还没有可见的浓

缩，细胞处于早前期。组成早前期带的微管在

细胞上的缠绕方式与周质微管←样，但它们集

中在细胞中部。早前期带发育早期，可以清楚

地看出它们是由平行排列的微管组成的(图版，

图 2 )。 当早前期快要结束时，早前;期带变得

很窄， 微管的密度很大，即使微管束也难以区

别-。这时在荧光显微镜下只能看到很亮的一

圈，它们象腰带一样系在细胞的电亘古i图版，

图 3 ， 4 ) 。

在早前期还有一个与早前期带同时存在的

荧光图案， Þ!jJ 围绕细胞核的核被膜荧光区 〈图

版，图 3-5 )。核被膜荧光多少呈弥散状，估

计它们主要是由未聚合的微管蛋白组成的[泪。

在一些细胞中也可以看到核表面有丝状的聚合

形式的微管存在(图版，图 5 )。核被膜微管在

以往的电镜照片上很少注意到， 值得进一步观

察。

三、纺锤体微管
• 1 ! ~..! t , ... 

在一张含有大量分裂细胞的片子上，可以

看到各种各样的纺锤体图象。早前期结束时，

纺锤体极已在核表面形成(图版，图 6 )。 当染

色体排列到赤道板上时，从每个染色单体发出

的着丝点纤丝(Kine tochore fibers) 必别指向细

胞的两极(图版，图 7 )。随着染色体的分离，

纺锤体荧光也逐渐移向两极，这时可以看到从

一极伸向另一极的纺锤体极纤丝 (Polar fibers) 

(图版， - 图 8 )。最后，随着细胞分裂进入后期

和细胞核移向两极，纺锤体微管呈两个伞状结

构相对地呈现在细胞的两端〈图版，图 9 )。

四、胞质分裂过程中的成腹体微管

从末期开始直到胞质分裂结束，存在另外

一种微管排列方式，即成膜体微管 (图版，图

10→12)。成膜体是由平行排列的微管组成的，

微管的取向与赤道板垂直。在整个胞质分裂过

程中有各种形状的成膜体。 最初， 成膜体出现

在细胞中央。这时组成成膜体的微管还 比较

长，有时还可以看到极纤丝从中穿过 (图版，

图 10) 。以后成膜体变成扁桶状(图版，图 11) 。

当胞质分裂快要结束时，只在细胞边缘存在一

圈很窄的微管(图版 1 ， 图 12) 。 从侧面观察，

在成膜体中部有一个不发光的环(图版，图 10 ，

11) 0 Wick 等人[6]认为这种现象是由于密度很

大的细胞板物质阻止抗体分子接近 微营造成

的。

实验结果表明， 我们制备的兔抗猪脑微管

蛋白血洁适用于植物细胞。对植物细胞周期中

现知的四种类型的微管结构都有满意的染色效

果。

r' 讨 论

细胞骨架系统是当今细胞生物学领域中

个活跃的研究课题。在各种研究手段中，免疫

荧光技术是比较有效和简便的方法之一。到目

前为止，有关植物细胞周期中微管排列方式的
变化，只在洋葱上有过比较系统的报道[ ß-8 ] 。

本文为植物细胞微管排列的周期性变化提供了

一个新的实例。

植物细胞周期中微管的排列方式与植物细

胞的形态建成和细胞的空间构型密切相关[7 ] 。

有关这方面的研究刚刚开始。我们观察到， 除

了上面谈到的四种微管排列方式外， 在整个细

胞周期中还有很多过接类型。似乎表明在它们
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之间存在一个动态的变化过程。 在胞质分裂过

程中，成膜体微管活跃的变化与细胞板的形成

和壁物质的运输显然也是密切相关的。早前期

核被膜荧光区的性质和意义也尚不清楚。所有

这些问题都值得进一步研究。

图版说明

大蒜根尖细胞的间接免疫荧光照片， 使用兔抗猪
脑微营蛋白血泊， 羊抗兔 IgG-FITC 二级抗体。
Olympus BH-RFL-W 荧光显 微 镜 观察，激发波长

490 nm，阻挡滤光片 0530。

图 1 x 6 0 0，图 2-12 x 1200 
图 1 一个伸长细胞， 示周缘微筐 。

图 2 一个有丝分裂前期细胞， 示发育早期的早

前期带。

图 3-4 前期细胞， 示早前均j惜和核被膜炎119
图 5 一个前期细胞，示核表面聚合形式的微

管。 . , 

图 6 一个前期细胞， 示纺锤体极在核表面形
成。

图 7 一个1.1' 期细胞， 示对角分裂 细胞的纺锤
体。

图 8-9 后期细胞， 示有丝分裂后期纺锤体，吁

见彷锥体板丝〈图 8 ) 。

图 10 一个末期细胞， 示发育早期 的成膜体微

函 。

因 11 一个末期细胞， 示扇桶状成膜体微营，
中间有 4不友光的坏。

图 12 一个末期细胞， 示胞质分裂后期的成膜
1" 

(按封三)

pBR 322-AFP1 由 Tilghman 构建， 同光宁教授

赠送。 用 Hind llI 切 出 其中的 cÐNAAFP， 并 j玄 Rigby

等 [ .j方法作缺 口移位标记。

对 RNA ， 恃别是对 mRNA 的保存和检测， 此法

具有以下优点: (T。电泳前 RNA 不再用隆等 试剂奕

性， 而试剂变性有时豆复性较差; ( 2) 电泳后不错转

移 ，而转移前的处理(微碱溶液7往往容易引起 RNA 的

降解 ， 并在转移过程中大分子 RNA 在胶上很难转移完

全，小分子 RNA 又会穿过薄膜而丢失。 原位杂交图

谱表明， RNA 的杂交带紧密清晰，没有扩散现象。

此外， 在实际操作过程、中， 我有]还有以下几点体

会: (1)用乙醇浸泡凝胶既可防止核酸的降解而利于

核酸的保存， 又可加快凝l皮的干燥进程。 (.2 )如果在

凝胶尚未完全干燥前动用 ， 容易使它变成皱缩不平，

即使发生了这种情训 ， 压可.将它重新漫泡而得到纠正。

体微管。
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(3) 用于反杂交液简短地平衡凝肢， 可使本j点更清楚，

也可维持杂交液的体积。 (4) 凝胶在干燥过程中会稍

微膨哮， 但这不会影响杂交结果， 在作放射自显影之

前把凝胶充分干燥可以保持杂交信号的强度和降低本

j民 (5) 凝胶的干燥用真空干燥法比以水干燥法更有

利于核酸样品的保留。 ( 6) RNA 不经应化及碱处理

仍可检测。
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