
C3、C4 型植物叶绿体超微结构的电镜观察

五美 1共

(中国科学院 I三沟植物位阻所)

已经知道飞植材具有特殊的叶构造和高
光毕强度I汀， 它的叶解剖特征是纠管束周围有
一层富有叶绿体的维管束鞠细胞.阳统纬:管束

排歹也形成独特的"花冠?号"结向[2]。

70 年代人们用电镜观察到 C4 t应物叶片内

具有两种不同类型的叶绿体[3]， 从而揭示 C~

植物具有高光合强度的机理方面深入了一步。

1980 年我们曾用免疫荧光研究 了双磷酸

核刷出(RuBP)拨化酶在 C3、 C，植物叶片内的

的不同分布[4] ， 以实验证实了 G 植物叶片内

RuBP 竣化酌分布在if~管束鞠细胞内， 支』守了

C. 植物具有一个 CO~ 浓缩机制[510

为进一步揭示巳 植物高光合效率的机理，

我们下-'dV试图用免疫电镜技术研究在 C3、巳
植物内当做环境改变下 RuBP 竣化酶在叶绿体

类囊体内的分布情况以及对光合作用的调节控

制。为配合 i主项工作，我们比较观察丁澳大利

亚 Ca 型和 巳 型的植物的叶绿体的超微结柿。

材料和方法

澳大利亚植物 C3型的 Serradel1a (Ornithopus 

sativu剖. c. ~'9.玉米 (Zea may时 ， 两者均种植在温室土

壤里， 播F利种fl丁二月后从J上部H取又其巴展开的叶叶.片f作羊为实验

材幸
, r阳um .s伊ecωun时dωum) .('巳江开丰荷E旧古前tι， 取其i土二部已展开的叶片片

为材料。采用常规)戈二百肝口饿酸的双固定， Spurr'叫宫、I

脂包埋。用 LKB 超薄切片机切片， 醋酸铅和拧朦酸

铅双染。 Philips 201 透射电饶观察和照相。

结果和讨论

~ 用 Spurr's 树脂包理的 C3 梢物 Serra

della，巳 柄物玉米军Ij水牛萃的叶剑织切r'r ， 经

染色后在电镜下呈现1l1;古晰的12微结构 〈见图

\ 

1 A，B、D、) ， 时 '1 A 显示 C3 植物 Serrade

lJa 叶肉细胞的叶绿休结构， 它反映出 C3植物
的共同将征， gjJ 叶绿体的片层结向中具有明显

的基粒片层。因 1 B.是 C. 惶物玉米 叶片白

两个细胞， I型的上部为叶肉细胞，其内的叶绿

体与 C3 植物---样有基粒片层和基因-片层的分

化，基粒片层很发达， 阁的下部为维管束勒细

胞，其中的叶绿体无基粒片层的分化。澳大利

.)[野生型的 C4 植物水牛草叶片细胞的叶绿体

与玉米完全一致，叶肉细胞的叶绿体在发育良

好的基粒片层(囱 1. D) ， 统管束黯细胞中的

叶绿体则无基粒片层的会化(囱 1 . E)。

玉米和水牛草维管束鞠细胞与叶肉细胞之

间存在胞间连丝 P(图 l B、 1 、C)。

c‘ 植物的特殊叶解剖结构及酶系 的分布

是具有高光合强度的结构基础，在维管束鞠细

胞的叶绿体内含有 RuBP 被化酶， 该酶有双重

功能， 当周围 CO2 浓度高时， 它进行梭化作

用， 固定 COz J 当周围 Oz 浓度高时， 它进行

氧化作用， 固定 Ozo 在叶肉细胞内有 PEP 搂

.{t酶，它对 COz 有很强的亲和力， 即使在 CO2

浓度很低的情况下， 也能将 CO2 固定在 C. 双

援酸巾，这些双竣酸输送到维管束赣ï细胞内，经

脱楼后放出 COz， 使得维管束韬细胞内的，COz

浓度增大， 人们把这种飞途径看成是一个用

ATP 推动的 CO2 泵， 由于 PEP 梭化酶不断地

作用， 使 COz 不断地输入维管束鞠细胞， 使得

维营束鞠细胞内的 RuBP 竣化酶有足够的 COz

底物，进行如下的 竣化作用 ， 产生 3-磷酸甘

本文承细隘物学所电镜室周美云同志补作了两
张m片， 又收水所ì~-tWJ东同志放大照片， 竹jl-[:---并孜

访I 。
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油酸z

催化 CO2
RuBP 竣化酶

CO2 + RuBP + H20----:丽豆ù---→

2(3-磷酸甘油酸)

然后三磷甘油酸(PGA)进入光合碳循环，这就

是巳植物在 CO2 很低的情况下， 仍能获得高

光合效率的原因。

在 C， 植物的 COz 泵运转的过程中. 叶肉

细胞和维管束鞠细胞之间存在着 NADPH 和

PGA 等物质的频繁交换，这些物质交换是借

助这两种细胞之间的胞间连丝通道进行的I町，

在水牛草和玉米的叶切片电镜图中，均呈现出

这种胞间连丝通道〈见图 lB、 C)。

二、 Ch C‘ 植物的叶解剖结构有显著的

差另IJ: 在 C4 植物水牛草的叶横切片电镜图 1

C. 中， 我们看到巳型的叶解剖结构，恰如

Laetsch 所指出的问， 维管束组织处于叶切片

中间部位，环绕在其周围的维管束鞠细胞形成

花环结构，而 C3植物 Serradella 的叶横切片电

镜观察中，则没见这种情况。

我们曾作了 C3巳叶片内 RuBP 竣化酶的

免疫荧光定位研究[41，曾观察到 C3 植物〈大麦、
小麦〉叶横切片内，没有特殊的花环结构，而

C，植物〈玉米〉叶横切片内具有明显的花环结

构。

这些正是 C3 植物在结构上不同于巳植物

之处， 也是 C3 植物光合效率较低的结构上的

原因。

由于 RuBP 援化酶是唯一连接 C2 光合碳
还原循环和 C3 光呼吸碳氧化循环的关键酶，在

光合碳同化中起着主要作用， 当 CO2 浓度高
时，它进行竣化作用，以固定 CO2，提高光合
效率。 弄清 RuBP 竣化酶在 C，植物叶绿体类

囊体内的精细分布，探明它在微环境改变下的

分布规律， 对揭示 C，植物的高光合效率的机

理是至关重要的。本文对 C3 和 C，植物叶结构

特征和叶绿体精细结构作了电镜观察，为今后

对 RuBP 援化酶在类囊体内的分布的兔疫电镜

咀--同【E 一-一---一-，，- …-一一--呵币----_---一一-一-"----一--
研究打下了基础。

摘要

用电镜对比研究了 C3植物 Serradella ， C‘型

玉米和 C，型水牛草的叶组织切片的超微结构。

结果表明 C3 型 Serradella 和 C，型玉米和

水牛草叶绿体超微结构的区另IJ: C‘型叶内有

维管束黯细胞和叶肉细胞，分别具有不同类型

的叶绿体，其维管束鞠细胞的叶绿体没有基粒

结构，在叶肉细胞的叶绿体具有明显的基粒结

构J C3 型叶内只有叶肉细胞和一种具有基粒

结构的叶绿体。这种超微结构的不同，决定了

它们在光合效率上的差异。

固版说明

细胞壁(CW) ， 线粒体(M) ， 叶绿体 (C)，被膜

(EV)，基粒(g) ， I~可质类囊体(ST)，脂滴与俄酸形成

的颗粒(Og) ， ，，{.肉细胞(MC) ， 维管束精细胞 (BSC) , 
胞间连丝(酌，间质片层 (SL) ， 捷粉粒(Sg) ，间质(酌，
维管组织(VT) 。

图 1 A.C3植 物 Serradella 的叶切片电镜图

显示出 CW， M, C 及其精细结构， EV, g , ST 
和 Og. x 17495. 

图 1 B.C4 植物玉米叶切片的电镜图 X 17495

MC, BSC，以及两种不同类型的C和 PC

BSC 的C的超微结构，可见 SL，缸， Og. 
MC 的C的超微结构，显示出 EV， g, S , ST。

图 1. C、D、E， C4 植物水牛草的叶横切片电镜
图，可见在 BSC 和 MC 内的两种不同类型的 C结

构.
C. MC, BSC， 花环结构(Kranz的， VT, CW, 

C 及P. x5 ，OOO。

D. 在 MC 中的C的超微结构，有明显的 g， S, 
ST, Ogx15 ， OOO。

E. BSC 的C 的超微结构: C不具有 g结构，只

有 SL， Sg, Og、 x 15 ， OOO。
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激活 T 细胞的培养上清液对肝癌细胞毒性作用的电镜观察

林 学颜

(卫生部武汉生物制品研究所细胞工程室)

慨 论

致有 ~~，分裂素剌激的 T 淋巴细胞释放出一

组可溶性因子称为淋巴因子， 其中的细胞毒因

子称为淋巴毒素(Lymphotoxin， LT)[1- 3], 在

体外有毁坏靶细胞的性能[4 ， 5]。最近， Onozaki 

等人例已经报告 ， 人的大单核细胞或巨噬细胞

衍生的白细胞介素- l (IL-l ) 是几种肿瘤细胞的

细胞毒因子， 本研究为了避免由大单核细胞衍

生的 IL寸 的混清效应， 用 E-玫瑰花环阳性的

血液淋巴细胞与植物血 凝素一起培养而制备激

活T 细胞的培养上清液。 通常用于体外细胞毒

试验的靶细胞为 L-92 9 和 HeLa 细胞[6- 8 ] 。

Russel 和 Rosenau 等人曾应用电子显微镜

研究淋巴毒素对 L-9 29 细胞的作用"'lE]，但是

在体外淋巴毒素杀伤大鼠肝癌细胞的电镜图像

尚未见报告。 ft本研究中 ， 我们经多次实验发

现， 在体外大鼠肝癌细胞对激活T 细胞培养上

清液的细胞毒效应敏感，致使形态改变，活细

胞数明显降低， 电镜图像指出 当肝癌细胞与激

活 T 细胞培养上清液-_.起培养后，细胞浆内有

明显的空炮形成井有灶'问:细胞脱溶解现象。

材料和方法

激活T 细胞培养上清液制备

应用含肝京铀的注 射器抽 取静脉 血液，加等量

Hank's 平衡盐溶液缓慢地加于 Ficoll-Hypaque(密度

为 1.077 g/ml )液上层 ， 然后在室温 400 g 离心 35 分

钟， 吸取两液界面单个核的细胞， 用无血清培养液

(RPMI1640)洗 2 次 ， 并再悬浮于含有 10%小牛血清

的 RPMI1640 培养液中， 调整细胞数量为 2 X 10 6 个

细胞Iml， 加等 量 用 2 ， 5-Aminoethy lisothouromium 

bromide (AET ) 处理的 0.5 %绵羊红细胞悬 浮液{叫，

混合物置于 37 'C水浴箱 20 分钟 ， 每 5 分钟混和一次 ，

离心 200 g, 10 分钟 ， 然后置 4 0C45 分钟， 轻轻地扣

动细胞团， 把细胞悬浮液如上述jJ日子 Ficoll-Hypaque

上层 ， 收集底层玫瑰花环细胞， 用 0. 38%NH.Cl 溶解

RBC , 上清重复洗一次 ， 然后以 RPMI1640 培养液

(含 10 %小牛血清) 将淋巴细胞浓度调至 5 X 10 6 细胞/

ml，加 PHA-P， 置 37 0C含 5 %COz 培养箱中 培养 4

天[3口 '11- 14 1 ， 离心收集上清液并用 。 . 2 μm 洁、器过滤，

滤液贮存于 - 80"C。

靶细胞

大鼠肝癌细胞株(H-4- n -E ) 由美国 ATCC(Ame

rican Type Culture ColJection )提供， 大鼠肝癌细胞

以 DMEM(Dulbecco' s Modified Eagle's Medium)含

10 %小牛血清， 制成细胞悬液， 浓度为 2 X 10 6 细胞/

ml , 0.5 ml 加于培养孔巾 ， 置 37 0C培养 48 小时， 细

胞生长成单层片状时， 用作激活 T 细胞培养上清浓的

靶细胞。

细胞毒测定

大鼠肝癌细胞置 37 0C培养 48 小时， 倾去培养液，

加入新鲜培养液与丝裂霉素 C(最终浓度为0.1μg/ml)

置 37 'C培养 30 分钟 ， 倾去丝裂霉素C ，用无血清培

养液洗细胞 2 次， 加不同稀释度的激活 T 细胞的培养

上清液(用 DMEM稀释)0.5ml ， 在 37 0C培养 24 小时

后，弃去培养液，加 0. 2 5 %底酶 0.2 m11孔， 置 37 'C

3 分钟后加 DMEM 0. 3 m11孔， 用巴氏吸管轻轻吹吸

混合，吸取 10μl 细胞悬液， 力口等量 0.4 % 台盼蓝溶液，

置血球讨数室中计算活细胞数。

T 淋巴细胞不加 PHA-P 的培养上清液加入肝癌
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