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摘要: 巴西橡胶树的 2个品系即RR IM 600和 IAN 873的维管束鞘细胞富含叶绿体,但没有“K ranz”结构. 用从烟草提纯的

R uBP 羧化酶制备兔抗R uBP 羧化酶抗体,并以 F ITC 荧光素标记抗体. 采用直接免疫荧光法对典型的 C3 植物水稻、C4 植

物甘蔗和巴西橡胶树等进行了 R uBP 羧化酶的定位. 结果表明: C3和C4 植物叶切片中R uBP 羧化酶的分布明显不同, C3 植

物的特异荧光存在于叶肉细胞,而 C4 植物的特异荧光绝大部分存在于维管束鞘细胞. 巴西橡胶树 IAN 873和RR IM 600品

系的叶肉细胞和维管束鞘细胞均存在 R uBP 羧化酶. 上述结果表明,巴西橡胶的一些品系 (如 IAN 873、RR IM 600)可能属于

C3- C4 中间型植物.
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Abstract: The clones(RR IM 600 and IAN 873) of H evea brasiliensis con tain large amount of ch lo rop lasts, but have no K ranz2
type. R abbit an tiserum w as refined from ribulose21, 52bisphosphate carboxylase (R uBPCase) of tobacco, and the an tibody w as

m arked w ith fluoresecin iso th iocyanate (F ITC ). R uBPCase in leaf blade transection of typ ical C3, C4 p lan ts and H evea

brasiliensis w as located by direct imm unofluorescence m ethod. The results w ere as fo llow s: there w as difference in the localiza2
tion of R uBPcase betw een typ ical C4 and C3 p lan ts, the specific fluorescence of C3 p lan t ( rice) ex isted in m esophyllous cell of

ch lo rop lasts, w h ile the specific fluorescence of C4 p lan t (sugarcane) mostly ex isted in bundle sheath cell of ch lo rop lasts; The

specific fluorescence of IAN 873, RR IM 600 w as located in bo th m esophyllous cell and bundle sheath cell of ch lo rop lasts, so it

w as concluded that the clones( IAN 873, RR IM 600) of H evea brasiliensis m igh t be belong to C3- C4 in term ediate p lan t.

Key words: H evea brasiliensis; ribulose21, 52bisphosphate carboxylase; imm unofluorescence m ethod

粟米草属 (M ollug o nud icau lis)植物中,嫩叶向C3 途径转变,老叶向C4 途径转变,中部叶则呈中间光

合类型[1 ]. 高粱本来为C4 植物,但在开花后其光合碳同化也向C3 途径转变; 而在C3 植物大麦、大豆中,也

存在C4 途径[1- 2 ]. 随着研究的日益深入,科学家们发现C3 和C4 植物是相互联系的, CO 2 的 2种代谢途径

在一定条件下可以相互转化. 这为高光效育种提供了新的思路和选择. 多年来人们希望通过C3 与C4 植物

的杂交,将C4 植物同化CO 2 的高效性转移到C3 植物中,但至今尚未取得令人满意的结果. 根据C3 植物中

存在C4 途径的特点,寻找C4 途径表达强的C3 植物以及由此而进行的高光效品系的筛选工作,逐渐成为

光合研究的一个侧重点,并已取得了令人欣喜的成果. 目前关于巴西橡胶的高产育种尚未有突破性的进

展,其碳素同化途径以及不同品系间的差异尚未见报道. 因此,我们在对巴西橡胶树 (H evea brasiliensis)叶

切片的显微及超微结构观察的基础上,采用直接免疫荧光法进行了R uBP 羧化酶的免疫荧光定位. 旨在探
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明巴西橡胶的碳素同化途径及其个体发育过程的光合特性,以期为品系选育中的早期测产提供形态生理

学依据,并对巴西橡胶不同品系间光合效率的差异作深入的研究.

1　材料与方法

1. 1　材料

供试材料巴西橡胶RR IM 600和 IAN 873等叶片,采自厦门大学植物园温室中的 1龄实生小苗、福建

省热带作物研究所的橡胶系比苗圃中芽接的 IAN 873、RR IM 600等 3龄幼苗以及诏安县建设农场实验山

的 20龄割胶树 (芽接苗). 以典型的C3 植物水稻和C4 植物甘蔗作分析比较.

本试验所用的兔子均由厦门大学原生物系实验动物饲养房提供.

试验主要试剂有: 异硫氰酸盐荧光素 (F ITC) (瑞典 F luka 产品)、Sephadex G225 (Pharm acia 产品)、G2
50 (Pharm acia 产品)、G2200 (Pharm acia 产品)、D EA E2纤维素 (D E252) (W hatm an 产品) 、卡介苗 (厦门卫生

防疫站提供)以及Kodaco lo r Gold 400 (27D IN )彩胶 (澳大利亚M elbourne产品). 紫外分光光度计 (UV 2240

型)为日本岛津产品,O lympus荧光显微镜属BH 22R FL 5型.

1. 2　巴西橡胶叶片 RuBP羧化酶的提取、纯化

参照张志良等[3 ]改进过的方法,透明液依次经过 SephadexG250 柱、SephadexG2200 柱及D EA E2纤维
素柱 (D E252) ,以磷酸缓冲液洗脱,合并酶活部分的洗脱液.

1. 3　RuBP羧化酶抗体的制备、纯化

用于R uBP 羧化酶兔抗血清制备的抗原是从烟草中提取的R uBP 羧化酶,经聚丙烯酰胺凝胶电泳后,

呈现一单谱带.

1. 3. 1　免疫方法　按照单价免疫球蛋白常量免疫方法[4 ] (多点注射)进行,分别取烟草R uBP 羧化酶抗原

10、20、25 m g溶于 1 mL 50 mmol·L - 1的磷酸缓冲液 (pH 7. 4)中,加入等体积的 F reund 完全佐剂,分 3次

分别注射至四脚掌皮下、肩甲骨中间及髂骨部位下; 10 d 后再注射水剂抗原 (R uBP 羧化酶 10 m g) 1针; 1

周后取兔耳静脉血测定血清的抗体效价,另取 1只不进行免疫的灰色雄兔为对照.

1. 3. 2　抗体鉴定　按免疫电泳法进行抗体鉴定[3 ]: 将抗原稀释 1024倍, 抗体对质量浓度为 60 Λg·mL - 1

的R uBP 羧化酶仍能产生一条兰色沉淀线. 此外,免疫电泳法测试试验表明,纯化后的巴西橡胶R uBP 羧

化酶稀释后也能与烟草R uBP 羧化酶的兔抗血清产生一兰色沉淀线,存在明显的交叉反应. 因而这一抗体

的荧光标记物可用来检测橡胶叶片内该酶的分布. 当抗体纯化对免疫兔耳静脉血的效价测定值较高时,参

照文献[ 3 ],经过相关的纯化步骤,将制备好的抗体溶于少量 10 mmol·L - 1磷酸缓冲液 (pH 7. 6)中.

1. 4　抗体的荧光素标记、鉴定

采用 T chan 改进的直接法,用 F ITC 直接标记纯化的R uBP 羧化酶抗体,反应液的pH 值维持在 9. 0-

9. 5[5 ]. 标记完毕的抗体蛋白液经 Sephadex G225柱,分装于若干小管,其中 2、3、4管为精制的荧光抗体液,

其 FöP 比值符合文献[ 6 ]的要求.

1. 5　组织切片的染色及荧光显微观察、拍照

供试叶片置于 0 ℃下预冷 20- 30 m in 后,徒手切片,用体积分数为 75%的乙醇固定 10- 15 m in,冷风

吹干,用 0. 01 mol·L - 1PBS (pH 7. 4)反复冲洗 15 m in,冷风吹干. 滴加 2- 3滴精制的荧光抗体液于载玻片

中的组织切片上,结合反应 60 m in (37°C,自然光,保湿) ,以 0. 01 mol·L - 1 PBS (pH 7. 4)反复冲洗 15 m in,

封片. 设置的对照有:①正常血清,②0. 01 mol·L - 1PBS (pH 7. 4) ,③先加未标记的抗体液反应 60 m in,后加

标记抗体液. 3种对照结合反应均为 1 h,用 PBS冲洗,封片.

以超高压汞灯为激发光源,用 510 nm 滤光片将叶绿素的红色自发荧光滤去,选用 27D IN 高速彩胶,

荧光显微拍照的曝光时间宜控制在 20 s以内.
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2　结果与分析

2. 1　两品系胶苗稳定叶的免疫荧光定位

水稻叶切片经 F ITC 标记的R uBP 羧化酶抗体染色[7 ]后,叶肉细胞特异荧光较强,表明该酶广泛分布

于叶肉细胞的叶绿体内; 而在甘蔗的叶切片中,其特异荧光则聚集在维管束鞘细胞内,环绕维管束呈花环

状,表明R uBP 羧化酶分布于鞘细胞的叶绿体内. 上述两种植物中特异荧光分布不同说明它们的R uBP 羧

化酶分布不同.

IAN 873和RR IM 600胶苗稳定叶的组织切片经 F ITC 标记的R uBP 羧化酶抗体染色后,除了叶肉细

胞有特异荧光反应外,维管束鞘中也有明显的特异荧光反应; 而在正常血清对照组中没有特异荧光,只有

维管束的细胞壁有自发荧光反应.

2. 2　同一叶龄的叶肉免疫荧光定位

R uBP 羧化酶免疫荧光反应的试验结果还表明,不同品系间R uBP 羧化酶的发育存有差异,这种差异

主要表现在下表皮毗接的叶肉细胞分化成栅栏组织方面: IAN 873、RR IM 600叶子的下表皮毗接的叶肉,

较早就分化成富含R uBP 羧化酶的栅栏组织,而天任 31245等品系的同样叶龄的叶片下表皮毗接的叶肉

的R uBP 羧化酶发育较迟. IAN 873和RR IM 600叶片下表皮毗接的叶肉的特殊结构,使其下表皮旁侧的

特殊细胞群能与上表皮毗接的栅栏组织共同完成极为重要的CO 2 固定功能,具有较强的光合效率.

我们详细比较了 IAN 873和RR IM 600实生小苗叶的解剖结构和免疫组织化学的反应结果之后,发现

其维管束鞘特异荧光始终出现在叶肉富含R uBP 羧化酶的旱生结构之后. 在反复的免疫荧光定位和形态

学观察中,尚未发现与发育程序相反的例子.

3　讨论

RR IM 600、IAN 873的叶片维管束解剖结构中[8 ] ,不仅维管束鞘细胞含有叶绿体,而且韧皮部和木质

部薄壁细胞以及射线薄壁细胞也含有数量较多而颗粒较小的叶绿体,厚壁细胞 1- 5层,有零星的叶绿体.

而巴西橡胶的叶肉细胞分化具有旱生结构的特征,即下表皮毗接的叶肉并不分化成海绵组织,而是分化成

一层排列紧凑而细胞较短小的栅栏组织. 下表皮毗接的这层栅栏组织的细胞和上表皮毗接栅栏组织的细

胞一样,富含R uBP 羧化酶,其面积约为上表皮毗接的栅栏组织的 1ö3- 1ö2. 这一特殊结构为各个品系所

共有,只是在其幼苗的发育先后上存有一些差异.

我们的研究结果表明,无论是早期幼苗还是开割树的叶片,在叶肉细胞和维管束鞘细胞均有很明显的

特异荧光,表明R uBP 羧化酶分布于这两类细胞的叶绿体内. 曾志杰[9 ]、杨汉金[10 ]等对巴西橡胶 IAN 873

等品系CO 2 补偿点等生理生化指标的测定结果,也进一步证实了巴西橡胶是属于C3- C4 中间型植物. 我

们的研究结果与Bauw e的观察结果[11 ]一致. Ho laday [12 ]对 P anicum m ilioid es, M oricand ia arvensis 和 F lave2
ria f lorid ana中间型植物进行了超微结构观察,结果表明,维管束鞘细胞里除了富含叶绿体外,还含有许多

大线粒体,其它细胞器也相当丰富,这一结果和我们的试验结果[8 ]相符合,这说明中间型植物的维管束鞘

细胞有比C3 植物丰富得多的各种细胞器,以保证其旺盛的能量代谢和物质代谢.

B row n 和M organ 在对中间型植物的代表种M . arvensis和 P. m ilioid es研究后提出了“光呼吸CO 2

再循环学说”[13 ] ,认为在维管束鞘细胞中,线粒体里由甘氨酸生成丝氨酸而释放的CO 2 可以为Calvin 循环

再固定和利用. 对CO 2 扩散过程的研究结果表明[14 ] ,叶肉细胞对CO 2 的扩散阻力 (R m )占总扩散阻力的比

例是最主要的. 这一纯物理学意义的阻力应表现在 2 个不同方向的扩散中. 故通过上述试验,我们认为,

CO 2 气体在巴西橡胶的叶肉细胞和维管束鞘细胞之间扩散的阻力相对较小;“光呼吸CO 2再循环”学说忽

视了叶肉细胞光呼吸释放的CO 2 的再循环这种可能,这从植物体自身能量来考虑也是很有利的[15 ]; 高煜

珠等[16 ]提出的“回迁”新概念也揭示了叶片内部光呼吸的复杂性. 巴西橡胶树叶下表皮毗接叶肉分化为特

殊的“类栅栏组织”,为CO 2 的再利用提供极佳的内环境. 由于毗接下表皮的叶肉细胞排列紧凑,使得叶肉

细胞光呼吸释放的CO 2 不易逸回大气,使栅栏与类栅栏之间的空间里有较高的CO 2 含量,而较高的CO 2ö

O 2 分压也增强了R uBP 羧化酶的羧化活性,减弱其氧合反应. 换言之,巴西橡胶叶片上下两面毗接的叶肉
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细胞中,广泛存在的活化R uBP 羧化酶,可能代替了典型C4 植物中 PEP 羧化酶对CO 2 的高亲和力,使净

光合效率提高.
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