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细胞骨架抑制剂对玉米雄性不育
细胞质粘滞度的影响*

王立安* *　马春红　闫芝芬　魏建昆
(河北省农林科学院农业物理生理生化研究所,石家庄　050051)

摘　要　用细胞骨架抑制剂秋水仙素 ( colchicine)、细胞松弛素 B( cy tochalasin B, CB)处理玉米同

核异质体芽鞘, 可使其细胞质的粘滞度下降,说明细胞质粘滞度与由微管、微丝等构成的细胞骨架

密切相关; 同核异质体四种细胞质粘滞度的强弱顺序为 N> S > C > T , 在相同条件下, 使粘滞度下

降到同一程度所需的抑制剂浓度也为 N> S> C> T , 说明粘滞度越大, 细胞骨架受到抑制剂影响

的程度越轻。造成同核异质体四种细胞质粘滞度存在明显差异的原因可能与其细胞骨架的特异性

密切相关。
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玉米细胞质雄性不育( CM S)可划分为S、C、T 三大类群, 它们是生产上配制杂交种的重要

种质资源。粘滞度是用来反映细胞原生质特性的重要理化参数,粘滞度的大小可用在离心条件

下叶绿体位移百分率来表示
〔5〕
。魏建昆等在研究 CMS 玉米细胞质理化参数时证明, 细胞质粘

滞度、溶质势、基质浓度( Og 值)、胞质环流、膜水透性、膜稳定性等可作为衡量细胞质质量优劣

的指标,正常细胞质( N)与同核异质的 CMS-S、C、T 相比有显著差异,质量优劣的顺序为 N >

S> C> T ,这与不同细胞质具不同抗旱能力及在生产上 T、C细胞质先后受小斑病菌生理小种

专化侵害的事实相吻合。CMS细胞质的粘滞度与其叶片抗脱水性、抗病能力相关,并指出粘滞

度与细胞质内的大分子有关〔6〕, 但未阐明这种大分子的理化本质。Mansour-MMF 等发现细胞

质粘滞度与小麦、大麦的抗盐性有关,高耐盐品种具较高的粘滞度〔10, 11〕。Griff ith 等在研究动

物细胞纯化的微丝( M F)和微管( M T )之间的相互关系时发现,微管和微丝的混合物粘滞度较

低,接近纯微管或微丝的值,但在加入微管结合蛋白( MAPs)后,混合物的粘滞度显著高于各

自的粘滞度; M APs可使微丝的粘滞度有大的增加。电镜观察显示微管微丝之间靠 MAPs 相

连, MAPs控制混合物的高粘滞度
〔8〕
。由此可看出粘滞度与动物细胞骨架有关。现已证明,在植

物细胞中普遍存在由 MT、MF 和 MAPs 构成的细胞骨架网络系统,它参与植物生命活动的许

多过程,包括有丝分裂、细胞运动、对细胞质的组织、细胞器在胞内的运动、排布及细胞形态的

维持等。本研究旨在找出CMS 玉米细胞质粘滞度的理化本质,揭示玉米同核异质体四种细胞



质( T、C、S、N)之间粘滞度存在明显差异的机理,阐明细胞骨架、原生质特性与抗性之间的相

互关系,并为揭示 CMS细胞质专化性病害的机理及植物耐盐、抗旱等抗逆机理提供新思路。

1　材料和方法

1. 1　材料

两种基因型 B73与C103的同核异质体玉米, 包括 T、C、S、N 四种细胞质类型由本室提供。细

胞松弛素B 由 Sigma 公司生产,秋水仙素由 Serv a公司生产。

1. 2　方法

玉米芽鞘获得方法:将玉米种子用 0. 1%升汞消毒 5m in,洗净后用自来水浸泡 24h 过夜,

于铺有湿滤纸的培养皿中 27℃培养,生根后移到光照培养箱中, 三叶期幼苗芽鞘供实验用。

药物配制: CB 用 pH= 6. 8的 0. 2M 的 HEPES 缓冲液配制,内含 1%的二甲基亚砜( DM-

SO) ;秋水仙素用 pH= 6. 8的 0. 2M 磷酸盐缓冲液配制。配制浓度详见图 1、图 2。

处理方法:将芽鞘直接浸泡于药液中, 于 27℃保温 1h。

粘滞度测量: 采用离心条件下观测芽鞘细胞叶绿体位移率的方法,具体方法和叶绿体位移

标准参照《植物细胞原生质研究方法》〔5〕。

2　结果与分析

用一系列不同浓度的 CB、秋水仙素按上述方法分别处理两种基因型的玉米同核异质体,

即 B73N (正常细胞质)及同核的 CMS-S、C、T ; C103N 和同核的 CMS-S、C、T。在显微镜下用直

接观察和显微照相相结合的方法,记录处理后叶绿体的位移率,将两种基因型的观测数据进行

平均处理(见图 1与图 2)。

图 1　CB 对玉米四种细胞质粘滞度的影响　　　图 2　秋水仙素对玉米四种细胞质粘滞度的影响

　　图 1说明不同浓度的 CB处理玉米芽鞘 1h,于 2000r / min离心 5m in后,同核异质体

玉米细胞内叶绿体位移率达 100%所需的 CB浓度分别为: 正常细胞质( N )为 60Lg / ml ; CMS-

S 为 50L g / ml; CM S-C为 45L g/ m l; CM S-T 为 40Lg/ m l。图 2表明不同浓度的秋水仙素处理

芽鞘 1h后,于 2000r/ m in 离心 5m in后,同核异质体玉米细胞质叶绿体位移率达 100%所需的

秋水仙素的浓度依次为: N 为 140Lg / ml; S 为 120L g/ m l; C 为 90L g / ml ; T 为 80 Lg/ m l。
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本实验用 CB 或秋水仙素处理玉米芽鞘细胞后, 只需离心 5m in, 四种细胞质即可实现叶

绿体 100%位移。两种试剂所需浓度如上所述,皆呈 N> S> C> T。在正常情况下实现叶绿体

位移率达 95%以上所需的时间分别是 N 为 31m in, S 为 17min, C 为 15m in, T 为 12min
〔6〕, 表

明四种细胞质粘滞度的强弱为 N> S> C> T。由此可见,处理与对照呈相同趋势,即 N 细胞质

的粘滞度最强, 叶绿体位移所需的时间最长,经药物处理所需的剂量最大,受抑制剂的影响程

度最轻;随后为 S 细胞质、C细胞质与 T 细胞质。尽管四种细胞质的粘滞度有大有小, 且差异

显著,但均受 CB或秋水仙素的作用而急剧下降。

Ker sey 将扫描与透射电镜结合起来曾观察到藻类细胞中肌动蛋白和叶绿体之间直接相

连,即微丝束和叶绿体面向流动的内质一面结合,平均 4～6条微丝束与一列叶绿体相结合
〔7〕
。

高志强等用光镜也曾直接观察到转板藻细胞叶绿体端部有刷样丝束结构,并证明这种结构就

是微丝〔4〕。高等植物中虽缺乏直接证据,但已有证据显示细胞骨架参与细胞器及亚细胞器在空

间的分布,叶绿体在原生质体内的分布和运动与微管、微丝有关。光照下叶绿体的向光运动是

由肌动蛋白聚合成微丝过程中产生的动力带动的〔2, 3〕。因此用微丝的特异解聚剂CB作用于细

胞,直接造成叶绿体在离心条件下发生位移时所受来自微丝的阻力变小,达 100%位移率的时

间必然缩短, 本实验获得证实。

在研究过程中发现, CB对细胞骨架的作用要比秋水仙素灵敏得多。这和 L. C. M orejohn

( 1987)的研究结果一致。他曾对比分析过动物、植物微管蛋白在体外对秋水仙素的亲和系数,

发现秋水仙素对植物微管的亲和力是动物的 1/ 1000, 秋水仙素并不是植物微管的有效解聚

剂。但本实验证明在较高浓度条件下,秋水仙素仍然对细胞骨架的微管具有破坏作用,且微管

遭破坏后,离心条件下叶绿体实现 100%位移率所需的时间缩短,即细胞质粘滞度下降。

文献记载 CB破坏微丝的有效浓度一般在 20～30L g / ml, 这些文献多用藻类细胞或其它

单细胞做为研究材料, CB 很容易进入细胞; 本实验采用芽鞘做为研究材料,低浓度 CB 处理效

果不明显,可能因为低浓度下 CB 进入植物组织或器官(芽鞘)比较困难,所以本实验采用了较

高的浓度和较长的处理时间,把用药物处理后的材料用对应的缓冲液浸泡洗涤 1h, 芽鞘细胞

仍可恢复生活状态,表明药物没有将芽鞘毒害致死。

研究中还发现, 经 CB和秋水仙素处理之后的细胞质叶绿体实现 100%位移率时,叶绿体

的排布状态有明显差别, CB作用后叶绿体紧密聚集在一起,呈“凝集”状态, 胞质环流停止, 同

时有许多微小的颗粒随叶绿体一起下沉;秋水仙素处理后叶绿体则表现为“聚集”,松散堆在一

起。这似乎说明粘滞度与微丝关系更大。

已知 CB通过与 MF 的正端进行特异结合,阻碍 MF 延伸, 破坏 MF 形成;秋水仙素通过

和微管蛋白形成的二聚体进行特异结合, 阻止二聚体进一步聚合成 MT。既然两者均专一破坏

细胞骨架系统, 并导致细胞质的粘滞度下降,说明玉米细胞质的粘滞度与细胞骨架密切相关,

与粘滞度相关的胞内大分子可能是肌动蛋白、微管蛋白及与之相关的结合蛋白( MAPs)等。

3　讨论

细胞骨架的知识, 已经并正在深化和更新着人们对细胞结构和功能的概念。细胞骨架不仅

仅是活细胞的支撑结构,决定细胞的形状,赋予其强度, 而且是对各细胞器乃至某些大分子聚
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合体如膜蛋白、膜受体、RNA 等进行空间组织安排的统一基质
〔12〕

,是能量转换的主要场所。从

细胞骨架的最新功能看,它可能做为一种新的信号传递系统,起着从细胞膜, 通过细胞质到核

传导某些信息的作用, 并参与核对整个细胞生命活动的调节过程。目前已有一些证据: MT 至

少是部分的解聚,是 DNA 合成启动的必要条件; M T 的破坏可抑制多种生长因子所诱导的

DNA 合成的启动;细胞表面的受体紧密连在细胞骨架纤维上; 破坏细胞骨架纤维可推迟小泡

与溶酶体的融合: 某些生长因子在调节细胞的生长和繁殖时, 早期事件之一就是引起细胞骨架

的强烈变化
〔1〕
。虽然这些证据主要来自动物细胞,但可以肯定植物细胞骨架参与了植物细胞对

外界刺激如病害侵染、创伤、脱水等做出反应的过程。

本实验证实粘滞度受细胞骨架抑制剂的影响而下降, 而我们前期的工作〔6〕把粘滞度作为

细胞质质量的重要参数之一,发现它与不育胞质的抗病性密切相关,从而可以推断雄性不育细

胞质的抗病过程可能有细胞骨架的参与;同理可推断,植物耐盐、抗旱等过程也有细胞骨架的

参与。我们前期的工作还发现C 毒素和 T 毒素可分别降低C 细胞质和 T 细胞质的粘滞度
〔13〕,

C 毒素和 T 毒素对细胞骨架有无作用是我们正在研究的课题, 如有作用则可直接说明雄性不

育细胞质的专化感病过程有细胞骨架的参与,为揭示 CMS专化性病害机理提供了新思路。

高等植物细胞质中肌动蛋白基因属多基因家族,基因拷贝数从三到数十个不等,肌动蛋白

在高等植物中的表达具组织和器官特异性〔9〕。因此, 玉米同核异质体四种细胞质之间肌动蛋白

的表达必然存在特异性,细胞骨架存在一定差异,也许这就是造成同核异质的玉米四种细胞质

粘滞度存在明显差异的重要原因。
鸣谢　河北师范大学生物系 96 届毕业生王曙光、李志勇参加了部分实验工作,在此表示感谢。

参 考 文 献

1　王昆仁,薛绍白主编 . 细胞生物学 . 北京: 北京师范大学出版社, 1990, 202～270

2　刘雄,阎隆飞 . 植物细胞器的运动 . 植物生理学通讯, 1994, 30( 5) : 321～326

3　陈梓卿 . 植物微管 . 植物生理学通讯, 1987, ( 4) : 7～16

4　高志强 . CaM 抑制剂对转板藻细胞骨架的影响 . 植物生理学通讯, 1989, ( 3) : 25～28

5　魏建昆等编译 . 植物细胞原生质研究方法 . 石家庄 . 河北科学技术出版社, 1991, 259～269

6　Wei JK , L iu KM , Deng LY , et al. Pr ot oplasmic par ameters o f Zea may s with no rmal and male st erile cyto-

plasm . Phy siol and M olec P lant Path, 1989, 35: 543～553

7　Ker sey YM . Localization o f actin filaments in internodal cells of Char acean alga e. J Cell Biol , 1976, 68: 264

8　Gr iffith LM and Po llard TD. Evidence for actin filament-micro tubule inter action mediated by micro-

tubule-associat ed pro teins. J Cell Bio lo gy Rapid Communication, 1978: 958～965

9　　M eagher RB, McLean BG . Diver sity of plant actins. Cell Mo tilit y and the Cyto skeleton, 1990, 16: 164～

166

10　 Mansour-MMF , Lee-Stadelmann-OK , Stadelmann-EJ. Solute potential and cytoplasmic v iscosity in

T r iticum and H ord eum vulgar e under salt str ess. J P lant Physio l, 1993, 142( 5) : 623～628

11　M ansour-M MF , Stadelmann-EJ. NaCl-induced changes in pr o topla smic char acterist ic of H ordeum vul-

gar e cult ivar s differing in salt toler ance. Physio log ia-P lanta rum, 1994, 91( 3) : 389～394

12　St ankovic B, Abe S and Davies E. Co-localizition o f plo ysomes, cyto skeleton, and membranes with pro-

tein bodies fr om co rn endo sperm. P ro toplasma, 1993, 177: 66～72

13　Wei JK , Liu KM , Chen JP , et al. Patho lo gical and phy siolog ical ident ification of race C o f Bipolaris may-

dis in China. Phy topatho lo gy , 1988, 78: 550～554

513期 王立安等:细胞骨架抑制剂对玉米雄性不育细胞质粘滞度的影响



Effects of Cytoskeleton Inhibitor on Viscosity of

Male Sterile Cytoplasm in Zea mays L.

Wang Lian　Ma Chunhong　Yan Zhifen　Wei Jiankun
( Ag r o-physics, Plant Physio log y and Biochemistry Institute,

Hebei Academy of Ag ricultural and Forestr y Sciences, Shijiazhuang　050051)

Abstract　T hat cy to skeleton inhibitors colchicine and cytochalasin B were used to t reat the

co leopt ile of maize homokar yot ic heteroplasmon could make the viscosity of the cy toplasm

decr ease. It w as found that cytoplasmic v isco sity was closely r elated to cytoskeleton com-

posed of micr otubule and microf ilament . Four kinds o f cytoplasm ic viscosity of homokary ot ic

heteroplasmon w ere arranged to be N> S> C> T in big and small or der. In the same condi-

tions, concentrit ion of inhibitor which w ere used to reduce the visco sity to the same level w as

also N > S> C> T, indicat ing that the bigger the viscosity w as, the lighter the cy toskeleton

w as af fected by inhibitor . The reason of dif ferent cy toplasmic viscosity could be corr elated

w ith the specif ic characterist ics of cytoskeleton.

Key words : 　Coleopt ile; Visco sity; M icro tubule ( M T ) ; M icro filament ( M F) ; Cy to skeleton;

Cytoplasmic male ster il ity ( CM S)
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