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离体培养细胞表面的扫描电镜观察

郭晓才 蒋 辉 吴伯骥 郑国错
(中国科学院成都生物研究所

,

成都 61 0 0 4 1) (兰州大学细胞生物学研究室
,

兰州 )

摘 要 对离体培养植物细胞 (胡萝 卜细胞和烟草细胞 )的表面进行了扫描电镜观察
。

结果表明
,

愈伤组织表面细胞的表面上分布有颗粒和纤丝
。

颗粒的形状
、

大小及分布有各种各样
,

有些颗粒顶

部凹陷成小坑
。

纤丝大多与颗粒相连
,

在有些细胞表面上纤丝交织成网络
。

对这些颗粒和纤丝的分

泌活动及调节
,

以及颗粒和纤丝在细胞之间粘连中的作用
,

进行了讨论
。

关扭词 离体培养 细胞表面 壁物质分泌 细胞间粘连

植物嫁接时
,

砧木与接穗的切削面接触后有一深着色带形成
,

构成一个界面把砧木和接穗

二者 的细胞分隔开
,

此带即为隔离层 [l 一 3」
,

又称接触层 [lj 或坏死层 [l.
‘

,
5

林随着嫁接天数的推移
,

隔离层或解体消失或木质化
、

木栓化 〔‘一 “」
。

一般认为隔离层来源于嫁接面切伤细胞的碎片如膜

和壁的碎片〔‘一 5〕
,

因此认为隔离层的形成对嫁接成功与否并非是必不可少的川
。

我们在用科间

植物细胞离体共培养研究科间细胞共质联系形成时
,

发现了隔离层的存在 [l ’〕; Moo re 和 W al k
-

e r
也曾观察到同样的现象

,

但只是看作界面
,

而未与隔离层相联系 [sj
。

离体细胞共培养时
,

仅仅

把两小块愈伤组织的表面靠在一起
,

并未涉及到细胞的损伤
,

因而关于隔离层的起源及其在细

胞接触后建立次生联系中的作用有待深入研究
。

为解决这一 问题
,

我们对离体培养细胞的表面

进行了扫描电镜观察
。

1 材料和方法

L l 材料及其离体培养

所用材料为普通烟草 (N ic o t

~
ta baC u m )和胡萝 卜(Z灿uc u : 。a

rot a)
。

离体培养如前文 〔‘’〕
。

L Z 扫描电镜制样及观察

取在 固体培养基上继代培养 15 天左右的新鲜愈伤组织
,

切取带有上表面 (朝向空气的表

面 )的小块
,

2 %戊二醛 (用 0
.

IM 磷酸钠盐缓冲液配制
,

pH 7
.

2) 固定
,

4
‘

C
,

3h 或过夜
。

乙醇系列

脱水
,

冰冻干燥或临界点干燥
,

喷金
,

扫描 电镜观察
。

2 结果与分析

1 9 9 5一 0 5一 2 0 收稿
。
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2. 1 胡萝 卜细胞表面
2

.

1
.

1 表面的颗粒 (小珠) 离体培养 的胡萝 卜愈伤组织
,

其表面细胞的表面上有很多球型隆

起
,

或优状突起呈颗粒或小珠状(附图 1一 3
,

9一 1 6 )
。

颗粒的大小各不相同
,

大的约为 2一 5产m
。

颗粒的形态也呈各种各样
:

有些球形颗粒
,

在接近细胞表面处级缩变细 (附图 1 1
,

1 3 ) ; 有些则

为大的扁平隆起
,

似为细胞表面本身隆起 (附图 9
,

1 0 ) ;有些小颗粒贴在细胞表面
,

或为小的半

球形或不规则形状的突起 (附图 1一 3
,

9一 1 6
,

17 一 1 9 ) ;有些颗粒与其下方的细胞表面有短丝

连着 (附图 1 0
,

1 4 )
,

而很多颗粒则有呈不规则突起的
“
基座

” ,

有些这样的基座为几个融合所成

(附图 2
,

3
,

n 一 1 4 )
。

相邻的颗粒也可融合 (附图 2
,

3
,

1 4
,

1 5 )
,

这种融合也可在相邻的细胞之 间

看到 (附图 n 一 1 3
,

1 5
,

1 6 )
,

构成了细胞之间的桥
。

颗粒表面一般为光滑的
,

但在较高放大倍数

下 ( X 7 0 0 0 一 1 0 0 0 0) 可见到有些颗粒表面粗糙
,

密布微细的颗粒
,

并非光滑的
。

很多颗粒顶部凹

陷成小坑
,

这些 凹陷有单个的较大的坑
,

有些则为多个小坑 (附图 n 一 1 6
,

1 8 )
。

从这些顶部凹

陷小坑的颗粒来看
,

颗粒表面似有一层薄膜覆盖
,

尤其是多个小坑状的凹陷
,

似为这层膜皱折
。

在一部分颗粒表面可看到界限分明的两部分
,

颗粒的顶部似有一个帽子状的
“

盖子
”
(附图 1

,

2
,

1 1一 1 3 )
,

盖子的边沿略为皱折
。

颗粒在细胞表面的分布并不十分均匀
。

上方 (朝向空气一方 )的区域要多些
。

2
.

1
.

2 表面的纤丝 在胡萝 卜细胞表面常可见到纤丝
。

纤丝一般与颗粒相连
,

可把颗粒串起

来
,

一个颗粒常 可有 多根纤丝相连 (附图 14
,

15
,

19
,

2 0)
。

纤丝或 长或 短
,

直径可 达 1 00 一

Zo on m
。

在有些细胞的表面
,

可见到细纤丝交织构成的网络和汇集缠绕而成的
“

绳结
”

状的结构

(附图 2 1
,

2 2 )
。

2
.

1
.

3 细胞间的连系 相邻细胞的邻接处除有颗粒融合形成桥以外
,

还有一种
“

绳索
”
状的结

构
,

把不同的细胞连在一起 (附图 23
,

2 4 )
。

另外
,

常可见到细胞之间有一层薄膜状的结构相连

(附图 17 一 1 9 )
,

这一膜状结构可能有细纤丝的参与(附图 1 7 )
。

2. 2 烟草细胞的表面

离体培养的烟草愈伤组织细胞直径很大
,

可达 2 0 0产m 以上 (附图 4
,

7 ) ;
而胡萝 卜细胞的直

径一般为 40 一80 拌m 左右 (附图 1
,

9
,

1 1 )
。

二者在 同一培养条件下的这种差别
,

使得二者很易区

分
。

在非常疏松的烟草愈伤组织细胞表面
,

颗粒很少
,

并未见到纤丝
。

但细胞表面呈
“

山脉
”

状

的皱折 (附图 5
,

6
,

8 )
。

在稍紧密的烟草愈伤组织细胞表面
,

颗粒分布稍多 (附图 7
,

8 )
。

颗粒直

径大约为 2一 3拌m
。

有些颗粒也可见到顶部凹陷
。

3 讨论

3. 1 离体培养细胞表面的颗粒

离体培养的胡萝 卜愈伤组织和烟草愈伤组织
,

其表面细胞的细胞壁表面均有球形隆起或

为扰状(乳头状 )的突起形成表面颗粒 (小珠 )
。

颗粒的大小
、

形态和分布
,

与原生质体细胞壁再

生时的情况很类似图
。

Je ff re e 和 Y eo m an 用西红柿研究嫁接时
,

在嫁接面的愈伤细胞表面也曾

观察到这种颗粒 [l “〕
。
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1 ~ 3
,

9 ~ 24
.

胡萝 卜愈伤组织细胞表面
。

相邻的颗粒可相互融合 (尸 ) ;有些颗粒分成界限分明的两部分
,

其顶部如一个
“

帽子
”(矛 )

。

2
.

为 1 的局部放大
。

3
.

可见大部分颗粒有一不规则基座
。

4 ~ 8
.

烟草愈伤组织细胞表面
:
4

.

疏松愈伤组织的

细胞
,

表面呈
“

山脉
”

状皱折
。

5
,

6
.

为 4 的局部放大
。

7
.

较为紧密(仍不致密)的愈伤组织细胞
,

表面分布有颗粒
。

8
.

为 7 的

局部放大
。

9
.

细胞表面的颗粒和大的扁平隆起
。

有些颗粒与细胞表面之间有短的纤丝相连
。

10
.

为 9 的局部放大
。

H
.

几

个相邻的细胞
,

表面有很多颗粒
。

相邻顺粒可融合
,

球形的顺粒下有不规则的基座
。

有些基座为几个融合而成
,

其上方有一个

大的球形颗粒 (尹)
。

有些颗粒的顶部凹陷成小坑印 )
。

12 ~ 13
.

为 11 的局部放大
。

14
.

相邻籁粒可融合 (尸 )
,

有些颗粒有短

纤丝相连
,

有些颗粒顶部凹陷
。

15
.

除有与短纤丝相连的顺粒
、

相互融合的顺粒
、

顶部凹陷的顺粒之外
,

相邻细胞之间的籁粒

相互融合成
“

桥
”
(尸)

,

16
.

细胞间顺粒融合形成
“

桥
” 。

17 ~ 19
.

细胞间有一薄膜状的结构相连
,

这些薄膜状结构可能有细纤

丝参与
。

18
.

很多颖粒顶部凹陷
。

19
.

顺粒之间有纤丝串起来
,

每个颗粒可有 4 根纤丝相连
。

20
.

为 19 的局部放大
。

21
.

纤

丝在细胞表面构成网络
,

多条纤丝拧成一种
“

绳结
”

状的结构
。

22
.

为 21 的局部放大
,

示
“

绳结
”

状结构的细节
.

23
.

有一种
“

绳

索
”

状的结构出现在细胞的外表面
,

把相邻的细胞连接在一起
。

24
.

为 23 的局部放大
, “

绳索
”

状结构与细胞相连
。

烟草原生质体细胞壁再生时
,

培养 24 h 的原生质体表面有大量的小突起 (颗粒 )出现
,

培养

48 h 后这些颗粒则看不到了闭
。

在植物嫁接中发现
,

嫁接 4 8h 时即可观察到颗粒
,

并且发现颗

粒的形成与砧木 一接穗间的细胞接触与否无关 [l0 〕
。

我们的观察也表明
,

颗粒的出现与相对的

两个细胞之间是否接触无关
。

而且
,

在愈伤组织表面细胞—无论是离体培养的还是嫁接面上

形成 的〔, 叼
,

其表面上的颗粒在较长的时间段里均可见到
,

前者为继代培养 20 天以上的愈伤组

织块
,

后者在嫁接 14 4 h 的嫁接面 [l0 〕
。

这一时间关系不同于原生质体细胞壁再生时的情况
。

细胞表面颗粒形成的这一特点表明
,

颗粒的出现可能只与细胞本身的生长状况有关
。

我们

认 为
,

颗粒的出现及形态变化反映了细胞壁 (初生壁 )沉积加厚的过程
。

由相邻细胞各 自的初生

壁和一层 中胶层构成的三层夹板式的细胞壁 (称之为结合壁 )
,

其厚度达到一定时 (一般为 0
.

1

一 1
.

0拜m )
,

壁物质的沉积速度与细胞生长速度相匹配
,

从而以该厚度保持
;
而当细胞壁面积增

加停止时
,

壁物质的净合成即停止 [l ’口
。

在我们的培养条件下
,

愈伤组织细胞分裂速度和细胞体

积增大均很快
,

因此壁物质分泌活跃
;
在暴露于空气的细胞表面 (因未与别的细胞壁结合

,

称之

为 自由壁 )真实地表现了这种分泌活动
,

即隆起和颗粒的出现
。

颗粒的大小
、

形态
、

数量和分布

反映了分泌的过程
。

相邻颗粒可融合
,

最终可能会在细胞表面形成较平坦的一层
。

而像角质化
、

木栓化
、

木质化等进行时
,

有关物质的分泌是否也通过类似方式
,

有待研究
。

壁物质分泌时
,

细胞内膜系统正进行活跃的合成和分泌活动 [l ’」
。

这种分泌活动本身也可

能通过很薄的细胞壁体现出来
,

如那些大的扁平隆起
,

其下面可能有壁旁体[l0
,
‘2〕

。

同时
,

脂质
、

蛋白质和水解酶类也可能 以颗粒 (小珠 )或小泡的形式分泌 出来
,

脂质被有机溶剂抽提后 [lo 〕
,

或水解酶小泡的 内容物渗漏后
,

形成颗粒顶部的凹陷
;
这种凹陷的颗粒

,

早期阶段是否就是成

明显两部分
、

顶部为帽子状盖子或顶膜的颗粒 (图 l
,

2
,

n 一 1 3 )? 有待进一步研究
。

3
.

2 离体培养细胞表面的纤丝

培养细胞表面常可见到纤丝
,

纤丝常与颗粒相连
,

并可形成纤丝网络
。

在原生质体细胞壁

再生 时
,

也常见到类似现象 [0.
‘3〕

,

培养 2 4h 时的烟 草原生质体表面可见到纤丝
,

48 h 时则成连

续的纤丝 网络
。

在植物嫁接时
,

嫁接面愈伤细胞表面也见到纤丝 网络
,

但未见到与颗粒相连的

纤丝 [l0 〕
。

这种 网络出现在嫁接后 24 h 的愈伤细胞表面
,

后来则消失
。

我们的观察则表明
,

纤丝

网络在不同继代培养天数的细胞表面均可看到
。

原生质体再生壁早期的细胞表面看到的纤丝

及纤丝网络
,

与愈伤细胞表面看到的是否在化学成分上一致 ? 形成过程是否相 同 ? 尚待进一步

研究
。
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在原生质壁再生研究 中
,

认为纤丝可能是纤维素 [l’
,
‘5」

,

从纤丝的两端或一端生长伸长〔9」
。

Bu rg es s 和 I
一

ins tea d 提出
,

突起的颗粒可能构成纤丝生长中心闭
。

而 G ro ut [l 5〕则认为纤维素微

丝沉积或结晶在细胞表面形成纤丝
。

这种纤丝可能构成初生壁中的纤丝层〔’3〕
。

愈伤细胞表面

的纤丝形成过程尚待研究
。

3
.

3 壁物质分泌活动与细胞间的粘连

我们的观察表明
,

疏松的愈伤组织其细胞表面的颗粒少
,

而较为紧密的愈伤组织的细胞表

面颗粒较多
。

这一现象可能正好反映了细胞间粘连与细胞表面壁物质分泌的关系
。

原生质体

研究中
,

也发现细胞壁再生与原生质体间的粘连有关 [l 6〕
。

细胞接触后
,

借助于表面的颗粒而粘

连
,

纤丝则可能交联成细胞之间的网络而加强粘连
。

原生质体粘连中也观察到纤维的交织 [l “〕
。

颗粒和纤丝的不断分泌和沉积就可能构成了隔离层
。

颗粒和纤丝的化学性质
,

初步证明是由多

糖分子组成
,

这与原生质体再生壁相一致 [l 6〕
,

进一步的细胞化学工作正在进行
。

壁物质的分泌和沉积可能是一 自发过程
;壁物质中可能含有某些信息分子来反馈有关信

息
,

以使壁物质分泌活动减慢或停止
。
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