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三十烷醉在原生质体冰冻和化冻中对质膜的保护作用

何若天 莫家让
(广西农学院 )

摘要 在合适浓度范围的三十烷醇存在下
.

经冰冻处理的烟草叶肉原生质体化冻后质膜完整率均 高 于

对照
,

以 0
.

1
, 。

.

5和 1
.

OP
.

p
.

m 三十烷醇对原生质体质膜的保护效果较佳
。

三十烷醇对甘蔗叶肉原生质体的

抗冰冻力有类似效果
,

使用浓度亦相近
。

作者认为三十烷醇可能与质膜结合
,

在维护质膜正常物相和 和生

理活性的完整性与稳定性中起一定作用
。
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新鲜分离的植物原生质体很适用于研究植物细胞耐冻性和伤害中质膜之变化
。

它不仅便

于在原位上用膜探测物对质膜进行标志
,

还可用表面膜对冷冻的敏感度来评价胞壁在冷冻中

是否有机械效应 〔 ” 〕 。

因此
,

无壁的原生质体是研究细胞抗寒机理的一种较好的材料
。

不少

研究者曾用游离原生质体研究过它们在冰冻和化冻中的表现 【“ ’ ` 。 ’ ` 2 ’ ` “ ]
。

考虑到三十烷醇

在某种程度上能增强甘蔗组织的抗寒性 ! ’ 丁
,

可能与细胞膜正常结构的维持有 关
。

为 此
,

我

们研究了三十烷醇对游 离原生质体在冰冻和化冻过程中对质膜的保护效应
。

本文报道三十烷

醇保护烟草和甘蔗等叶肉原生质体抗冰冻和化冻为害的初步研究结果
。

材 料 与 方 法

一
、

植物材料 所用试验材料为盆栽烟草 ( N i co t i a n a t a b a c u m L
.

)
,

在自然条 件 下

长至具 7一 8 片叶时
,

切取上部刚充分伸展的叶片供 用
。

田 间 栽 培 的 甘 蔗 ( S ac ch ar u m

s in e n s is R o x b
.

品种为台糖 1 3 4 ) 长至高约 1 米时切取健康植株的稍部幼叶供用
。

二
、

叶肉原生质体的分离 分离原生质体所用酶液 由0
.

5一 1
.

0% E A 3一 86 7 纤维素酶
,

0
.

3 M ( 甘蔗用 ) 或 O
.

4M ( 烟草用 ) 甘露醇和 s m M磷酸盐缓冲液 ( p H S
.

6 ) 等组 成
。

把 烟

草叶片下表皮撕去并切成小碎片
,

置酶混合液内
。

甘蔗稍部幼叶亦横切成小碎条置酶混合液

内
。

于 3 0 ℃中保温 1
.

5小时 ( 甘蔗 ) 和 4 小时 ( 烟草 )
。

保温结束后
,

经 2 50 目不锈钢丝网过

滤
,

8 0 ~ 10 0r
.

.P m转速下离心 3 分钟
,

弃上清液
。

用 0
.

3M ( 甘蔗 ) 和 O
.

4M ( 烟草 ) 甘露醇

溶液洗涤三遍
。

最后一次分别改用 O
.

3 M和O
.

4M 蔗糖溶液把原生质体再悬浮
,

混匀后各分成

五等份
,

分别低速离心 5 分钟
,

弃上清液
,

保留底部原生质体丸供用
。

三
、

三十烷醉的处理与原生质休的冰冻和化冻过程 分别以 O
.

3M ( 甘蔗 ) 和 O
.

4M ( 烟

草 ) 蔗糖溶液为介质
,

配制含 0
.

0伪 0
.

0 5 ; 0
.

1 ; 0
.

5和 1
.

o p
.

p
.

m三十烷醇 ( 广西师大化学系

产品
,

纯度近 10 0 % ) 溶液 ( 均含有微量吐温 8 0 ) 调 p H 为5
.

6~ 5
.

8
。

在五份含有原生质体的

离心管内分别加入 0
.

3毫升上述三十烷醇溶液
,

使再悬浮后置25 ℃中保温 30 分钟
,

然后在 8 ℃

卜放置一小时
,

再转至一 8 ℃下令其冷冻结冰
。

冻结30 分钟后置 8 一 10 ℃冷水中缓慢 解 冻
。

四
、

原生质体完好率的测定 在冷冻处理前后分别从各管中吸取 1 小滴原生质体悬浮液
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置载玻片上镜检
,

统计完好原生质体数
。

以可见的质膜和内部结构完整者为存活或完好的原

生质体
。

每份计数 50 ~ 60 个视野
,

取平均值
。

计算冰冻和化冻后完好原生质体百分率
。

试 验 结 果

一
、

三十烷醉处理对烟草叶肉原生质体抗冰冻和化冻的效应 经不同浓度三十烷醇处理

的烟草叶肉原生质体经冰冻和化冻后完好率均不同程度地高于对照
。

多次试验结果颇为一致

( 表 1 )
。

这显示三十烷醇对烟草叶肉原生质体在冰冻和化冻情况下对质膜有保护效应
。

经

统计分析可见
,

o
.

05 p
.

p
.

m的处理不显著
,

而 0
.

1
,

0
.

5和 1
.

OP
.

p
.

m处理的达极显著水准
。

表 1

T a b l e

三十烷醇对烟草叶肉原生质体遭冰冻和化冻处理的保护效应

T h e p r o t e e t i
v e e f f e e t o f t r i a e o n t a n o l o n t o b a e e o

m e s o p h y l l p r o t o p l a s t s u b j e e t e d t o f r e e z i n g a n d t h a ,

处处 理理 冰冻和化冻后完好原生质体终终

IIIIIII III !
{{{

F }}} VVV 平均值值 与对照的差值值
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二
、

三十烷醉处理对甘蔗叶肉原生质体抗冰冻和化冻影响的效应

叶 肉原生质体抗冰冻和化冻为害亦有显著作用 ( 表 2 )
。

经统计分析
,

者达极显著水准
。

三十烷醇对增强甘蔗

0
.

5和 1
.

Op
.

p
.

m 处理

表 2 三十烷醇对甘蔗叶肉原生质体遭冰冻和

化冻处理的保护效应
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三十烷醇在原生质体冰冻和化冻中对质膜的保护作用

讨 论

近十余年
,

经生化测定与电镜观察结合
,

证实了细胞膜系与植物寒害及抗寒性有密切 关

系
,

其中质膜又是细胞各结构成分中对寒害最敏感的部位 【” 】,

膜是植物寒害和抗寒的 关 键

结构 I ’ l
。

S t e p o n k u s和W i e s t ( 1 9 7 5 ) 认为游离原生质体在冰冻和化冻期间
,

冰冻脱水时的

收缩和化冻时的吸水膨胀会造成质膜破裂 【“ ]
。

P al at 和 L i ( 1 9 7 8 ) 对洋葱鳞茎与马铃薯叶片

的冻害试验表明质膜是冻害的最先受害者 [ 色 1
。

L e
vi tt ( 1 9 7 2 ) 认为寒害主要是损伤膜 蛋 白

质
,

低温可将蛋 白质分子拆开成亚单位
,

并氧化蛋 白质分子中的S H 基成 一 S一 S一 键
,

造成蛋

白质变性
; 同时

,

冰冻脱水引起细胞收缩塌陷时发生的张力作用可使膜的双脂层滑动分离
,

导致膜内嵌入蛋 白脱离
,

从而功能性蛋白质 ( 酶 ) 失活 t 7 ]
。

L y o n s ( 1 9 7 3 ) 认为寒害 可 能

是由于膜的物相变化
,

即从液晶态转变为凝胶态 1” 1
。

简令成等 ( 1 9 81
,

1 9 8 3 ) 进一步 揭 示

寒害主要是损伤质膜组分中的 A T P 酶活性
。

无论冷害或冻害
,

细胞表面 ( 质膜 ) 的A T P酶

活性最先降低或完全失活
,

而细胞内部一些细胞器上的A T P 酶活性则被激活 [ “
一 ” ;

。

因而增

强和维持生物膜各组分结构的稳定性和生理活性是防止寒害的重要因素
。

莫家让 和 叶 燕 萍

( 1 9 8 1 ) 观察到三十烷醇对保持甘蔗叶组织的透性不致受低温为害有一定作用 t ’ 1
。

本 试 验

结果进一步表明三十烷醇在保护植物细胞抗冰冻和化冻为害中有明显效果
。

有人用
“
H 标 记

的三十烷醇处理植物细胞后
,

进行密度梯度离心分析
,

发现三十烷醇能与质膜结合
,

从而产

生一系列生理生化效应 : ” 1
。

因此
,

三十烷醇所 以能增强细胞抗冰冻和化冻之为害
,

很 可 能

是三十烷醇在维护膜系正 常物相和生理活性的完整性与稳定性中起重要作用
。

其机理尚有待

阐明
。

但此种保护效应与三十烷醇使用浓度有关
,

在合适浓度 ( 0
.

5 ~ 1
.

o p
.

p
.

m ) 处 理 下
,

效果才好 厂 浓度过高 ( 10 p
.

p
.

m )
,

原生质体完好率显著下降 ( 资料未列出 )
,

原因不明
。

H al l和 C 。 。 ik n g ( 1 9 7 4 ) 观察到游离原生质体置于含叫噪乙酸 ( I A A ) 的渗透压稳定剂

中保温时
,

会引起广泛液泡化导致原生质体迅速膨胀而破裂 t 。 ]
,

我们的试验却显示适 合 浓

度的三十烷醇对质膜有明显保护效应
,

这表明三十烷醇对膜系的作用可能 与IA A 不同
,

其原

因亦有待进一步研究
。
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