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水稻小抱子发生过程中微管骨架的初步研究
关

冯九焕 刘向东 卢永根

(华 南农业 大学植物分子 育种研究 中心
,

广州
,

51 仅抖2 )

摘要 以正常水稻 品种 I R 36 和 光温敏核雄性 不育系培矮 醉 S 为材料
,

采用 间接免疫荧光标记技

术
,

观察了小抱子发生过程 中微管构型的变化
.

两份材料均形成 了前期 的核周微管
、

中期 的纺锤

体微管和末期的成膜体微管等类型
.

但减数分裂前期不育系培矮 64 5 的部分小抱子母细胞微管构

型表现出一些细微变化
,

微管排列紊乱
,

粘成束状
.

推测这些变化可能与部分小饱子的败育有关
.

关键词 水稻 ( o 份二
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.

)
;光温敏核雄性不育系 ;小抱子发生 ;间接免疫荧光标记 ;微管

中图分类号 0 942 4

微管骨架是真核生物普遍存在的一种细胞器
,

参与细胞中多种功能活动的实现 (翟 中和
,

199 6 )
.

已往对微管骨架的研究多是取材于体细胞组织
,

对于雄性性细胞研究 的较少
.

主要是

由于这类细胞常常具有特殊的细胞壁 (脐服质壁或抱粉素外壁 )
,

阻止抗体的进人而无法进行

有效的标记 走朋
l m e er n 等 ( 19 85 )采用 P E (G 聚已二醇 )包埋切片方法

,

观察 了脂麻掌属 ( 肠
占et ir a

,

~
as )小抱子发生过程中微管骨架变化

.

但包埋切片的方法操作繁琐
,

且得到的只是细胞

局部的微管分布图象
.

在兰花 ( o cr h访 ) ( B

~
e t al

,

19 91 )
、

茄 (肠阮an m me 如gne an L
.

) ( T r

aas et

al
,

19 89 )和紫露草 ( arT de : ca 、 at aP l“
之
为 s a

)( eT
r a as k a e t al

,

1990 )等植物 的小抱子发育过程 中微

管骨架的研究也已有成功的报道
,

但这一类常常是胞质分裂同时型或花粉具 萌发沟类型 的植

物
,

可以采用部分酶解处理使抗体进入而进行标记
.

水稻是重要的粮食作物及禾本科遗传研究的模式实验材料
,

然而有关水稻小抱子发生过

程中的微管骨架研究
,

至今尚少见有报道
.

在已广泛开展的雄性不育机理的探索中
,

对微管骨

架系统也 尚未涉及
.

为此
,

本试验采用酶解粘片法对水稻小抱子发生 的微管骨架变化及其与

不育性的关系进行 了初步探讨
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

以长 日高温条件下生长的水稻品种 IR 36 和光温敏核雄性不育系培矮 64 5 为材料
,

剪取顶

叶叶枕距约为 O 的幼穗的中部小穗 (基本处于减数分裂期 )
.

1
.

2 方法

参照 IJ o}’ d 等 ( 19 79 )的方法
,

根据水稻花药的特点
,

具体的操作步骤如下
.

( l) 固定处理
.

分别取减数分裂各个时期的小穗
,

小心用解剖针挑出花药
,

放人盛有固定

液的小指管中
.

固定 液为 : 0
.

4 目L 聚 甲醛 + 0
.

02 酬 L 戊二醛 ( M巧 B 缓 冲液 配制
,

包 括
:

199 8
一

07
一

08 收稿 冯 九焕
,

女
,

33 岁
,

讲师
,

博士

、
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25 mo F L 甘露醇
,

p H 6
.

9 )
,

附加 甲(二甲基

亚矾 )
= or % 和 例 T irt on X 一 100 ) = 1 %

,

振荡条件下固定约 1 h
.

用 M飞 B 冲洗 3 次
,

每次停留 5

m in
.

取出花药
,

放在涂有 甲 (多聚赖氨酸 )
二 0

.

1% 溶液的载片上
,

用针轻压花药使药室 内的细

胞散出
.

每一载片放置约 30 个相 同发育期的花药
.

滴加下列酶混合液
:
0

.

巧 群 L 纤维素酶 ( Ono uz k a R 一 or
,

oT 琦
。 Jap an )

,

0
.

03 扩L 果胶酶 (

Sh e i s hi n p h a
mr ac e u t ie al

,

oT k y o Ja pan ) 和 0
.

0 3 g/ L N o v o

卿
2 34 ( N o v o

肠
.

D
anb

u刁
,

CT ) ( M飞 B 配

制 )
,

3 7 ℃酶解 4 5 一 60 m i n ,

M T S B 洗 3 次
.

州 irT ot n X 一 100 ) =1 % ( M飞B 配制 )抽提 30 而 n ,

M 巧B 冲洗
.

0
.

1 酬 L 牛血清清蛋白溶液

( M l s B 配制
,

p H 6
.

9) 中停留 l h
,

M l s B 洗
.

并用磷酸缓冲液 ( 以下简写为 P BS
,

p H 6
.

9) 洗 1次
.

( 2) 间接免疫荧光标记
.

经上述酶解处理后 的细胞
,

与第一抗体鼠抗微管蛋白 ( iS gm
a T -

90 26
,

P BS 稀释 100 倍 )反应
,

37 ℃于潮湿滤纸盒中振荡培养 l h
,

PBS 冲洗
.

加人第二抗体结合

F仃C 的羊抗 鼠 I莎 ( iS gnr
a F 一

02 57
,

用 P BS 稀释 2 00 倍 )
,

37 ℃ 培养 l h
,

PB S 冲洗
.

对照不加第

一抗体
.

为观察细胞核或染色体 的位置
,

滴一小滴 0
.

5 11

娜 L DA p l 水溶液
,

随即用 PB S 冲洗
.

AFT

( Mo cle ul ar P or be S ,

uE ge
n e ,

o )R 封片
.

首先在 此 ic a D M RX A 荧光显微镜下进行初步观察
,

然后

用 此 ica 共焦激光扫描显微镜及其图象处理系统进行观察拍照
.

2 观察结果

经过大量取材制片
,

观察到 IR 36 和培矮 64 5 小抱子发生各个阶段微管骨架的变化规律
.

减数分裂早前期
,

讯36 小抱子母细胞呈椭 圆球形
,

胞质 内形成 网状的核周微管 ( pe ir nu d ae r m i
-

c or t ub ul e
)

,

从核膜向周质辐射
.

细胞核位于中央
,

为无荧光的暗区 (图版 1 )
.

在同期的培矮 翻 S

材料 中
,

观察到一部分小抱子母细胞具有上述相似的微管构型 ;但在另一些细胞 中
,

出现了异

常
,

表现为核周胞质微管排列零乱
,

分布不均匀粘成束状
,

出现 了一些大小不同的无荧光的暗

区 (图版 2)
.

在这一 阶段 IR 36 和培矮 64 5 均没有观察到早前 期带 ( p er p or p h as e b an d
,

简写为

PP )B 形成
.

随着进一步发育
,

小抱子母细胞进人减数分裂中期 工
,

核周胞 质微管消失
,

所有微管聚集

形成纺睡体微管 ( sP idn le 二 c m t ub ul e )
,

呈现极强的荧光
.

在纺睡体 中部赤道区
,

由于染色体的

存在形成 了一个无荧光的暗区
,

把纺睡体隔成两个半纺睡体
.

纺睡体极较为狭窄
,

使得此纺睡

体不同于有丝分裂过程中常见的
“

冷杉树
”

状 (朱微
,

19 9 6 )
,

而是似伞状 (图版 3 )
.

进人后期 工
,

着丝粒微管将子染色体分别拉向两极
,

纺睡体极区的荧光增强
.

在两极区中间
,

仍存在大量极

丝微管 (图版 4)
.

至末期 工
,

纺睡体极的荧光逐渐消失
,

成为无荧光的黑洞
,

子核形成
.

极丝微

管缩短并增加新的微管
,

形成成膜体微管 ( p h l妞 g l l o p las t 而 c or tub ul e
)

.

成膜体中部出现一个无荧

光的狭缝
,

即是将来细胞板的位置 (图版 5)
.

从中期 工至末期 I
,

培矮 64 5 与 I3R 6 微管构型没

有可辨的差异
.

至中期 11
,

胞质微管集聚成纺睡体
,

2 个子细胞的纺睡体呈平行 排列
.

纺睡体中间仍因染

色体的占据呈现无荧光的暗区
,

把纺睡体分隔成 2 个相对的伞状构型 (图版 6 )
.

在这一时期
,

细胞中除纺睡体微管外没有其它的微管形式
.

直到末期
,

形成四分体
,

微管又重新以核周胞质

微管形式出现
,

呈辐射状从核膜延伸至质膜
,

核位于四分小抱子中央
,

在核膜周围有较强的荧
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光 (图版 7 )
.

从这一时期的观察结果来看
,

不育系与正常水稻没有表现 出差异
.

四分体释放后形成单核小抱子
,

细胞内微管逐渐由辐射状变成随机的网状排列
,

散布于整

个细胞质内 (图版 8 )
.

这时的培矮 64 5 未观察到与正常水稻的差异
.

随着外壁的形成及胞质液泡的发育
,

小抱子进人单核 中后期
,

后期的单核小抱子由于抱粉

素外壁的存在较难进行有效的荧光标记
,

其方法还有待于进一步探索
.

3 讨论

微管在细胞 内处于动态变化之中
,

并具有低温解聚的特点
,

能否保持真实的微管构型与采

用的方法密切相关
.

本试验采用的游离细胞酶解粘片法
,

对新鲜的性细胞组织进行短时固定

及部分酶解处理
,

标记的荧光强
,

且能够观察到细胞 内微管骨架的整体构型
,

不失为一种简便

易行的方法
.

但要注意掌握适宜的酶解程度和粘片技术
.

有关水稻小抱子发生过程中的微管骨架研究 目前 尚少见有公开报道
.

从本实验的结果

看
,

水稻小抱子发生的各个阶段
,

微管的分布构型与玉米 ( s iat ge
: e t al

,

19 9。 )
、

脂麻掌 ( L训m e er n

et al
,

19 85 )及一些低等苔鲜植物 ( B or wn
e t al

,

19 8 7 )的基本相似
,

主要有 3 种微管类型
: 即减数

分裂前期的核周胞质微管 ;中期的纺睡体微管及后期的成膜体微管
.

不同的微管构型在细胞

中的功能不同
:

前期呈网络状 的核周胞质微管参与了细胞核的定位及 向细胞表面的物质运输

作用 ( iD ck in so n e t al
,

19 84 ) ; 中期的纺睡体微管主要是细胞分裂时将染色体拉向两极 ;成膜体

微管在胞质分裂时定位细胞板的位置
,

因此在一些胞质分裂同时型的植物中
,

由于 中期 工之后

没有形成成膜体
,

因此末期 I 后未形成二分体
,

而在末期 11 后同时形成了四分抱子 ( T r a a s e t al
,

1 98 9 )
.

减数分裂前期
,

不育系培矮 64 5 的小抱子母 细胞 出现两种微管类型
: 一类 与正 常品种相

似 ;另一类表现出一些差异
.

而在减数分裂 中期 工
、

中期 n
,

培矮 64 5 微 管构型基本正常
.

因

此
,

培矮 64 5 不育系减数分裂过程是正常的
.

这不同于玉米减数分裂突变类型 山
. ,

在 dy
.

这

种突变类型 中
,

由于 中期 工不 能形 成正 常的纺锤体致使 形成 了多核 细胞
,

导致 花粉 败育

( S iat ge
r et al

,

19 90 )
.

而在培矮 砚S 材料 中
,

减数分裂前期部分小抱子母细胞的微管变化可能

导致 了一部分小抱子早期败育
,

使培矮 64 5 的花粉败育呈现出复杂性
.

以上的研究尚为描述性工作
,

积累的资料有限
,

相信随着快速固定
、

免疫组织化学和分子

生物学等技术的应用
,

将会推动微管骨架及其功能的研究
.

致谢 本实验所用材料培矮 以 S 是由湖南杂交水稻研究中心罗孝和研究员提供 ;所用抗体由香港大学

徐是雄教授惠赠
,

共焦激光显微镜观察及拍摄在香港大学植物学系完成
,

特此致谢 !
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