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摘 要

在甜菊幼叶细胞中
,

A T P as
e活性定位于质膜

、

液泡
、

胞间连丝
、

细胞间隙及细胞壁的

某些部位上
。

成熟叶细胞的液泡 A T P as
e活性增强

,

而质膜人 T P a s e活性减弱
.

当叶片接近

衰老时
,

除叶绿体片层膜上表现较弱的 A T P as
e活性外

,

其它部位的A T P a沈活性丧失
.

关健词 甜菊
,

A T P as e细胞化学定位
,

液泡

甜菊 ( S t e v f a r e ba : d i a n a B e r t o n i ) 是近年来被广泛重视的甜料作物
,

其叶片中含

有多种低热量
、

高甜度的甜菊搪昔
。

甜菊糖昔的含量与叶片的细胞结构及发育状态密切

相关
,

液泡是甜菊糖昔的主要贮藏场所
〔 ’ 〕 。

关于质膜
、

液泡膜 A T P as 。
对物质运 输 与

积累的作用已有许多报道
〔 “ , “ 〕 。

本文应用电镜细胞化学方法观察了甜菊不同 叶 龄 细 胞

A T P as e
分布及活性的变化

,

以探讨 A T P as e 活性与甜菊昔积累的相关性
。

1 材料和方法

甜菊 ( S r e o i a : e乙a o d i a n a B e r t o n i ) 叶片取自厦门大学植物园
.

从植株上选取下列

叶龄的叶片
: ①现蕾期幼叶

,

顶芽下第 2
、

3 对叶片
,

呈淡绿色 ; ②现蕾期成叶
,

顶芽下

第 7
、

8 对叶片
,

呈深绿色 , ③现蕾期老叶
,

顶芽下第 11 对以下叶片
,

呈褐绿色
.

从不同

叶龄的叶片中切取小于。
.

s m m 的小块
,

用50 m m ol / L二甲肿酸钠缓冲液 ( p H 7
.

2 )配制的

4 肠甲醛和 2
.

5肠戊二醛混合固定液于 4 ℃下固定乃m in
,

经同样的缓冲液充分洗涤后
,

用 T ir s一 m al
e at e

缓冲液换洗后
,

转入酶反应液中
.

酶反 应液 的 组 成 是 :
50 m m ol l/

」

T r i s 一 m a l e a t e
缓冲 液 ( p H 了

.

0 ~ 7
.

2 ) 中 包 含 Zm m o l / L S 尹一 A T P ( S i g m a
产品 )

、

3 m m o l / L P b ( N O 3
)

: 、
Z m m o l / L M g ( N O

。
)

: .

在 2 0℃下温育 Z h
.

采用两种对照实验
:

①不加底物 A T P , ②加入 o
.

0 1 m c
丫L氟化钠抑制剂

.

酶活性反应后
,

用 50 m m ol / L二甲

肿酸钠缓冲液充分洗涤后
,

用同样的缓冲液配制的 1 肠饿酸后固定 Z h ( p H 7
.

2 , 4 ℃ )
,

缓冲液充分洗涤后
,

经酒精系列脱水
,

环氧丙烷过渡
,

E p o

8n 12 包埋
,

L K B
一

2 0 8 8 V型

超薄切片机切片
,

不经染色置 J E M一 10 0 C X I
`

型透射电镜下观察与照相
.
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2 观察结果

电镜观察表明
,

由 A T P as e
活性反应形成的磷酸铅沉淀在细胞内的定位分明

,

没有

出现反应产物扩散的现象
。

在无底物和加入酶抑制剂的对照样品中没有磷酸铅沉淀物
.

幼叶细胞显示出活跃的 A T P as e 活性
,

其活性反应产生的磷酸铅沉淀主要分布在质

膜
、

液泡膜及液泡内
、

胞间连丝
、

细胞间隙及其周围的细胞壁表面
。

细胞壁上的某些部

位及核膜的某些部位也显示酶的活性反应 ( 图版 I一 1 , 2 )
.

在有的叶绿体片层膜 上

也有酶的活性反映 ( 图版 I 一 1 )
。

成熟叶细胞中的 A T P as e
活性的分布与强弱

,

同幼叶细胞比较有较大的变化
.

由于细

胞高度液泡化
,

一个巨大的中央液泡占据 了细胞大部分空间
,

细 )aJ 质成为贴壁的薄层
.

细

胞壁上的 A T P as e活性丧失
,

质膜 A T P as
e
活性大大减弱

,

但液泡膜及液泡内的 A T P as e

活性大大增强 ( 图版 I 一 3
, 4 )

.

幼叶及成叶细胞的液泡 A T P as e
均有两种 存 在 状

态
:
一种是膜束缚状态

,

一种是游离状态
。

在趋于衰老的叶片中
,

质膜
、

液泡膜及液泡内的 A T P as
e 活性基本丧失

,

液泡中的

内含物亦大大减少
,

但在叶绿体片层膜上显示 A T P as e活性反应
.

此外
,

在这些衰老细

胞中
,

还观察到一些 A T P as e活性反应产生的磷酸铅小颗粒呈扩散状态
、

非特异地分布

于细胞中
,

这可能是由于细胞衰老
、

细胞的区域化遭受破坏之故 ( 图版 I一 5 , 6 )
.

3 讨 论

植物细胞的中央液泡是次生产物的主要贮藏场所
〔 ` 〕 。

D e
su 和 Z e n k ( “ 〕

首 次 证实液

泡的高度敏感性与选择性调节机理控制着生物碱通过液泡膜的运输及在液泡中的积累
,

并进一步证实
,

液泡对生物碱的运输是逆浓度梯度的主动运输
,

可能是对环 境 温 度 和

p H敏感的需能过程
〔 “ 〕 。

显然
,

这种与液泡 ( 很可能是液泡膜 ) 有关的运输与 贮藏过程

很可能是影响植物次生产物产量的一个重要控制因子
.

近年来
,

关于液泡膜 A T P as e
对

液泡物质运输与积累的作用已有一些报道
,

烟草叶片细胞的液泡膜 A T P as e
在吸收与积

累尼古丁上起着泵的作用
〔 么〕 。

简令成等
〔 7 〕
报道

,

冬 小麦幼苗经低温锻炼时幼叶细胞液

泡膜上高 A T P as e
活性形成

,

与抗寒锻炼中液泡内搪分的积累相关
.

最近 D e
uS

一 N e u m a n n

和 Z e n k 〔 “ 〕用 A T P as e
抑制剂能抑制生物碱的运输

,

而添加适量的 A T P 却能大大促进液

泡对生物碱的积累
.

甜菊搪昔是甜菊成熟叶中的主要次生产物
,

其含量以成熟叶最高
,

与此相对应的
,

在成熟叶细胞中
,

液泡膜与液泡内也表现出高的 A T P aS 。 活性
,

其他许

多研究及本研究均证实 A T P as
e
的活性变化与液泡中的物质积累呈 正 相 关

.

至 于 液 泡

A T P as e
在甜菊糖昔运输和积累中是直接起着运输载体的作用

,

还是通 过 水 解 A T P 提

供能量而起着间接的作用
,

还有待进一步研究
.

质膜是细胞间物质交换的必经之道
。

许多关于 A T P as e
细胞化学定位 的 研 究 都 指

出
,

A T P as
e 活性广泛地定位于植物细胞的质膜上

.

我们在甜菊叶片细胞中的观察结果

也证实了这一点
.

质膜上的 A T P as e
一般认为是与质膜的主动运输有关

〔 “ 〕 。

此外
,

在甜

菊叶片中
,

质膜 A T P as e
活性因叶片发育状态的不同而不同

,

说明 A T P as e
随着细胞生理

状态的变化而变化
,

也表明 A T P a “ e
活性与多种生理功能有关

.

幼叶细胞质膜 A T P a “ 。
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活性高
,

可能与其生长期间活跃的物质交换有关
。

甜菊老叶细胞内叶绿体片层膜上显示清晰的A T P as
e活性反应

,

这种片层 膜 上 的

A T P as e活性反应在幼叶细胞中也偶有见到
.

简令成等
〔 。 〕
在番茄子吁细胞中也 观 察 到

可起这样的现象
.

已经知道
,

叶绿体光合磷酸化偶联因子 ( C F
,

)在结合状态下和游 离状

态下表现出不同的催化功能
,

当处于结合态时
,

有在光下催化 A T P合成的功 能
,

游 离

时则 A T P as e 的作用一一水解 A T P
,

而且结合态的 C F ,
在二硫苏糖醇或胰蛋白 酶存 在

时
,

也可产生水解 A T P的效应
〔 ’ 。 〕 。

本文为C F :
水解 A T P活性提供了超微结构 的形 象

的证据
。

图版 1 P l a t e l

1 ~ 2
.

幼叶细胞
.

1
.

磷酸铅沉淀位于质膜
、

液泡膜
、

细胞间隙
、

核膜 (箭头 )
、

叶绿体片层
,

x 1 50 00
。

2
。

磷酸铅沉淀位于液泡质膜
、

胞间连丝
, x 1 4。。0

.

3 ~ 4
.

成熟叶细胞
.

在液泡膜及液泡内出现强烈的活性反应
,

3
. 火 1 5。。。 , 4

. x Z0 0 0 .0

5 ~ 6
。

老叶细胞
.

5
。

叶绿体片层显示 A T P as e活性反应
, x 170 。。

.

6
。

叶绿体片层 显 示 磷

酸铅沉淀
,

箭头示呈扩展状分布的磷酸铅颗粒
, x 18 00。

。

缩写符号
:

C il
,

叶绿体 , C w ,

细胞壁 , IS
,

胞间连丝 , N
,

细胞核 , P d ,

胞间连丝 ,

S
,

淀粉粒 , V ,

液泡
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