
。

实验方法与技术
.

利用显微放射自显影技术研究 B 。
对花生胚根核酸

和 蛋 白 质 合 成 的 影 响

刘 振 声
( 生物学系 )

国内外许多学者对植物生长调节剂 B
。

( N 一
二甲胺基唬拍酞胺酸 )在花生 上的 生理

效应和作用机理以及生长素促进植物细胞 D N A
、

R N A
、

蛋白质的合成等方面 进行了研

究 〔` 一 a, `。 , ’ ` , ` 2〕 ,

但 B
.
对花生胚根细 胞内 D N A

、

R N A 和蛋白质的合 成 影 响尚少报导
.

我们用标记化合物
’ H

一

胸腺嚓咙核昔
、 “

H 一
尿峨吮核昔和

3 6
5

一

蛋氨酸作为 D N A
、

R N A 和

蛋白质的前体
,

采用显微放射自显影技术研究 aB 对花生胚根D N A
、

R N A 和蛋 白质合成

的影响
。

1
.

材料和方法

花生品种
: “

粤油 5 5 1” ,

挑选精壮的花生种子 1 00 粒浸泡在自来水
. }! 4 小时后

,

置

室温下 ( 27 ℃ 左右 ) 催芽 1 6小时
,

种子胚根刚露白时
,

剥取大小一致
、

完整 的 胚 轴 84

个
,

平分成两组
,

其中一组在 2 ,

00 o p p m B .
溶液中处理 1 小时

,

另一组浸在蒸馏水中作

为对照
。

标记化合物
: 〔

“
H

一

甲基〕胸腺吻咤核昔 (
3 H 一 T d R

,

放射性比强度为 2 7
.

2居里 /毫克

分子 ) 和 〔5 一 3
H 〕尿咬吮核昔 (

“
H

一

U
r d

,

放射性比强度为20 居里 /毫 克分子 ) 由中国科

学院上海原子核研究所提供 , L
一 3“ S蛋氨酸 (

“ ”
S
一

M e
)t 由中国医学科学院放射 医学研究

所提供
.

示 踪的标记化合物浓度
: ”

H
一

T d R和 3 H 一 U r d的放射性比度为 5升。 /m l
, , .

5
一

M e t为

4 尸c
/m l

.

将 B
.
处理后的花生胚轴用自来水冲去胚轴表面 的 B

. ,

分为 6 组
,

包括对照 6

组共12 组
,

每组胚轴为 7 粒
,

分别放进上述标记化合物中
,
2 小时后取出

,

用自来水冲洗

胚轴
,

直到冲洗液到本底为止
,

后分别转入有滤纸的培养皿中继续培养
,

经 6 小时和 12

小时分别取样
,

用 C
a r n o y 固定液固定 2 小时

,

常规石腊切片法制片
,

纵切
,

厚度 8 产
.

脱蜡后
,

在切片上涂上一层 0
.

5帕 的 火 绵胶保护层
,

再涂布核 子 乳 胶 ( 核一 4 乳胶
,

北京 4 01 所研制
,

用双蒸水将乳胶稀释一倍 )
,

自然 凉 干后
,

装入暗盒
,

放进冰箱 ( 4

℃ )
,

嗓光 20 天
.

用 D
, .显影液显影 3 分钟

,

在停影液中停影 10 秒钟
,

再在酸性坚膜定影

液中定影 20 分钟
,

蒸馏水中洗 5 次
,

每次一分钟
,

用 1 肠番红染色
,

脱水
、

透明后用光

学树脂胶封片
,

最后在显微镜下观察并进行显微照相
.

选择同一组织部位 ( 分裂区
,

处

在 S 期 ), 计声对照组和处理组的总细胞数
、

标记细胞核数 ( D N A )
、
标记的核 仁 数

本文 1 9 82年 9月收到
.

刘元协助部分制片
,

吕雪莲协助显微照相
,
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( R N A )及细胞内银颗粒总数
.

每个组合都计算十个以上视野 ( 每个视野 ! 00 个细胞左

右 )
,

取平均值
。

2
.

城价抢 .

( l) .B 时 花生胚根 D N A合成的影响 由表 1 可见
,

经B
.

处理 6 小时后
,

在同一视野

内
,
被

3H
一

T d R标记的细 胞核数目
,

处理组比对照组多约四分之一 , 特别是每个细胞核

的银颗粒数处理组比较密集
,

而对照组则较稀疏
,

处理为对照组的三倍
.

说明经 B .
处理

后的花生胚根 的 D N A 合成增强了
。

经 12 小时 ( 即吸水 35 小时 ) 后
,

也有同样的规律
.

表 1 3 H
一

T dR进入花生胚根细胞核情况

处处 理理 平均每个视野野

统统统计的细胞数数

对对 照照 13 111

ZZZ 00 0P p tn B ,, 1 3000

对对 照照 9000

ZZZ0 0 0p p m B ,, 9111

标记的细

胞核数

银颗粒 平均每个细

胞眼颗粒数

2 91 9

1。

}
.

一一竺
一

_ }万刃

( .2 ) B
.

时花生胚根 R N A合成的影响 R N A 首先在核仁中合成
,

核仁的标记数和

平均每个细胞银颗拉数
,

均比 D N A 合成少
.

但和 D N A一样经 B
。
处理后促进了 R N A

的合成
,

处理 6 小时后核仁标记数和平均每个细胞银颗粒数
,

处理组均比对照组高出一

倍左右 ( 表 2 )
。

处理后经 12 小时
,

处理组R N A 的合成较对照组增长较少
,

标记的核

仁数差不多相等
,
只是平均每个核仁银颗粒数处理组略高于对照组

.

说明经 B
。

处 理 的

花生胚根和 D N A一样促进了 R N A 的合成
,

只是不如 D N A显著
.

处处 理 后后 处 理理 平均每个视野野 标 记 的的 银 颗 粒粒 平均每个细细

时时 间间间 统计的细胞数数 核 仁 数数 总 数数 胞银颗粒数数

000 小 时时 对 照照 7111 1 333 3 5111 4
。

999

222220 00 P P扭 B ,, 7666 2 333 8 2888 1 0
。

999

111 2 小 时时 对 照照 10 222 3 777 9 9999 9
。
888

22222 0 00 p Pm B ,, 1 0 555 3 777 1 4 4 333 1 3
。
777

( 3 ) .B叶花生胚根蛋 白质合成的影响 从表 3可 以看到
,

花生胚根细 胞中蜜自质
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的合成和R N A 的合成一致
,

前期合成较缓慢
,

到浸种萌发 3 5小时后有较明显的增强
,

银颗粒在细胞中分布较分散
,

不少分布在靠近细胞壁区域
.

经 B 。
处理 6 小时后

,

平均每

个细胞银颗粒数
,

处理组比对照组高出近一 倍
。

表 3 “
唱

一

M e t进入花生胚根细胞的情况

处处 理 后后 处 J里里 平均每个视野野 标 记 的的 眼 颗 粒粒 平均撼个细细

时时 间间间 统计的细胞数数 乡田胞 数数 总 数数 胞银颗粒数数

666 小 时时 对 照照 9 333 8 555 1 02 000 11
。
000

22222 0 00 P p垃 B ,, 10 777 1 0333 1 9 5777 1 8
。

333

111 2 小 时时 对 照照 8 333 7 777 192 555 2 3
。
222

222222222222222222222222222222222222222222222222222 3
。

333ZZZZZo 00 p p m B ooo 8 666 8 000 2 0 000000

3
。

讨论

显微放射自显影能看到物质的形态结构与某些物质 的分布
,

给 出 生 劝
、

直观的结

果
。

核子乳胶中每个澳化银晶体
,

都是一个独立的探测器
,

在廷长曝光时间的情况下
,

能测到极其微弱的放射性
,

即使 2 4小时中的一个记数也可以记 录 下来
. “

H
一

胸腺嗜吮核

昔是 D N A的特异前体
,

进入生物体后可集中地标记在细胞核
,

通过计算 核 中的银颗粒

数
,
可 以做到 D N A 生物合成的精确定位和定量

.

所以放射自显影技术已被广泛地应用

在医学
、

农学和生物学问题的研究上
,

成为示踪原子的一个重要有效的探测技术
。

我们用标记化合物
。 H 一
胸腺呛吮核昔

、 “
H

一

尿嗜咤核昔和
“ 6
5

一

蛋氨酸作为 D N A
、

R N A

和蛋 白质的前体
,

采用显微放射自显影技术研究 B
。
对花生胚根 D N A

、
R N A 和蛋白质

合成的影响
,

研究结果表明
:
花生种子萌发初期剥下的胚根

,

经 B
。

处理 后
,

均促进了

D N A
、

R N A 不日蛋白质的合成
,

增加 D N A 的合成尤为显著
。

J a
e o b s

( 1 9 7。 )指出
` . , ,

生长素的产生与核酸的代谢是紧密联系在一起的
.

B
。
虽是生长延缓剂

,

但它能促进花生叶

片加厚
,

提高叶绿素含量
,

促进花芽分化
,

光合作用强度加强
,

植物积累干物质增多 〔`
’ “〕 ,

这显然与核酸的代谢是分不开的
.

核酸和蛋白质是促进细胞分化
、

生长
、

发育的主要物

质
,

喷施 B
.
能使花生增产

,

因此
,

可以推论
,

在一定时期 B .
促进 D N A

、
R N A 和蛋白质

的生物合成是花生增产的物质基础和重要的条件之一
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