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摘要　导管经历了完整的细胞程序性死亡过程(programmedcelldeath,PCD),形成运送水分的管状通道;

而筛分子分化则经历了细胞程序性半死亡过程,形成运输有机养分的通道.为了进一步弄清二者在小麦(TritiＧ
cumaestivum L．)颖果发育过程中超微结构上的变化,本研究利用生物电镜和酶的超微细胞化学定位技术比较了

筛分子和导管分化过程中超微结构的变化,以及酸性磷酸酶(ACPase,acidphosphatase)活性的分布动态.结果

表明:筛分子呈对称性半圆形分布于导管的两侧,且筛分子内细胞核的降解晚于导管,筛分子细胞质主要通过液

泡膜内陷包裹细胞器,形成自噬体进行降解,最终仍保留了部分细胞器碎片,筛分子仍然存活;而在导管分化中,

主要是液泡破裂后,胞内细胞质被完全降解,导管最终死亡,形成管状分子.ACPase作为液泡的标志性酶,在导

管液泡膜破裂后,多定位于线粒体等发生降解的细胞器上.而在筛分子中,不仅在发生降解的线粒体等细胞器

上检测到了 ACPase活性,在成熟筛分子胞间连丝上也检测到了 ACPase活性,表明 ACPase不仅参与了小麦颖

果筛分子和导管发育中PCD进程,可能还与细胞间物质运输有关.
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　 　 细 胞 程 序 性 死 亡 (programmedcelldeath,

PCD)是指生物体生长发育过程中,由自身基因编码

的、主动和有序的细胞死亡进程,是生物体自身新陈

代谢过程中正常的生理反应,也称为细胞凋亡(cell
apoptosis).近年来,越来越多的研究表明,无论是

在植物的生长发育过程(包括根冠细胞、导管、大孢

子细胞等)中,还是在超敏反应 (hypersensitivereＧ
action)中,都普遍存在着细胞凋亡现象[１Ｇ２].其中,
管状分子(如导管和筛管)的研究一直受到学者的重

视.王雅清[３]发现杜仲次生木质部导管分子 PCD
包括一系列物质的合成、细胞结构的解体和自溶.
在百日菊、拟南芥、美洲黑杨等植物导管分化过程

中,也观察到了类似的现象[４Ｇ７],已证实导管的分化

是一种典型的植物 PCD.与导管 PCD 相比,筛分

子PCD具有其特殊性.在拟南芥原生韧皮部筛分

子发育过程中,细胞质内含物选择性地逐渐降解,细

胞内的电子致密度降低,在完全成熟的筛分子中保

留了少量的线粒体、质体和内质网碎片[８].针叶树

和隐花植物的筛分子发育过程中,发现筛分子成熟

后,在很长一段时间内仍有核碎片的残留[９].在前

期研究工作中,Wang等[１０]观察发现,小麦颖果筛分

子的分化过程中涉及到细胞核降解、染色质凝集、细
胞质降解等形态学特征,但在发育后期,PCD 停止,
细胞仍具有活性.细胞中PCD降解产物和衰老的

细胞器 可 通 过 微 自 噬 和 巨 自 噬 途 径 被 吸 收[１１].

Yang等[１２]发现小麦颖果筛分子半死亡的发生,是
由液泡和多种蛋白酶共同作用的结果.目前,对小

麦颖果导管中细胞结构解体及相关机制知之甚少.
酸性磷酸酶(ACPase,acidphosphatase)是一

类专一性较低的水解酶,能参与多种生物大分子的

降解活动.在动物细胞中,ACPase是溶酶体系统

的标志酶,已经证明溶酶体与细胞自溶、异体消化作
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用相关[１３],而在植物中,ACPase主要分布于液泡

中.Cai等[１４]采用电镜细胞化学技术,发现 ACPase
在细胞质的降解过程中发挥着重要作用.Wang
等[１５]通过研究Eucommiaulmoides木质部导管分

子发育中 ACPase的分布,推测其可能在多糖的分

泌和转运以及次生壁的形成中起重要作用.在水稻

珠心细胞的退化过程中,也检测到了 ACPase活

性[１６].因此,有理由相信 ACPase在筛分子与导管

PCD过程中可能起着重要作用.但是,ACPase分

布的时空变化与筛分子和导管PCD的关系仍不清

楚.本研究通过观察小麦颖果筛分子和导管发育过

程中超微结构的变化,利用酶的超微细胞化学技术

探究 ACPase的变化,旨在为进一步研究 ACPase
可能参与筛分子与导管PCD过程中的机制提供理

论依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

以小麦(Triticumaestivum L．)品种华麦８号

为供试材料,温室培养,温度控制在２０℃.试验期

间定时浇水,在３叶期和抽穗期浇２次营养液,并定

期喷洒农药,防治病虫害.在开花当天(记为０d)挂
牌标记开花麦穗,用剪芒的方法标记开花小花(仅标

记中部开花小穗).取花后０~７d的小麦颖果,用
锋利刀片去掉颖果两端,保留颖果中部,剥出腹部维

管组织用于实验.
1.2　筛分子和导管显微以及超微结构观察

取小麦颖果腹部维管组织,按常规方法进行电

镜制样[１０].将包埋好的材料在超薄切片机(LKBＧ
２０８８,Bromma,Sweden)上进行半薄切片和超薄切

片.然后将厚度约１μm 的半薄切片捞在干净的载

玻片上,用０．５％(m/V)甲苯胺蓝染色２min,后用

双蒸水清洗,干燥后于普通光学显微镜(NikonEＧ
clipse８０i,Japan)下观察拍照.将厚度约８０nm 的

超薄切片,不染色直接在 HITACHI,HＧ７６５０型透

射电子显微镜(transmissionelectronmicroscope,

TEM)下观察并拍照.
1.3　筛分子和导管吖啶橙/碘化丙啶(AO/PI)荧光

复色

　　参照 Yang等[１２]的方法,取小麦花后１~６d的

颖果腹部维管束,置于５０％福尔马林Ｇ醋酸Ｇ乙醇固

定液(FAA)中固定.乙醇梯度脱水,二甲苯透明,
石蜡包埋.蜡块置于石蜡切片机(LeicaRM２２３５,

Germany)上切片.二甲苯中脱蜡５~１０min.换用

新鲜的二甲苯,再脱蜡５~１０min.然后依次无水

乙醇５min、９０％乙醇２min、７０％乙醇２min、蒸馏

水２min.切片经０．０１％的吖啶橙(AO;Amresco,

BA００４３;ddH２O 配制)染色１５ min,ddH２O 清洗

３min,再 用 １ μg/mL 的 碘 化 丙 啶 (PI;Sigma,

P４１７０;ddH２O 配制)复染色１５min,ddH２O 清洗

３min,于荧光显微镜(NikonEclipse８０i,Japan)B
激发下观察拍照.
1.4　筛分子和导管内酸性磷酸酶的化学定位

取样方式参照 Wang等[１０]的方法,将样品在

２．５％戊二醛中４℃固定２h.然后用二甲胂酸钠缓

冲液洗涤３次,再用预冷的０．０５mol/LTrisＧ顺丁烯

二酸缓冲液(pH５．２)洗涤３次.将洗涤后的样品在

不含底物βＧ甘油磷酸钠的孵育液中预孵育１５min
后转入含有βＧ甘油磷酸钠的孵育液中２５℃孵育

４h.对照反应的孵育液中加入抑制剂 NaF(０．０１
mol/L).孵育完成后用１％ 的四氧化锇后固定,

４℃下过夜,TrisＧ顺丁烯二酸缓冲液和二甲胂酸

钠缓冲液各清洗３次.后续步骤同常规电镜制

样,切片不经染色直接在透射电子显微镜下观察

拍照.

2　结果与分析

2.1　小麦颖果筛分子和导管发育过程中显微结构

的变化

　　总体来看,筛分子和导管发育初期在形态上与

周围细胞相差不大,随着发育的进行,筛分子与导管

的细胞壁较周围细胞的厚(图１).开花当天(０d)未
观察到导管细胞,但腹沟两侧开始出现筛分子,此时

筛分子的数量较少(图１A);花后１d,出现导管细胞

(图１B);随着颖果的发育,筛分子的数量逐渐增加,
在花后３d明显增多,而此时导管细胞的数量基本

保持稳定不变,且筛分子呈现对称性半圆形分布于

导管的两侧(图１EＧH).在光学显微镜下观察发

现,成熟的筛分子与导管都出现了大量内含物缺失

的现象(图１FＧH).
2.2　吖啶橙/碘化丙啶(AO/PI)染色检测筛分子和

导管细胞核的形态变化

　　AO/PI染色结果显示:筛分子与导管细胞壁均

呈黄绿色荧光,而细胞核呈现红色荧光(图２).花

后１d,筛分子和导管中均存在完整的细胞核(图

２A);花后２d,少数筛分子中的细胞核变得模糊不

５２
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清,此时导管中的细胞核也严重降解(图２B);花后

３d,导管中的细胞核已全部降解,与此同时,发生核

降解的筛分子的数量也越来越多(图２C);从花后

４d起,筛 分 子 内 发 生 核 降 解 的 数 量 越 来 越 多

(图２D,E);花后６d,绝大部分筛分子中都没有观

察到细胞核,细胞核降解消失,表明筛分子发育成熟

(图２F).

　AＧH 分别为小麦开花０~７d颖果腹部维管组织半薄切片.SEs:筛管;TEs:导管.AＧHrepresentthecrosssectionofwheatcaryＧ

opsisat０Ｇ７dafterfloweringrespectively．SEs:Sieveelements;TEs:Trachearyelements．

图１　小麦颖果筛分子和导管的显微结构观察

Fig．１　MicroscopicalstructureobservationoftheSEsandTEsinwheatcaryopsis

　AＧF分别为小麦开花１~６d的颖果腹部维管组织石蜡切片.AＧFrepresentstheparafinsectionofwheatcaryopsisat１Ｇ６dafter

floweringrespectively．

图２　小麦筛分子和导管的吖啶橙和碘化丙啶荧光复染色

Fig．２　SEsandTEsofwheatstainedwithAOandPI
2.3　小麦颖果筛分子和导管发育过程中超微结构

的变化

　　筛分子超微结构观察结果显示,花后２d,细胞

核比较完整,部分染色质凝集,且筛分子中存在多个

小液泡(图３A,A１);花后３d,随着液泡体积逐渐增

大,液泡膜内陷,大量细胞质被包裹到液泡中(图

３B,B１);花后４d,细胞核降解较严重,但是仍可看

到部分残留的核膜(图３C,C１);花后５d时筛分子

内已观察不到细胞核,部分液泡膜与质膜融合,且在

融合的膜之间仍有残留的线粒体;同时也观察到包

６２
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裹着电子染色深的物质的小囊泡(图３D,D１).
导管超微结构观察结果显示,花后１~２d,导管

中液泡膜破裂,形成多个小囊泡(图４A、B).同时,
细胞核发生降解(４C),线粒体内部结构紊乱,嵴极

不清晰,有的线粒体局部出现一些电子密度低的透

明区(图４D);内质网片段化,无规则的散落在细胞

内,有的内质网腔形成空泡状;高尔基体扁平囊解

体,断裂成小泡(图４E).花后３d,导管细胞中细胞

核与细胞器均被降解(图４F).
对小麦颖果筛分子和导管发育过程中超微结构

变化比较发现,筛分子内各组分降解的时间较导管

长;二者细胞内各组分降解方式不同:在筛分子分化

过程中,液泡首先融合为大液泡,随后液泡膜内陷,
包裹细胞器和细胞质,形成自噬体,进而被降解.而

导 管 细 胞 主 要 是 通 过 液 泡 膜 破 裂 后,胞 内 小

囊泡降解细胞质.分化成熟后,导管细胞中内含物

　AＧA１:花后２d,SEs细胞核形态正常,部分染色质凝集细胞中有许多小液泡;BＧB１:花后３d,液泡内有大量细胞质;CＧC１:花后４d,

细胞核降解,核膜变得模糊;DＧD１:花后５d,示SEs中无细胞核,液泡膜与质膜融合,细胞内有线粒体残留.A１、B１、C１、D１分别为 A、

B、C、D中白色方框放大图;M:线粒体;V:液泡.AＧA１:２dafterflowering,adevelopingSEswithanormalnucleus,condensedchromaＧ

tinandsmallvacuoles．BＧB１:３dafterflowering,morecytoplasminthevacuole．CＧC１:４dafterflowering,thenucleusdegradatedandthe

obscurenuclearenvelopecouldbeobserved．DＧD１:５dafterflowering,SEswithmitochondriabutwithoutnucleus．Thetonoplastfused

withplasmamembrane．A１,B１,C１,D１wasamplificationofwhiteframesinA,B,C,D．M:Mitochondria;V:Vacuole．

图３　小麦颖果筛分子的超微结构变化

Fig．３　UltrastructureoftheSEsinwheatcaryopsis

７２
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　A:花后１d,示 TE;B:花后２d,导管中有很多小囊泡;C:细胞核降解;D:线粒体内部嵴变得模糊不清;E:高尔基体降解,内质网片

段化;F:花后３d,内含物消失.M:线粒体;ER:内质网;Di:高尔基体.A:１dafterflowering,showedTE．B:２dafterflowering,adeＧ

velopingTEwithsomevacuoles．C:Thenucleusdegradated．D:Mitochondriashowedobscuredcristae．E:DictyosomedegradedandendoＧ

plasmicreticulumbrokenintofragmentsinTEs．F:３dafterflowering,allsubstancehavebeendegradation．M:Mitochondria;ER:EndoＧ

plasmicreticulum;Di:Dictyosome．

图４　小麦颖果导管的结构变化

Fig．４　UltrastructureoftheTEsinwheatcaryopsis
全部降解,而在筛分子中,仍能检测到少量的线粒体

和包裹着电子染色深的物质的小囊泡.
2.4　小麦颖果筛分子和导管发育过程中 ACPase
活性变化

　　筛分子发育初期,在细胞核附近的小液泡内零

星分布着 ACPase的活性产物(图５A,A１).花后

３d,大量的酶活性产物分布于筛分子线粒体、细胞

质和散落的内质网中(图５B).花后４d,液泡和细

胞质内均检测到 ACPase活性(图５C).花后５d
时,细胞内的 ACPase活性较低,大部分酶活性产物

分布在细胞膜上.同时,细胞内残留的部分线粒体

与胞间连丝上也检测到 ACPase活性(图５DＧD２).
在对照反应的切片中,几乎未见反映 ACPase活性

的酶活性产物沉积(图５E).
花后２d的导管细胞线粒体膜和内质网上均检

测到 ACPase活性,且在降解的细胞核上分布着大

量的酸性磷酸酶的活性产物(图６AＧD).花后３d,
仅在靠近细胞壁的位置检测到少量的 ACPase活性

(图６E).对照组没有检测到 ACPase活性产物

(图６F).

　AＧE均为SEs横切照片.AＧA１:花后２d,示 ACPase活性产物分布于细胞核附近的小液泡中;B:花后３d,线粒体和内质网上有较

强的ACPase活性;C:花后４d,液泡和细胞质内ACPase活性减弱;DＧD２:花后５d,示酶活性产物分布于细胞膜和胞间连丝;E:对照,

无 ACPase活性产物.AＧEarecrossＧsectionsofSEs．AＧA１:２dafterflowering,showedtheactiveproductsofACPaseinvesicles(arＧ

row)．B:３dafterflowering,showedthehighACPaseactivityinmitochondriaandendoplasmicreticulum．C:４dafterflowering,showed

theACPaseactivitydecreasedinvacuolesandcytoplasm．DＧD２:５dafterflowering,showedtheactiveproductsofACPaseonplasmaleＧ

mmaandplasmodesmata(arrow)．E:Control,noactiveproductsofACPasecouldbeobserved．

图５　小麦颖果筛分子中ACPase定位

Fig．５　LocalizationofACPaseinSEsofwheatcaryopsis
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　AＧF均为 TEs横切照片.A:花后２d的导管;BＧD:花后２d,ACPase活性产物分布于细胞核、线粒体、内质网(箭头示);E:花后３d,

酶活性产物靠近细胞壁分布;F:对照,无ACPase活性产物.AＧFiscrossＧsectionsofTEs．A:showingTEat２dafterflowering．BＧD:２d

afterflowering,showedtheactiveproductsofACPaseinnucleus,mitochondriaandendoplasmicreticulum(arrow)．E:３dafterflowerＧ

ing,showingACPaseactiveproductsdistributedclosetothecellwall．F:Control,noactiveproductsofACPasecouldbeobserved．

图６　小麦颖果导管中ACPase定位

Fig．６　LocalizationofACPaseinTEsofwheatcaryopsis

3　讨　论

利用透射电子显微镜观察细胞的形态变化已成

为研究PCD的常用手段[１７Ｇ１８].本研究通过超微细

胞结构观察发现,在小麦颖果筛分子和导管发育过

程中,均经历了细胞核解体、细胞器降解等过程,此
现象与经典的植物细胞PCD特征一致[１９].

观察结果显示,在小麦颖果发育过程中,液泡破

裂后,导 管 中 细 胞 核 的 降 解 速 度 快 于 筛 分 子.

Obara等[４]在百日菊细胞培养的体外分化实验中,
通过对单个导管细胞进行观察发现,在导管分化过

程中,液泡膜在液泡体积膨大到一定程度后发生破

裂,液泡破裂后的１０~２０min内,细胞核快速降解,
表明液泡的完整性与否对导管中细胞核的降解具有

重要作用.Yang等[１２]在研究小麦颖果韧皮部筛分

子发育时发现核染色质完全降解之后,仍有完整的

液泡结构,推测液泡裂解并非是筛分子降解细胞核

的关键因素.尤瑞麟[２０]发现植物细胞中内质网和

液泡等多种细胞器可以起到类似动物细胞溶酶体的

作用.由液泡介导细胞质降解的方式分为巨自噬和

微自噬两类,巨自噬是细胞受外界信号诱导,形成自

噬泡,进而包裹细胞质,形成自噬体进行降解胞内物

质;而微自噬则由液泡自身发生内陷将底物包裹进

行降解[２１].本研究结果表明,小麦筛分子 PCD 过

程中主要是液泡执行溶酶体功能,液泡膜内陷包裹

细胞质,形成双层膜的自噬体结构,进而细胞质被降

解;而在导管分子中液泡膜破裂后,在细胞内观察到

的小囊泡,推测其可能来源于内质网和高尔基体而

起自噬作用.此外,Tolkovsky等[２２]发现少量的线

粒体能使细胞自PCD过程中复活,且能量供应使细

胞能够存活一段时间.欧阳学智等[２３]在研究玉米

叶片韧皮部筛分子分化时发现,当细胞核解体后,细
胞中还能检测到类似于液泡膜片段的结构;针叶树

等植物筛分子成熟后仍保留细胞核和细胞质碎

片[９].与之类似的是,在本研究中也发现花后５d
的筛分子,部分液泡膜与质膜融合的空间仍保留了

部分线粒体,揭示这些保留的细胞质和细胞器为筛

分子最终保有活性提供了可能.
与动物细胞PCD相比,由于植物中没有溶酶体

结构,因此不能够自我吞噬死亡细胞.但是植物细

胞中存在着液泡,液泡膜破裂,释放多种水解酶,引
起细胞死亡,已被发现在PCD中发挥着巨大作用.
利用超微细胞化学定位技术,在植物细胞的许多部

位和细胞器上均检测到 ACPase活性[２４],且存在于

细胞器 上 的 ACPase具 有 水 解 功 能[１４].甘 小 洪

等[２５]应用磷酸铅沉淀技术对毛竹茎竿纤维细胞

PCD过程中 ACPase的动态变化进行研究,揭示了

ACPase活性的增强可能是引起纤维细胞程序性死

亡的原因之一.本研究发现 ACPase活性产物在筛

分子和导管内细胞核和多种细胞器上均有分布,其
活性的变化与筛分子和导管PCD进程存在一定关

联.花后３d时,大量的 ACPase活性产物分布于

细胞质以及细胞器上,筛分子内含物逐渐被降解.
此时筛分子液泡膜并没有破裂,推测植物体可能存
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在一种自我保护机制,即在液泡破裂前已排空了其

中所含的酸性水解酶类.花后５d,胞内残留的部分

线粒体不受液泡破裂的影响.这也为筛分子的程序

性半死亡提供了理论依据.相比筛分子的发育,在
导管分化过程中,随着液泡的破裂,在细胞核、线粒

体膜、内质网和高尔基体上均检测到大量 ACPase
活性.这些研究结果均表明,ACPase作为水解酶

类参与了细胞核和细胞器的降解.在小麦筛分子

PCD进程停止时,细胞内仍有未降解的线粒体等细

胞器,推测 ACPase只有在弱酸性条件下才能发挥

水解功能[２６].而筛分子在分化后期,细胞质呈中性

环境[１２].此外,在小麦颖果筛分子和导管分化成熟

后,筛分子是活细胞,而导管是死细胞,成熟的筛分

子胞间连丝上能够检测到 ACPase活性产物,表明

ACPase可能参与了细胞间物质的运输、磷酸转移

等相关生理活动[２７].
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UltraＧstructuralchangesofsieveelementsandtrachearyelementsandthe
rolesofacidphosphataseinwheatcaryopsisdevelopment

LYUYani１　YANG Wenli１　ZHANGZhihui１　MEIFangzhu２

LIJiwei３　DENGXiangyi３　ZHOUZhuqing１
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University,Wuhan４３００７０,China;
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HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;
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Abstract　Programmedcelldeathisknowntobeanessentialprocessfortrachearyelementsand
sieveelements．TrachearyelementsundergoPCD,whichformsatubularchannelfortransportingwaＧ
ter,whilesieveelementsgothroughprogrammedcellsemiＧdeathprocesstotransportorganicnutrients．
BiologicalelectronmicroscopyandultracytochemicaltechnologywasusedtofurtherclarifytheultraＧ
structuralchangesandACPasedynamicdistributionofsieveelementsandtrachearyelementsinwheat
(Triticumaestivum L．)caryopsisdevelopment．ThedynamicchangesandthedistributionofactiveprodＧ
uctsofACPasewerestudied．ResultsshowedthatthesieveelementsweredistributedassemiＧcircularat
theoutsideoftrachearyelements．Thedegradationofthenucleusinsieveelementwaslaterthanthatin
trachearyelements．Theorganelleswerewrappedbytheautophagosomefordegradationintheprocess
ofdevelopingsieveelements．Thematuresieveelementretainssomeorganellefragmentandisalive．
Whenthetonoplastintrachearyelementswasruptured,thecytoplasmweredegradedbythevesiclesin
thecellandthecytoplasm wascompletelydegraded．Fullydegradedtrachearyelementswereobviously
dead．Afterthetonoplastwasruptured,ACPaseasakeyenzymeofvacuoleinorganellesincludingmitoＧ
chondriaoftrachearyelementswasmostnotable．Inthedevelopmentofsieveelement,ACPaseactivity
wasdetectedinthemitochondriaandtheplasmodesmataofthematuresievecells．Itisindicatedthat
ACPasemaybeinvolvedinthetransportionofmaterialsbetweencells．

Keywords　wheat(TriticumaestivumL．);caryopsisdevelopment;sieveelements;trachearyeleＧ
ments;ACPase;programmedcelldeath
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