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番木瓜乳管结构及木瓜蛋白酶
的免疫电镜研究*

曾　英　季本仁　余　兵
(中国科学院昆明植物研究所, 昆明 650204)

摘　　要
采用免疫细胞化学方法, 以透射电镜观察, 对番木瓜(Car ica papaya L . )乳管分化及木

瓜蛋白酶生成的超微结构环境进行了研究。实验结果表明: 1.正在分化的乳管细胞内质网分

泌旺盛, 线粒体和聚核糖体非常丰富; 之后细胞器逐渐解体, 内质网断裂、膨胀, 细胞壁多

处穿孔; 经过内膜系统的重新组合, 成熟乳管被小泡充满, 小泡内有无定形物质凝聚, 已经

没有任何细胞器残留 , 但原生质膜一直存在。2.经过纯化的兔抗 chymopapain I gG 为第一抗

体, 羊抗兔 I gG-金复合物 ( 10 nm 直径)为间接抗体 , 进行适当的免疫标记反应, 发现金颗

粒主要在乳管细胞内, 附近的薄壁细胞及导管只是偶尔出现金标, 说明免疫标记的特异性

较强, 通过各种对照试验, 证明了非特异性吸附相当微弱。显示木瓜蛋白酶的原初生成部位

是正在分化的乳管细胞的内质网, 它暂时贮存于分泌泡, 随乳管的发育和乳汁其它成分一

起被“组装”为乳汁小泡而充满成熟乳管。
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Abstract

Cotyledons of germinat ing papaya ( Car ica papaya L. ) seeds and exocarp of young
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f ruit s w ere used as materials for study. T he ult rast ructural changes occurring during

different iation of laticifer and the ultrastructural environment of papain synthesis w ere

studied by means of TEM and immunocytochemistry . Electron microscopic observations

showed that the different iating lat iciferous cells w ere rich in ribosomes and mitochondria.

Endoplasmic ret iculum ( ER) was w ell developed and apparent ly active, forming secretory

vesicles of various sizes. With further development , organelles w ere gradually degenerated

and autophagy of cytoplasm within vacuole w as evident. ER w as dilated and split into

f ragments. Cell w all perforations occurred at several sites of adjacent lat icifer elements.

T ow ards maturity, lat icifer w as fully f illed w ith vesicles containing elect ron-dense materials.

Org anelles disappeared thoroughly but plasmalemma remained. Sect ions w ere incubated w ith

ant i-chymopapain antibodies followed by goat-ant i-rabbit IgG-gold. Labeled gold w as found

predominant ly in ER and the associated vesicles of differentiat ing lat icifer. Several cont rols

w ere used to establish the specificity of the immunolabeling pattern. Investigations led to the

conclusions that ER and poly ribosomes were involved in papain synthesis. Papain w as stored

in the vesicles of ER origin temporally before reorganized into laticiferous vesicles w ith other

components of latex .
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番木瓜( Car ica papaya L. )乳管属于有节联结的类型
[ 1] , 其分化发育的超微结构的

研究至今未见报道。番木瓜乳汁富含木瓜蛋白酶, 该酶广泛应用于食品加工、医药、轻化

工业。对木瓜蛋白酶分离纯化的研究已相当详尽
[ 2]
。但是, 在乳管的发育进程中, 蛋白酶

的产生及其在细胞内的分布动态却鲜为人知。本文报道了番木瓜乳管发育的超微结构,以

及在此基础上应用免疫金细胞化学定位技术的研究结果。

材 料 和 方 法

(一)植物材料

番木瓜( Carica papaya L. ) (“穗中红”品种)干种子经预处理后于 37℃恒温箱内保湿

黑暗萌发, 取不同发育时间的子叶固定, 切取长约 5 cm 的幼果外果皮 1—2 mm 厚的组

织固定。

(二)石蜡切片

材料经 FAA 固定液固定 24小时以上, 乙醇逐级脱水, 常规石蜡包埋, 切片厚 8-

10 m, 苏木精-桔红复染
[ 3]
, 光学显微镜观察并拍照。

(三)普通透射电镜制片

材料用 2. 5%戊二醛( 0. 1 mol/ L 磷酸钠缓冲液 PBS, pH 7. 2配制)固定 3小时, 充

分漂洗后, 经同样缓冲液的 1%锇酸固定 2小时, 漂洗, 乙醇逐级脱水, 环氧丙烷过渡。

Epon618树脂包埋, 固化。包埋块首先用LKB半薄切片机定位修块, 然后用 KCQ-2 型超

薄切片机切片, 经醋酸铀-柠檬酸铅染色后, 在 JEM -100 CXⅡ型透射电镜下观察,照相。
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(四)免疫电镜制片

1.固定和包埋[ 4]　材料浸没于 2%多聚甲醛和 0. 1%戊二醛 0. 1 mol/ L PBS( pH 7. 2)

中,冰浴固定 2—4小时, 经冷乙醇逐级脱水, 用 Low icryl K4M 树脂进行低温浸透和包

埋,紫外光照射固定。

2.免疫标记切片　兔抗木瓜凝乳蛋白酶( chymopapain)抗体同前
[ 5]
, 经蛋白 A-琼脂

糖 CL-4B( pA-Sepharose CL-4B)纯化 IgG, 使用时稀释 20倍, 胶体金标记的羊抗兔 IgG

购自北京军事医学科学院。金颗粒直径为 10 nm, 使用时稀释 10倍。处理切片的程序如

下 [ 6] :

( 1) 将切片浸没于含人血清白蛋白( HSA) 20 mg / ml的 TBS 内, 37℃保温 1小时。

T BS 的成分是: T ris-HCl( pH 7. 4) 10 mmol/ L , NaCl 9 mg / ml, NaN 3 0. 02 mg/ m l, 聚乙

二醇 0. 5 mg/ ml。( 2) 切片浸没于含 2 mg / ml HSA 的 TBS稀释的 chymopapain抗体中,

37℃保温 1小时, 再用含 2 mg/ ml HSA 的T BS 在室温下漂洗。( 3) 将切片浸没于用含 2

mg / ml HSA的 TBS 稀释的羊抗兔 IgG-胶体金复合物内, 37℃保温 1小时。( 4) 室温下用

含 2 mg/ m l HSA 的TBS漂洗5次, 再用同样的溶液含 0. 1% T riton X-100清洗切片, 最

后用重蒸水洗 5次。

对照试验用非特异抗体或含 2 mg/ ml HSA 的 T BS 代替兔抗 chymopapain 抗体, 其

它处理同上。经免疫标记的切片用 2%醋酸铀和柠檬酸铅进行复染, 透射电镜观察并照

相。

实 验 结 果

(一)乳管的发育及超微结构

通过石蜡切片, 观察到番木瓜种子萌发初期, 当胚根刚露出种皮 1—2 mm 长时, 子

叶内乳管细胞与周围长柱形的维管束薄壁细胞在光镜下不能区分; 当胚根胚轴进一步生

长, 胚乳消耗殆尽, 子叶将要撑开种皮, 此时的乳管细胞形态发生了明显变化, 相邻的乳

管细胞的侧壁、端壁在逐渐融合, 因胞壁物质溶解, 细胞壁形成穿孔以及各种形状的残

迹(图版Ⅰ, 1—4) , 通过乳管细胞间的融合及联结, 形成植物体内连续贯通的网状乳管

系统。

除细胞壁的变化外, 乳管分化发育进程中, 细胞的超微结构改变尤其显著。发育早

期的乳管细胞有细胞核及常见的细胞器,如内质网、线粒体、质体及丰富的核糖体, 液泡

较小, 高尔基体并不常见。随后细胞核增大变长, 内质网上聚集了许多核糖体, 分泌活动

旺盛, 产生各种大小的分泌泡, 线粒体数量多但内部结构渐渐模糊, 质体趋于解体并形

成空泡(图版 I, 5、6) , 细胞壁变薄, 由细胞质生成的小泡正跨过内陷的质膜以接近越来

越薄的细胞壁, 而且有小泡积聚的胞壁比其附近的胞壁要薄(图版Ⅰ, 7) , 液泡功能活

跃, 内质网上的核糖体明显减少直至消失, 内质网断裂、膨胀,小泡增多, 相邻乳管细胞

的侧壁多处穿孔(图版Ⅰ, 8; 图版Ⅱ, 11) , 此时细胞核仍然存在但核质相当分散, 趋于解

体。完全成熟的乳管内挤满由膜包围的不规则小泡, 小泡内有无定形物质凝聚, 没有观

察到任何残留细胞器, 但原生质膜是一直存在的(图版Ⅰ, 9)。
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　　(二)免疫电镜定位

正在分化的乳管细胞内, 金颗粒主要位于粗面型内质网及其附近的分泌泡, 细胞质

的聚核糖体上亦发现金标(图版Ⅱ, 10—12) , 但细胞核、线粒体及细胞壁上很少发现金颗

粒; 乳管细胞附近的导管及薄壁细胞内金颗粒非常少见(图版Ⅱ, 14) ; 当乳管发育成熟,

金颗粒主要位于无定形凝聚物及小泡膜上(图版Ⅱ, 13)。

用非特异兔 IgG 或含 2 mg/ ml HSA 的 T BS 代替兔抗 chymopapain 抗体, 乳管细胞

内很少有金颗粒(图版Ⅱ, 15、16) , 说明内质网分泌泡及多聚核糖体对胶体金或 IgG 的非

特异性吸附相当微弱, 所以金标显示了与特异抗体结合的抗原的最初生成部位, 即木瓜

蛋白酶是在乳管分化早期由内质网合成进入分泌泡, 并随着乳管的发育成熟, 同乳汁其

他成分一起“组装”进入小泡结构。

讨　　论

本文应用透射电镜及免疫细胞化学方法展示了细胞器参与乳管分化及木瓜蛋白酶生

成的超微环境, 这有助于了解乳管特有物质的形成, 因为乳管的发生和发育研究在以前

大多注重于分化过程中细胞结构的变化, 至于乳管特有物质,如酶(番木瓜)、萜类(巴西

橡胶)、生物碱(罂粟)等的生成和分布动态, 似乎缺乏直接的证据, 而以电子致密物推

测。

乳管是原生质结构局部退化而又局部保持的高度分化的细胞 [ 7]。番木瓜乳管的形成

同其他植物有节乳管的形成有许多相似之处, 内质网频繁活动之后, 同线粒体、质体一

样逐渐解体, 但是小泡结构却大量出现, 这是细胞器解体以后, 内膜系统重新组合的结

果。

对乳管特有物质的生成知之甚少。根据文献, 最初可辨认的橡胶粒子在细胞质中发

现, 但不能确定橡胶粒子的形成与其他细胞器之间有形态上的关系 [ 8] , 也就是说, 当特

有物质积累到一定程度并形成可辨认的结构成分, 方可在电镜下观察到。毫无疑问, 免

疫细胞化学的方法让我们了解到细胞特有成分的原初生成及其超微结构环境, 在它被包

装为特殊的结构成分之前认识到它的存在。Mauch 在研究几丁酶和 -1, 3-葡聚糖酶亚细

胞分布的功能涵义时, 成功地应用这一方法证明, 金标分布是抗体与相应抗原发生特异

性反应的结果, 而他设立的各种对照试验值得我们参考 [ 9]。相信经过不断的探索和改进,

胶体金免疫电镜技术将越来越多地应用于生物大分子定位研究。
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图 版 说 明

CW. 细胞壁　ER. 内质网　L. 乳管　M. 线粒体　N. 细胞核　P. 质体　Pa. 薄壁细胞　Pl. 原生质膜　

T . 导管　V. 液泡　Ve. 囊泡

图 版 Ⅰ

1—4. 石蜡切片。×420　1.萌发初期子叶维管束, 乳管细胞难以辨认。　2—4. 相邻乳管细胞融合并在剖面留

下不规则线状、圈形的胞壁遗迹(箭头)。　5—9. Epon 618树脂包埋。　5.发育早期的乳管细胞, 示细胞核及丰富的

内质网、核糖体。×10000　6.乳管细胞分化早期, 线粒体较多, 质体趋于解体(箭头)。注意质膜外吐小泡(粗箭头)。

×10000　7.发育中的乳管细胞内质网及其分泌泡 Ve,明显变薄的细胞壁(箭头) , 正在解体的线粒体。×10000

8.膨胀的内质网, 注意胞壁穿孔(箭头)。×14000　9.成熟乳管内的乳汁小泡。×10000

图 版 Ⅱ

10—14. LK4M 包埋,免疫标记处理。　10.金颗粒主要位于内质网及附近分泌泡(箭头)。×14000　11.内质网及

分泌泡内有金颗粒(箭头) , 而线粒体、细胞壁上没有。×20000　12.示内质网金标。×40000　13.成熟乳管的金标分

布。×20000　14.正在分化的导管细胞,可见加厚的细胞壁, 偶尔发现金标(箭头)。×14000　15.对照,用非特异兔血

清代替一抗 ,乳管细胞的内质网及分泌泡没有发现金标。×10000　16.对照, 用 TBS代替兔抗 chymopapain抗体, 发

育晚期的乳管细胞内很少有金颗粒。×10000

Explanat ion of Plates

CW. Cell w all 　 ER. Endoplasmic ret iculum　 L. Laticifer 　 M. M itochondrion　N. Nucleus 　 P. Plastid　

Pa. Parenchyma cell　 Pl. Plasmalema 　T . Trachea 　 V. Vacuole 　 Ve. Vesicle

Plate Ⅰ

Figs. 1—4. Light m icroscopic photograph s.×420　Fig. 1. Port ion of longitudinal section of cotyledon in seeds soon

after germination, it is diff icult to ident ify the laticifer init ials. Figs. 2—4. Fusion of adjacent lat icifers show ing the

irregular elon gated or round cell w all residues (↑) . Figs. 5—9. M icrograph of Epon 618 sections. Figs. 5, 6. Lat iciferous

cells of early developmental stage, showing nucleus and den se cytoplasm rich in ribosom es, mitochondria, and apparent ly

active ER. Note the partially degenerated plast id (↑) . ×10000　 Fig. 7. Sect ion show ing ER and its secretory vesicles,

gradual th in ning of walls ( ↑) and degenerat ing of mitochondria(↑ ) . × 10000 　Fig. 8. Section sh ow ing cytoplasm

containing dilated ER elements. Note the perforation of cell w all (↑) . × 14000　Fig. 9. Section taken f rom a mature

lat icifer show in g vesicular st ructures containing elect ron-dense materials. ×10000

Plate Ⅱ

Figs. 10—14. Sect ions after immunolabeling　 Figs. 10—12. Gold labeling ( ↑) is mainly present over ER and

associated vesicles of diff eren tiating lat icifer, no gold labeling is found over nucleus, m itochondria, plast ids and cell w alls.

Fig. 10.×14000　Fig. 11.×20000　Fig. 12.×40000 　 Fig. 13. Labeling pattern of mature laticifer . ×20000 　Fig.

14. S howing gold labeling is occasionally present in the vacuole of a dif f erent iat ing t rachea. × 14000　 Figs. 15, 16.

Cont rols, section incubated w ith TBS ( Fig. 16) or w ith nonspecific sera ( Fig. 15) follow ed by IgG-gold, few gold labeling

is visualized.×10000
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曾　英等:番木瓜乳管发育及木瓜蛋白酶的免疫电镜研究 图版Ⅰ
Zeng Ying et al. : Lat icifer Ultrastructural and Immunocytochem ical Studies

of Papain in Carica papaya Plate Ⅰ

See explanat ion at the end of tex t



曾　英等:图版 Ⅱ Zeng Ying et al. : P late Ⅱ
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