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�中国科学院植物研究所

, 北京 扣。。弓� �
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提 要

莲 ��
己�“ , � � , “ � ��亡 � � � � �  ‘�

� 子叶发育期间叶肉细胞液泡系变化巨大
。

发育 阶 段 �

时
,

液泡系为具一些单个小液泡的分生细胞型
。
�一 � 天后

,

进人发育阶段 �
,

这时中央大液泡

形成
,

液泡系转变为分化细胞型
。

细胞质和液泡中出现大量小液泡
。
新液泡的来源和发育是

多样的 � 可由�� 核外膜起泡
、

断落
、

扩大形成 ��� �高尔基体端部膨大
、

断落
、

扩大形成 � �� �管

状粗糙型内质网任意部位出芽或端部膨大
,

脱掉核糖体
,

断落
、

变形形成 ��� �质膜内陷
,

吞并部

分细胞质或营养液形成 � �, �中央液泡被原生质丝分割等方式形成
。

在发育阶段 � 和 � � 期

间新生液泡大分小合
,

形成许多平均直径为 �
�

斗一 �
�

�拜� ,

形态各异的液泡群
。

它们各自发育

成溶酶体
、

圆球体
、

微体
、

壁旁体
、

自体吞噬泡和胞饮液泡等
。

在后继发育中
,
一些液泡转变为

蛋白体和脂肪体
。

本章论证了莲子叶的液泡系具有同双子叶植物子叶液泡系相似的结构与功

能
。

关键词 液泡类型
,
来源与发育

,

莲
,
子叶

双子叶植物种子的蛋白质和油脂等贮藏物质大部分都存在子叶液泡中
,

近年来有不

少学者对子叶的发育及液泡系的变化作过研究
。 ��� �

等
〔�� 和 �� �盯 �� 等�� ! 首先注意到子

叶发育过程中叶肉细胞液泡的体积变化巨大
,

并建立了测定液泡体积的简易方法
。
� � � � �,

等〔��� 和 � � �馆 等 〔‘�� 完善了利用切片或超薄切片对细胞和液泡体积进行定量测量的标 准

和统计分析的方法
,

证明了液泡大小与数量的变化和子叶中贮藏蛋白的积累有关 ��
� � ��

�

�� 等
‘, 刃 报道了子叶液泡系的变化与细胞内其它有明显发育阶段特征的变化相伴随的现

象
。 � � �� � 等

〔�� 在研究豌豆子叶蛋白体的发育时
,

发现内质网衍生的含蛋 白质的囊泡具

液泡形态
,

可能参与了使蛋白体体积趋向一致的均一化机制
。

莲有一对硕大的子叶
,

但对

其发育的研究几乎为空白
〔月。
作者已完成的研究 囚表明

,

莲子叶的发育与豆科植物相似
。

在本工作中用电镜和细胞化学方法
,

研究莲子叶叶肉细胞液泡系的发育动态
,

比较其与豆

科植物的异同
。

参照 ��
� �� 等叫的方法

,

我们测定并统计分析了不同发育阶段叶肉细胞

的液泡体积
,

结果显示
� 莲子叶叶肉细胞液泡系在发育过程中体积变化很大 �观察到一批

� 本研究为国家自然科学基金资助项目
。

赵瑞祺同志帮助放大照片
,

特此致谢
。

�� � � 年 � 月 � � 日收到
。
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来源不同
,

形态各异的液泡类型和由其中一部分后续发育成蛋白体和脂肪体 �证明莲的子

叶叶肉细胞液泡系与豆科植物的发育过程
�� 一‘。

,

瑞��� 很相似
,

从而为莲的双子叶植物属性提

供了又一依据
。

材 料 与 方 法

�一� 实验材料与子叶生长日龄的计算

红花子莲分别采自北京紫竹院公园莲塘和中国科学院武汉植物研究所试验地
。

在花

朵盛开的当天�即大部分子房被传粉
、

受精之 日��� 
,

挂牌计算子叶生长日龄
。

�二� 材料的固定和观测

�
�

光学显微镜观察材料 � �� � 固定
,

常规石腊包埋
,

切片厚
,

� 那 �
, �
腊带直接用苯胺

兰 � �� � �
�

匀 染色〔习 ,

供一般细胞学观察
。

苯胺兰 �� � �
�

�� 检查蛋白质
,
�� � 反应检

查淀粉
、

多糖
,

苏丹 �� 染色检查油脂
。

�
�

电子显微镜观察材料 � 戊二醛
一

饿酸双固定
,

酒精系列脱水
, ��盯 �

包埋
。

� � �
�

� � � � 一 � 型超薄切片机切片
,

厚度 �� 。一 � �� 入
,
工� � 自动染色仪中用醋酸双氧铀和柠

檬铅染色
, �� �

一� � 一 ��� 电子显微镜观察并照相
,

工作电压 �� 一 � �� �
。

�
�

细胞
、

液泡平均直径测 � 按 �� �� � 等 �� ! 法取细胞和液泡正交的两个最大直径

�图版 �� � , � �用游标卡尺测量后相加除 � ,

作为被测样品的实测平均直径 � 除以电子放大

倍数或光学放大倍数
,

即为电镜或光学照片上被测样品的平均直径
。

据此按球体体积公

式
‘

,

可推算出细胞
、

液泡的可比体积
。

每组样品的统计量为 �� 一 �� 个细胞
。

平均值和标

准差用 �� � �� � �
一 � �  。 型计算器中的固定程序算出

。

观 察 结 果

�一� 液泡系的发育

用光学和电子显微镜对莲子叶发育过程中叶肉细胞液抱系进行的观察表明
,

在发育

阶段 � 时
,

液泡系由随机分布在细胞质中的多个体积甚小的液泡�图版 �� � , � �构成
,

形态

与植物根尖分生组织细胞中的液泡系
〔�

,
’�
相似

。

细胞中液泡总沐积的平均值只占细胞 体

积的 �
�

�多左右�表 � �
。 �一� 天后

,

细胞进人发育阶段 � ,

中央液泡开始形成
。

它通过内

吞 ����
。。�� � ��� � 方式并人周围的小液泡�图版 �� �

,

� � �扩大自身
,

液泡系亦由分生细

胞型转化为分化细胞型
。

当细胞中液泡的总体积上升到 占细胞体积的 �� 多 左右时
,

称为

阶段 �� 中期 � 到 占 �� 多左右
,

称为阶段 �� 晚期 �表 � �
。

此时
,

有的细胞中央液泡的

直径几乎已相当于细胞直径 �图版 �� � , �� �
。

几

上述结果与汪德耀�� 在植物幼根生长及

�� ��
� �� 等〔‘。,在豌豆子叶细胞发育过程中观察到的中央液泡形成的情况基本相似

。

不同的

是根细胞中的中央液泡形成后不再有形态上的变化
,

而子叶细胞的中央液泡还要解体再

发育
。

在莲子叶叶肉细胞的较大的液泡中常见到许多直径为 �
�

�一�
�

� 拌 � 的小液泡 �图版

�� � ,

� � 和长短不一
,

粗细各异的原生质丝 �图版 ��  、 �
,

�� �
。

后者把中央液泡分割成
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裹 � 不同发育阶段细饱体积与液泡体积比较
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�
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�� � �
� � � � � � � � � � � � �� � �

�� � �
� � � � � � � ��� � �
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发育阶段
测定细胞数

� �
�

� � � � ��

� � � � � � � �

细胞平均体积

� � �拜�
’
�

� � � �土 �
�

�
�

液泡系体积 �细胞

� � �
� � ���群�

�

�

� � � � 十 �
�

�
�
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一些大小和形状不同的液泡群(图版 1: 4)
。

作者在莲上的观察结果与 N oum ann 等
〔16] 在

豌豆上观察的结果一致
。

后者认为中央液泡的再分
,

在豆科植物中是蛋白体形成的一个

重要步骤
。

我们不但观察到莲子叶叶肉细胞和豌豆子叶叶肉细胞一样
,

都以中央 液 泡

的解体为发育阶段 H 结束和发育阶段 H l 开始的形态学标志 ;而且在阶段 H l的发育上
,

两者表现出同样典型的双子叶植物贮藏细胞型液泡系的发育特征
。

即一方面是中央液泡

一再被切割分小
,

另一方面是不同来源的小液泡不断产生变大
。

莲子叶叶肉细胞中新液抱的来源是多种多样的
。

它们可由核外膜起泡
、

膨大
、

脱落形

成(图版 11: 11
,

N M 、 N Sv );由高尔基体端部膨大
、

断落形成 (图版 11: 12 ,

D
*

G V
)

;

由管状粗糙型内质网任意部位出芽或端部膨大
,

脱掉核糖体
,

断落
,

变形形成 (图版 II:

14 ,

T E R

、

E R V

、

p R
)
; 由质膜内陷

、

吞人部分细胞质或营养液形成(图版 11: 13 ,

P B
) 和由

中央液泡被原生质丝分割等方式形成(图版 1: 4 ,

A v
)

。

新液泡形成后又可以内吞(图版 I:,

A V
、

M
v B

) 或相邻液泡界面消融(图版 I: ,
,

M
B

) 或两种方式同时进行等途径
,

发育成为体

积较大的液泡 (图版 1: 5 ,

6
)

。

这阶段发育的另一特征是贮藏物质(淀粉
、

脂肪
、

蛋白质等)大

量合成和积累
。

蛋白质沉积在液泡膜上或进人液泡内(图版11: 1,
,

P
)

,

当液泡内积累了一定

量的蛋白时
,

液泡就改称为蛋白体[s,
‘

0J; 另一些液抱被脂肪充填而发育成脂肪体(图版 I:6
,

L B
)

。

到子叶的发育最后阶段 (阶段 IV )
,

即从受精后的 25 天到 30 天
,

在短短的 5 天中
,

子叶体积缩小到 24 天时的 324一1/2
。

由于脱水收缩
,

细胞质高度浓缩和贮藏物质的大
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量积累
,

在细胞质中很难再看到液泡[61
。

当种子吸水膨胀
,

开始萌发时
,

液泡又大量 出现
。

( 二 ) 液泡系体积在发育过程中的变化

表 1列举的是参照 C ra ig 等[12 〕 的方法从 3 个以上子叶相同部位切片中获得的不 同

发育阶段子叶叶肉细胞及液泡系体积的数据
。

由表 1 可看到从阶段 I到阶段 H ,

液泡系总体积增长速度万倍于细胞体积 ; 数据有

力地支持这时期(2一3天)莲子叶能快速成倍地伸长
、

增宽并加厚系主要由于液泡系扩 张

造成的观点[6]
。

从阶段 n 到阶段 111
,

细胞体积增长速度反超过液泡总体积 70 拓
,

表明中

央液泡解体后
,

发育方向转向内含物的合成与积累
,

使细胞的液化程度下降
。

但从绝对值

看
,

阶段 H l 较阶段 n 液泡系体积仍有 3
.
6 倍的增加

。

至于阶段 11 时细胞体积与液泡

系体积的标准差均大于其平均值
,

则说明这阶段样品间的差异大
,

发育上不同步
。

表 2 为

一个 7 日龄子叶不同部位阶段 11 早
、

11 中和 11 晚各期细胞
、

液泡体积的比较
。

从表 2 看出
,

n 中期的细胞体积反比当时处于 11 晚期的细胞体积还大
,

说明同一

子叶内较晚发生的细胞体积较大
。

11 早和 11 中期液泡系体积的标准差均大于平均值
,

说

明即使在同一子叶内
,

不同部位细胞液泡系的发育也不同步
。

上述结果与作者在莲子叶

发育过程一文[eJ 中的结果一致
。

( 三 ) 新液泡的类型与发育

莲子叶叶肉细胞在发育过程中产生大量来源不同
,

形态各异的新液泡
,

分述如下 :

1
.
在发育阶段 11 1 的制片上常见到一些高尔基体扁平囊泡末端被中等电子密度蛋白

质充填膨大(图版 11: 12 ,

D
)

,

随后脱落
,

形成直径 0
.
1一 0

.
, 那m 的小泡游离于细胞质中

,

这就是文献中所谓的高尔基液泡 (G
olgi vaeuole

,

G V
)

〔‘, , ,
( 图版 11: 12 ,

G V
)

。

它们是

莲子叶叶肉细胞液泡系中的主要成员
,

在贮藏蛋白的积累中参与将蛋白质从合成地点(内

质网)转移到组装地点 (液泡)的过程
,

与一些研究豆科植物种子中蛋白体形成的论文
L日、‘61

提到的
“

从高尔基体上掉下来的含蛋白囊泡进入液泡并参与蛋臼体组建
”

的现象相符合
。

2

.

对发育阶段 H 晚期和阶段 111 早期的材料进行光学显微镜检时
,

很容易看到叶肉

细胞中有不少折射率很强
,

可被苏丹 H l 或 IV 染成红色的成簇分布的小点
,

它们是脂肪

滴或其前体
。

用电镜观察相同发育阶段的材料时
,

看到许多管状内质网的末端被电子空

白的脂类充填膨大(图版 I: 5 ,

T E R ; 图版 11: 14 ,

T E R
)

,

或被中等电子密度的蛋白质充

填膨大(图版 11: 10
,

T E R
)

,

它们脱落在细胞质中
,

形成簇状分布的直径为 1一 10 产 m 的

小液泡群(图版 11: 10 ,

E R v 和图版 H : 14)
。

参照文献 〔4
,

7
] 介绍的分类方法

,

那些直

径 5一10群m
,

内部均匀透明的是脂肪滴或称脂肪体 (Li p记 b。 (lv
,

图版 1: 6
,

L B
)

; 直径

1一 , 拼 m
,

外形圆
,

内部具颗粒状 电子致密基质的称为前圆球体 (P
resph erosom 。 ,

图版 I:

6 ,

P
ss )

; 直径为 5一10醉m
,

外形圆
,

内部仅有少量颗粒状基质的称为圆球体 (Sph
ero som e

,

图版 1: 6 ,

5 5
)

。

在莲子叶细胞中还普遍存在形态与圆球体相似
,

外形呈椭圆
、

卵圆或哑

铃形
,

直径为 2一5挤m 的小泡
,

被称为微体 (M i
erobod y

,

图版 I: 6 ,

M
B

)

。

两者区别在

于微体可与溶酶体结合形成次级溶酶体 ;而圆球体不与溶酶体合并
。

.

3

.

中央液泡 (c en t
re va ouo le

,

C v
)

,

是双子叶植物子叶叶肉细胞中体积变化最大
,

存
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在时间最短的结构
。

在发育阶段 n 的 2一3 天内
,

莲子叶的中央液泡经历了从发生
、

长大

到解体的全部过程(图版 1: 2一 4)
。

中央液泡解体后衍生出自体吞噬泡 (A ut oP h
agic va c

-

u ole
,

A V
)

,

内含物为一小块细胞质(图版 I: 4 ,

A V
)

; 和胞饮囊泡 (pi
nocytie vaeu ole ,

P V
)

,

内含物为透明的营养液(图版 x: 4 ,

P V
)

。

4

.

在莲子叶叶肉细胞内存在许多直径从 2”入到 10拼m 大小不等的小泡
。

其内含物

为不同电子密度的均匀物质
,

可来源于内质网或高尔基体
,

被称为溶 酶 体 (L y
soso m e

,

L
s)

。

依底物的无与有
,

分别称为初级溶酶体 (Pr im
ary ly

sosom e
,

P L
s) 和次级溶酶体

(s
econd ary zyso som e

,

s L S
)

。

有些文献又把后者称为自体吞噬泡 (A v )
t, ,
或自生性溶酶

体 (A ut
o 一

ly
so so m

e

)

〔”。

三者同物异名
,

前两名使用得更多
。

为在同一图片上便于区别
,

我们同时采用了 sL S 与 A v 两名
。

莲子叶中的溶酶体常与细胞质块 (图版 1: 4
,

A V
)

或质体(图版 I: 7 ,

P T
) 或线粒体(图版 1: 8 ,

M 和 9
,

M
) 或液泡(图版 I: 8 ,

V
) 结合在

一起形成次级溶酶体
。

刚结合时
,

溶酶体与底物之间的界膜尚存在(图版 1: 8 ,

9 黑箭头 );

随后
,

结后结合处的界膜局部沟通 (图版 I: 7 ,

A v
) 或全部消融 (图版 I: 8 ,

S L
s)

,

两个结

合的部分就合并为一个整体了
。

溶酶体中的分解酶类能分解底物中各种生物高分 子 物

质
,

消化后的可溶性分子又能通过溶酶体膜释放到细胞质中 (图版 11: 10 ,

A V

,

黑单箭

头)
,

供再利用
。

次级溶酶体有时全部或局部具双层界膜(图版 11: 10 ,

黑双箭头)
,

其外层

为溶酶体膜
,

内层则为被吞噬的细胞器残存的膜
。

在发育阶段 H l 早期一 中期
,

当细胞质

中新液泡大量出现时(图版 I: 匀
,

在莲中也看到了类似大鼠攀丸间质细胞进行自体吞噬

活动时的多泡体结构 (M
u ltivesicu lar bod y

,

M
V B

, 【, ,
图版 I: 5

,

M v B
)

。

一个较大的液

泡可同时以内吞方式并人多个小液泡
,

消化改造
,

扩大自身
,

表明动植物细胞的重建方式

有相似之处
。

由于底物的质或量异常
,

溶酶体常有消化不完全或不能消化的物质残留在

次级溶酶体内形成形形色色的残余体 (Re
s记ua l bod y)

,

在莲子叶发育过程中类似情况难

免存在 ; 但仅凭形态学手段尚无法区分滞留在细胞内的残余体与未完成消化过程的次级

溶酶体
。

只在前者带着残余废物被排出细胞外后才可确认
。

5

.

在代谢活跃的发育阶段 H 和 111 时期
,

在莲子叶叶肉细胞壁周围
,

到处可见到由

质膜内陷或通过质膜外突
,

将细胞质中的小泡(有或无内含物 )送到质膜与细胞壁之间的

腔中
,

形成管状
、

泡状的突起物
,

称为壁旁体 (p
aram ural b ody

,

p B
) 的结构(图版 I: 2 ,

p B

和图版 11: 10
,

13

,

P B
)

。

图版 11: 13 展示了不同大小的壁旁体
。

讨 论

(一) 关于莲子叶叶肉细胞液泡系的结构与功能

我们的研究表明莲子叶叶肉细胞的液泡系的发育过程
、

主要液泡类型 (即结构)与已

研究过的一些双子叶植物
汇2J ,

特别是豆科植物
「日一‘。

,

l2, , ,
,

“ ,
相似

,

从而为证明莲是双子叶植

物又提供了科学依据
。

双子叶植物子叶的液泡系是参与细胞新陈代谢
,

有积极功能的器

官[4,
’]。 现在我们来分析一下莲子叶叶肉细胞液泡系的主要功能

:
( l) 积极参与生长节律

的调节
。

在发育阶段 11 ,

通过渗透调节
,

液泡系吸水膨大
,

形成中央液泡
。

整个液泡系以

百倍于细胞的增长速度
,

于 1一2 天内
,

把其与细胞的体积比由 0
.
5多猛升到 90 多以上

,

促
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、

来源与发育

使细胞体积在 2 夭内增加 15 倍
,

子叶长大 2一4倍
。

在发育阶段 Iv ,

又由于液泡系失水收

缩
,

几天内使子叶体积缩小为原大的 3/4一 1/2
。

(
2
) 参与细胞贮藏物质的积累与组装

。

莲

子叶和所有双子叶植物一样
,

是种子的贮藏器官
,

液泡是叶 肉细 抱各种物质的贮藏场所
。

随着种子的发育成熟
,

蛋白质和脂肪等都在液泡内积聚或组装
,

一些液泡逐渐发育成蛋白

体和脂肪滴
。

(
3
) 参与细胞器和其它结构的自然更替

。

次级溶酶体通过自噬作用
,

消化了

被吞噬的老细胞器或多余的细胞质
,

使之分解成可溶性分子释放到细胞质中供再利用 ;还

将残留废物通过残余体排出细胞外
,

从而实现了细胞的改建与重组
。

由此得出结论
,

莲子

叶叶肉细胞的液泡系具有其它双子叶植物子叶液泡系相同的功能
。

( 二 ) 关于液泡系体积研究方法学问题

由于液泡的形态多变
,

并非典型球体
,

已有的测定方法把它的体积按球体推算不能精

确代表实际体积
,

是半定量性质的
。

其次
,

切片很薄
,

能切到样品的最大截面的机率很低
,

所测得数据比实际小得多
,

加上发育不同步就更难准确了
。

因此
,

取样要求尽可能一致
。

在数据的统计处理上
,

最好多种处理
,

否则容易得出错误结论
。

如若仅根据平均直径 (表

3)的差异检验 (七值)
,

虽明明看到阶段 I与阶段 H 中后期的平均值约差一倍
,

从光学或

电子显微镜的观察也看到差异明显 ;但 由于标准差过大
,

统计结果差异的显著性程度却不

明显 (表 3)
。

表 3 不同发育阶段液泡平均宜径
*比较

T ab
.
3 T h e a vera ge diam ete r(A D )

of vaeu oles at (lifferent

d evelo pm en tal :tages (D S )

发育阶段
测定液泡数

N o
. of vacu oles

测定细胞数

N o
. of cells

与前阶段平均直径
差异检验 C om p a-

risio n w ith A D

m e3 su red m easu red

平均直径(拜m )

人D

M
e a n 土5

.
D
. ef P reeed ing

5oage (
仁
)

差异的显著性

5 ign ifican ee o f

d ifferen ce

79

76

25

23

62

98

75

27

3l

28

0
.
520土0

.
287

0
.
433+ 0

.
2 73

0 .927士 0
.
6 52

0
.
907土0

.
682

0
.
907士 0

.
854

不显著
n on sig nifiean t

0 。

2 2 0

0

.

6 9
9

0

。

0 2
1

不显著
n on sig nifican t

不显著
n on sig nifiean t

无差异
n o d iffe renee

1
11:11%11!川

*
中央液泡除外

.
N ote: E xeeP t C v

.

如若用各自平均直径的大小与分布频率作图 (图 1)
,

那么连发育阶段 11 中
、

11 晚和 IH

之间
,

即平均直径近似
,

标准差很大的样品间
,

在发育趋势上的差异也能反映出来
。

从图

1看出
,

在统计样品总数近似(60 一 100 个)的条件下
,

以占总数 5外以上个体群为点统计

分布频率时
,

H 中有 6 个点分布在 0
.
1一3

.
0拌 m 区 ; H 晚有 3个点在 0. 4一 1

.
5产m ; 川 有

3 个点在 0
.
4一1

.
1拼m 。

随着发育进程
,

液泡的大小越来越集中在平均值附近的趋势是明

显的
。

换句话说
,

从n 中到 H l 液泡体积的大小有均一化趋势
。

由于液饱和蛋白体有发育上

的连续性
,

因此我们的这一结果在一定程度上支持了 A d ler 等[8J 关于豌豆子叶蛋白体的

发育中有均一化机制的假说
。

本文所介绍的方法对测定一个液泡的体积来说虽不如现代
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就其简

便易行和置信程度来看还是值得推广的
。
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图 版 说 明

图 版 I

h 受精后 5 天子叶中层外层的细胞 (N
·

细胞核)
,

示分生型液泡系(V
,

液泡) x 7 00。; 2
.
5天子叶中

部中央的细胞
, 示中央液抱 (c v ) 正在形成分化型液抱系 ( P B

.
壁旁体) x 7 00叱 3

.
, D A F 子叶下

部中央的细胞
,

示阶段 11 晚期高度液泡化的液泡系 火 3 0 0 0; 4
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解体中的中央液泡和它所衍生的 自体
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.
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.
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, 另一个已与线粒

体 (M ) 相结合x 4。。。0; , 一个与线粒体正在结合的次级溶酶体
, 示两者间尚存膜状结构(黑箭头)

X 20 000
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图 版 II

10 局部双膜的 自体吞噬泡(黑双箭头)及自 A V 中释放的可溶性物质 (A V 内黑单箭头) (E R V
.
内

质网产生的液泡) x l , 0 0 0; 1 1
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