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增强ＵＶ－Ｂ辐射对小麦叶肉细胞核内Ｆ－ａｃｔｉｎ的影响

陈慧泽，韩　榕＊

（山西师范大学 生命科学学院，山西 临汾０４１００４）

摘　要：以增强紫外线Ｂ （ＵＶ－Ｂ）处理的小麦幼苗叶肉 细 胞 核 为 材 料，以 异 硫 氰 酸 荧 光 素 标 记 鬼 笔 环 肽

（ＦＩＴＣ－Ｐｈ）荧光标记后，利用流式细 胞 仪 以 及 激 光 共 聚 焦 显 微 镜，对 核 内 肌 动 蛋 白 丝 （Ｆ－ａｃｔｉｎ）进 行 研

究。结果表明：小麦细胞核内确实存在Ｆ－ａｃｔｉｎ；以ＦＩＴＣ－Ｐｈ标记后用流式细胞仪检测显示，以１０．０８ｋＪ
·ｍ－２·ｄ－１ 增强的ＵＶ－Ｂ处理后的小麦叶片细胞核内Ｆ－ａｃｔｉｎ的含量升高；激光共聚焦技术显示细胞核内Ｆ－
ａｃｔｉｎ的分布，发现小麦叶肉细胞核核仁处Ｆ－ａｃｔｉｎ含量较高。推测可能是增强 ＵＶ－Ｂ辐射导致细胞质内Ｆ－
ａｃｔｉｎ骨架断裂进入细胞核。究其具体作用还待进一步研究，该研究推测其与 “分束分裂”有关。
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　　大 气 臭 氧 层 减 薄 造 成 太 阳 光 中 到 达 地 面 的

ＵＶ－Ｂ （２８０～３２０ｎｍ）辐射的增强。增强的ＵＶ－Ｂ
辐射直接影响生物的生活和生存，导致许多动植物

在形态结构、生理代谢、遗传特性和生长周期等方

面发生改变，进而对人类构成威胁 （韩榕，２００２）。
一些理化因子能引起植物染色体畸变和细胞分裂的

异常。王晶等 （２００９）研究表明，ＵＶ－Ｂ辐射延缓

了 拟 南 芥 根 尖 细 胞 Ｇ１／Ｓ 期 的 转 变。韩 榕 等

（２００２）在细胞水平的研究中，首次发现增强 ＵＶ－
Ｂ辐射会引起细胞发生异常有丝分裂现象，并将其

称为 “两极分束分裂”。Ｌｅｎａｒｔ　ｅｔ　ａｌ． （２００５）研

究表明，细胞核内的肌动蛋白丝涉及染色体的凝集

及细胞分裂过程。Ｋｏｓｚｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（２００８）的研究也

表明了细胞核内肌动蛋白参与了细胞周期的活动。
细胞核 内 染 色 体 的 集 缩 包 装、ＤＮＡ 转 录 成 ＲＮＡ
和ＲＮＡ向细胞质的运输等生命过程可能都需要收
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缩蛋白的参加。人们推测肌动蛋白在细胞核中的存

在是起着马达分子的作用，参与染色体的集缩包装

和ＲＮＡ的转录和运输 （金萍，２００１）。
近年来，许多研究者相继报道肌动蛋白是细胞

核骨架的一种重要的组成成分 （李璟等，２００１；王

华等，２００１），Ｎｉｃｋｏｌａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）利用免疫胶

体金技术和放射免疫检测技术观察到核内存在肌动

蛋 白，而 且 核 内 肌 动 蛋 白 与 核 骨 架 ＤＮＡ 紧 密 结

合。Ｋｏｓｔａ　＆ Ｕｍｂｅｒｔｏ（１９９３）利用胶体金技术结

合共聚焦显微镜观察，发现在ＣＤ－１鼠背根神经节

的神经元和ＰＣ１２细胞核中含有肌动蛋白。在整个

核质中核肌动蛋白大量聚集在核仁外周，通过免疫

荧光技术可 见 在 核 仁 周 边 聚 集 的 是Ｆ－ａｃｔｉｎ。另 有

研究表明ｓｎＲＮＰ与肌动蛋白间的关系比未分化细

胞中的更为紧密。他们推测核内肌动蛋白能够捕获

新转录的 ＲＮＡ，参 与 新 转 录 的 ＲＮＡ的 转 运。同

时，作者认为ｓｎＲＮＰ与核内肌动蛋白共同参与新

转录的ＲＮＡ的转运，两者的关系是一个动态变化

的过程 （陈婷等，２００１）。这些研究结果都表明了

核内肌动蛋白参与了细胞一系列的活动。
本研究以小麦叶肉细胞原生质体中分离的细胞

核为材料，通过研究正常对照组和增强ＵＶ－Ｂ辐射

处理组细胞核内Ｆ－ａｃｔｉｎ的含量及荧光分布的变化，
为进一步揭示 “分束分裂”现象，阐明细胞分裂的

生物学机制奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１材料

晋麦８号 （Ｔｒｉｔｉｃｕｍ　ａｅｓｔｉｖｕｍ），由 山 西 省 农

科院小麦研究所提供。

１．２方法

１．２．１种子的萌发　选取籽粒饱满，大小均一的

小麦种子，５％次 氯 酸 钠 消 毒３０ｍｉｎ，清 水 漂 洗，
培养于盛有 湿 滤 纸 的 培 养 皿 内，２５℃培 养，每 皿

５０粒，每组３次重复。

１．２．２处理设置　实验共设对照 （ＣＫ）和ＵＶ－Ｂ
（Ｂ）两组处理。处理程序见表１。

１．２．３ＵＶ－Ｂ辐 射 处 理　ＵＶ－Ｂ发 生 用 ＵＶ－Ｂ灯

（南京华强），将其垂直悬于培养皿的上方，通过调

整ＵＶ－Ｂ灯与植物培养皿之间的距离来控制并同时

测量ＵＶ－Ｂ辐射的强度。剂量采用１０．０８ｋＪ·ｍ－２

·ｄ－１，相当于臭氧下降２０％、ＵＶ－Ｂ增强４０％的强

度 （ＲＡＦ＝２．０）。

表１　各处理组的设置及处理程序

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｓｔａｂｉｓｈｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｒｏｕｐｓ

处理组

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
光照 （ｈ）
Ｌｉｇｈｔ

增强ＵＶ－Ｂ辐射 （ｈ）
Ｅｎｈａｎｃｅｄ　ＵＶ－Ｂ　ｒａｄｉａｔｉｏｎ

暗培养 （ｈ）
Ｄａｒｋ　ｃｕｌｔｕｒｅ

ＣＫ　 ８ － １６
Ｂ　 ８　 ８　 １６

１．２．４小麦叶肉细胞原生质体的制备　参考刘炜

等 （２００１）的方法略加修改，制得的原生质体常温

静置备用。具体步骤：取５日龄小麦幼苗第一片真

叶，蒸馏水冲洗干净，以标准液浸湿叶片平铺于洁

净的玻 璃 板 上，用 双 面 刀 片 迅 速 将 其 切 成１～２
ｍｍ小细 条，置 于 酶 解 液 中 在 （２３±１）℃中 暗 解

３．５ｈ。材料与酶 解 液 之 比 为１１０ （Ｗ／Ｖ）。酶

解液 组 成 为１．４％纤 维 素 酶 Ｒ－１０ （Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　Ｒ－
１０，Ｊａｐａｎ），０．１５％果 胶 酶 Ｙ－２３ （９９％Ｊａｐａｎ）

溶 于 标 准 液 （５ ｍｍｏｌ／Ｌ　ＣａＣｌ２ ·２Ｈ２Ｏ，０．５
ｍｏｌ／Ｌ甘露醇，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＫＨ２ＰＯ４，２ｍｍｏｌ／

Ｌ　ＭｇＳＯ４，３ｍｍｏｌ／Ｌ　２－氮 吗 啉 乙 烷 磺 酸 （ＭＥＳ，

Ｓｉｇｍａ），调ｐＨ至５．６配置而成。

１．２．５原 生 质 体 活 力 的 鉴 定　以 终 浓 度 为２５

μｍｏｌ／Ｌ的ＦＤＡ （荧光素二乙酸酯）室 温 处 理 原 生

质体１０ｍｉｎ，在激光共聚焦扫描显微镜下镜检，鉴

定原生质体的生活力。

１．２．６细胞核的提取　细胞核的提取以提取到的

小麦叶肉细胞原生质体为材料，经ＣＳＫ缓冲液 ［１００
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ，３ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２，１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＧＴＡ
（ｐＨ　８．０），１０ ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＩＰＥＳ （ｐＨ　６．８），３００
ｍｍｏｌ／Ｌ　ｓｕｃｒｏｓｅ，１．２ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＭＳＦ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＤＴＴ］破裂细胞膜，再经不连续的蔗糖密度梯度离心

法 （日立ＣＰ８０ＭＸ离心机）收集纯化细胞核。

１．２．７细胞核的ＤＡＰＩ及ＦＩＴＣ－Ｐｈ双重荧光标记

　参考翟菁如等 （２０１０）的方法，略加优化，先将

纯化后的细胞核与ＦＩＴＣ－Ｐｈ　３７℃处理１ｈ后，以

ＰＢＳ （ｐＨ　７．４）冲洗２次，后加入ＤＡＰＩ标记液，

３７℃暗孵育１５ｍｉｎ后进行观察。

１．２．８流式细胞仪检测样品处理　将纯化的细胞

核与ＦＩＴＣ－Ｐｈ　３７℃孵育１ｈ，以 ＯＴＴＯ　Ｉ缓冲液

（０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸，０．５％ 吐温－２０）稀释，各

处理组加５０μｌ　ＦＩＴＣ－Ｐｈ，３７℃避 光 孵 育１ｈ后，
轻微摇匀，上机检测。

１．２．９图象的观察及处理　采用激光共聚焦扫描显

微镜 （Ｏｌｙｍｐｕｓ　ＦＶ１０００）观察，图象采集选用５１２×
５１２像素，图象的后期排版用Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ　ＣＳ５软件。
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２　结果与分析

２．１原生质体活力的检测

酶解产生的原生质体为表面十分光滑的球状体

（图版Ⅰ：１）。对原生质体活力的鉴定采用荧光指

示剂ＦＤＡ标记法，结果发现，在４８８ｎｍ激发下，

酶解后１０ｈ大部分原生 质 体 仍 显 示 绿 色 荧 光，表

明原生质体保持了很高的活性 （图版Ⅰ：２），可以

进行后续试验。

２．２提取到的细胞核

以蔗糖密度梯度离心法提取到大量完整的细胞

核。用ＤＡＰＩ染 色 后 在 共 聚 焦 下 观 察 到 细 胞 核 圆

润，杂质较少 （图版Ⅰ：３－６分别显示了在共聚焦

显微 镜 下 观 察 到 的 ＤＡＰＩ单 通 道 图 像 及 透 射 ＤＩＣ
图像）。

２．３流式细胞仪检测

以ＦＩＴＣ－Ｐｈ标 记 后 的 细 胞 核 经 纯 化 后，用

ＯＴＴＯ　Ｉ缓冲液稀释后，上流式细胞仪检测。设定

检测的细胞总数为３０　０００个，检测结果如图版Ⅰ：

１７、１８。

表２　流式细胞仪检测不同处理组细胞核荧光强度

Ｔａｂｌｅ　２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｇｒｏｕｐｓ　ｂｙ　ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　ｎｕｃｌｅｕｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

分组Ｇｒｏｕｐｓ
设定区域 （１０１～１０３）

细胞核百分比 （％）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｕｓ　ａｒｅａ

平均荧光强度

Ｍｅａｎ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

ＣＫ　 ７７．１９　 ５９．５
Ｂ　 ７７．２１　 ７１．７４

　　在１０１～１０３ 的区域内，ＣＫ组与Ｂ组细胞核数

量约占总 细 胞 核 的７７％，但ＣＫ组 平 均 荧 光 强 度

为５９．５，明显低于Ｂ组的平均荧光强度。表明相

同数量的细胞核经增强ＵＶ－Ｂ辐射处理后，其内的

Ｆ－ａｃｔｉｎ含量升高。

２．４细胞核内Ｆ－ａｃｔｉｎ的荧光标记

以ＤＡＰＩ和ＦＩＴＣ－Ｐｈ对 细 胞 核 进 行 双 重 荧 光

标记，细胞核内大范围显示绿色荧光，且核仁处较

亮，表明细胞核内Ｆ－ａｃｔｉｎ分布较 广，核 仁 处 含 量

相对较 高 （图 版Ⅰ：７－１４）。以 Ｏｌｙｍｐｕｓ　ＦＶ软 件

分析得到，Ｂ组小麦叶肉细胞核内绿色荧光强度较

ＣＫ组 强 （图 版Ⅰ：１５、１６）。通 过 对 标 记 得 到 的

图像进行单位面积光积分分析 （表３）可知，增强

ＵＶ－Ｂ辐射处理组小麦细胞核内聚合态的肌动蛋白

丝含量高，与流式细胞仪检测结果一致。

表３　不同处理组细胞核进行荧光标记后，第二通道

（特异显示Ｆ－ａｃｔｉｎ）图像的单位面积光积分量

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｕｒｅ　ａｒｅａ　ｏｆ　ＣＨＳ２
（ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ　ｓｈｏｗ　ｔｈｅ　Ｆ－ａｃｔｉｎ）ａｆｔｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓ　ｗｅｒｅ　ｇｉｖｅｎ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｌａｂｅｌｉｎｇ

分组

Ｇｒｏｕｐｓ
通道２的范围

ＣＨＳ２ｒａｎｇｅ
通道２的荧光强度

ＣＨＳ２ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ
平均荧光强度

Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ／Ｒａｎｇｅ

ＣＫ　 ３９８３．００　 ２５６６２３８１．００　 ６４４２．９７８

Ｂ　 １６３９．００　 １４０２５５００．００　 ８５５７．３５２

３　结论与讨论

韩榕 （２００２）首次发现增强ＵＶ－Ｂ辐射后的小

麦体细胞内存在 “分束分裂”的现象，并对此进行

了多方位的研究。有关细胞核内肌动蛋白的研究近

年来取得了很大进展，证明肌动蛋白在细胞核内发

挥了重要作用 （郭爱华等，２０１０；张娟等，２００８）。
本研究结果显示，经增强ＵＶ－Ｂ辐射处理后的

小麦叶肉细胞核内Ｆ－ａｃｔｉｎ含量升高，推测 聚 合 态

的肌动蛋白纤丝作为一种动力蛋白，可能参与了染

色质凝缩及染色体移动的过程。韩榕等 （２００２）的

研究表明，在出现 “分束分裂”的细胞中，细胞能

够把染色体拉向两极，说明纺锤体没有受到破坏。

Ｌｅｎａｒｔ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）的研究表明，在核膜破裂的

瞬间，核区肌动蛋白浓度显著增大，且核内单体的

肌动蛋白在核内已经聚集为具有收缩功能的丝状结

构。陈颖等 （２００３）报道，在网球花有丝分裂的过

程中，肌动蛋白丝将纺锤丝和染色体包裹在其内。
结合本研究，我们推测，在染色质凝缩成染色体的

过程中，肌动蛋白在核区广泛聚集，将染色质包裹

后进入细胞分裂周期。由于受到增强ＵＶ－Ｂ辐射的

影响，细胞质内肌动蛋白丝断裂后进入细胞核，核

区Ｆ－ａｃｔｉｎ含量升高，可能将凝缩的染色体 “分团”
包裹。这种作用可能会使细胞逃过周期检验点的检

查而进入到分裂后期，这可能是造成 “分束分裂”
的原因之一。

本研究还发现，增强ＵＶ－Ｂ辐射处理的小麦叶

肉细胞的细胞核通常具有多个核仁。通过对细胞核

进行ＤＡＰＩ和ｐｈ－ＦＩＴＣ双 重 标 记，用 激 光 共 聚 焦

采集图 像 发 现，细 胞 核 仁 处 绿 色 荧 光 较 强，由 于

ｐｈＦＩＴＣ是Ｆ型肌动蛋白的特异性标记物，说明核

仁处存在浓度较高的聚合态的肌动蛋白丝。翁朝红

等通过银染法表明大黄鱼的倍性和核仁具有良好的对

应关系。结合本研究推测，多核仁现象是不是 “分

６７６ 广　西　植　物　　　 　　　　　　　　　　　　　　３３卷



图版Ⅰ　１．酶解法制的的小麦叶肉细胞的原生质体 （ｂａｒ＝３０μｍ）；２．以ＦＤＡ染色法检测原生质体活力 （ｂａｒ＝３０μｍ）；３，４．通过密度梯
度离心得到的小麦叶肉细胞细胞核 （３所示以ＤＡＰＩ标记的细胞核；４显示细胞核在透射ＤＩＣ通道下所成的图像）（ｂａｒ＝１２μｍ）；５，６．单个
细胞核所成的像 （５显示以ＤＡＰＩ标记的单个细胞核在ＣＬＳＭ下成的像，ｂａｒ＝１０μｍ；６显示单个细胞核在透射ＤＩＣ通道下成的像，ｂａｒ＝１０
μｍ）；７－１０．以ＤＡＰＩ和ｐｈ－ＦＩＴＣ双重标记的正常ＣＫ组的细胞核 （图像分别为在以下通道所成的像：ＤＡＰＩ通道、ｐｈ－ＦＩＴＣ通道、ＤＡＰＩ＋
ｐｈ－ＦＩＴＣ通道、ＤＡＰＩ＋ｐｈ－ＦＩＴＣ＋透射ＤＩＣ通道）（ｂａｒ＝１０μｍ）；１１－１４．以ＤＡＰＩ和ｐｈ－ＦＩＴＣ双重标记的ＵＶ－Ｂ处理组的细胞核 （图像分别
为在以下通道所成的像：ＤＡＰＩ通道、ｐｈ－ＦＩＴＣ通道、ＤＡＰＩ＋ｐｈ－ＦＩＴＣ通道、ＤＡＰＩ＋ｐｈ－ＦＩＴＣ＋透射ＤＩＣ通道）（ｂａｒ＝１０μｍ）；１５－１６．不同
处理组细胞核内Ｆ－ａｃｔｉｎ含量 （１５显示的是ＣＫ组；１６显示的是Ｂ组）；１７－１８．不同处理组细胞核经流式细胞仪检测得到的结果 （１７为ＣＫ
组；１８为Ｂ组；横轴表示荧光强度，纵轴表示细胞核数量）。
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ｒａｔｅｌｙ　ｃｈａｎｎｅｌ：ｃｈａｎｎｅｌ　ｏｆ　ＤＡＰＩ，ｃｈａｎｎｅｌ　ｏｆ　ｐｈ－ＦＩＴＣ，ｃｈａｎｎｅｌ　ｏｆ　ＤＡＰＩ＋ｐｈ－ＦＩＴＣ，ｃｈａｎｎｅｌ　ｏｆ　ＤＡＰＩ＋ｐｈ－ＦＩＴＣ＋ＤＩＣ）（ｂａｒ＝１０μｍ）；１１－１４．
Ｎｕｃｌｅｉ　ｏｆ　Ｇｒｏｕｐ　Ｂ　ｗｅｒｅ　ｄｏｕｂｌｙ　ｌａｂｅｌｅｄ　ｂｙ　ＤＡＰＩ　ａｎｄ　ｐｈ－ＦＩＴＣ（ｉｍａｇｅｓ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ　ｃｈａｎｎｅｌ：ｃｈａｎｎｅｌ　ｏｆ　ＤＡＰＩ，ｃｈａｎｎｅｌ　ｏｆ　ｐｈ－ＦＩＴＣ，ｃｈａｎ－
ｎｅｌ　ｏｆ　ＤＡＰＩ＋ｐｈ－ＦＩＴＣ，ｃｈａｎｎｅｌ　ｏｆ　ＤＡＰＩ＋ｐｈ－ＦＩＴＣ＋ＤＩＣ）（ｂａｒ＝１０μｍ）；１５－１６．Ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｆ　Ｆ－ａｃｔｉｎ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｒｏｕｐｓ（１５ｓｈｏｗｓ　Ｇｒｏｕｐ　ＣＫ；
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ｔｈｅ　ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ　ａｘｉｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｖｅｒｔｉｃａｌ　ａｘｉｓ　ｓｈｏｗｓ　ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｉ）．
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束分裂”现象的一种早前期表现形式？这些都需要

引起重视，进行进一步的研究与探讨。
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