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小麦胚乳贮藏蛋白高分子量谷蛋白
亚基抗血清的制备
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农学与植物遗传育种系

摘 要 本文利用纯化的小麦胚乳贮藏蛋白高分子量谷蛋白亚基
一

为抗原制备 了 个不同的兔

抗血清
,

并对这些抗血清与不同品种小麦贮藏蛋白的免疫化学反应进行了研究
,

结果表明
一

具有较

好的免疫原性
,

能够产生较高效价的抗血清
一

抗血清与小麦胚乳全谷蛋白具有较强的反应
,

但与醇

溶蛋白反应较弱
一

抗血清可用于小麦品质性状的测定
,

但不能有效地鉴别不同的
一 。
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随着现代科学技术的进步以及免疫学理论的发展
,

免疫化学技术现已不再局限于 医学

及动物学领域
,

在农业方面的应用也 日益扩大
。

免疫化学技术在农业主要用于检测病毒对植

物的感染
、

定量测定植物激素含量等〔
’一 ‘〕。 近年来

,

免疫化学技术在小麦和大麦
。一

淀粉酶及

其抑制因子
、

谷类作物胚乳贮藏蛋白
、

植物激素
、

热激蛋白
、

花粉微管蛋白等的组织化学定位

研究方面取得了较快进展仁卜
, , 〕。

免疫化学技术在小麦品质方面的研究始于 年代
,

概括起来
,

主要用于以几个方面 检

测小麦胚乳贮藏蛋白的免疫同源性 测定小麦品质性状
,

为杂交育种提供选择的依据 制备

抗体探针
,

对小麦 文库进行筛选 研究小麦染色体组间或不同品种间的关系 利用免
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疫细胞化学方法对某些特异蛋白的发育及其贮藏
、

运输机制等进行研究 研究蛋白质的结构

及其相互作用等
。

因此
,

有必要对小麦胚乳贮藏蛋白的免疫化学特性及其抗体制备方法进行

研究
。

材料与方法

主要材料

西德大 白兔 购自北京农业大学实验兔场
。

福 氏完全佐剂
’ ,

福 氏不 完全佐剂
’

购自中国兽医兽药督察所
。

聚苯 乙烯微量反应板 天津有机玻璃制品厂
。

酪蛋 白 军事医学科学院微生物流行病研究所惠赠
。

羊抗兔
一

军事医学科学院微生物流行病研究所
。

小麦品种 。 ,

京
,

中国农业大学小麦品质分析实验室
。

· · ‘ , ‘ , ‘ , 忆 四 甲基联苯二胺
, , ‘ , ‘ , 气 美国

化学公司
,

购 自华美公司
。

方法
一

电泳 样品提取 取一粒小麦种子
,

研碎
,

放入 管中
,

加入
一

样品提取缓冲液
· 一 ’ 一 , ,

写
,

丙三醇
, 一

琉基乙醇
,

嗅酚兰
,

振荡
,

水浴
,

冷却

后离心
,

上清液用于电泳
。

—聚丙烯酞胺凝胶电泳 浓缩胶缓冲液
· 一 ’ 一 ,

分离胶

缓 冲液
·

厂 ’
一 , 。

分离胶丙烯酸胺浓度 为
,

浓缩胶 为
,

交联度
,

采用垂直板电泳槽
,

每块板 稳流电泳
。

抗原制备 利用
一

分离小麦品种 及京 籽粒中的各高分子量谷

蛋白亚基
,

电泳后用水冲洗胶板 次
,

然后用 的
· 一 ’

处理
,

各亚基

带呈白色
,

用刀 片将亚基带所在的凝胶条切下
,

然后分别装入透析袋
,

在水平电泳槽中电泳
,

收集各
一 ,

利用聚乙二醇 浓缩
,

之后用蒸馏水透析
,

其间换透

析液 次
,

再用 透析
,

换透析液 次
。

收集透析后的各
一 ,

在紫外分光光度

计下测定 和 的吸光值
,

利用下列公式计算蛋白质亚基浓度
。

蛋白质亚基含量
,

一 只 。
一 只 。

然后各
一

即可用作抗原或分装于 管中一 保存
。

免疫程序 自北京农业大学实验兔场购入 只雄性
、

健康的西德大白兔
,

体重平均
。

分别用 个不同的
一

免疫其中 一 号
,

号留作对照
,

免疫程序为

①初免 约 。 抗原用无菌的磷酸盐缓冲生理盐水稀释
,

加入等体积完全福氏佐

剂
,

混匀并完全乳化
,

形成油包水乳化抗原
,

颈背部皮下多点注射
。

②加强免疫 四周后进行
,

抗原量同初免
,

用不完全福氏佐剂混合
,

后腿肌肉注射
。

③第二次加强免疫 于第二次免疫后两周进行
,

剂量
、

方法同
,

不加佐剂
,

同时
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耳静脉取血测定效价
。

①第三次加强免疫 于第三次免疫后两周进行
,

剂量为 抗原 只
。

⑤取血 第三次加强免疫后一周心脏采血
,

于大平皿中室温静置一小时
,

移入 冰箱

过夜
,

收集血清
,

分装
,

一 保存
。

测定效价一 间接酶联免疫 吸附测定 法

①抗原包被 用 。
· 一 ’

的碳酸盐缓冲液稀释抗原
,

加入微量反应板中
,

拜 孔
、

过夜
。

然后用
· 一 ’ ,

的 洗涤 次
,

每

次
。

②封闭 加入 酪蛋白
, 拼 孔

, ,

放置
,

然后用洗涤液冲洗 次
。

③加待测抗血清 将各待测抗血清分别用含 酩蛋白的
· 一 ’ ,

按
, , , , ,

⋯⋯作倍比稀释
,

加入微量反应板中
,

一 拜 孔
,

温育
,

然后洗涤 次
。

①加酶标二抗 将羊抗兔
一

用含 酪蛋白的 按其效价稀释
,

加入微

量反应板
, 拼 孔

,

温育
,

然后洗涤 次
。

⑤加入底物 加入新配制的
,

拼 丫孔
,

温育 一
。

⑥终止反应 加入
· 了 一 ‘ 、 , 拼 丫孔

。

⑦比色

孔作对照
。

用酶联免疫检测仪在 下测定各孔吸光度 值
,

以不加酶标二抗的

结果与分析

供试品种各
一

抗原制备效果

供试品种 有 条
一 ,

分别定名为
, , ,

和
。

由于 和 带难以

分开
,

所以通常将其一起进行研究
,

称为 带
。

品种京 的
一

为 条
,

分别

为
, ,

和
。

通过电泳谱带扫描图可知 各品种中每一
一

的量不同
,

在 中

条带的比例约为
。

京 中各带所占比

例分别为 一 。 图
。

由于各带所占比例不同在测定

籽粒蛋白时应注意适宜的加样量
。

由于抗原的纯度在很大程度上决定了抗体的特异性
,

为此对所制备的各
一

抗

原进行了
一 ,

结果表明 利用电泳法制备的抗原纯度较高
,

可用于免疫动物
。

抗血清效价

经过一次基础免疫和三次加强免疫
,

各抗血清效价如图
,

分别为 兔抗
一

血

清为 万
,

抗
一

为 万
,

抗
一 ,

万
,

抗
,

万
,

抗
一 ,

万
,

抗
一 ,

万
,

抗
一 ,

,
万

,

抗
一 ,

万
。

可以看出
,

虽然所用抗原量相同
,

但所得抗血清效价

相差较大
,

最高者与最低者相差近 倍
,

这可能与两方面原因有关 一是各
一

的免

疫原性不同
,

二是各动物免疫反应不同
。
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抗血清与不同品种籽粒全谷

蛋白的交叉反应

利用小麦品种
、

京

和 中国春 的籽粒 全谷 蛋 白 以 及

醇溶蛋白提取液分别包被微

量反应板
,

以测定各抗血清与不同
一

的交叉反应
,

探索抗血

清识别不同类型品种的可能性
,

结

果见表
。

可以看出 各抗血清

与不同抗原蛋白具有较强的交叉

反应
。

例如
,

抗血清
一

与
。 、 京 及中国春谷蛋 白反

应的吸附值分别为
,

和
,

虽然在有其抗原亚基存在的

情况下吸附值相对较高
,

但难以有

效地 区别某一品种是否存在抗原
一 。

与谷蛋白相比
,

醇溶

蛋白与抗血清的反应强度要低的

多
。

例 如
,

抗 血 清
一

与
。 谷蛋白及醇溶蛋白反应的吸

附值分别为 和 。
,

两者相

差四倍多
。

另外
,

经研究发现 有一

部分抗体吸附值与某些品质性状

存在显著正相关 另文报道
,

这些

一
一 一 一 一 一

一 一
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一
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图 抗皿清效价曲线

抗血清可用于测定不同品种小麦的品质
。

讨论 表

免疫化学技术对于研 品

各抗血清与不同品种籽粒贮 藏蛋 白的反应 值

究小麦籽粒胚乳贮藏蛋白

的结构
、

功能等非常有用
,

但其抗体 的制 备 比较 困

难
,

因为抗体制备需要较

多的纯化抗原
。

小麦籽粒

贮藏蛋 白 以 分 为
一 ,

俘
一 ,

一 , 。一醇溶蛋白
,

高低分子

量谷蛋 白和三联体蛋 白
,

抗 卜

抗 乡 卜

抗 卜

抗
一

抗 卜

抗 卜

抗
一

二

抗 卜

京 中国春

。

醇溶蛋白
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利用醇溶蛋白制备的抗体 已有许多报道
,

而有关谷蛋白抗体的报道较少 二
’ 一 ’‘二。 本研究利用

一

的方法纯化
一

抗原
,

制备了高分子量谷蛋白亚基
, , , , , ,

以及 的免抗血清
,

研究了不同抗体与不同类型的品种籽粒全谷蛋白的反应
。

表明利用
一

方法可制备纯化的小麦胚乳贮藏蛋白
一

抗原
,

所制备的抗原具有较高

的免疫原性
。

兔抗血清对不同类型品种的小麦籽粒胚乳贮藏蛋白都能起反应
,

虽然吸附值有一定差

异
,

但不足以 区分不同
一 ,

这与他人的研究结果相符一致 如 等认为 虽然

和 亚基对面粉烘烤品质的影响差异较大
,

但利用抗体对其进

行区别却非常困难
‘ 二 朱金宝利用纯化的 亚基为抗原制备了抗血清

,

也无法区分小

麦籽粒胚乳贮藏蛋白中是否具有 亚基
一
’‘二 盯 制备了

一 , , ,

抗血清
,

发现前三者只与高分子量谷蛋白亚基起反应
,

而且与
一

型亚基的反应要强于跟
一

型亚基的反应
,

而
一

抗血清除高分子量谷蛋白亚基外
,

还与
一 ,

日
一

以及
一

醇溶

蛋白反应
,

与
一

型亚基的反应要强于跟
一

型亚基的反应
,

利用这些抗血清可以区分
一

型亚

基和
一

型亚基
,

但不能区分同型亚基
一
’ 二 。

因此
,

要利用免疫化学方法鉴别 十 和

。亚基
,

有必要制备特异性更高的单克隆抗体
。
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