
收稿日期: 2000- 12- 21

作者简介: 张江洪 (1966- ) , 男, 农艺师, 硕士. 研究方向: 植物生理生化.

文章编号: 1006278172(2001) 0220257205

荧光抗体在热带作物小粒种咖啡的 C3öC4 属性鉴别中
的应用
张江洪1, 杨汉金2, 林梅馨2, 潘廷国3

(1. 厦门出入境检验检疫局, 福建 厦门 361012; 2. 厦门大学生命科学学院, 福建 厦门 361005;

3. 福建农林大学生命科学学院, 福建 福州 350002)

摘要: 用从烟草提纯的 1, 52二磷酸核酮糖 (R uBP) 羧化酶制备兔抗 R uBP 羧化酶抗体, 并以异硫氰酸盐荧光

素 (F ITC) 标记抗体. 采用直接免疫荧光法对典型 C3 植物水稻、C4 植物甘蔗和小粒种咖啡等进行了 R uBP 羧

化酶的组织化学定位. 结果表明: C3 和C4 植物叶切片中R uBP 羧化酶的分布明显不同, C3 植物的特异荧光位

于叶肉细胞, C4 植物的特异荧光绝大部分位于维管束鞘细胞; 小粒种咖啡的特异荧光仅分布在叶肉细胞. 因

此认为, 小粒种咖啡应属 C3 植物.
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Abstract: R abb it an tiserum raised purified ribu lo se21, 52bispho sphate carboxylase (R uBPCase) from tobacco

w as used to locate R uBPCase in leaf b lade transection of classical C3, C4 p lan ts and Cof f ea arabica by direct

imm unofluo rescence m ethod. T he an tibody w as labelled by fluo resecin iso th iocyanate ( F ITC ). It w as

discovered that in classical C4 p lan t (sugarcane) , the specific fluo rescence w as located almo st exclusively in

bundle sheath cell ch lo rop lasts, w h ile in C3 p lan t ( rice) , the specific fluo rescence w as in m esophyllous cell

ch lo rop lasts, w h ich p roved the difference in R uBPCase location betw een classical C4 and C3 p lan ts. T he

specific fluo rescence of C. arabica w as located on ly in m esophyllous cell ch lo rop lasts, so it w as concluded that

C. arabica belongs to C3 p lan t.

Key words: C3 p lan t; C4 p lan t; Cof f ea arabica; bundle sheath cell; leaf m esophyllous cell; ribu lo se21, 52
bispho sphate carboxylase; imm unofluo rescence m ethod

1, 52二磷酸核酮糖 (R uBP) 羧化酶主要存在于叶绿体的间质中, 呈可溶状态. 其由 8 个大

亚基和 8 个小亚基组成[1 ]; 可被抗酶血清抑制也可被抗大亚单位血清抑制, 但不被抗小亚单位

血清抑制[2 ]. 不同种植物抗大亚单位血清无特异性, 而抗小亚单位血清具有特异性. 多年来, 人

们分别对该酶的分离纯化、稳定性、动力学特性、结构功能和遗传信息定位等方面进行了一系

列深入的研究[3, 4 ] , 由于影响R uBP 羧化酶的因素很多, 分离纯化的离体测定活力研究尚无法

取得一致的结果. R uBP 羧化酶离体后活力降低, 原因可能是其诱导失活[5 ] , 因而对该酶活力
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测定结果的解释须格外谨慎. H at tersley et a l[6 ]最早用间接免疫荧光法, 对C 3 和C 4 植物叶片

的徒手切片中R uBP 羧化酶的分布进行了比较研究. 王美琪等[7 ]采用比间接免疫荧光法更具

特异性的直接免疫荧光法, 先后对木瓜、大米草等植物的叶切片进行了相应的研究. 由于对热

带作物基础研究较少, 迄今尚未有小粒种咖啡的碳素同化途径的报道. 本试验采用免疫荧光方

法, 通过对小粒种咖啡叶切片的R uBP 羧化酶的组织化学定位, 以探明小粒种咖啡的碳素同化

途径, 以及在个体发育过程中的一些光合特性的变化.

1　材料与方法

1. 1　材料

供试小粒种咖啡 (Cof f ea a rabica ) 采自厦门大学生物馆前面的苗圃, 以典型的C 3 植物水

稻和C 4 植物甘蔗作分析比较.

试验主要试剂及仪器有异硫氰酸盐荧光素 (F ITC ) (瑞典 F luka 产品) , Sephadex G225

(Pharm acia 产品) , Sephadex G250 (Pharm acia 产品) , Sephadex G2200 (Pharm acia 产品) ,

D EA E 纤维素 (D E252) (W hatm an 产品) , 卡介苗 (厦门卫生防疫站提供) , Kodaco lo r Go ld 400

(27D IN ) 彩胶 (澳大利亚M elbou rne 产品) , 紫外分光光度计 (UV 2240 型, 日本岛津产品) ,

O lympu s 荧光显微镜 (BH 22R FL 5 型).

1. 2　小粒种咖啡叶片 RuBP 羧化酶的提取、纯化

参照张志良等[8 ] 改进过的方法. 透明液依次经 SephadexG250 柱、SephadexG2200 柱、

D EA E2纤维素柱 (D E252) , 以磷酸缓冲液洗脱, 合并酶活部分的洗脱液.

1. 3　RuBP 羧化酶抗体的制备、纯化

用于R uBP 羧化酶兔抗血清制备的抗原——从烟草中提取的R uBP 羧化酶, 经聚丙烯酰

胺凝胶电泳后, 呈现一条纯化的谱带.

1. 3. 1　免疫方法　按照单价免疫球蛋白常量免疫方法 (多点注射) [9 ]进行. 分别取R uBP 羧化

酶抗原 10、20、25 m g 溶于 1 mL 50 mmo l·L - 1磷酸缓冲液 (pH 7. 4)中, 加入等体积的 F reund

完全佐剂. 第一次注射至兔子的四脚掌皮下; 10 d 后第 2 次注射至肩胛骨中间; 又隔一周第 3

次注射至髂骨部位下; 10 d 后再注射水剂抗原 (R uBP 羧化酶 10 m g) 一针, 一周后取兔耳静脉

血测定血清的抗体效价. 另取一只不进行免疫的灰色雄兔为对照.

1. 3. 2　抗体鉴定　按免疫电泳法[8 ]进行抗体鉴定. 抗原稀释 1 024 倍, 抗体对质量浓度为 60

Λg·mL - 1的R uBP 羧化酶仍能产生一条蓝色沉淀线[10 ]. 经类似测试从烟草提取的R uBP 羧化

酶兔抗血清与小粒种咖啡提取的R uBP 羧化酶之间存在明显的交叉反应. 因而, 这一抗体的荧

光标记物可用来检测咖啡叶片内该酶的分布.

1. 3. 3　抗体纯化　当对免疫兔的耳静脉血的效价测定较高时, 让免疫兔断食 1 d 后, 即从其颈

动脉采出全部血液, 待收集的血于室温下完全凝固后放入冰箱过夜. 次日倾出血清, 于 20 000

×g 离心 20 m in, 弃残留的红血球. 在透明的抗血清中加入等体积的 PBS (内含 8. 5 g·L - 1

N aC l的 10 mmo l·L - 1磷酸缓冲溶液, pH 7. 6) , 于 20 000×g 离心 20 m in, 弃沉淀, 上清液中加

入 (N H 4) 2SO 4 达 0. 5 饱和度. 在冰箱静置 2 h 后, 于 20 000×g 离心 20 m in, 弃上清液. 沉淀溶

于适量 PBS 中, 再加入 (N H 4) 2SO 4 达 0. 5 饱和度. 重复操作, 弃上清液, 沉淀溶于少量 10 mmo l

·L - 1磷酸缓冲液 (pH 7. 6)中.
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1. 4　抗体的荧光素标记

采用 Y. T. T chan 改进的直接法, 用 F ITC 直接标记纯化的R uBP 羧化酶抗体, 反应液pH

维持在 9. 0- 9. 5[11 ]. 标记完毕的抗体蛋白液经 Sephadex G225 柱分装若干小管, 待 FöP 比值测

定用.

1. 5　标记抗体的鉴定

以 PBS 为空白对照, 精确配制各梯度质量浓度的 F ITC 标准液, 用 72 型分光光度计测得

其D (490 nm )值, 绘制标准曲线, 然后根据所测得的荧光标记抗体液的D (490 nm ) 值, 从曲线

中反查 F ITC 质量浓度. 以紫外分光光度计测定总蛋白质质量浓度. 若经 Sephadex G225 柱的

2、3、4 管标记抗体液的 FöP 值符合文献[ 12 ]的要求, 为精制的荧光抗体液.

1. 6　标记抗体染色组织切片

供试叶片置于 0 ℃下预冷 20- 30 m in 后, 徒手切片, 迅速将叶切片置于载玻片上, 用体积

分数为 75% 乙醇固定 10- 15 m in, 使抗原固定在原位. 冷风吹干后, 用 0. 01 mo l·L - 1 PBS (pH

7. 4)反复冲洗 15 m in 后, 用冷风吹干. 滴 2- 3 滴精制好的荧光抗体液于载玻片中的组织切片

上, 于 37 ℃、自然光、保湿状态下结合反应 60 m in, 以 0. 01 mo l·L - 1 PBS (pH 7. 4) 反复冲洗

15 m in 后, 封片. 设置的对照有: (1)正常血清; (2) 0. 01 mo l·L - 1 PBS (pH 7. 4) ; (3) 先加未标

记的抗体液反应 60 m in 后, 加标记抗体液. 3 种对照结合反应均为 1 h, 用 PBS 冲洗, 封片.

1. 7　荧光显微观察、拍照

染色好的组织切片应立即进行荧光显微观察. 超高压汞灯为激发光源, 用 510 nm 滤光片

将叶绿素的红色自发荧光滤去. 由于特异荧光在兰紫色激发光下淬灭很快, 需选用 27D IN 的

高速彩胶, 荧光显微拍照的曝光时间宜控制在 20 s 以内. 组织切片中特异荧光呈黄绿色, 去除

叶绿素的红色自发荧光, 还剩细胞壁的自发荧光.

2　结果与分析

2. 1　典型C3 和C4 植物的 RuBP 羧化酶免疫荧光定位

用 F ITC 标记的R uBP 羧化酶抗体染色典型C 3 植物水稻和C4 植物甘蔗的叶切片. 结果

表明: 水稻叶切片叶肉细胞特异荧光较强 (图 1A ) , 表明该酶广泛分布于叶肉细胞的叶绿体内,

而在其正常血清对照试验中则看不到特异反应 (图 1B ) ; 在甘蔗叶切片中, 其特异荧光聚集在

维管束鞘细胞内, 环绕维管束呈花环状 (图 1C) , 表明 R uBP 羧化酶分布于维管束鞘细胞的叶

绿体内, 而在正常血清对照组织中没有特异荧光, 只有细胞壁的自发荧光 (图 1D ). 上述两种植

物中特异荧光分布的不同显示了它们R uBP 羧化酶分布的不同.

2. 2　小粒种咖啡的免疫荧光定位

小粒种咖啡叶切片经 F ITC 标记的R uBP 羧化酶抗体染色后, 仅在叶肉细胞有特异反应,

维管束鞘细胞则没有特异反应 (图 1E) ; 而在正常血清对照组中没有特异荧光, 只有细胞壁的

自发荧光 (图 1F) , 呈典型的C 3 植物反应. 小粒种咖啡的碳素同化途径尚未见报道.

2. 3　不同光照条件下的 RuBP 羧化酶免疫荧光反应

由于荧光抗体技术在植物研究方面的应用才刚刚起步. 目前尚未有用这一技术研究

R uBP 羧化酶对光反应的报道. 本试验在其他反应条件均相同的情况下, 比较不同光照下

R uBP 羧化酶免疫荧光特异反应. 结果表明, 在自然光条件下, 叶切片中的R uBP 羧化酶和荧
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A. 水稻叶切片经用 F ITC 标记的RuBP 羧化酶抗体染色, 示特异荧光仅与叶肉细胞 (箭头所示) 的叶绿体结合;B. 水稻叶切

片的正常血清对照, 示只有自发荧光而无特异荧光;C. 甘蔗叶切片经用 F ITC 标记的RuBP 羧化酶抗体染色, 示特异荧光仅

与维管束鞘细胞 (箭头所示) 的叶绿体结合;D. 甘蔗叶切片的正常血清对照, 示只有自发荧光而无特异荧光; E. 小粒种咖啡

叶切片经用 F ITC 标记的RuBP 羧化酶抗体染色, 示特异荧光与叶肉细胞 (箭头所示) 的叶绿体结合; F. 小粒种咖啡叶切片

的正常血清对照, 示只有自发荧光而无特异荧光.

图 1　水稻、甘蔗和小粒种咖啡叶切片的荧光显微比较 (×368)

F ig. 1　Comparison of fluo rescen t m icro scopy in leaf b lade transections of rice, sugarcane and Cof f ea arabica (×368)

光抗体结合呈特异反应明显要比在避光条件下强烈得多, 这也从免疫组织化学上得到进一步

证实: R uBP 羧化酶是一种光激活的酶. 同时也与现有的分子免疫学理论相符的, 即抗原和抗

体的结合反应中, 作为抗原的酶蛋白不仅要依赖于一级结构, 同时也依赖于其四级结构. 荧光

抗体技术显示的是被活化的R uBP 羧化酶.

3　讨论

C 3 和 C4 植物的解剖学和生理学特性明显不同: C 3 植物维管束鞘细胞几乎无叶绿体,

R uBP 羧化酶严格地位于叶肉细胞; 而C4 植物维管束鞘细胞叶绿体有序排列, 具有花环状解

剖结构, R uBP 羧化酶严格地位于维管束鞘细胞. C 32C 4 中间型植物维管束鞘细胞有叶绿体,

R uBP 羧化酶不像C 4 植物那样严格地位于维管束鞘细胞, 在叶肉细胞和维管束鞘细胞都有.

现有资料表明: C 4 植物光合途径是对短暂雨季和长期高温干旱的热带气候的适应, 由C3 植物

进化而来。本试验对小粒种咖啡叶切片的荧光显微观察结果表明, 其维管束鞘细胞不具有花环

状解剖结构; R uBP 羧化酶的免疫荧光定位与Bauw e[13 ]对黄菊属中的C 3 植物种的试验结果一

致, 与Cho llet et a l[14 ]对 F laveria cronqu istii 种的免疫荧光反应相吻合. 上述结果表明, R uBP

羧化酶在不同碳素同化途径植物的叶肉、维管束鞘细胞的严格分布特点, 可以作为鉴定C 3 或

C 4 植物的一个极为重要的生理生化指标.
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荧光抗体技术以其高度的特异性、定位性、敏感性和快速性等特点, 已成为现代生命科学

研究的强有力手段之一. 该技术是组织化学和免疫学的结合, 在医学、微生物学等早就有广泛

的应用, 只是近 20 年来才被应用于高等植物叶片内酶的定位[6, 7 ]. 这一技术与普通染色法、电

子显微术、放射自显影术等结合, 其应用越来越广泛. 它不仅可以进行组织定位, 还可以进行细

胞乃至亚细胞水平定位的研究, 这是一般血清学方法及同位素示踪法所不及的. 由于其免疫反

应的试验结果又具有形态学特征, 这就显著提高了结果判断的可靠性.

致谢: R uBP 羧化酶兔抗血清制备的烟草 R uBP 羧化酶抗原由中国科学院植物生理研究所李立人研究员惠
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