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大米 α－球蛋白的原核表达、抗体制备及检测
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　　摘要：大米α－球蛋白是大米胚乳中主要的盐溶蛋白，也是大米的主要致敏原之一。为了建立起大米α－球蛋白
的检测分析方法，将大米α－球蛋白的编码基因亚克隆到表达载体ｐＱＥ３０中，并在大肠杆菌中进行了重组大米α－球
蛋白的表达。通过金属亲和层析法对重组大米α－球蛋白进行纯化，以纯化的重组大米α－球蛋白为抗原免疫白兔，
制备出了抗大米α－球蛋白多克隆抗体。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测结果显示，该抗体能够特异性地与大米α－球蛋白进行
免疫结合反应，抗大米α－球蛋白抗体与目标蛋白的结合呈现出一定的定量关系。并且，利用该抗体构建起了大米
α－球蛋白的 ＥＬＩＳＡ检测分析方法，并对３种大米样品中α－球蛋白的含量进行了检测分析。
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　　水稻是世界三大重要的粮食作物之一，世界上一半以上
的人口以大米为主食。大米为人们提供了必需的淀粉、蛋白

质、脂类、维生素和微量元素等。大米的蛋白质成分影响着大

米的营养价值、口感及深加工过程。大米蛋白质可以分为水

溶性的清蛋白、盐溶性球蛋白、醇溶蛋白和碱溶性谷蛋白［１］。

大米中的贮存蛋白质聚集成２种蛋白体，即蛋白体Ⅰ和蛋白
体Ⅱ。蛋白体Ⅰ包含有醇溶蛋白，蛋白体Ⅱ是由谷蛋白和球
蛋白组成的［２］。大米α－球蛋白是大米球蛋白的一种，它主
要存在于大米蛋白体Ⅱ中［３－４］。

虽然大米被认为是一种低致敏原食物，但是，基于对摄食

大米产生过敏反应患者血清 ＩｇＥ抗体的免疫分析，鉴定出几
种分子量为 ６０、３３、２６、１４～１６、９ｋｕ的大米蛋白质为致敏
原［３－７］。其中分子量为２６ｋｕ的蛋白质被鉴定为大米 α－球
蛋白，而且，大米α－球蛋白是大米盐溶蛋白的主要组分［３］。

转基因水稻是继转基因玉米、大豆、棉花和油菜之后最具开发

潜力的转基因作物。被赋予抗病、抗虫、高产优质等性状的转

基因水稻的研究开发已经在我国和其他国家展开［８－１３］。致

敏原表达水平的评价是转基因作物安全性评价的重要指标之

一，包括α－球蛋白在内的大米主要致敏原检测也是转基因
大米安全性分析的重要内容之一［１３－１５］。

　　为了开发出对大米α－球蛋白进行定性检测和定量分析
的方法，本研究以大米 α－球蛋白基因的 ｃＤＮＡ为模板进行
了 ＰＣＲ扩增，并把扩增的目的片段亚克隆到表达质粒ｐＱＥ３０
中，进而在大肠杆菌中进行大米 α－球蛋白的表达。以重组
大米α－球蛋白为抗原制作抗体，既可避免繁琐的蛋白质提
取过程，也可以防止由于共存大米蛋白而引起的交叉免疫反

应。随后，以重组α－球蛋白为抗原免疫白兔制备了多克隆

抗体。本研究分析了该抗体的特异性，并利用此抗体建立了

对大米α－球蛋白进行定性和定量分析的检测方法。

１　材料与方法

１．１　材料
编码大米α－球蛋白的 ｃＤＮＡ购自日本生物资源研究

所；ｐＱ３０、Ｎｉ－ＮＴＡＳｕｐｅｒｆｌｏｗＣａｒｔｒｉｄｇｅ、ＱＩＡＧＥＮ质粒纯化试
剂盒、ＱＩＡＧＥＮＰＣＲ产物纯化回收试剂盒和ＱＩＡｑｕｉｃｋ凝胶提
取试剂盒购自ＱＩＡＧＥＮ公司；蛋白酶抑制剂混合片 Ｃｏｍｐｌｅｔｅ
Ｍｉｎｉ和ＰＣＲ试剂盒 ＥｘｐａｎｄＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＰＣＲＳｙｓｔｅｍ购自德
国罗氏公司；限制性内切酶ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ、去磷酸化试剂
盒和 ＭｉｇｈｔｙＤＮＡ克隆试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；ＣＥＱＤｙｅ
ＴｅｒｍｉｎａｔｏｒＣｙｃｌｅＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＫｉｔ购自美国贝克曼库尔特有限
公司；Ｂｅｚｏｎａｓｅ核酸酶购自默克公司；ＣａｎＧｅｔＳｉｇｎａｌＳｏｌｕｔｉｏｎ１
和 ＣａｎＧｅｔＳｉｇｎａｌＳｏｌｕｔｉｏｎ２购自东洋纺公司；ＬｙｓｉｎｇＭａｔｒｉｘＤ
购自日本船越公司；ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ，ＱｕｉｃｋＳｔａｒｔＢｒａｄ
ｆｏｒｄ蛋白质分析试剂盒、ＴＭＢ显色液（Ａ、Ｂ２种），ＰＶＤＦ膜和
ＰｒｅｃｉｓｉｏｎＰｌｕｓＰｒｏｔｅｉｎＤｕａｌＣｏｌｏｒＳｔａｎｄａｒｄｓ购自美国伯乐公司；
ＥＣＬＰｒｉｍｅＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇＳｙｓｔｅｍ，ＨｉＴｒａｐＰｒｏｔｅｉｎＡＨＰ购自
ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司；ＰｅｒｉｏｘｉｄａｓｅＬａｂｅｌｉｎｇＫｉｔ－ＮＨ２购自日本
同仁化学研究所；ＩＭＭＵＮＯ－ＴＥＫＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ购自
ＺｅｐｔｏＭｅｔｒｉｘ公司；大米样品是从农户处购买的 ３种东北产
糙米。

１．２　编码大米 α－球蛋白基因的亚克隆以及表达载体的
构建

１．２．１　ＰＣＲ扩增目的片段　以编码大米 α－球蛋白基因的
ｃＤＮＡ为模板，用 ＥｘｐａｎｄＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＰＣＲＳｙｓｔｅｍ对编码大
米α－球蛋白的基因进行ＰＣＲ扩增。用于扩增大米α－球蛋
白基因的正向引物是 ５′－ＡＡＡＧＧＡＴＣＣＣＴＧＡＧＣＧＡＧＴＣＧ
ＧＡＧＡＴＧＡＧＧ－３′，其中用下划线标出的序列是ＢａｍＨⅠ酶切
位点；反向引物是 ５′－ＴＴＴＡＡＧＣＴＴＣＴＡＣＴＡＣＴＡＧＴＡＣＴＧＧＣ
ＣＧＧＣ－３′；其中用下划线标出的序列是ＨｉｎｄⅢ酶切位点。
５０μＬＰＣＲ反应体系：５×反应液５μＬ、正向和反向引物
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（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ、模板ＤＮＡ３００ｎｇ、ｄＮＴＰ混合物（每种
ｄＮＴＰ各 １０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、ＥｘｐａｎｄＨｉＦｉＥｎｚｙｍｅＢｌｅｎｄ
（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，补充 ＭｉｌｌｉＱ水至５０μＬ。ＰＣＲ扩增条件：
９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸
６０ｓ，３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。
１．２．２　目的片段的回收和连接　ＰＣＲ产物先用 ＱＩＡＧＥＮ
ＰＣＲ产物纯化回收试剂盒纯化，再用限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ
和ＨｉｎｄⅢ进行双酶切，最后用ＱＩＡＧＥＮＰＣＲ产物纯化回收试
剂盒纯化酶切产物。质粒ｐＱＥ３０用限制性内切酶ＢａｍＨⅠ和
ＨｉｎｄⅢ双酶切后，进行琼脂糖凝胶电泳，切下含酶切载体片段
的凝胶，用ＱＩＡｑｕｉｃｋ凝胶提取试剂盒纯化载体片段，并用去
磷酸化试剂盒进行去磷酸化。

１．２．３　重组质粒转化　用ＭｉｇｈｔｙＤＮＡ克隆试剂盒将酶切后
的ＰＣＲ产物与酶切并去磷酸化的质粒载体片断进行连接，然
后将连接产物转化大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９。挑选青霉素抗性
克隆进行液体培养过夜，并用 ＱＩＡＧＥＮ质粒纯化试剂盒纯化
质粒。用限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ酶切质粒后，通过琼脂糖凝
胶电泳比较酶切片段长度，鉴定是否有插入子。

１．２．４　重组质粒测序　用ＣＥＱＤｙｅＴｅｒｍｉｎａｔｏｒＣｙｃｌｅＳｅｑｕｅｎ
ｃｉｎｇＫｉｔ对重组质粒的插入序列进行测序反应。采用 ＰＱＥ３０
的启动子区引物和反向测序引物分别进行正向和反向测序反

应，并用 Ｂｅｃｋｍａｎ－ＣｏｕｌｔｅｒＣＥＱ２０００ＤＮＡ分析系统（贝克曼
库尔特有限公司）进行测序分析。

１．３　重组大米α－球蛋白的表达及重组蛋白的金属亲和层
析纯化

将经过测序确定的含有正确基因编码序列质粒的重组大

肠杆菌进行小规模液体培养和诱导，确认重组蛋白的诱导表

达情况。将已经确认表达重组蛋白的克隆接种于含青霉素

５０μｇ／ｍＬ的ＬＢ培养基中，在３７℃恒温培养箱内振荡培养过
夜。次日，用含青霉素５０μｇ／ｍＬ的ＬＢ培养基把过夜培养液
稀释５０倍，在３７℃恒温培养箱内振荡培养。当 Ｄ６００ｎｍ达到
０．６时，添加ＩＰＴＧ至１ｍｍｏｌ／Ｌ，继续培养４ｈ。４℃、６０００ｇ
离心２０ｍｉｎ。将离心得到的大肠杆菌沉淀保存在 －８０℃ 低
温冰箱中。

按照 ＱＩＡＧＥＮ公司的试剂盒使用说明，用 Ｎｉ－ＮＴＡ
ＳｕｐｅｒｆｌｏｗＣａｒｔｒｉｄｇｅ在变性条件下从大肠杆菌中对重组大米
α－球蛋白进行分离和纯化。随后，向纯化得到的重组蛋白
质溶液中缓缓添加等体积的 ＴＢＳ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，
１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ值８．０）并混匀，于
４℃ 放置２ｈ后，用Ａｍｉｃｏｎ Ｕｌｔｒａ超滤离心管（１０ｋｕ，Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ）离心浓缩，并将溶液浓缩到 ＴＢＳ添加前的体积；然后再
向蛋白质溶液中添加等体积的 ＴＢＳ，于４℃放置２ｈ后再进
行离心浓缩；如此重复进行溶液置换８次，降低纯化的重组蛋
白中的尿素浓度，最后，通过进一步离心浓缩，使溶液中重组

蛋白质的浓度达到１ｍｇ／ｍＬ左右。
１．４　抗大米α－球蛋白抗体的制备

准备２只新西兰白兔，将重组 α－球蛋白溶液与弗氏完
全佐剂充分混匀，进行皮下多点注射，初次免疫时每只白兔注

射约１ｍｇ的重组蛋白。初次免疫后每隔２周进行１次加强
免疫，共加强免疫３次。加强免疫时，给每只白兔注射与弗氏
不完全佐剂充分混匀的０．５ｍｇ重组大米 α－球蛋白。最后

一次加强免疫４周后，取兔全血，并分离血清。
１．５　抗血清效价的ＥＬＩＳＡ测定

以含有重组大米 α－球蛋白（１０μｇ／ｍＬ）的包被液
１００μＬ，包被酶标板于 ４℃过夜。次日，用 ＰＢＳＴ溶液
（０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ值＝７．４，０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０）洗板３次，每
孔加入３％牛血清白蛋白 －ＰＢＳ溶液 ２００μＬ，于 ３７℃保温
１ｈ，用ＰＢＳＴ溶液洗板３次后，加入１００μＬ不同稀释度的抗
血清，对照组用稀释相应倍数的阴性血清，于３７℃保温１ｈ，
再用ＰＢＳＴ溶液洗板３次，加入１００μＬＨＲＰ标记的羊抗兔
ＩｇＧ（１∶６０００）溶液，于３７℃保温１ｈ，用 ＰＢＳＴ溶液洗板３
次后，加入１００μＬ新鲜配制的 ＴＭＢ显色液，３７℃避光反应
１０ｍｉｎ，加入１００μＬ１ｍｏｌ／Ｌ磷酸溶液，并在４５０ｎｍ下测定
吸光度。

１．６　大米蛋白质的提取
将大米样品分别用实验室碾磨机 ＩＦＭ－８００ＤＧ（日本岩

谷株式会社）碾磨成粉末，称取１００ｍｇ米粉分别加入装有Ｌｙ
ｓｉｎｇＭａｔｒｉｘＤ的裂解管中，加入含有 ３０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ
（ｐＨ值８．０）、１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ和 ＣｏｍｐｌｅｔｅＭｉｎｉ的溶液１ｍＬ，充
分混匀后，在冰水浴中放置１ｈ。随后，将裂解管放置在 Ｆａｓｔ
ＰｒｅｐＳｙｓｔｅｍ ＦＰ１００Ａ（ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ）中，在设置速度为
６．０ｍ／ｓ的条件下振荡提取４０ｓ。４℃、１５０００ｇ离心１０ｍｉｎ，
收集上清液，分装后，于－８０℃冷冻保存。
１．７　蛋白质浓度的测定

以牛血清白蛋白为标准蛋白，用ＱｕｉｃｋＳｔａｒｔＢｒａｄｆｏｒｄＰｒｏ
ｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ对大米蛋白提取液中的蛋白质浓度进行测定。
１．８　用抗血清对大米α－球蛋白进行ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测

将提取的大米蛋白质用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（４％浓缩胶，１５％
分离胶）电泳分离后，在１×转膜缓冲溶液（２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－
ＨＣｌ，ｐＨ值８．０，２００ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸，２０％ 甲醇）中用 Ｔｒａｎｓ
ＢｌｏｔＳｅｍｉ－ＤｒｙＴｒａｎｓｆｅｒＣｅｌｌ（伯乐公司）将蛋白质条带从凝胶
中转到ＰＶＤＦ膜上，并用５％的脱脂奶粉 －ＴＴＢＳ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值 ７．５，１４０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，体积分数 ０．１％
Ｔｗｅｅｎ２０）溶液在 ４℃封闭 ＰＶＤＦ膜过夜。次日，将封闭的
ＰＶＤＦ膜用ＴＢＳ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值７．５，１４０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ）漂洗３次后，室温下与用ＣａｎＧｅｔＳｉｇｎａｌＳｏｌｕｔｉｏｎ１稀释
１２０００倍的抗血清结合１ｈ。再用ＴＴＢＳ振荡洗涤３次，每次
５ｍｉｎ。随后，室温下与用ＣａｎＧｅｔＳｉｇｎａｌＳｏｌｕｔｉｏｎ２稀释６０００
倍的ＨＲＰ标记羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）结合１ｈ，再用 ＴＴＢＳ振荡
洗涤３次，每次５ｍｉｎ。室温下与ＥＣＬＰｒｉｍｅ化学发光试剂反
应５ｍｉｎ，用 ＡＴＴＯ发光摄影装置 ＡＥ－６９８１检测化学发光
信号。

１．９　大米α－球蛋白的 ＳａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ检测
用 ＨｉＴｒａｐＰｒｏｔｅｉｎＡＨＰ从抗大米α－球蛋白抗血清中纯

化抗体。将用于检测的抗体用 ＰｅｒｉｏｘｉｄａｓｅＬａｂｅｌｉｎｇＫｉｔ－ＮＨ２
进行辣根过氧化物酶标记。采用ＩＭＭＵＮＯ－ＴＥＫＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
Ｓｙｓｔｅｍ，用抗大米α－球蛋白抗体（１０μｇ／ｍＬ）对酶标板进行
包被，并对酶标板进行封闭。ＳａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ检测前，向每孔
加２００μＬＰＢＳ，用封板膜封板后，放置在４℃过夜。次日，吸
除ＰＢＳ，加入用ＰＢＳ稀释成一定浓度梯度的重组大米 α－球
蛋白溶液或者待测大米蛋白质提取液，并使每孔溶液体积为

１００μＬ，室温反应１ｈ后，弃蛋白质溶液，用ＰＢＳＴ洗板３次，加
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入１００μＬ１∶２０００稀释的辣根过氧化物酶标记抗大米α－球
蛋白抗体，室温反应 １ｈ。用 ＰＢＳＴ洗板 ３次后，加入 ＴＭＢ
（Ａ∶Ｂ＝９∶１）显色液１００μＬ，室温避光反应２０ｍｉｎ后，加入
１００μＬ１ｍｏｌ／Ｌ磷酸溶液，并在４５０ｎｍ测定吸光度。

２　结果与讨论

２．１　大米α－球蛋白表达载体的构建
用ＰＣＲ扩增的编码大米 α－球蛋白的 ＤＮＡ片段经

ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ 双酶切后，与双酶切并且脱磷酸化的质粒
ｐＱＥ３０载体片段连接并转化大肠杆菌。从过夜培养的青霉素
平板上挑取６个菌落，接种于含５０μｇ／ｍＬ青霉素的ＬＢ培养
基中，过夜培养后，纯化质粒，通过用 ＢａｍＨⅠ酶切质粒后进
行琼脂糖凝胶电泳，初步确定质粒中有无插入子。从图１可
以看出，在挑选的６个克隆中有５个克隆所含质粒的长度比
载体质粒大，表明有插入序列，然后通过测序分析，发现在这

５个质粒中的插入子都具有与编码大米 α－球蛋白基因相一
致的序列并且以正确的方向插入到载体中。

　　在ＢａｍＨⅠ酶切后的重组质粒中，有５个（泳道１、２、４、５、
６）质粒片段的长度大于酶切的载体质粒（泳道７），表明这５
个重组质粒中含有插入子。

２．２　重组蛋白质的诱导表达及纯化
在用ＩＰＴＧ诱导２ｈ后，重组大米α－球蛋白在来自２个

重组大肠杆菌菌落的菌体中均已有了显著的表达（图２），为
了获得更多的重组蛋白，在用 ＩＰＴＧ诱导４ｈ后进行菌体收
集。在变性的条件下，用Ｎｉ－ＮＴＡＳｕｐｅｒｆｌｏｗＣａｒｔｒｉｄｇｅ对重组
蛋白进行了纯化，因为重组大米α－球蛋白的表达水平较高，
而且与金属亲和层析凝胶有较强的结合力，所以，在 ｐＨ值 ＝
４．５的洗脱液中，重组大米α－球蛋白被纯化为主要的蛋白质
组分（图３）。随后，通过溶液置换和离心浓缩，使重组蛋白质
溶液中尿素的浓度降低至０．０３ｍｏｌ／Ｌ。虽然在溶液置换过程
中，有部分的重组蛋白沉淀出来，但是，仍然回收到了可溶性

的重组蛋白组分。

　　在ＩＰＴＧ诱导后，重组大米α－球蛋白在挑选的２个克隆
（Ｃｏｌｏｎｙ１和Ｃｏｌｏｎｙ２）中进行了显著表达。在ＩＰＴＧ诱导前，
重组大米α－球蛋白无明显表达；当ＩＰＴＧ诱导２ｈ和４ｈ时，
重组大米α－球蛋白均有显著表达。
２．３　抗血清效价的ＥＬＩＳＡ检测

抗血清效价的ＥＬＩＳＡ检测结果见表１和表２。免疫前

（０周），２只白兔血清的免疫反应都非常低，而且１号白兔血
清的免疫反应较２号白兔血清更低。免疫进行到４周和６周
时，２只白兔抗血清的抗体滴度均较前次采血样品有显著的
提高。免疫进行到７周时，２号白兔血清抗体滴度较６周时
无明显变化；而１号白兔血清抗体滴度较６周时又略有升高，
最后，２只白兔血清的抗体滴度均高于 １∶（１．２５×１０５）。
ＥＬＩＳＡ检测结果显示，２只白兔抗血清中的抗体对抗原都具
有较强的免疫结合活性。因为１号白兔血清的抗体滴度略高
于２号白兔血清的抗体滴度，所以，在后续的研究中，主要利
用１号白兔血清的抗体进行了检测方法的建立和检测分析。

表１　１号白兔抗血清效价的ＥＬＩＳＡ检测

免疫时间

（周）

不同稀释倍抗血清的Ｄ４５０ｎｍ值

１×１０３ ５×１０３ ２．５×１０４ １．２５×１０５

０ ０．００５
４ １．８１２ １．０４２ ０．４０６ ０．１２７
６ ２．５４６ １．７２８ ０．９７４ ０．３５１
７ ２．６２８ １．９９４ １．１８７ ０．５３１

２．４　大米α－球蛋白的ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测
　　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ结果（图４－Ａ、图４－Ｂ）显示，２只白兔
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表２　２号白兔抗血清效价的ＥＬＩＳＡ检测

免疫时间

（周）

不同稀释倍抗血清的Ｄ４５０ｎｍ值

１×１０３ ５×１０３ ２．５×１０４ １．２５×１０５

０ ０．０３８ ０．０１０
４ １．８１５ １．０４０ ０．３９８ ０．１００
６ ２．２４６ １．４５２ ０．６８４ ０．２３９
７ ２．２４５ １．４８４ ０．７２５ ０．２４８

的抗血清均与大米蛋白质中分子量为２６ｋｕ的蛋白质发生了
特异性的免疫结合反应，分子量２６ｋｕ正是所报道的大米α－
球蛋白的分子量［１６－１７］，所以，以重组大米 α－球蛋白免疫白
兔制备的抗血清可以特异性地识别并结合大米 α－球蛋白。
而且，随着大米蛋白质上样量的提高，检测信号逐渐增强

（图４－Ｃ）。因此，抗大米α－球蛋白抗体与目标蛋白的结合呈
现一定的定量关系，表明此抗大米α－球蛋白抗体不仅可用于大
米α－球蛋白的定性检测，而且可用于目标蛋白质的定量分析。

２．５　大米α－球蛋白的ＳａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ检测
利用从抗血清中纯化的抗大米 α－球蛋白抗体，采用

ＩＭＭＵＮＯ－ＴＥＫＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ构建了大米α－球蛋白的
ＳａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ检测体系。以重组蛋白质的浓度为横坐标，
以在波长４５０ｎｍ处的吸光度为纵坐标，所得标准曲线如图５
所示。标准曲线的回归方程为 ｙ＝０．０１９７ｘ＋０．１５２８，检出
限为０．５２６ｎｇ／ｍＬ，在线性范围为２．５～１００ｎｇ／ｍＬ的范围内，
大米α－球蛋白标准曲线的相关系数为０．９９９，因此，具有较
好的线性关系，从而保证了定量的准确性。

　　利用此ＳａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ检测体系，对３种大米样品中的
α－球蛋白含量进行了测定，３种大米的α－球蛋白含量见图

６。结果表明，３种大米样品中，３号米中α－球蛋白的含量最
高，２号米中α－球蛋白的含量次之，１号米中 α－球蛋白的
含量最低。所以，此ＳａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ检测体系可应用于比较
大米样品之间α－球蛋白的含量，以及用于比较转基因大米
与其宿主大米品种之间α－球蛋白的表达水平。

３　结论

以ｐＱＥ３０为表达载体，在大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９中实现
了大米α－球蛋白的高效诱导表达。以重组大米 α－球蛋白
为抗原免疫白兔制备出了抗大米 α－球蛋白的多克隆抗体。
利用此抗体对大米中的α－球蛋白进行了ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检
测，该抗体能够特异性地与大米α－球蛋白进行结合反应，而
且，抗大米α－球蛋白抗体与大米 α－球蛋白的结合呈现一
定的定量关系。另外，利用此抗体构建了大米 α－球蛋白的
ＳａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ检测体系，并利用此检测体系测定出了３种
大米样品中α－球蛋白的含量。因此，利用抗大米 α－球蛋
白抗体建立起的 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ和 ＳａｎｄｗｉｃｈＥＬＩＳＡ检测方
法可以应用于大米α－球蛋白的定性检测和大米样品间 α－
球蛋白含量的比较分析。
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表２　不同处理棉株的Ｋ＋、Ｎａ＋含量和比值

生育时期 处理
Ｋ＋含量（ｍｇ／ｇ） Ｎａ＋含量（ｍｇ／ｇ） Ｋ＋／Ｎａ＋

营养器官 生殖器官 营养器官 生殖器官 营养器官 生殖器官

８月３１日 Ｓ１ ２５．５７ｂ ２４．６６ａ ３．６２ａｂ １．９９ｂ ７．０８ｂｃ １２．４５ａｂ
Ｓ２ ２５．３９ｂ ２３．６１ａ ３．８２ａｂ ２．１０ａｂ ６．６４ｃ １１．２７ａｂ
Ｓ３ ２７．８５ａ ２６．８６ａ ３．５８ａｂ １．９７ｂ ７．７８ａｂ １３．６３ａ
Ｓ４ ２７．６５ａ ２６．４６ａ ３．４８ｂ １．９０ｂ ７．９９ａ １３．９３ａ
Ｓ５ ２５．６５ｂ ２４．４３ａ ３．７４ａｂ ２．３５ａｂ ６．８６ｃ １０．４７ａｂ
ＣＫ ２３．１５ｃ ２２．１０ａ ３．９９ａ ２．５５ａ ５．８１ｄ ８．８１ｂ

９月２０日 Ｓ１ ２５．４０ａｂ ２３．４０ａ ４．５８ａｂ １．８６ｂ ５．５９ｂｃ １２．６４ａ
Ｓ２ ２５．４５ａ ２３．００ａ ４．０６ａｂｃ ２．０８ａｂ ６．２９ａｂ １１．１０ａｂ
Ｓ３ ２４．０１ｂｃ ２２．８１ａ ３．９７ｂｃ １．７８ｂ ６．０６ａｂ １２．８６ａ
Ｓ４ ２６．８２ａ ２０．６６ａ ３．８４ｃ １．６７ｂ ６．９８ａ １２．４０ａ
Ｓ５ ２３．７４ｃｄ ２０．９２ａ ４．１２ａｂｃ １．８６ｂ ５．７６ａｂｃ １１．２７ａｂ
ＣＫ ２２．５０ｄ １８．９９ａ ４．７５ａ ２．４５ａ ４．７４ｃ ７．８３ｂ

研究结果表明，高垄、覆膜和喷洒土壤改良剂等种植方式可明

显提高棉花叶绿素含量，降低可溶性糖含量，同时提高 Ｋ＋含
量，降低Ｎａ＋含量。尤其是喷洒改良剂 ＋覆膜和喷洒改良
剂＋高垄覆膜２个处理各个时期叶绿素含量和Ｋ＋／Ｎａ＋都高
于对照，可溶性糖含量低于对照。显然高垄、覆膜和喷洒改良

剂等种植方式降低了土壤盐分，更有利于棉花生长发育。
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