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ｓｔａｂｉｌｉｔｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ ２(ＦＡＤ２)ꎻ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻ ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

　 　 油脂是人体必需的关键营养素之一ꎬ是维持

身体机能正常运转的能量来源ꎬ更是细胞、组织、
脏器的重要组成成分ꎮ 油菜是仅次于大豆和花

生的第三大植物油脂来源 [１] ꎬ菜籽油含有丰富的

油酸、亚油酸、亚麻酸以及维生素 Ｅ 等有效成分ꎬ
亚油酸、亚麻酸是人自身无法合成的必需脂肪

酸ꎬ百分之九十九能被人体所吸收 [２￣３] ꎮ 适量的

补充亚油酸和亚麻酸等不饱和脂肪酸ꎬ可软化血

管ꎬ预防心血管疾病的发生 [４] ꎬ但是亚油酸和亚

麻酸相较于油酸ꎬ更容易氧化发生酸败ꎬ产生不

利于健康的物质 [５￣６] ꎮ 如何合理控制各脂肪酸比

例构成ꎬ提高菜籽油品质ꎬ已成为油菜品种改良

的重要研究方向ꎮ
前期对甘蓝型油菜高油酸品种的基因分析结果

表明ꎬ其高油酸性状的产生是由于 ＦＡＤ２ 基因突变

导致[７￣１０]ꎮ ＦＡＤ２ 基因编码的是一种脂肪酸脱氢酶

２(ＦＡＤ２)ꎬ该蛋白质定位于内质网上ꎬ催化油酸转化

为亚油酸[１１￣１３]ꎮ 亚油酸又可被脂肪酸脱氢酶 ３ 转

化为亚麻酸[１４]ꎮ 所以ꎬＦＡＤ２ 是控制油菜高油酸产

量ꎬ保持脂肪酸稳定性的关键基因ꎬ多个油菜品质改

良项目曾围绕此基因进行[１５￣１７]ꎮ
目前ꎬ对于 ＦＡＤ２ 基因功能改变的检测ꎬ主

要还是以 ＦＡＤ２ 酶催化的底物和产物含量的变

化为主ꎮ 即通过气相 [ １８] 、液相 [ １９] 以及红外光

谱 [ ２０￣２１]等手段ꎬ检测样本中油酸和亚油酸或亚

麻酸含量的变化ꎬ从而监测此基因功能是否改

变ꎮ 在利用免疫学方法对蛋白质积累检测方

面ꎬ由于暂未有商业化的可用于植物 ＦＡＤ２ 蛋

白检测的特异性抗体及其相关制备报道ꎬ在前

期研究中ꎬ主要是用基因工程方法融合其他标

签ꎬ通 过 使 用 标 签 抗 体 对 融 合 标 签 进 行 检

测 [ １３ꎬ２２]来体现 ＦＡＤ２ 蛋白表达变化ꎬ并不能完

全体现内源性 ＦＡＤ２ 蛋白表达的变化ꎮ 本研究

对甘蓝型油菜 ＦＡＤ２ 蛋白进行生物信息学分

析ꎬ通过合成特征性多肽片段免疫动物ꎬ获得特

异性针对甘蓝型油菜 ＦＡＤ２ 蛋白的兔源多克隆

抗体ꎬ为该蛋白质翻译后调控机制的研究提供

有利工具ꎮ 可以用此抗体识别不同品种油菜不

同栽培条件下 ＦＡＤ２ 蛋白表达差异ꎬ为后期育

种筛选及栽培条件优化以及转基因安全评价方

法的简化提供新思路ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要植物材料

甘蓝型油菜品种(Ｗｅｓｔａｒ)ＷＴ和 ＦＡＤ２￣ＲＮＡｉ高
油酸转基因油菜品系 Ｗ￣４ 由江苏省农业科学院经

济作物研究所提供ꎮ
１.２　 试验动物

本研究选用的动物为 ２ 只雄性新西兰大白兔ꎬ
购于湖南太平生物科技有限公司ꎮ 在湖南远泰生物

技术有限公司清洁级动物饲养房中饲养ꎬ室温维持

２２ ℃ꎬ正常的昼夜频率ꎬ一兔一笼ꎮ 提供充足的饲

料和干净的饮用水ꎬ试验动物可以自由进食和饮水ꎬ
维持体质量在２.５~３􀆰 ５ ｋｇꎮ 该动物试验方案得到了

湖南远泰生物技术公司动物伦理委员会的批准(依
据« Ｇｕｉｄｅ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ａｎｉ￣
ｍａｌｓ»)ꎮ
１.３　 主要试剂

ＨＲＰ ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｔｉ￣ＩｇＧ、ａｎｔｉ￣Ｍｏｕｓｅ ＩＧＧ￣ＨＲＰ ｍｏｎ￣
ｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ 由 Ｐｒｏｍａｂ 提 供ꎬ ａｎｔｉ￣ａｃｔｉｎ Ｍｏｕｓｅ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ 购于 ＣＷｂｉｏ 公司ꎬ ａｎｔｉ￣Ｒａｂｂｉｔ
ＩＧＧ￣ＨＲＰ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ、ＥＣＬ 试剂盒购于 ＣＳＴ
公司ꎬ弗氏完全佐剂以及弗氏不完全佐剂购于 Ｓｉｇ￣
ｍａ 公司ꎬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 购于 ＧＥ 公司ꎬ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒购于北京鼎国公司ꎬ蛋白质

ｍａｒｋｅｒ购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ公司ꎬＢＣＡ蛋白检测试剂

盒购于 ＢｉｏＳｈａｒｐ公司ꎮ
研磨缓冲液 ( ０􀆰 ２４０ ｍｏｌ / Ｌ Ｈｅｐｅｓ􀅰ＮａＯＨ ｐＨ

７􀆰 ５ꎬ ０􀆰 ０６０ ｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬ ０􀆰 ２５０ ｍｏｌ / Ｌ蔗糖ꎬ ０􀆰 ０２４
ｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ )ꎬ内质网分离缓冲液 ( ０􀆰 ０４０ ｍｏｌ / Ｌ
Ｈｅｐｅｓ􀅰ＮａＯＨ ｐＨ ７􀆰 ５ꎬ ０􀆰 ０１０ ｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬ ０􀆰 ０４０
ｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ ０􀆰 ００５ ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ)ꎬ储存于 ４ ℃条

件下ꎬ使用前加入 ０􀆰 ００６ ｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴꎬ ０􀆰 ００６ ｍｏｌ / Ｌ
ＰＭＳＦꎮ
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１.４　 抗原确定与合成

在 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ 数据库中搜索关键词:ＢｎＦＡＤ２ꎬ
得到油菜 ＦＡＤ２蛋白氨基酸序列信息ꎮ

采用 ＡＢＣｐｒｅｄ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ Ｓｅｒｖｅｒ 在线软件[２３]分

析 ＢｎＦＡＤ２(ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ:Ｃ３Ｗ５１８)氨基酸 Ｂ 细胞抗

原表位ꎬ将预测表位阵列得分超过 ０􀆰 ９的序列ꎬ输入

ＮＣＢＩ数据库中ꎬ与油菜蛋白质库进行氨基酸序列比

对ꎬ验证氨基酸表位序列的特异性ꎮ 选取得分以及

特异性最高的 ２条多肽序列(ＰＡ 和 ＰＢ)ꎬ于杭州中

肽生化有限公司进行多肽合成ꎬ并将合成好的多肽

分别偶联到 ＫＬＨ和 ＢＳＡ上ꎮ
１.５　 ＢｎＦＡＤ２ 兔源多克隆抗体的制备

１ .５ .１ 　 动物免疫 　 初次免疫前ꎬ兔耳静脉采血

作为免疫阴性对照血清ꎮ ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ￣ＫＬＨ 多

肽与 ＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ￣ＫＬＨ 多肽冻干粉溶解后ꎬ各取

５０ ｍｇ 混合均匀ꎬ再与等体积弗氏完全佐剂按比

例混合ꎬ多点皮下注射新西兰大白兔ꎮ ２１ ｄ 后ꎬ
混合抗原量减半与弗氏不完全佐剂混合ꎬ进行

第二次免疫ꎮ 以此方式每隔 １４ ｄꎬ进行第三以

及第四次免疫ꎮ ４ 次免疫后 ７ ｄꎬ兔耳静脉采

血ꎬ常温下３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎꎬ取血清ꎬ用
于后续检测ꎮ
１.５.２　 免疫酶联法检测免疫血清 　 酶标板中抗原

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ￣ＢＳＡ以及 ＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ￣ＢＳＡ的包被量为

每孔 ０􀆰 ２ μｇꎮ 以免疫前血清为阴性对照ꎬ以 １ ∶
５ ０００稀释 ＨＲＰ ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｔｉ￣ＩｇＧ作为二抗ꎬ检测不同

稀释度的免疫兔血清ꎬＴＭＢ 显色终止后ꎬ在酶标仪

上读取吸光度值(ＯＤ４５０)ꎮ
１.５.３　 ＢｎＦＡＤ２ 兔源多克隆抗体的纯化 　 收集全

兔血ꎬ离心分离血清ꎮ 按照说明书所述方法ꎬ将血

清进行 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 亲和层析纯化ꎬ获得

ＢｎＦＡＤ２ 兔源多克隆抗体ꎮ 用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶法

鉴定该兔多抗的蛋白质分子量大小与纯度ꎬＢＣＡ
法鉴定其浓度ꎮ
１.６　 甘蓝型油菜品种 Ｗ￣４ 不同世代 ＦＡＤ２ 蛋白表

达的鉴定

１.６.１　 油菜样本总蛋白质的提取 　 取一定体积

的样品(ＷＴ、Ｗ￣４ 的 Ｔ３ 代ꎬＷ￣４ 的 Ｔ７ 代植株开花

２１ ｄ 后的果荚以及成熟期叶片) ꎬ液氮研磨成粉

末状后ꎬ参照文献[２４] 、[２５] ꎬ研磨缓冲液匀浆ꎬ
经 ２ 次２ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 后ꎬ取 ２ ｍｌ上清液样品

留样ꎬ其余上清液加入到含有 ５ ｍｌ ５０％蔗糖溶液

的超离心管中ꎬ１００ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ收集总膜

层(５０％蔗糖溶液与匀浆上清液之间) ꎬ等体积混

合内质网分离缓冲液ꎬ采用蔗糖梯度( ７ ｍｌ １５％
蔗糖溶液ꎬ１２ ｍｌ ３５％ 蔗糖溶液和 ５ ｍｌ ４０％ 蔗糖

溶液)１００ ０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ收集粗面内质网膜

组分(３５％ 蔗糖与 ４０％ 蔗糖溶液之间) ꎬ加入 ３
倍体积内质网分离缓冲液ꎬ １００ ０００ ｇ 离心 ３０
ｍｉｎꎬ沉淀用少量预冷的内质网分离缓冲液重悬ꎬ
液氮速冻后于－８０ ℃冰箱保存ꎮ 所有离心均在 ４
℃进行ꎮ
１.６.２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ分离蛋白质　 根据 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝

胶配制试剂盒(北京鼎国昌盛生物技术有限公司产

品)说明书配制分离胶浓度为 １０％ꎬ浓缩胶浓度为

５％的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ凝胶ꎮ 将样本分果荚总蛋白质、叶
片总蛋白质、内质网蛋白质 ３ 个组别ꎬ每个组别经

ＢＣＡ法进行蛋白质定量后ꎬ统一上样量ꎬ用 Ｍｉｎｉ￣
ＰＲＯＴＥＡＮ􀅸 Ｔｅｔｒａ(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)系统进行凝胶电泳ꎮ
１.６.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法鉴定甘蓝型油菜同世代

ＦＡＤ２ 蛋白表达 　 样品通过 ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶

电泳后ꎬ电转至 ＮＣ 膜上ꎮ 经 ５％的脱脂奶封闭 １
ｈꎬ一抗(ａｎｔｉ￣ＢｎＦＡＤ２ Ｒａｂｂｉｔ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎬ稀
释比为１ ∶ １ ０００ꎬａｎｔｉ￣ａｃｔｉｎ Ｍｏｕｓｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉ￣
ｂｏｄｙꎬ稀释比为１ ∶ ２ ５００)孵育过夜ꎬ用 ＰＢＳＴ 缓冲

溶液进行洗膜后加入对应的二抗( ａｎｔｉ￣Ｒａｂｂｉｔ ＩＧＧ￣
ＨＲＰ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎬ稀释比为１ ∶ ３０ ０００ꎬａｎｔｉ￣
Ｍｏｕｓｅ ＩＧＧ￣ＨＲＰ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎬ稀释比为１ ∶
１０ ０００)ꎬ室温孵育 ２ ｈꎬ洗膜后ꎬ使用 ＥＣＬ 试剂盒

进行显影ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 油菜 ＦＡＤ２ 抗原表位预测和鉴定

在 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ 数据库中搜索关键词:ＢｎＦＡＤ２ꎬ
得到油菜 ＦＡＤ２蛋白氨基酸序列信息ꎬ其 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ
序列号为 Ｃ３Ｗ５１８ꎬ定位在内质网上(图 １Ａ)ꎬ是由

３８４个氨基酸组成的 ４次跨膜结构蛋白质(如图 １Ｂ
所示)ꎮ ＡＢＣｐｒｅｄ 在线系统对该氨基酸序列进行 Ｂ
细胞表面抗原表位预测ꎬ肽的较高得分意味着有较

高的概率作为表位ꎮ 方框中氨基酸部分为此抗原表

位预测分数超过 ０􀆰 ９的区域(图 １ Ｃ)ꎮ 参考预测结

果和蛋白质细胞亚定位的特点ꎬ我们选择位于细胞

质结构中并且预测分数较高的区域ꎬ在 ＮＣＢＩ 数据

库中对油菜蛋白质氨基酸序列进行比对ꎬ最后选择
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ＰＡ:ＶＳＰＰＳＫＫＳＥＴＤＴＩＫＲ (９~ ２３ ａａ)以及 ＰＢ:ＳＨＲ￣
ＲＨＨＳＮＴＧＳＬＥＲＤ (１４０~１５４ ａａ)２ 条多肽为免疫抗

原表位(命名及区域氨基酸序列如图 １ Ｂ 下划线部

分所示)ꎮ

Ａ:ＢｎＦＡＤ２蛋白的亚细胞定位(图片来源于 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ数据库)ꎻＢ:ＢｎＦＡＤ２蛋白跨膜结构简图与抗原肽段选择位点ꎻＣ:ＡＢＣｐｒｅｄ 在线系统

对 ＢｎＦＡＤ２ Ｂ细胞表面抗原表位的预测结果ꎮ 划横线的表示合成多肽的氨基酸序列ꎻ方框里表示抗原表位预测分数超过 ０􀆰 ９的区域ꎮ
图 １　 ＢｎＦＡＤ２ 抗原表位预测

Ｆｉｇ.１　 Ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢｎＦＡＤ２

　 　 用质谱法(Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍꎬ ＭＳ)进行多肽鉴定ꎮ
结果如图 ２ 显示ꎬＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ 的相对分子质量为

１ ７７６ꎬＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ的相对分子质量为１ ８９２ꎬ２ 条多

肽测定的相对分子质量与理论值相符ꎮ

图 ２　 ＢｎＦＡＤ２ 多肽质谱鉴定结果

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｎＦＡＤ２ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｂｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍ￣
ｅｔｒｙ

　 　 用高效液相法(Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａ￣
ｔｏｇｒａｐｈｙꎬ ＨＰＬＣ)对 ２ 条合成的多肽进行纯度分析

(图 ３)ꎬＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ 的纯度为 ８０􀆰 １９％ꎬＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ
的纯度为 ９６􀆰 ２４％(表 １)ꎮ

图 ３　 ＢｎＦＡＤ２ 多肽的高效液相分析结果

Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｎＦＡＤ２ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍ￣
ａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
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表 １　 ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ 以及 ＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ 纯度分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｕｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ ａｎｄ ＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ

编号　 　 　 滞留时间 (ｍｉｎ) 峰面积 含量 (％)

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ￣１ ５.７９ １０５.６２ １.４３

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ￣２ ７.２９ ８６.８４ １.１７

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ￣３ ８.４３ ５２.６４ ０.７１

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ￣４ ８.７４ １１.２７ ０.１５

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ￣５ ９.４３ １ １７２.２４ １５.８７

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ￣６ ９.６５ ５ ９２０.８３ ８０.１９

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ￣７ １０.２５ ２９.８７ ０.４１

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ￣８ １０.９１ ４.０１ ０.０５

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ￣１ ７.５３ １３.６４ ０.２６

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ￣２ ７.７６ ８５.１４ １.６５

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ￣３ ７.９１ ４５.２９ ０.８８

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ￣４ ８.０６ ４ ９５４.９０ ９６.２４

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ￣５ ８.３１ ３７.８４ ０.７４

ＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ￣６ ８.５８ １１.８４ ０.２３

２.２　 ＢｎＦＡＤ２ 兔源多克隆抗体的获得

将第四次免疫后第 ７ ｄ 采集的兔血清进行

ＥＬＩＳＡ试验ꎬ鉴定免疫效果ꎮ 如图 ４所示ꎬ１号兔和 ２
号兔免疫抗原后ꎬ对 ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ与 ＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ多肽

都产生了免疫反应ꎮ １号兔免疫反应高于 ２号兔ꎮ
取全血进行 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ亲和层析ꎬ所得

到的蛋白质溶液 １０ 倍稀释后进行 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
凝胶电泳ꎬ如图 ５ 所示ꎬ在非变性条件下ꎬ该抗体在

大于１５０ ０００处有条带ꎬ与完整抗体分子条带相符ꎬ
变性条件下ꎬ在５０ ０００以及２５ ０００左右有两条带ꎬ即
抗体重链和轻链ꎮ 此蛋白质大小与抗体大小相符ꎬ
抗体结构完整ꎮ ＢＣＡ 法定量得到稀释后该抗体质

量浓度为 ０􀆰 ５７ ｍｇ / ｍｌꎬ获得的抗体总产品质量浓度

为 ５􀆰 ７ ｍｇ / ｍｌꎮ
２.３　 甘蓝型油菜品种 Ｗ￣４ 不同世代 ＦＡＤ２ 蛋白表

达鉴定

　 　 果荚总蛋白质、叶片总蛋白质以及内质网蛋白质

通过 ＢＣＡ法测定每个样本浓度后ꎬ样本的上样量总

蛋白质为每孔 ２ μｇꎬ内质网蛋白质为每孔 １ μｇꎬ进行

ＦＡＤ２蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ꎮ 其结果如图 ６所
示ꎬＷＴ、Ｗ￣４￣Ｔ３ 代、Ｗ￣４￣Ｔ７ 代果荚以及 ＷＴ、Ｗ￣４￣Ｔ３
代、Ｗ￣４￣Ｔ７ 代成熟叶片的总蛋白质以及内质网蛋白

质均能在９５ ０００左右检测到条带ꎬＷＴ 条带最高ꎬ而
Ｗ￣４￣Ｔ７ 代最弱ꎮ 叶片中ꎬ３个样本差异不明显ꎮ

Ａ:包被抗原为 ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ￣ＢＳＡꎻＢ:包被抗原为 ＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ￣ＢＳＡꎮ
图 ４　 ＢｎＦＡＤ２ 多肽的免疫效果鉴定

Ｆｉｇ.４　 Ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｅｃｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｎＦＡＤ２ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

Ｍ１: ＰａｇｅＲｕｌｅｒ 预染蛋白质相对分子质量标准( Ｔｈｅｒｍｏ)ꎻ Ｍ２:
Ｐｉｅｒｃｅ非预染蛋白质相对分子质量标准( Ｔｈｅｒｍｏ)ꎻ １:ａｎｔｉ￣Ｂｎ￣
ＦＡＤ２ 纯化后 １０倍稀释样本经原性上样缓冲液处理ꎻ ２:ａｎｔｉ￣Ｂｎ￣
ＦＡＤ２ 纯化后 １０倍稀释样本经非还原性上样缓冲液处理 ꎮ
图 ５　 ＢｎＦＡＤ２ 兔源多克隆抗体的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ￣ＢｎＦＡＤ２ ｒａｂｂｉｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｙ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ

３　 讨 论

抗体作为哺乳动物被动免疫应答的产物ꎬ其对

抗原的特异性识别功能已被研究者们成功应用到基

因表达水平变化的检测中ꎮ目前ꎬ哺乳动物蛋白质

５５８熊　 丹等:甘蓝型油菜脂肪酸脱氢酶 ２兔源多克隆抗体的制备与应用



Ａ图中抗原为果荚总蛋白ꎮ １ꎬ４ꎬ７为 Ｗ￣４￣Ｔ７代ꎻ２ꎬ５ꎬ８为 Ｗ￣４￣Ｔ３代ꎻ３ꎬ６ꎬ９ 为 ＷＴꎻＢ 图中抗原为叶片总蛋白ꎮ １ꎬ４ꎬ７ 为 Ｗ￣４￣Ｔ７ 代ꎻ２ꎬ５ꎬ８
为 Ｗ￣４￣Ｔ３代ꎻ３ꎬ６ꎬ９为 ＷＴꎻＡꎬＢ图中ꎬ１ꎬ２ꎬ３:一抗为 ａｎｔｉ￣ＢｎＦＡＤ２ꎻ４ꎬ５ꎬ６:一抗为 ａｎｔｉ￣ａｃｔｉｎꎻ７ꎬ８ꎬ９:一抗为免疫前兔血清ꎻ依据一抗种属选择

相应二抗ꎻＣ图抗原ꎬ１ꎬ２ꎬ３:果荚内质网蛋白ꎬ样本依次为 ＷＴ、Ｗ￣４￣Ｔ３代、Ｗ￣４￣Ｔ７代ꎮ ４ꎬ５ꎬ６:叶片内质网蛋白ꎬ样本依次为 ＷＴꎬＷ￣４￣Ｔ３代ꎬ
Ｗ￣４￣Ｔ７代ꎮ 一抗为 ａｎｔｉ￣ＢｎＦＡＤ２ꎬ二抗为 ａｎｔｉ￣Ｒａｂｂｉｔ ＩＧＧ￣ＨＲＰ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎮ
图 ６　 甘蓝型油菜品种 Ｗ￣４不同世代中 ＦＡＤ２ 蛋白表达鉴定

Ｆｉｇ.６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＡＤ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ ｃｕｌｔｉｖａｒ Ｗ￣４

检测抗体的种类齐全ꎬ免疫学检测方法应用较广泛ꎮ
植物在与生物胁迫以及非生物胁迫对抗的漫长进化

过程中ꎬ造成了植物蛋白质编码基因的多样性以及

蛋白质翻译后的修饰非常复杂ꎮ 因此与哺乳动物抗

体相比ꎬ对其特异性抗体的开发和免疫学方法的应

用研究步伐较缓慢ꎮ 特异性抗体的获得ꎬ其免疫抗

原的品质很关键ꎮ 目前多采用体外表达重组蛋白质

的方式来获得高品质抗原[２６]ꎮ 重组全长蛋白质可

以提供足够的特征性抗原表位ꎬ用其免疫获得的多

克隆抗体ꎬ具有多种表位识别能力ꎬ可以更准确地捕

获天然裂解液中的微量抗原蛋白质ꎮ 而重组全长蛋

白质的获得ꎬ受到多种因素的制约ꎬ如蛋白质本身的

结构特征、蛋白质的大小及其等电点、疏水性等ꎮ
ＦＡＤ２是定位于内质网上的膜蛋白ꎬ预测相对分子

质量大小为４４ １７１ꎬ具有 ４ 个跨膜区ꎮ 利用原核表

达系统得到其重组蛋白质的难度较大ꎮ 利用合成生

物学ꎬ体外合成特征性多肽ꎬ再将其偶联到具有强免

疫原性的大分子上ꎬ可以解决免疫抗原的获得问

题[２７￣２８]ꎮ 而多个肽段的混合免疫ꎬ使免疫得到的多

克隆抗体尽可能多地拥有多个表位的识别ꎬ提高抗

体对微量抗原的识别能力ꎮ
本研究中利用生物信息学分析ꎬ获得油菜 Ｂｎ￣

ＦＡＤ２蛋白高抗原性多肽序列ꎬ经多肽合成后ꎬ混合

免疫动物获得抗体ꎮ ＢｎＦＡＤ２￣ＰＡ 肽段位于跨膜导

肽与第一跨膜区之间ꎬ是多种植物 ＦＡＤ２ 的共有序

列ꎬＢｎＦＡＤ２￣ＰＢ肽段位于胞质区域ꎬ是油菜 ＦＡＤ２ 的

特异性序列ꎮ 因此ꎬ混合免疫得到的兔源多克隆抗

体ꎬ对于油菜 ＦＡＤ２ 有 ２个表面抗原识别位点ꎬ也可

以利用其对植物 ＦＡＤ２ 共有序列的识别能力ꎬ应用

到其他植物 ＦＡＤ２ 的检测鉴定中ꎮ
ＦＡＤ２ 是将油酸转化为亚油酸的关键酶ꎬ而

ＦＡＤ３ 是将亚油酸转化为亚麻酸的关键酶ꎬ这两个

酶同时位于细胞内质网上ꎬ在脂肪酸代谢途径中属

于递呈关系ꎮ 有研究结果表明ꎬ拟南芥原生质体中ꎬ
当 ＦＡＤ２ 和 ＦＡＤ３ 维持酶活性行使功能时ꎬ多以同源

二聚体以及异源二聚体的形式存在[２２]ꎬ其二聚体的

比例与产物中亚油酸和亚麻酸的比例有直接关系ꎮ
前期研究结果表明ꎬＦＡＤ２ 在油菜开花后 ２１ ｄ 含量

达到最高ꎬ成熟期叶片维持一致[２９]ꎮ Ｗ￣４转基因油

菜与以往外源导入某种基因来增加或减弱相应蛋白

质表达的方法不同ꎬ其是在导入含种子特异性启动

子的 ＦＡＤ２ 某段序列ꎬ利用 ＲＮＡｉ 的方法ꎬ有效抑制

种子中 ＦＡＤ２ 的转录[３０]ꎮ 本研究中ꎬ采用野生型甘

蓝型油菜品种 ＷＴ 以及 ＲＮＡｉ 干扰转基因型油菜品

种 Ｗ￣４为试验材料ꎬ提取其果荚和叶片中的总蛋白

质ꎬ分离收集其内质网蛋白质成分ꎬＢｎＦＡＤ２ 兔源多

克隆抗体均能在免疫印迹反应中检测到相应物质ꎮ
果荚样本中ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 的结果显示 Ｗ￣４ 的不

同世代样本 ＦＡＤ２蛋白表达较 ＷＴ 均呈现下降ꎮ 在

成熟叶片样本中ꎬＷ￣４ 的不同世代样本 ＦＡＤ２ 蛋白

表达基本维持一致ꎬ提示该 ＲＮＡｉ 干扰载体中引入

的种子特异性启动子元件ꎬ组织特异性作用效果明

显ꎮ ＲＮＡｉ干扰转基因型油菜品种 Ｗ￣４ 的 ＦＡＤ２ 组

织特异性表达抑制效果ꎬ通过该 ＢｎＦＡＤ２ 兔源多克

隆抗体得到蛋白质水平上的内源性验证ꎬ为相关转

基因油菜品种提供了 ＦＡＤ２ 蛋白表达的检测抗体ꎮ
此外ꎬ免疫印迹检测中ꎬ阳性条带的位置与前期体外

研究结果相符[２２]ꎬ首次验证内源性油菜 ＦＡＤ２ 同样
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以多聚体的形式在细胞内质网上行使功能ꎬ而其多

聚体的组合方式及其相应生理功能的调控机制ꎬ还
需要进一步试验验证ꎮ
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