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一 种可用于分析水稻花药中钙调素蛋白 

分布的胶体金免疫电镜标记技术 

夏快飞1，2，徐信兰1，叶秀麟 ，梁承邺 
(I．中国科学院 华南植物园，广东 广州 510650；2．中山大学 生命科学学院，广东 广州 510275) 

摘 要 ：以水稻花药作为实验材料 ，在前人应用胶体金技术标记钙调素蛋 白(CaM)的基础上 ，采用 Epon812 

常规包埋方法 ，并在标记过程及染色体系上做了一些改进 ，建立了一套标记特异性较强且超微结构保存较好 

的花药中 CaM 的标记方法。 
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A modified immunogold--labeling technique for the 

localization of calmodulin protein in rice anthers 

XIA Kuai—fei1，2，XU Xin-lan1，YE Xiu—lin ，LIANG Cheng—ye 

(1．South China Botanical Garden，Chinese Academy of Sciences，Guangzhou 510650，China； 

2．School of Life Sciences，Sun Yat—sen University，Guangzhou 510275，China) 

Abstract：A modified immunogold—labeling technique based on Epon812 embedding specimen is used to localize 

calmodulin to particular locations within rice anther．Both the labeling specific and the resolution of electron 

micrograph improved a little． 
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钙调素(Calmodulin，简称 CaM)是一种广泛存 

在于真核生物中的钙依赖型多功能调节蛋白。植物 

的细胞生长、分化及植物体对多种体外环境刺激所 

产生的应激反应等都被证 明与 CaM、与钙离子结合 

引 起 的 反 应 有 关 (Raymond，1998；Wayne等， 

1998)。对 CaM 在细胞 内的分布及其功能的研究一 

直是钙信号转导研究的热点 。由于 CaM 的分布具 

有时空及组织表达的差异性 (Wayne等，l998)，因 

此确定 CaM 在植物细胞内的分布对于阐明 CaM 的 

功能具有重要意义。傅樱 等(1998)及赵洁等(1998) 

采用免疫荧光方法已在烟草胚囊、小麦幼胚 等细胞 

中做了 CaM 的定 位研究。杨军 等(2002)及李家旭 

等(1989，1992)用胶体金免疫电镜标记技术对水稻 

胚囊、玉米幼根中的 CaM 进行了定位研究，但是 尚 

未见到用此技术在植物花药 中定位的研究报导。我 

们在前人 研究 的基础 上 建立 了一种 较 为理 想 的 

CaM 在花药中的胶体金免疫标记方法 。 

1 实验材料与方法 

1．1实验 材料 及试剂 

珍汕 97水稻保持系 (珍汕 97B)花药作为实验 

材料 ；抗 CaM 血 清购 自河北 师范 大学生物 系；10 

nm 的金标羊抗兔 IgG购 自鼎国生物技术公司。 
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1．2实验方 法 

1．2．】样品的制备 参照杨军等 ('2D02)的方法略有 

修改 取珍 汕 97l{的水 稻花药 ．先用 甲苯胺 蓝染色 

确定花药的发育剥硝，早 期的花 药朋解剖 刀切去两 

端 ．后期 的花药从 中问一 切为二 ．迅速投 ^用 0．1 

mol／I 的磷酸缓p11液(PBS．1 I_I 7．2)配制的 3 多聚 

IlI群{现配 现 )．2，--t1．i垧戊 二隧 的 定液 巾 4℃ 固定 

过夜 0．1 m r-】／I 磷酸缓冲液充分洗涤后．于 5，v／一． 

锇献宝潞固定 0．5 h，充分洗涤后系列酒精脱水 ，环 

氧丙烷过渡，Epon812常规方法 包埋 修块 、Leica 

S 片机钻石刀 田片 ．覆 在 t5O目的镍 网上 。 

1．2．2胶 体 金 免 疫 标 记 盈 染 色 参 照 杨 军 等 

(g0Ci2)、李 家旭等 (1 989)的方法咯有修改 (j)将覆 

有 片的镍刚浸于蒸馏水 r 5 min (2)吸干水分 ． 

1 

图 I-4 P：花粉；l'a：城毡层；Nu：细胞榜。每一版淘一 岫箭头所指为胶休金颗粒 I 花粉壁上 CaM的定i'2．bar 
= _ ㈨)_1『11，×0 clo0；2药 壁 ‘ (：aM 的定 位，bar=50：)nm．×3 )1_lI 3：花精 细袍棱 中 (’ M 构定位 ，bar= ⋯ I~ITI． 

、柚 眦lI 4：孵育赦 巾没有加抗 (2aM iltl清的对 ： 匿 ．ba r= J n 2Tt．× 1,2 rio 

I i s．I一4 I’：p l_e_l；Ta：ta J~e‘I 1n；Nn：ntic]e一  ̈ I Tl Pacl'：：Lale，aTr() 『 clica e LI Le Ial e1lng 01d parIicIes 1：I．o 

cal1 aIioI L cI (、 M l r I L)ll l1．hnr一 1 O0】 m ．v 30 )(1l1；2：』．[_c !l II⋯I．cf CaM 1n he ẗh r wal1．bar— 00 nm． 

× ． 洲 I 3：L ( caIizaI L：n J̈f【’ M in i uc Jl LIs．J』1)(川 -1IB r— l00 nm ．×：{0：'KIO；4：( 【 lltto]stained w LOHI a13ti 

【’aM er Lll1]inI}1 ll (、 i}1 i l r二 l̈0】1 ．A rrov~~indi aI c【】Le 、!d particles，×30 00 j． 

片 下于 l 0 的 H O：巾刮蚀 5 rain ( 哎干 

H ()：．在 PI3S i’(0，l、1 mo]／I PBS，pH7．2{1I．J mol／ 

【J NaCl；0．O2％ TVi"ld1．!I~20；0．Il2％ NaN )洗涤 3 

次．用封闭液(PBS r内 当 0．2]litllOI,．"L。Id’氯 酸．1 

牛血清 白蛋 白)室温封 闭 l0 1 (4)PBS'I 洗涤 3 

次．用 PBS F(内含 1 BSAj稀 释的抗 CaM 血 清 

【 ： 0 J 30 温育 l～!h ( PBST洗涤 3改 ．所 

封闭敞(【]BS1、内禽 -：．2 mn-ol I _十氨酸 ，1 牛血 

清 白蛋 白)宣温封 闭 30 rain (6)PBST洗涤 后用 

(PIJS'I、内 l 牛血清 白蛋 白)稀 释的 l0 1金标 

羊抗兔1g( (1：2o) )℃温育 l h (7)双蒸水充分 

洗涤，自然干燥 对照(1),f4 J正常免咀睛代替抗 

CaM 血清 ：(2)没有加抗 CaM 血清 ，其余 程序同上 

切片经 2 的醋酸双 氧铀室温染色 60 rain，6 咛檬 

霞钳窒温染 色 1 0 rain．用 口立 JEM-l0 0型迂 射电 

子显微镜观察并拍照= 
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2 实验结果及讨论 

2．1 CaM在水稻花药中的定位 

在花药的花粉壁 (图 1)、花药壁(图 2)、花粉 细 

胞核(图 3)等处均能见到有胶体金颗粒的分布，其中 

绒毡层细胞有较多的胶体金分布(图 2)，绒毡层在花 

药的整个发育过程中处于非常活跃的状态，通过绒毡 

层的解体提供给花粉发育所需的大量物质(Pacini等， 

1985)，估计绒毡层细胞中 CaM 分布较多与此有着密 

切的关系。在花粉发育的单核期花粉内壁没有形成， 

在花粉外壁及花粉的细胞质 中也含有较多的胶体金 

(图 1)。图 4为对照，不见胶体金的分布。 

2．2标记过程对 CaM 标记的影响 

钙调素是一种热稳定性 蛋 白，因此用 Epon812 

包埋样品可以获得较好的特异性标记物 ，这 曾被李 

家旭等人(1989)证实。我们主要对标记过程中的温 

度及时问的选择上做 了一些 比较研 究，结果表 明： 

(1)10 H O 的处理时间：比较不同的样品处理时 

间和 H O 浓度 ，发现用 10 的 H O。处理 5～lO 

min即能得到较好的效果 ，H：O。处理时问过长或浓 

度过高会影响细胞 的超微结构 。(2)抗体标记过程 

中标记的温度 、时问直接影 响抗体标 记的特异性与 

标记效果 ：我们 比较 了 3O、37℃下分别标 记 l、2、 

2．5、4 h抗体标记特异性 ，3O℃下标记 1～2 h即可 

达到较好的特异性标记 ，标记温度不宜太高 ，标记时 

间超过 2 h后标记密度基本没有增加 ，故标记时问 

达到 2 h即可。(3)在胶体金免疫标记之前于 3O℃ 

用阻断液阻断 3O～6O min可有效的防止非特异性 

的标记。(4)染色 时间：我们通过 多次 的实验 发现 

2 的醋酸双氧铀染色 6O min，及 6 的柠檬酸铅染 

耳e耳e耳e心 耳e —．e 耳e—· 耳e心 耳e 心  

色 10 min能够达到较好的细胞染色效果 ，细胞结构 

反差适度且不影响胶体金颗粒的观察。 
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