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摘要: 单克隆抗体是现代生命科学研究的重要工具。随着分子生物学的发展, 单克隆抗体在植物研究中发挥着越来越重要

的作用。本文综述了单克隆抗体在蛋白表达、蛋白定位、蛋白相互作用、植物成分的定性与定量、植物成分纯化、植物

病害检测、标签抗体等方面研究中的应用。
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Abstract: Monoclonal antibody is an important tool in modern life science. With major developments in 
molecular biology, monoclonal antibody has wide application in plants. Here, the monoclonal antibody’s 
application in protein expression, protein localization, protein-protein interaction, determine the nature and 
ration of plant component, purification of plant component, detection of Plant disease and tag antibody are 
introduced.
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单克隆抗体是只针对一种抗原决定簇的免疫

球蛋白, 具有特异性强、灵敏度高、无交叉反应

等优点。随着单克隆抗体技术与分子生物学的发

展, 单克隆抗体在植物研究中发挥着越来越重要

的作用。单克隆抗体在植物研究中尤其是对植物

蛋白质的研究具有重要的应用价值。本文就单克

隆抗体在植物研究中的应用进行综述。

1  研究植物蛋白的表达

研究蛋白质在植物的不同组织和不同发育时

期的表达情况, 一直是植物学研究的重要内容。

利用植物蛋白的单克隆抗体可通过免疫印迹技术

直接检测植物组织总蛋白的表达, 方法准确、可

靠。单克隆抗体具有特异性强、灵敏度高、无交

叉反应等优点, 因此在研究植物蛋白表达时人们

越来越倾向于利用单克隆抗体。

植物生长素结合蛋白(auxin binding protein, 
ABP1)是一种在植物中广泛存在的低丰度糖蛋白, 
参与生长素信号传递。Braun等(2008)利用ABP1
单克隆抗体, 证实了野生型拟南芥表达ABP1, 而反

义植株则不表达ABP1。水溶性叶绿素结合蛋白

(water soluble chlorophyll-binding protein, WSCP)

与植物叶片的衰老、叶绿素起源、胁迫应答等有

着非常密切的关系。Damaraju等(2011)利用WSCP
的单克隆抗体检测白花菜叶片中WSCP的表达情

况, 发现该蛋白在幼嫩的叶片中表达量很高, 随着

叶片的衰老, 表达量逐渐减少。微管蛋白(tubulin)
是一种细胞骨架蛋白, 其蛋白水平通常不会改变, 
因此被广泛用于免疫印迹上样量是否一致的参照

即内参。利用tubulin的单克隆抗体可以方便的对

其进行检测(Ishikawa等2011; Shin等2011; Amara等
2013; Medzihradszky等2013)。目前已有许多公司

出售成品化的内参抗体如tubulin单克隆抗体, 以方

便科研人员使用。

2  研究植物蛋白细胞定位

蛋白质在细胞内的定位问题, 是细胞生物学

研究的中心问题, 同时也是分子生物学研究的热

门话题。研究蛋白质的细胞定位对揭示其功能具
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有重要意义。免疫组织化学定位技术是较常用方

法之一, 是利用植物蛋白特异性抗体检测植物细

胞切片的目的蛋白, 借助光学显微镜检测抗体与

抗原的结合部位, 从而确定目的蛋白在细胞中的

位置。Xu等(2010)以拟南芥为研究对象, 利用anti-
PIN1与免疫组织化学定位技术对PIN1进行细胞定

位, 发现PIN1蛋白主要存在与拟南芥叶片表皮细

胞的波瓣区, 该结果与用绿色荧光蛋白定位技术

的结果相同。MDP25是一种新发现的钙调蛋白, 
在拟南芥中可通过响应细胞质中的钙浓度来调节

胚轴细胞的伸长。Li等(2011)利用anti-MDP25和
免疫荧光技术对MDP25进行细胞定位, 发现其主

要分布在微管。

3  研究蛋白质的相互作用

蛋白质间的相互作用存在于生命体生长发育

的各个环节, 在生物催化、物质转运、信号转导

等生命过程中起到重要的作用。在玉米研究中, 
Zhang和Guy (2005)利用免疫共沉淀技术证实了

Hsc70可以与一个100 kDa的蛋白在玉米幼苗中相

互作用形成复合体 ,  通过质谱鉴定出该蛋白为

Hsp101。Lee等(2008)利用免疫共沉淀技术验证拟

南芥中DWD与DDB1的相互作用, 其结果与酵母

双杂交结果一致。LRR-RLK是植物类受体蛋白激

酶家族(RLK)中最大的亚家族, 该亚家族基因在调

控植物体生长发育和抗逆性方面发挥重要作用, 
PAN1 (pangloss1)与PAN2 (pangloss2)均属于LRR-
RLK家族。Zhang等(2012a)研究anti-PAN1和anti-
PAN2, 利用免疫共沉淀技术检测PAN1与PAN2的
相互作用情况, 发现PAN2不能与PAN1相互作用但

是能与自身相互作用, 结果与酵母双杂交结果基

本一致。

4  对植物成分定性与定量

在植物研究中, 往往需要对植物的某些成分

进行定性与定量。利用传统的生物学检测方法需

要材料经过复杂的分离、纯化后方可获得供检测

的样品, 而且还需液相色谱、气相色谱等昂贵仪

器才能完成检测。利用酶联免疫吸附分析方法

(ELISA)可直接对微量样品进行测定, 方法快速、

简单、准确。Wang等(2002)制备了水杨酸的单克

隆抗体, 建立了ELISA方法检测植物组织中水杨酸

的含量, 方法快速、灵敏, 线性范围在0.0195~20 

nmol, 并且与高效液相色谱进行比较, 结果基本一

致。β大豆伴侣的α亚基是在大豆中发现的主要致

敏源, 能引起人和动物的过敏反应导致腹泻。Liu
等(2012)建立了ELISA方法检测大豆或豆制品中β
大豆伴侣的α亚基的含量, 线性范围0.65~29.84 
ng·mL-1

。

利用单克隆抗体亦可判断中药中有效成分的

有无及其含量。人参皂苷Rf是一种重要的人参单

体皂苷, Nah等(2000)人制备了抗人参皂苷Rf的单

克隆抗体, 建立了ELISA检测方法可以测定粗制总

皂苷中的人参皂苷Rf的含量。Zhu等(2006)制备了

抗柴胡皂苷a的单克隆抗体, 创建了ELISA的检测

方法并与HPLC方法进行了比较, 发现ELISA法的

灵敏度是HPLC法的50倍。甘草酸是甘草中主要

的活性成分, 具有抗病毒、抗炎、抗过敏、抗肿

瘤及免疫调节等作用。Xu等(2007)制备了甘草酸-
人血清白蛋白的融合蛋白, 以此为抗原制备了抗

甘草酸的单克隆抗体, 建立了以抗甘草酸单克隆

抗体为基础的ELISA分析方法。该方法的优势在

于可以快速、高敏感的检测中药或其他药物中甘

草酸的含量。

5  植物成分纯化

植物有效成分的提取与纯化是植物研究中的

重要内容, 往往也是研究的开端。单克隆抗体具

有高亲和力和特异性的特点, 因此可将单克隆抗

体用作免疫亲和柱中的亲和树脂, 用于实验室中

植物成分的提取。Uto等(2012)制备了抗甘草酸的

单克隆抗体, 利用免疫亲和柱对甘草酸粗提取物

进行纯化, 可以方便、快捷地纯化甘草酸, 回收率

可达99.82%。Seo等(2013)利用大豆花叶病毒

(SMV)的单克隆抗体纯化大豆花叶病毒, 该方法具

有快速、简单且所用组织材料少等优点。

6  植物病害检测

单克隆抗体可以应用于植物病原细菌的检

测。利用抗体与抗原的特异性结合, 可以快速、

精准地对植物病原细菌进行检测。检测方法主要

有酶联免疫吸附法、免疫分离等技术、免疫荧光

技术和免疫胶体金层析分析等。马铃薯Y病毒是

危害马铃薯和烟草等作物的重要病毒 ,  I smai l 
(1997)建立了ELISA方法可以快速检测作物中马

铃薯Y病毒 ,  而且与马铃薯X病毒、马铃薯Y病
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毒、烟草花叶病毒、番茄斑萎病毒等均无交叉反

应。该方法的优点在于快速、廉价, 在马铃薯Y病

毒研究中具有重要应用价值。在农业生产中, 疱
病黄单胞杆菌严重限制了番茄和辣椒的产量 , 
Tsuchiya和D’Ursel (2004)制备了3种抗疱病黄单胞

杆菌的单克隆抗体, 通过ELISA测定灵敏度可达

103~104 cfu·mL-1, 可用作番茄和辣椒疱病黄单胞杆

菌的检测, 方法简单、准确, 几个小时即可得出结

果, 有很强的实际应用价值。

7  标签抗体

标签抗体, 别名为抗原表位, 是抗原分子中决

定抗原特异性的特殊区域或基团, 是与抗体特异

性结合的结构或序列。随着生物技术的发展, 科
研人员可以通过DNA重组技术, 构建包含目的基

因以及标签的融合蛋白, 进而通过特异性标签抗

体对其鉴定与纯化, 以达到研究的需求。利用标

签抗体亦可研究蛋白质的相互作用和鉴定转基因

植株。

常见的标签抗体有anti-His、anti-GST、anti-
GFP、anti-Flag、anti-HA、anti-Myc、anti-MBP、
anti-V5等。Lee等(2011)在研究拟南芥RTNLB1与
FLS2激酶域相互作用时使用了anti-V5与anti-
M y c。H u a等 ( 2 0 1 2 )在研究拟南芥G H R 1与
SLAC1、ABI1相互作用时, 多次用到anti-FLAG与

anti-Myc。JAX1基因编码合成的植物凝集素可能

使烟草免遭病毒感染, Yamaji等(2012)将JAX1连接

到35S载体中通过农杆菌转染烟草获得转基因植

株, 35S载体可使JAX1带有FLAG标签, 利用anti-
FLAG单克隆抗体对其检测可以辨别转基因是否

成功。目前已有许多公司出售成品化的标签类单

克隆抗体, 这些标签类单克隆抗体在植物研究中

发挥着越来越重要的作用。

8  在植物其他方面的应用

在揭示植物亚细胞结构方面, Luethy等(1993)
曾利用玉米F1-ATP酶制备了9株单克隆抗体。利

用这些单克隆抗体的交叉性和特异性, 不但成功

用于标记豌豆子叶线粒体内的蛋白质, 而且还可

用于揭示不同F1-ATP酶亚组的相似性。野生型拟

南芥的重复序列会出现相当高比例的DNA甲基化, 
而突变体ddm1则不会出现。Baubec等(2010)利用

鼠源anti-5-甲基胞嘧啶单克隆抗体和免疫荧光技

术, 发现ddm1核区仅12%发生了DNA甲基化。Su
等(2012)为了探索LI-FIM1在花粉管伸长中所起到

的作用, 将LI-FIM1特异性抗体显微注射入花粉管

中, 观察其生长情况, 发现花粉管的生长受到抑

制。利用单克隆抗体建立的ELISA方法, 可方便、

快速地对微量成分进行检测, 如Xu等(2012)建立了

直接竞争ELISA方法, 该方法可有效地检测被有机

磷污染的蔬菜或样品, 优点是高通量、效率高、

成本低, 具有很强的实用性。Pei等(2013)制备了玉

米烯酮(ZON)的单克隆抗体anti-ZON, 建立了高通

量筛选-酶联免疫分析方法(HTS-ELISA)可定量检

测玉米中的玉米烯酮含量, 最低检测线为0.1 ng·g-1, 
在食品检测中有重要的应用价值。

9  研究展望

从单克隆抗体技术创立发展至今, 其发展经

历了鼠源性抗体、人鼠嵌合抗体和人源化抗体

(Kellermann和Green 2002; Tsurushita等2004; 
Paschke 2006)。纵观其发展历程可以发现, 单克隆

抗体技术主要是应用于医学领域。由于鼠源性抗

体自身也有免疫原性, 医学研究中大多需要人源

化抗体, 而在植物研究中则无需考虑抗体的鼠源

性问题, 大大方便了学者对植物的研究。随着分

子生物学的发展, 植物蛋白的表达与纯化技术也

日渐完善。利用原核或真核表达技术即可获得植

物目的蛋白。纯化后的目的蛋白就可以用作抗原

来制备单克隆抗体以进行更深入的研究。

免疫印迹、免疫荧光技术和免疫共沉淀是经

常用到的生物学分析方法, 是研究植物蛋白的表

达、定位、相互作用的常规技术。抗体芯片技术

被广泛应用于临床诊断、蛋白质组学、药物学等

研究领域, 尤其在蛋白质筛选、蛋白相互作用、

差异蛋白检测及蛋白功能研究等方面拥有较强优

势(Borrebaeck和Wingien 2009; Zhang和Pelech 
2012)。但由于植物种类繁多, 植物蛋白更是数不

胜数, 因此当今技术还很难大量、全面地制备植

物抗体, 只是有针对性地去制备植物蛋白的抗体, 
难以满足抗体芯片技术对抗体的需求。植物成分

的定性与定量是植物研究的一项重要内容, 其中

ELISA技术得到了广泛的应用。与以往的技术相

比, 化学发光免疫分析技术(chemiluminescence 
immunoassay, CLIA)在灵敏度、特异性、重复
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性、线性等方面都具有显著的优势 (Zhang等
2012b; Aita等2013), 但是在植物学研究中却鲜有

报道。相信随着单克隆抗体技术与分子生物学的

发展, 单克隆抗体会在植物研究中发挥越来越大

的作用。
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