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(57)摘要

本发明提供一种定位木本植物花粉管蛋白

的免疫荧光方法及其试剂盒。所述试剂盒中包括

固定液、酶解液、封闭液、一抗和二抗；所述固定

液中含有PEPES、蔗糖、TritonX-100、多聚甲醛、

NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4，所述酶解液中含有

纤维素酶、离析酶、NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4，

所述封闭液中含有牛血清白蛋白、NaCl、KCl、

Na2HPO4和KH2PO4，所述一抗为目的蛋白抗体，所

述二抗为FITC标记的山羊抗兔二抗。本发明以苹

果花粉管为试材，通过酶解花粉管壁后，进行免

疫荧光标记。采用本发明的方法可以直接、高效、

灵敏、特异性的定位花粉管中的功能蛋白，为直

观鉴定木本植物花粉管内功能蛋白的表达及定

位提供技术体系。
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1.用于定位木本植物花粉管蛋白的试剂组合，其特征在于，包括固定液、酶解液、封闭

液、一抗和二抗；所述固定液中含有PEPES、蔗糖、TritonX-100、多聚甲醛、NaCl、KCl、Na2HPO4

和KH2PO4，所述酶解液中含有纤维素酶、离析酶、NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4，所述封闭液中

含有牛血清白蛋白、NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4，所述一抗为目的蛋白抗体，所述二抗为

FITC标记的山羊抗兔二抗；其中，所述木本植物包括苹果。

2.根据权利要求1所述的试剂组合，其特征在于，所述固定液中蔗糖和多聚甲醛的质量

百分含量分别为8-12％和4-6％，TritonX-100的体积百分含量为0.5-1.5％，PEPES、NaCl、

KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分别为50-150mM、135-140mM、2.5-3.0mM、8-12mM和1.5-3mM，以

水配制；优选地，所述固定液中蔗糖和多聚甲醛的质量百分含量分别为10％和4％，

TritonX-100的体积百分含量为1％，PEPES、NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分别为

100mM、137mM、2.7mM、10mM和2mM。

3.根据权利要求1或2所述的试剂组合，其特征在于，所述酶解液中纤维素酶和离析酶

的质量百分含量分别为0.3-1.0％和0.5-1.5％，NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分别为

130-140mM、2.5-3.0mM、8-12mM和1.5-3mM，pH值6.5-7，以水配制；优选地，所述酶解液中纤

维素酶和离析酶的质量百分含量分别为0.5％和1％，NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分

别为137mM、2.7mM、10mM和2mM，pH值6.8；

其中，所述纤维素酶和离析酶分别为纤维素酶R10和离析酶R10。

4.根据权利要求1-3任一项所述的试剂组合，其特征在于，所述封闭液中牛血清白蛋白

的质量百分含量为10％，NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分别为130-140mM、2.5-3.0mM、

8-12mM和1.5-3mM，pH值6.5-7，以水配制；优选地，所述封闭液中牛血清白蛋白的质量百分

含量为10％，NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分别为137mM、2.7mM、10mM和2mM，pH值6.8。

5.根据权利要求1-4任一项所述的试剂组合，其特征在于，所述一抗、二抗的免疫浓度

均为1:100，以PBS缓冲液配制。

6.用于定位木本植物花粉管蛋白的试剂盒，其特征在于，所述试剂盒包含权利要求1-5

任一项所述试剂组合。

7.利用权利要求6所述试剂盒定位木本植物花粉管蛋白的免疫荧光方法，其中，所述木

本植物包括苹果；其特征在于，所述方法包括以下步骤：

1)花粉管体外萌发，用固定液固定，收集固定后的花粉管；

2)用酶解液酶解花粉管，收集酶解后的花粉管；

3)用封闭液封闭花粉管；

4)进行一抗免疫；

5)进行二抗免疫。

8.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，步骤1)中待花粉管体外萌发至长度20-30μ

m，加入固定液进行固定，固定的方式为抽真空固定。

9.根据权利要求7或8所述的方法，其特征在于，步骤2)中酶解条件为：37℃酶解10-

20min；酶解液的用量为1-2ml；

步骤3)中封闭的方式为室温下置于静音混合器中，旋转封闭；封闭液的用量为1-2ml。

10.根据权利要求7-9任一项所述的方法，其特征在于，步骤4)具体操作如下：

向封闭后的花粉管中添加1ml稀释后的一抗，使花粉管悬浮于一抗中，将EP管水平置于
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4℃冰箱中，孵育过夜；将一抗免疫后的花粉管置于室温，待花粉管沉于EP管底部，吸弃一

抗；

向EP管中添加一定体积的PBS缓冲液，使花粉管悬浮于PBS缓冲液中，以清洗花粉管表

面的一抗，室温静置20-30min后，待花粉管沉于EP管底部，吸弃上清，重复此清洗操作步骤

3-5遍，以确保花粉管表面无一抗残留。

步骤5)具体操作如下：

向上述一抗免疫后的花粉管中添加1ml二抗溶液，使花粉管悬浮于二抗中；室温下，避

光置于静音混合器中，温和旋转1.5h后，将花粉管置于室温，待花粉管沉于EP管底部，吸弃

二抗；

向EP管中添加一定体积的PBS缓冲液，使花粉管悬浮于PBS缓冲液中，以清洗花粉管表

面的二抗，室温静置20-30min后，待花粉管沉于EP管底部，吸弃上清，重复此清洗操作步骤

3-5遍，以确保花粉管表面无一抗残留。
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一种定位木本植物花粉管蛋白的免疫荧光方法及其试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及植物生物技术领域，具体地说，涉及一种定位木本植物花粉管蛋白的

免疫荧光方法及其试剂盒。

背景技术

[0002] 木本植物由于生长周期长、遗传转化困难，因此对于功能基因的研究存在较多技

术限制。目前，鉴定木本植物内源蛋白表达、定位的方法主要是将目的蛋白融合荧光蛋白转

入模式植物体内，通过对荧光蛋白的观察间接鉴定目的蛋白的表达及定位等性质。但又因

其遗传背景不同，导致证据不够充分，无法直观的鉴定体内功能蛋白的性质。

[0003] 随着医学及动物学领域中免疫荧光技术的发展，为植物学研究中直观鉴定蛋白的

表达及定位提供了技术基础。然而，植物细胞具有细胞壁这一特点，使得在研究过程中首先

要进行组织切片方可进行免疫标记。因此，对于花粉管等无法进行切片的组织则受到很多

技术限制。在拟南芥花粉管的研究中，通过酶解花粉管壁后在进行免疫标记可以特异性的

观察花粉管内功能蛋白的表达及定位。而木本植物的花粉管壁的组分与拟南芥不尽相同，

因此对于木本植物花粉管的研究更为困难。房克凤等(电子显微镜学报，2015)利用免疫荧

光标记技术鉴定了苹果花粉管壁的组分，但对于木本植物花粉管内功能蛋白的研究尚未见

报道。

发明内容

[0004] 本发明的目的是提供一套用于定位木本植物花粉管蛋白的试剂组合及其试剂盒。

[0005] 本发明的另一目的是提供一种定位木本植物花粉管蛋白的免疫荧光方法。

[0006] 为了实现本发明目的，本发明提供一套用于定位木本植物花粉管蛋白的试剂组

合，包括固定液、酶解液、封闭液、一抗和二抗；所述固定液中含有PEPES、蔗糖、TritonX-

100、多聚甲醛、NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4，所述酶解液中含有纤维素酶、离析酶、NaCl、

KCl、Na2HPO4和KH2PO4，所述封闭液中含有牛血清白蛋白、NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4，所述一

抗为目的蛋白抗体，所述二抗为FITC标记的山羊抗兔二抗。其中所述目的蛋白是指花粉管

蛋白。

[0007] 本发明所述一抗的制备方法如下：

[0008] (1)小摇培养，分别将构建在pEASY载体上的带有目的片段的质粒转化BL21(DE3)

PlySs菌液按1:100比例接种至相应抗性培养基中，37℃，200rpm过夜培养。

[0009] (2)大摇培养，将小摇菌液按1:100比例接种于1L相应抗性培养基中，37℃，200rpm

摇菌至OD600＝0.6，加入0.2M  IPTG  2ml，16℃185rpm过夜诱导。

[0010] (3)收集菌液，8000rpm，4℃，离心5min。

[0011] (4)将收集的沉淀重悬于PBS缓冲液中，涡旋震荡均匀。

[0012] (5)超声破碎细胞，工作频率为超声5s，间歇15s，时长20min。

[0013] (6)将破碎后的菌液于4℃，10000rpm离心1h，收集上清，并将上清液与His蛋白纯
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化介质填料孵育1h后，利用重力柱进行亲和层析。

[0014] (7)利用SBB  buffer洗脱杂蛋白，收集流穿液至考马斯亮蓝G-250检测不到蛋白。

[0015] (8)利用一定体积SEB  buffer洗脱目的蛋白，并利用相应分子量大小的浓缩管浓

缩目的蛋白，并再次去除杂蛋白，保存于-80℃冰箱备用。将所获得的目的蛋白送至北京康

为生物公司制备兔抗原多克隆抗体。

[0016] 其中，所述固定液中蔗糖和多聚甲醛的质量百分含量分别为8-12％和4-6％，

TritonX-100的体积百分含量为0.5-1.5％，PEPES、NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分别

为50-150mM、135-140mM、2.5-3.0mM、8-12mM和1.5-3mM，以水配制。优选地，所述固定液中蔗

糖和多聚甲醛的质量百分含量分别为10％和4％，TritonX-100的体积百分含量为1％，

PEPES、NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分别为100mM、137mM、2.7mM、10mM和2mM。

[0017] 所述酶解液中纤维素酶和离析酶的质量百分含量分别为0.3-1.0％和0.5-1.5％，

NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分别为130-140mM、2.5-3.0mM、8-12mM和1.5-3mM，pH值

6.5-7，以水配制。优选地，所述酶解液中纤维素酶和离析酶的质量百分含量分别为0.5％和

1％，NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分别为137mM、2.7mM、10mM和2mM，pH值6.8。

[0018] 其中，所述纤维素酶和离析酶优选为纤维素酶R10和离析酶R10。

[0019] 所述封闭液中牛血清白蛋白的质量百分含量为10％，NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4

的浓度分别为130-140mM、2.5-3.0mM、8-12mM和1.5-3mM，pH值6.5-7，pH值6.5-7，以水配制。

优选地，所述封闭液中牛血清白蛋白的质量百分含量为10％，NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的

浓度分别为137mM、2.7mM、10mM和2mM，pH值6.8。

[0020] 所述一抗、二抗的免疫浓度均为1:100，以PBS缓冲液配制。

[0021] 本发明还提供一种用于定位木本植物花粉管蛋白的试剂盒，所述试剂盒包含上述

试剂组合。

[0022] 本发明进一步提供一种利用上述试剂盒定位木本植物花粉管蛋白的免疫荧光方

法，包括以下步骤：

[0023] 1)花粉管体外萌发，用固定液固定，收集固定后的花粉管；

[0024] 2)用酶解液酶解花粉管，收集酶解后的花粉管；

[0025] 3)用封闭液封闭花粉管；

[0026] 4)进行一抗免疫；

[0027] 5)进行二抗免疫。

[0028] 前述的方法，步骤1)中待花粉管体外萌发至长度20-30μm(将花粉分散于液体培养

基表面进行萌发)，加入固定液进行固定。优选地，固定方式为抽真空固定。固定液的用量为

2-3倍体积的液体培养基。

[0029] 前述的方法，步骤2)中酶解条件为：37℃酶解10-20min。酶解液的用量为1-2ml。

[0030] 前述的方法，步骤3)中封闭的方式为室温下置于静音混合器中，旋转封闭。封闭液

的用量为1-2ml。

[0031] 前述的方法，步骤4)具体操作如下：

[0032] 向封闭后的花粉管中添加1ml稀释后的一抗，使花粉管悬浮于一抗中，将EP管水平

置于4℃冰箱中，孵育过夜；将一抗免疫后的花粉管置于室温，待花粉管沉于EP管底部，吸弃

一抗。
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[0033] 向EP管中添加一定体积的PBS缓冲液，使花粉管悬浮于PBS缓冲液中，以清洗花粉

管表面的一抗，室温静置20-30min后，待花粉管沉于EP管底部，吸弃上清，重复此清洗操作

步骤3-5遍，以确保花粉管表面无一抗残留。

[0034] 前述的方法，步骤5)具体操作如下：

[0035] 向上述一抗免疫后的花粉管中添加1ml二抗溶液，使花粉管悬浮于二抗中；室温

下，避光置于静音混合器中，温和旋转1.5h后，将花粉管置于室温，待花粉管沉于EP管底部，

吸弃二抗。

[0036] 向EP管中添加一定体积的PBS缓冲液，使花粉管悬浮于PBS缓冲液中，以清洗花粉

管表面的二抗，室温静置20-30min后，待花粉管沉于EP管底部，吸弃上清，重复此清洗操作

步骤3-5遍，以确保花粉管表面无一抗残留。

[0037] 本发明中，所述木本植物包括苹果。

[0038] 本发明具有以下优点：

[0039] 本发明提供了一种用于木本植物花粉管核蛋白提取的方法及其试剂盒，可以直

接、高效、灵敏、特异性的定位花粉管中的功能蛋白。本发明以苹果花粉管为试材，通过酶解

花粉管壁后，进行免疫荧光标记，为直观鉴定木本植物花粉管内功能蛋白的表达及定位提

供技术体系。

附图说明

[0040] 图1为本发明实施例1中花粉管内功能蛋白的免疫荧光定位图。

[0041] 图2为本发明实施例2中体外添加的目的蛋白进入花粉管后的免疫荧光定位图。

[0042] 图3为本发明实施例2中体外添加的蛋白进入花粉管后与花粉管内的蛋白的共定

位图。

具体实施方式

[0043] 以下实施例用于说明本发明，但不用来限制本发明的范围。若未特别指明，实施例

中所用的技术手段为本领域技术人员所熟知的常规手段，所用原料均为市售商品。

[0044] 本发明试剂中各组分浓度如无特殊说明，均指终浓度。

[0045] 以下实施例中纤维素酶R10：5U/mg；离析酶R10：5U/mg。

[0046] 纤维素酶R10酶活定义：1g酶粉(或1ml酶液)在50℃、pH4.8条件下，1min水解底物

(滤纸、CMC、脱脂棉或水杨素)产生1μg葡萄糖的酶量为1个酶活力单位。

[0047] 离析酶R10酶活定义：1g酶粉(或1ml酶液)在50℃、pH  3.5条件下，1h分解果胶产生

1mg半乳糖醛酸为1个酶活力单位。

[0048] 纤维素酶R10(目录号为110921-01)、离析酶R10(目录号为202050)购于Yakult 

Honsha，其他常规生化试剂购自北京经科宏达生物技术公司和北京欣经科生物技术公司。

离心管等常规耗材购于Axygen公司。

[0049] 以下实施例中所用一抗为目的蛋白抗体，所用二抗为FITC标记的山羊抗兔二抗。

[0050] 实施例1定位苹果花粉管蛋白的免疫荧光方法

[0051] 由于发明人前期克隆获得了一个苹果‘国光’花粉管中的功能基因，并经原核表达

获得抗原，制备了兔抗原的特异性抗体，为方便后续研究，选择‘国光’花粉为研究对象。定
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位苹果花粉管蛋白的免疫荧光方法的流程为：萌发培养及固定—酶解—封闭—一抗免疫—

二抗免疫—荧光观察，因此分别从以上各个步骤设计实验来确定定位苹果花粉管蛋白的免

疫荧光的最佳体系。

[0052] 一、苹果花粉管的萌发及固定

[0053] 1、苹果花粉管的萌发

[0054] 将苹果花粉分散于液体培养基表面，水合15min后，置于23℃培养箱中暗培30-

50min进行萌发培养，期间利用体式显微镜观察花粉管的长度，待花粉管长度长至20-30μm，

可停止萌发培养。

[0055] 2、苹果花粉管的固定

[0056] 将培养好的苹果花粉管转移至10ml体积的西林瓶中，并向西林瓶中添加1.5倍液

体培养基体积的固定液，轻轻混匀，并利用注射器进行抽真空处理，使得固定液充分进入花

粉管体内。静置30min后，待花粉管沉于西林瓶底部(沉于底部的花粉管为固定好的花粉

管)，用移液枪吸弃上清，此时应注意不能吸弃西林瓶底部的花粉管。待上清液全部吸弃后，

向西林瓶中添加一定体积的PBS缓冲液，使花粉管可以悬浮于PBS缓冲液中，目的是清洗花

粉管表面的固定液，室温静置20-30min后，待花粉管沉于西林瓶底部，吸弃上清，重复此步

骤3遍。

[0057] 所述固定液由PEPES、蔗糖、TritonX-100、多聚甲醛、NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4组

成，配方为：蔗糖和多聚甲醛的质量百分含量分别为10％和4％，TritonX-100的体积百分含

量为1％，PEPES、NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分别为100mM、137mM、2.7mM、10mM和2mM，

以水配制。固定液的用量为4ml。

[0058] 二、苹果花粉管的酶解

[0059] 按照花粉管酶解液配方配制酶解液，55℃加热10min，冷却至室温(25℃)备用。

[0060] 将清洗后的上述花粉管约30μl转移至1.5ml  EP管中，加入酶解液，轻弹EP管壁，使

花粉管悬浮于酶解液中，置于37℃培养箱，水平放置15min，以保证花粉管充分酶解。将酶解

后的花粉管置于室温，待花粉管沉于EP管底部，可吸弃酶解液。向EP管中添加一定体积的

PBS缓冲液，使花粉管可以悬浮于PBS缓冲液中，目的是清洗花粉管表面的酶解液，室温静置

20-30min后，待花粉管沉于EP管底部，吸弃上清，重复此步骤3遍。

[0061] 所述酶解液由纤维素酶、离析酶、NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4组成，配方为：纤维素

酶和离析酶的质量百分含量分别为0.5％和1％，NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分别为

137mM、2.7mM、10mM和2mM，pH值6.8，以水配制。其中，所述纤维素酶和离析酶分别为纤维素

酶R10和离析酶R10。酶解液的用量为1ml。

[0062] 三、苹果花粉管的封闭

[0063] 向上述酶解后的花粉管约30μl中添加1ml封闭液，使花粉管悬浮于封闭液中，室温

下置于静音混合器中，温和旋转1.5h，以保证封闭液充分进入苹果花粉管中。将封闭后的花

粉管置于室温，待花粉管沉于EP管底部，可吸弃封闭液。向EP管中添加一定体积的PBS缓冲

液，使花粉管可以悬浮于PBS缓冲液中，目的是清洗花粉管表面的封闭液，室温静置20-

30min后，待花粉管沉于EP管底部，吸弃上清，重复此步骤3遍。

[0064] 所述封闭液由牛血清白蛋白、NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4组成，配方为：牛血清白

蛋白的质量百分含量为10％，NaCl、KCl、Na2HPO4和KH2PO4的浓度分别为137mM、2.7mM、10mM
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和2mM，pH值6.8，以水配制。

[0065] 四、苹果花粉管的一抗免疫

[0066] 将花粉管内功能蛋白的特异性兔抗原抗体按照1：100的比例稀释于PBS缓冲液中。

向上述封闭后的花粉管中添加1ml稀释后的一抗，使花粉管悬浮于一抗中，将EP管水平置于

4℃冰箱中，过夜孵育。确保一抗能够进入花粉管中特异性的识别抗原蛋白。将一抗免疫后

的花粉管置于室温，待花粉管沉于EP管底部，可吸弃一抗。向EP管中添加一定体积的PBS缓

冲液，使花粉管可以悬浮于PBS缓冲液中，目的是清洗花粉管表面的一抗，室温静置20-

30min后，待花粉管沉于EP管底部，吸弃上清，重复此步骤3-5遍，以确保花粉管表面无一抗

残留。

[0067] 五、苹果花粉管的二抗免疫

[0068] 将FITC标记的二抗按照1:100稀释于PBS缓冲液中。向上述一抗免疫后的花粉管中

添加1ml二抗溶液，使花粉管悬浮于二抗中。室温下，避光置于静音混合器中，温和旋转1.5h

后，将花粉管置于室温，待花粉管沉于EP管底部，可吸弃二抗。向EP管中添加一定体积的PBS

缓冲液，使花粉管可以悬浮于PBS缓冲液中，目的是清洗花粉管表面的二抗，室温静置20-

30min后，待花粉管沉于EP管底部，吸弃上清，重复此步骤3-5遍，以确保花粉管表面无一抗

残留。

[0069] 六、花粉管蛋白的荧光检测

[0070] 将免疫荧光处理后的花粉管置于荧光显微镜下，观察目的蛋白在花粉管中的表达

及定位情况。如图1所示，绿色荧光代表该蛋白均匀分布于苹果花粉管胞质中。

[0071] 实施例2外源添加蛋白在苹果花粉管中的定位及其与花粉管内蛋白的共定位

[0072] 为了进一步验证定位花粉管蛋白的免疫荧光方法的可行性，我们以苹果花粉为研

究对象。由于本发明人前期已证明向体外培养的花粉管中添加一种S核酸酶蛋白，该蛋白可

以跨膜转运至花粉管内部，并且前期已制备了该蛋白的鼠抗原特异性抗体，因此我们利用

定位花粉管蛋白的免疫荧光方法来检测外源添加的蛋白在花粉管中的定位情况。流程为：

萌发培养及固定—酶解—封闭—一抗免疫—二抗免疫—荧光观察。此部分的操作方法如无

特殊说明则与实施例1中的方法一致。

[0073] 一、苹果花粉管的萌发及固定

[0074] 1、苹果花粉管的萌发

[0075] 将苹果花粉分散于液体培养基表面，水合15min后，置于23℃培养箱中暗培30min

进行萌发培养，期间利用体式显微镜观察花粉管的长度，待花粉管长度长至10-20μm，向花

粉培养基中添加S核酸酶蛋白，继续培养15-30min(以保证S核酸酶蛋白进入花粉管中)后可

停止萌发培养。

[0076] 2、苹果花粉管的固定

[0077] 花粉管的固定方法与实施例1中的操作方法一致。

[0078] 二、苹果花粉管的酶解

[0079] 此过程中的花粉管酶解方法与实施例1中的操作方法一致。

[0080] 三、苹果花粉管的封闭

[0081] 此过程中的花粉管封闭方法与实施例1中的操作方法一致。

[0082] 四、苹果花粉管的一抗免疫

说　明　书 5/6 页

8

CN 108318679 A

8



[0083] 将外源添加的鼠抗原的S核酸酶抗体按照1:100的比例稀释于PBS缓冲液中，同时

向PBS缓冲液中按1:100比例加入实施例1中的花粉管内的目的蛋白的兔抗原抗体。此时PBS

缓冲液中同时含有两种抗原的抗体。向上述封闭后的花粉管中添加1ml稀释后的一抗，使花

粉管悬浮于一抗中，将EP管水平置于4℃冰箱中，过夜孵育。确保一抗能够进入花粉管中特

异性的识别抗原蛋白。将一抗免疫后的花粉管置于室温，待花粉管沉于EP管底部，可吸弃一

抗。向EP管中添加一定体积的PBS缓冲液，使花粉管可以悬浮于PBS缓冲液中，目的是清洗花

粉管表面的一抗，静置20-30min后，待花粉管沉于EP管底部，吸弃上清，重复此步骤3-5遍，

以确保花粉管表面无一抗残留。

[0084] 五、苹果花粉管的二抗免疫

[0085] 分别将Rhodamine标记的二抗(山羊抗鼠)以及FITC标记的二抗(山羊抗兔)按照1:

100稀释于PBS缓冲液中。向上述一抗免疫后的花粉管中添加1ml二抗溶液，使花粉管悬浮于

二抗中。室温下，避光置于静音混合器中，温和旋转1.5h后，将花粉管置于室温，待花粉管沉

于EP管底部，可吸弃二抗。向EP管中添加一定体积的PBS缓冲液，使花粉管可以悬浮于PBS缓

冲液中，目的是清洗花粉管表面的二抗，室温静置20-30min后，待花粉管沉于EP管底部，吸

弃上清，重复此步骤3-5遍，以确保花粉管表面无一抗残留。

[0086] 六、花粉管蛋白的荧光检测

[0087] 将免疫荧光处理后的花粉管置于荧光显微镜下，观察目的蛋白在花粉管中的表达

及定位情况。如图2所示，红色荧光代表外源添加的S核酸酶蛋白在苹果花粉管中的定位情

况。如图3所示，黄色荧光代表体外添加的S核酸酶蛋白的红色荧光信号与花粉管体内内源

目的蛋白的绿色荧光信号的叠加，说明两种蛋白在苹果花粉管内具有共定位。

[0088] 虽然，上文中已经用一般性说明及具体实施方案对本发明作了详尽的描述，但在

本发明基础上，可以对之作一些修改或改进，这对本领域技术人员而言是显而易见的。因

此，在不偏离本发明精神的基础上所做的这些修改或改进，均属于本发明要求保护的范围。
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