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Abstract: 【Objective】 The centromeres of eukaryotic chromosomes are essential for cell division and inheritance of 

genetic information. The centromere is a complex composed of centromeric proteins and DNA motifs. In particular, a 

centromere-specific histone 3 variant, referred to CENH3, is a key centromere-specific protein for centromeric 

chromatin. So the preparation of CENH3 antibody is necessary for the research of centromeric structure and function. 

【Method】We designed a short-peptide for the rabbit immune experiment and prepared CENH3 antibody in rice. ELISA 

and protein immunofluorescence(IF) assay were performed to detect the effectiveness and availability of CENH3 

antibody. 【Result】 The effective dilution of CENH3 antibody was detected at 1:400 000. Through IF analysis, obvious 

signals were detected in the centromeric region of each chromosome in rice and maize. DNA associated with CENH3 

was selectively immunoprecipitated in chromatin immunoprecipitation assay(ChIP). After PCR amplification and 

FISH(fluorescence in situ hybridization) analysis, the results showed ChIP-DNA was located in functional centromere 

in rice. 【Conclusion】 These results demonstrated that CENH3 antibody prepared in this study can meet the requirement 

of related experiments in the research of centromere, and the antibody was prepared successfully. 
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摘  要: 【目的】着丝粒是真核生物染色体的基本功能元件之一，其功能是在细胞有丝分裂和减数分裂时期精

确地调控染色体配对和分离并维持染色体的稳定。着丝粒结构是由 DNA 和蛋白质形成的一种复合体。着丝粒

特异组蛋白(centromere-specific histone H3, CENH3)是功能着丝粒是否具有活性的最基本特征。所以制备CENH3

的相关抗体是进行着丝粒结构与功能研究的前提条件之一。【方法】通过设计短肽进行兔免疫实验，制备了水

稻着丝粒特异组蛋白 CENH3 兔源抗体，利用 ELISA 和蛋白免疫荧光(immunofluorescence, IF)等检测方法对抗

体有效性进行了鉴定。【结果】ELISA 检测显示制备的 CENH3 抗体有效稀释度为 1: 40 万，并且蛋白免疫荧光

信号在水稻体细胞每条染色体的着丝粒区域均能检测到。同时，该抗体也可以应用于玉米等其他物种。通过染

色质免疫沉淀(ChIP)技术获得与 CENH3 相结合的 DNA 分子，并进行 PCR 扩增和 FISH 定位分析，结果显示相

应的 ChIP-DNA 位于水稻功能着丝粒区域。【结论】本研究制备的水稻 CENH3 兔源抗体能满足着丝粒研究中

相关实验的要求，可进一步应用于着丝粒的结构与功能研究。 
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着丝粒是真核生物染色体中重要的结构与

功能元件, 是由DNA和蛋白质组成的复合体, 是

真核生物有丝分裂和减数分裂过程中染色体正常

分离和传递所必需的染色体区域[1]。每条染色体

必须拥有正常的功能着丝粒, 以维持物种染色体

组成的稳定性。目前, 已在拟南芥、水稻、玉米
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等植物的着丝粒进行了较深入的分子生物学研究, 

都表明了着丝粒的功能非常保守, 但真核生物各

物种的着丝粒 DNA 序列却是高度变异的[2-4]。着

丝粒DNA序列进化速率极高, 在不同物种中, 组

成着丝粒的 DNA 序列是没有同源性的[5]。除芽殖

酵母的着丝粒以外[6-7], 大多数生物的着丝粒均

由高度重复的 DNA 序列构成, 并且在这些重复

序列会间或插入一些逆转座子成分, 一起组成着

丝粒特异 DNA 序列[8-12]。 

相比之下, 着丝粒区域另外一个重要组成成

分——着丝粒特异蛋白在真核生物中则相对保守。

其中, 着丝粒特异组蛋白 H3(centromere-specific 

histone H3, CENH3)是较早发现的一种重要蛋白, 

存在于真核生物活性着丝粒的核小体中, 是着丝

粒形成的早期标志[13-15]。第一个鉴定出的 CENH3

是人类活性着丝粒上的 CENP-A 蛋白[16]。CENH3

是功能着丝粒染色质最基本的特征, 与 CENH3

相连着丝粒染色质只包含一小部分的卫星

DNA[17]。比如, 在栽培稻第 8 染色体的着丝粒中, 

与 CENH3 结合的卫星 DNA(CentO)约为 750 kb, 

即其功能着丝粒的大小约为 750 kb。CENH3 在着

丝粒染色质的识别和保持中起关键作用[4], 决定

动粒组装的位置和着丝粒的活性, 而且仅存在有

活性的着丝粒中[18-23]。研究表明, 在果蝇和老鼠

中, 当CENH3被破坏或者缺失时, 染色体不能正

常传递[24-25]。在植物中，不同染色体着丝粒区域

的 DNA 序列虽然差异很大，但是与 CENH3 结合

的区域大小是一致的。如水稻中，通过 CENH3

的蛋白免疫荧光检测，12 条染色体着丝粒区域的

CENH3 信号强度是一致的[26]。此外，在拟南芥、

玉米和甘蔗等植物中也鉴定出 CENH3，几乎存在

于整个细胞周期中[15, 27-28]。虽然着丝粒的功能很

保守，但不同于 H3 的保守性，CENH3 的快速进

化导致不同物种之间具有一定的特异性。因此, 

对 CENH3 进行研究具有重要的意义。 

真核生物的基因组 DNA 以染色质的形式存

在。因此, 研究蛋白质与 DNA 在染色质环境下的

相互关系是阐明真核生物基因表达机制的基本途

径。染色质免疫沉淀技术 (chromatin immuno- 

precipitation assay, ChIP)是目前研究体内 DNA 与

蛋白质相互作用的主要方法之一, 其基本原理是

在活细胞状态下固定蛋白质-DNA 复合物, 并将

其随机切断为一定长度范围内的染色质小片段, 

然后通过免疫学方法沉淀此复合体, 特异性地富

集目的蛋白结合的 DNA 片段, 通过对目的片断

的纯化与检测, 从而获得蛋白质与 DNA 相互作

用的信息[29-33]。通过用 CENH3 抗体进行染色质

免疫沉淀(ChIP)实验, 可以确定所检测的DNA序

列是否属于着丝粒的功能 DNA 元件, 同时对于

CENH3 抗体发生免疫沉淀的染色质进行克隆与

分析, 可获得功能着丝粒 DNA 序列[34]。ChIP 实

验表明, 拟南芥、玉米、水稻和甘蔗等植物通过

卫星DNA和反转录转座子元件能与CENH3发生

相互作用, 说明卫星 DNA 和反转录转座子元件

CR(centromere- specific retrotransposon)是这些物

种着丝粒的功能组成成分[35]。 

水稻是世界上最重要的粮食作物之一, 同时

也是单子叶植物的模式生物。近年来随着水稻全

基因组测序的完成, 对水稻各染色体组中不同染

色体着丝粒的组成也进行了深入分析。 其中, 栽

培稻的着丝粒由串联重复序列组成。 重复单元为

155 bp 的 CentO。目前, 定位分析水稻着丝粒的

方法除了对 CentO 的荧光原位杂交(fluorescence 

in situ hybridization, FISH)分析外, 还可以利用

CENH3 抗体进行蛋白免疫分析。通过与水稻

CENH3 结合的蛋白免疫反应研究表明, 水稻每

一着丝粒结合的 CENH3 是十分相近的, 说明不

同染色体着丝粒功能 DNA 结合区域是特定的[26]。

目前水稻 CENH3 抗体商品化产品很少，即使有

也由于其特定的使用范围，价格比较昂贵，所以

相关研究中的大多数抗体由国外实验室赠送，但

一般情况下获得的途径比较麻烦，因此制备

CENH3 抗体对进一步开展水稻或其他物种着丝

粒的相关研究具有重要意义。 

本研究对水稻着丝粒特异组蛋白 CENH3 抗

体进行制备, 并利用 ELISA 方法对抗体的效价进

行测定, 通过蛋白免疫荧光进一步验证该抗体的

有效性。利用 ChIP 技术分析 CENH3 抗体, 对沉

淀下来的DNA进行 PCR和 FISH分析, 以明确该

抗体应用于水稻着丝粒研究的可能性, 并且对该

抗体是否能应用于其他物种进行了鉴定，为进一

步利用和推广该抗体开展着丝粒相关研究奠定了

实验基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

试验材料包括粳稻品种日本晴(Oryza sativa  

japonica, Nipponbare)、普通玉米(Zea mays)、小
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麦(Triticum aestivum)和大麦(Hordeum vulgare)种

子。 

1.2  水稻 CENH3 抗体的制备 

本研究中通过人工设计合成 CENH3 的相关

多肽, 对兔子进行 7 次免疫后, 取兔子全血进行

纯化。得到的抗体通过 ELISA 方法检测效价。抗

体的效价为大于NC值2倍且大于0.25时的OD450

值, 当效价大于 2 时, 我们认为抗体是呈阳性的。

ELISA 方法检测具体步骤如下:  

取纯化的CENH3蛋白以浓度为1 μg/mL包被酶

标板, 每孔200 μg, 盖上盖子放入37℃温箱温育2 h。

然后取出包被和封闭好的酶标板, 将封闭液甩入水

池, 用自来水冲洗2次, 在毛巾上拍干6次。选用HIS

抗体(用牛奶稀释, 1 mg/mL HIS抗体与牛奶的体积

比为1∶8000)作为阳性对照, 阴性对照为5%牛奶, 

并进行稀释(稀释度分别为3125, 6250, 1.25万, 2.5万, 

5万, 10万, 20万, 40万, 80万), 每孔100 μg, 盖上盖

子放入37℃温箱温育1 h后, 取出酶标板, 将板内的

一抗甩入水池, 自来水冲洗8遍, 拍干。将稀释好的

二抗以每孔100 μg的量依次加入酶标板孔中, 盖上

盖子放入37℃温箱温育45 min。从温箱取出二抗温

育好的酶标板, 甩去二抗, 用自来水冲洗10次, 在

吸水毛巾上拍干。将准备好的显色液按每孔100 μg

的量依次加入酶标板孔中, 盖上盖子放入温箱，15 

min后从温箱取出酶标板, 将2 mol/L硫酸以每孔50 

μg的量依次加入酶标板孔中终止反应, 读取吸光值。 

1.3  蛋白免疫荧光检测 

根尖染色体制备: 采集新鲜根尖, 用4%多聚甲

醛(w/v)室温固定30~40 min, 然后用1×磷酸盐缓冲

液(8.0 g NaCl, 0.2 g KH2PO4, 2.9 g Na2HPO4, 0.2 g 

KCl, 双蒸水定容至1 L，调pH至7.4)清洗3次, 并保

存在1×磷酸盐缓冲液中, 于4℃冰箱中保存备用。

从磷酸盐缓冲液中取出准备好的根尖材料 , 取1 

mm左右根尖于载玻片上, 加1滴磷酸盐缓冲液, 加

盖玻片压片, 压好的载玻片迅速放于液氮中, 冷冻

1~2 min, 用刀片迅速揭去盖玻片, 晾干。 

蛋白免疫荧光(immunofluorescence，IF)检测: 

向染色体制备好的载玻片上滴加30 μL含有R(兔

源)-CENH3抗体的1×TNB溶液(0.1 mol/L Tris-HCl, 

pH 7.5; 0.15 mol/L NaCl; 0.5%阻断剂), 盖上盖玻片, 

放入湿盒内于37℃下保温4 h以上; 取出后用1×磷

酸缓冲液洗片 3次 , 每次 5 min, 加 50 μL含有

anti-Rabbit-488抗体 (Invitrogen)的1×TNB溶液 , 放

入湿盒内于37℃避光保温1 h; 1×磷酸盐缓冲液洗片

3次, 每次5 min, 晾干后, 加10 μL含有DAPI的抗褪

色剂(Vector Laboratories, Inc.), 盖上盖玻片, 在荧

光显微镜下观察拍照。 

1.4  染色质免疫沉淀 

1.4.1  细胞核的提取 

染色体免疫共沉淀(ChIP)实验参照 Nagaki

等的实验方法[35]并有所优化。取 8~10 d 的日本晴

幼苗叶片在液氮中研磨成粉状, 加等体积的抽提

缓冲液M1(4 mL 0.1 mol/L磷酸钾, pH 7.0, 4 mL 1 

mol/L NaCl, 31.25 μL β-巯基乙醇, 4.74 mL 己二

醇, 加 ddH2O 至 40 mL)后放置在冰上, 于摇床上

缓慢摇 5 min。用灭菌后的 Miracloth(EMD 

Chemicals, Inc.)过滤, 滤液在 2410 r/min、4℃下离

心 10 min，去上清。加 10 mL抽提缓冲液M2(3 mL 

0.1 mol/L 磷酸钾, pH 7.0, 3 mL 1 mol/L NaCl, 300 

μL 1 mol/L 氯化镁, 23.43 μL β-巯基乙醇, 3.54 mL

己二醇, 130 μL Triton X-100, 加 ddH2O至 30 mL)

混匀, 2410 r/min、4℃下离心 10 min，去上清, 反

复操作 3 次, 如沉淀中有杂质, 再重复上述操作。 

1.4.2  细胞破碎 

先加 5 mL MNB 缓冲液(2 mL 50%蔗糖, 0.5 

mL 1 mol/L Tris-HCl, pH7.5, 40 μL 1 mol/L MgCl2, 

10 μL 1 mol/L CaCl2, 加 ddH2O 至 10 mL)对细胞

核进行清洗, 于2410 r/min、4℃下离心10 min, 去

上清。再加 4 mL MNB 缓冲液混匀, 分装成 3 管, 

每管1200 μL, 剩下的作为 input, 在分装的3管中

分别加 1.5 U 的 MNase(Sigma)对 DNA 片段进行

切割, 于 37℃水浴锅中水浴 10 min, 每 2 min摇 1

次。加 15 μL EDTA 终止反应。于 13 000 r/min、

4℃下离心 10 min，取上清, 用琼脂糖凝胶电泳检

测切割结果。切割后的 DNA 片段大小约 147 kb。 

1.4.3  染色体免疫共沉淀 

加入特异性抗体CENH3及温育缓冲液[1 mL 

1 mol/L NaCl, 400 μL 1 mol/L Tris-HCl, pH 7.5, 

200 μL 0.5 mol/L EDTA, pH 8.0, 40 μL 0.1 mol/L 

PMSF, 200 μL 蛋白酶抑制剂混合物(Complete 

Mini), 加 ddH2O 至 20 mL], 密封、8℃下，上下

颠倒孵育过夜 , 然后再用 Protein A beads(GE 

Healthcare)密封放置在 8℃上下颠倒孵育 2 h。通

过不同浓度的盐溶液洗去与 beads 结合的非特异

性染色质, 加 400 μL 42℃预热的洗提缓冲液(500 

μL 1 mol/L NaCl, 200 μL 1 mol/L Tris-HCl, pH 7.5, 

100 μL 0.5 mol/L EDTA , pH 8.0, 500 μL 20% 

SDS, 加 ddH2O 补足至 10 mL), 于 65℃水浴锅水
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浴 15 min, 每 5 min 摇 1 次, 于 13 000 r/min、室

温下离心 5 min，取上清, 重复上次操作, 收集合

并两次上清 , 然后收集并纯化沉淀下来的

ChIP-DNA。 

1.4.4  ChIP-DNA 的引物设计与 PCR 检测 

设计的引物序列: CentO 上游引物 5′-TGC 

GATGTTTTCTACTGGAATC-3′; CentO下游引物

5′-AAATCATGTTTTGGCTCTTTTT-3′。 

以 ChIP-DNA 作为模板, 使用 20 μL 体系

(Sangon Biotech)进行 PCR 扩增, 反应体系为: 1 

μL ChIP-DNA模板, 2 μL 10×缓冲液(含Mg2+), 1.6 

μL dNTPs(2.5 mmol/L), 上下游引物各 2.5 μL, 0.2 

μL Taq DNA聚合酶(5 U/μL), 加超纯水补足至 20 

μL。PCR 扩增反应结束后取 10 μL PCR 产物经

2%琼脂糖凝胶电泳, 凝胶成像系统观察电泳结

果, 并拍照保存。 

1.5  荧光原位杂交检测 

1.5.1  根尖固定 

取新鲜根尖置于 2 mmol/L 的 8-羟基喹啉中, 

在 20℃下处理 2 h。用卡诺固定液(v 甲醇∶v 冰醋酸=3∶

1)清洗 3 次后再用固定液室温固定 24 h, 然后置

于－20℃下备用。从固定液中取出固定好的根尖, 

用蒸馏水清洗 3 次。切取 2 mm 左右的白色根尖

部位置于酶解液(2%纤维素酶与 1%果胶酶), 37℃

下酶解 40 min。酶解完全的根尖经固定液清洗 2

次后, 用固定液再次固定 5 min 以上, 可置于－

20℃下冷却待用。 

1.5.2  染色体制备 

将充分冰冻的根尖取出, 置于一张载玻片上, 

滴加适量固定液于根尖上。用镊子迅速敲碎根尖, 

再在载玻片上滴加少量固定液, 在酒精灯上点燃, 

使其充分燃烧, 斜置玻片晾干待用。 

1.5.3  探针标记 

把 1 μg ChIP-DNA 溶于 16 μL 双蒸水中。加

入 4 μL DIG-Nick-Translation Mix (Roche)混匀, 

离心。在 15℃下反应 90 min。停止反应后, 加入

1 μL 0.5 mol/L EDTA(pH 8.0)终止反应。标记的探

针－20℃下保存备用。 

1.5.4  FISH 检测 

在制备好的载玻片上加入 70%甲酰胺 50 μL, 

盖上盖玻片。将玻片置于 85℃的杂交炉中 100 s。

取出置于 70%的冰酒精中, 脱色摇床 5 min, 然后

分别置于90%、100%酒精中脱色摇床各2 min, 取

出晾干。配置杂交液(含 ChIP-DNA 探针)置于沸

水中水浴 5 min, 然后置于冰中 5 min 以上。每玻

片滴加 20 μL 杂交液, 置于杂交盒中, 放入 37℃

恒温箱过夜处理。取出后用 1×磷酸缓冲液脱色摇

床 3 次, 每次 5 min。FISH 信号通过抗地高辛抗

体偶联罗丹明偶联物(anti-digoxigenin-Rhodamine)

检测, 染色体用 DAPI 反染。Olympus BX60 镜检

中获得清晰图像后 , 以气冷式数码相机(CCD) 

(Olympus, DP80)摄像。 

2  结果与分析 

2.1  CENH3 抗体的多肽合成与效价分析 

根据 NCBI 的蛋白序列库得到 CENH3 的序

列如下:  

N′-MARTKHPAVRKSKAEPKKKLQFERSP

RPSKAQRAGGGTGTSATTRSAAGTSASGTPR

QQTKQRKPHRFRPGTVALREIRKFQKTTELLIP

FAPFSRLVREITDFYSKDVSRWTLEALLALQE

AAEYHLVDIFEVSNLCAIHAKRVTIMQKDMQ 

LARRIGGRRPW-C′。 

设计近氨基端的 14 个氨基酸序列(AEPKKK 

LQFERSPR)进行多肽人工合成, 合成成功后利

用该多肽进行兔免疫实验, 进行抗体制备。7 次免

疫后提取兔血清, 进行抗体效价的 ELISA。由于

HIS 抗体分子量较小并且容易分离和纯化, 选其

作为系统操作的阳性对照, 效价（即 OD450 值）

为 2.758；阴性对照为 5%牛奶, 效价为 0.075。血

清抗体稀释度为 3125, 6250, 1.25 万, 2.5 万, 5 万, 

10 万, 20 万, 40 万, 80 万时, 效价分别为 2.491, 

2.671, 2.758, 2.665, 2.652, 2.685, 2.457, 2.034, 

1.084。可见，当血清抗体稀释度为 1∶80 万时, 

OD450 值小于 2, 该浓度下的抗体呈阴性, 抗体灵

敏度较低; 在稀释度为 1∶40 万以内的效价都大

于 2, 抗体灵敏性较好。因此制备的血清抗体其有

效的稀释度要控制在 1∶40 万以内。 

2.2  CENH3 蛋白免疫荧光分析 

蛋白免疫荧光分析是检测着丝粒相关蛋白抗

体是否有效的主要手段之一。通过观察信号在染

色体上的位置和强弱来判断抗体的使用价值。 

我们利用通过 ELISA 分析合格的 CENH3 抗 

体, 对水稻材料日本晴的根尖细胞进行蛋白免疫

荧光检测(图 1), 其中染色体用含 DAPI 抗褪色剂

反染, 如红色区域所示; 绿色信号为CENH3蛋白

信号, 在细胞有丝分裂间期、前期、中期和后期

时期信号都明显可见。在有丝分裂间期看不出着

丝粒区域所在位置 , 但是染色质经碱性染料
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DAPI 染色, 染色较深的区域是异染色质区域(图

1-A1 中箭头所示), 染色较浅的区域是常染色质

区域, 而着丝粒就位于异染色质区域。可以看出, 

CENH3信号都出现在异染色质区域(图1-A3中箭

头所示); 在有丝分裂前期(图 1-B), 染色体形态

分明, 可以清晰的辨识出染色体的主缢痕, 即着

丝粒区域(图 1-B1 中箭头所示), 其中，共有 24

个 CENH3 的信号并且均位于染色体的着丝粒区

域; 有丝分裂中期(图 1-C), 染色体并排分布在赤

道板上, 在中期结束后染色体将加倍, 而 CENH3

的信号也将随着着丝粒而加倍。细胞分裂后期(图

1-D), 染色体随着着丝点被拉向两级, CENH3 信

号均位于子细胞的一侧(如图 1-D3 所示)。在所观

察的有丝分裂的各个时期的细胞中, 均能观察到

明显可见的 CENH3 的信号, 表明制备的抗体可

用于蛋白免疫荧光分析。 

A－有丝分裂间期; B－有丝分裂前期; C－有丝分裂中期; D－有丝分裂后期; 红色表示染色体，绿色为 CENH3 抗体。标尺为 5 μm。 

A, Interphase; B, Prophase; C, Metaphase; D, Anaphase. All chromosomes are counterstained with DAPI, represented by red signals, and green

signals represent CENH3. Scale bar=5 μm. 

图 1  水稻日本晴根尖细胞 CENH3 抗体的蛋白免疫荧光信号检测分析 

Fig. 1.  Immunofluorescence analysis of CENH3 antibody in somatic root tip cells of Nipponbare.  



480                                                                   中国水稻科学(Chin J Rice Sci) 第 31卷第 5期(2017年 9月) 

同时, 为了验证制备的 CENH3 抗体是否在

其他作物上也有效,分别对小麦、大麦和玉米的根

尖染色体进行了蛋白免疫荧光检测(图 2)。在小麦

和大麦的根尖染色体上并没有检测到 CENH3 信

号, 但是在玉米上能够观察到明显的 CENH3 信

号, 并且也位于着丝粒区域。说明本研究制备的

CENH3 抗体在玉米中的蛋白免疫荧光分析有效。 

2.3  ChIP-DNA 的 PCR 分析 

由于水稻着丝粒是由蛋白和 DNA 组成的复 

合体, 所以分析与着丝粒蛋白相结合 DNA 序列

的特征是进行着丝粒功能和结构分析的重要内容

之一。近年来发展的染色质免疫共沉淀(ChIP)方

法是研究蛋白与 DNA 互作的主要手段。为了进

一步分析本研究中所获得的着丝粒蛋白 CENH3

抗体是否能应用于相关的 ChIP 分析, 我们利用

该抗体进行ChIP-PCR验证该DNA是否来源于水

稻着丝粒特异 DNA 序列。 

通过分别对基因组 DNA(Input), 阴性对照

(Mock)和 ChIP-DNA 设置两个重复组, 以水稻着

丝粒特异 DNA 序列 CentO 设计引物对进行 PCR

扩增(图 3)。以阳性对照(基因组 DNA)为模板扩增

出相关条带, 由于水稻着丝粒特异 DNA 序列

CentO是重复序列, 所以扩增出3个条带, 而阴性

对照 (Mock)几乎没有相应条带扩增出。而由

CENH3 抗体所获得的 ChIP-DNA 序列为模板可

以扩增出相应条带, 并与阳性对照相吻合。说明

该 ChIP-DNA 来源于水稻着丝粒特异 DNA 序列。 

2.4  ChIP-DNA 的 FISH 定位分析 

染色体荧光原位杂交(FISH)是验证重复序列

在染色体上具体位置的重要方法之一。为了进一

步验证 CENH3 抗体的 ChIP-DNA 是否位于着丝

粒区域, 我们将 ChIP-DNA 标记成 FISH 探针, 进

行荧光原位杂交。根据FISH的检测结果(图4), 红

色信号为染色体, 绿色信号为 ChIP-DNA 的杂交

信号, 其中 ChIP-DNA 的信号位于染色体着丝粒

区域, 进一步说明该 ChIP-DNA 位于水稻着丝粒

区域, 是与着丝粒特异组蛋白 CENH3 特异结合

的 DNA 序列。 

3  讨论 

本研究中制备的 CENH3 抗体, 通过效价的

测定和蛋白免疫荧光检测, 都证明了 CENH3 抗

体的有效性, 蛋白荧光信号存在于水稻细胞各时

红色表示染色体，绿色表示 CENH3 抗体。标尺为 5 μm。 

All chromosomes are counterstained with DAPI, represented with red signals, and green signals represent CENH3. Scale bar=5 μm. 

图 2  大麦(A)、小麦(B)和玉米(C)根尖细胞 CENH3 抗体的蛋白免疫荧光信号检测分析   

Fig. 2. Immunofluorescence analysis of CENH3 antibody in somatic root tip cells of barley(A), wheat(B) and maize(C). 

Input 是水稻全基因组 DNA, 作为阳性对照; Mock 是 ChIP 过程

中加入正常的兔丝血清沉淀下来的 DNA, 作为阴性对照。 

Input, Rice genome DNA(positive control); Mock, ChIP-DNA

immunoprecipitated with normal rabbit serum(negative control). 

图 3  CENH3 抗体免疫沉淀 DNA 的 PCR 结果 

Fig. 3. PCR results of ChIP-DNA immunoprecipitated

with CENH3 antibody.  
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期的着丝粒上。同时, 对制备的 CENH3 抗体进行

染色质免疫沉淀, 得到 ChIP-DNA, 通过 FISH 定

位分析进一步证明制备的 CENH3 抗体可用于

ChIP 分析。 

CENH3 是组蛋白 H3 的变体, 存在于真核生

物的功能着丝粒中[18]。近年来, 在玉米、水稻和

拟南芥中都鉴别出植物的 CENH3。对于着丝粒特

异组蛋白 CENH3 的定位分析重要的方法之一就

是利用对应的抗体进行蛋白免疫荧光检测。目前, 

可用于蛋白免疫荧光分析的抗体很多, 但是这些

抗体不一定可以用到 ChIP 分析上, 这一方面和

抗体的制备有关系, 另一方面是由于抗体的复杂

性导致非特异性反应较多, 从而导致实验结果无

法判断, 所以对于制备的抗体需要进一步的纯化。

此前, 我们实验室使用的 CENH3 抗体都是购买

或赠与的国外制备抗体, 获得途径繁琐或研究成

本较高, 所以很有必要通过自己制备有效可用的

CENH3抗体。本研究中, 我们制备的水稻CENH3

抗体, 先后通过 ELISA 方法测定效价, 蛋白免疫

荧光进行检测, 都证实制备的 CENH3 抗体是有

效的。同时, 进一步的 ChIP 分析和 FISH 定位分

析证明由该抗体所免疫共沉淀获得的 DNA 序列

是属于水稻功能着丝粒区域。确定制备的 CENH3

抗体具有较好的特异性, 可应用于与着丝粒结构

与功能分析的相关实验中, 对进一步解析水稻

CENH3 及着丝粒功能关系的研究提供了便利条

件。另外，该抗体还可以应用于玉米等其他物种，

为进一步推广该抗体的使用提供可能。 
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