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应用哺乳动物抗体检测阿维菌素
抗性果蝇 Ｐ 糖蛋白的表达
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摘要: 【目的】随着杀虫剂阿维菌素的广泛应用ꎬ靶标生物对其抗性问题日益严重ꎮ 以往的研究显示ꎬ细胞膜转运蛋白 Ｐ 糖

蛋白可能与抗药性有关ꎮ 但在昆虫对阿维菌素的抗性研究中ꎬ由于目前市场上缺少专门针对昆虫的商业化抗体ꎬ使得这一

研究受限ꎮ 为此ꎬ本研究尝试应用其他物种的抗体开展 Ｐ 糖蛋白的检测ꎮ 【方法】以果蝇为测试昆虫ꎬ以阿维菌素作为测试

药物ꎬ采用免疫印迹方法用鼠抗人 Ｐ 糖蛋白单克隆抗体检测阿维菌素敏感品系与阿维菌素抗性品系果蝇中的 Ｐ 糖蛋白的

表达水平ꎮ 【结果】检测出果蝇体内 Ｐ 糖蛋白的特异性表达ꎬ且无明显非特异性条带ꎻ与敏感品系果蝇相比ꎬ阿维菌素抗性

品系果蝇 Ｐ 糖蛋白的表达水平明显升高ꎮ 【结论】用针对人及其他脊椎动物的 Ｐ 糖蛋白单克隆抗体检测果蝇 Ｐ 糖蛋白的

表达可行ꎬ且果蝇对阿维菌素的抗性可能与 Ｐ 糖蛋白的表达升高有关ꎮ
关键词: Ｐ 糖蛋白ꎻ 蛋白质印迹ꎻ 果蝇ꎻ 抗药性
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　 　 阿维菌素( ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎｓ)是一类由土壤阿维链

霉素 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅａ ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ 发酵而来的十六元大环

內酯类化学物ꎬ具有高效广谱的杀虫活性ꎬ用于 ８０
多种有害生物的防治(Ｌａｓｏｔａ ＆ Ｄｙｂａｓꎬ１９９１)ꎮ 由

于长期使用ꎬ很多靶标生物对阿维菌素产生了抗

性ꎮ 然而ꎬ到目前为止ꎬ害虫对阿维菌素抗性产生

的机制仍不清楚ꎮ 以往的研究表明ꎬ一种最早在中

国仓鼠卵巢细胞膜上发现的膜蛋白———Ｐ 糖蛋白
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(Ｐ￣ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＰ￣ｇｐ)与细胞耐药性有关(Ｊｕｌｉａｎｏ ＆
Ｌｉｎｇꎬ１９７６)ꎬ此蛋白可以将多种外源化合物运出细

胞ꎮ 现已在果蝇、按蚊等昆虫中发现 Ｐ￣ｇｐ 的同源

物 (Ｇｅｒｒａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９３ꎻ Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９１)ꎬ其表达水

平可能与昆虫对一些杀虫剂(如:阿维菌素)的抗性

相关 (Ａｕｒａｄｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ Ｌａｎｎｉｎｇꎬ１９９６ꎻ )ꎮ
为了解昆虫对阿维菌素的抗性与 Ｐ￣ｇｐ 的关

系ꎬ本研究采用蛋白质印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)方法

对 Ｐ￣ｇｐ 进行检测ꎮ 蛋白质印迹也被称为免疫印迹

(ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ)技术 (Ｔｏｗｂｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９７９)ꎬ 具有

敏感、简便等优点ꎬ被广泛用于分子生物学、微生物

学及免疫学等多个领域ꎮ 然而ꎬ在昆虫学研究中ꎬ由
于缺乏专门针对昆虫蛋白检测的商业化抗体ꎬ限制

了这一技术的应用 (Ｇｉｎａｎｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ Ｊｏｎｕｓａｉｔｅ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ 本文以果蝇 Ｐ￣ｇｐ 的免疫印迹方法为

例ꎬ以脊椎动物蛋白质抗体替代昆虫抗体检测目的

蛋白(Ｐ￣ｇｐ)的表达ꎬ进而研究昆虫抗药性的机理ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 果蝇来源及饲养　 野生黑腹果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ
ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ (Ｃａｎｔｏｎ￣Ｓ)由美国俄勒冈健康科学研

究大学 ( Ｏｒｅｇｏｎ Ｈｅａｌｔｈ ＆ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ) 的

Ｋｒｅｔｚｓｃｈｍａｒ 教授惠赠(命名为 ＳＡＢＭ)ꎻ抗阿维菌素

果蝇由中国科学院动物研究所分子毒理学实验室

用野生型果蝇汰选而成ꎬ抗药性倍数 ３０ 倍(命名为

ＲＡＢＭ)ꎮ 果蝇的培养基配方及配制参照 Ｂｌｏｏｍｉｎｇ￣
ｔｏｎ 提供的方法(ｈｔｔｐ:∥ｆｌｙｓｔｏｃｋｓ.ｂｉｏ.ｉｎｄｉａｎａ.ｅｄｕ / Ｆｌｙ
＿Ｗｏｒｋ / ｍｅｄｉａ －ｒｅｃｉｐｅｓ / ｃａｌｔｅｃｈｆｏｏｄ. ｈｔｍ)ꎮ 果蝇饲养

温度:(２５±１) ℃ꎻ保种温度:(１８±１) ℃ꎻ光周期:１６ ｈ
光照 ∶ ８ ｈ 黑暗ꎻ相对湿度:５０％~７０％ꎮ
１.１.２　 主要试剂与抗体　 阿维菌素(含 ９３％ ａｂａｍ￣
ｅｃｔｉｎ Ｂ１ａ、７％ Ｂ１ｂ)购自中农大生物技术公司ꎬ苯甲

基磺酰氟 ( ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬ ＰＭＳＦ)、
四甲基乙二胺( ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ)、抑肽酶

(ａｐｒｏｔｉｎｉｎ)、亮肽素( ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ)和胃蛋白酶抑制剂

(ｐｅｐｓｔａｔｉｎ)及丽春红等试剂购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ
ＥＣＬ 发光液购自碧云天生物技术研究所ꎬ丙烯酰胺

购自东京化成工业株式会社ꎬ甲叉双丙烯酰胺和过

硫酸铵购自美国 Ｍｅｒｃｋ 公司ꎬＰＶＤＦ 膜购自美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎮ 小鼠抗人的 Ｐ￣ｇｐ 单克隆 抗 体

(Ｃ２１９) (一抗)购自 Ｍｅｒｃｋ 公司ꎬ羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体

(二抗)购自北京康为世纪生物科技有限公司ꎮ 其

余试剂为国产分析纯ꎮ
１.１.３　 主要实验仪器 　 ５４１７Ｒ 型台式控温离心机

(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎬ梅特勒—托利多 ｘｓ１０ 专业

型分析天平(瑞士梅特勒—托利多公司)ꎬ人工气候

箱(宁波江南仪器厂)ꎬＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ 化学发光检测

系统(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎮ
果蝇麻醉系统:二氧化碳透气板、二氧化碳气

枪(美国 ＬａｂＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)和二氧化碳气瓶ꎮ

１.２　 方法

１.２.１　 果蝇组织总蛋白提取　 取 ４０ 头果蝇成虫置

冰上用二氧化碳 麻 醉ꎬ 立 即 加 入 适 量 裂 解 液

(２０ ｍｍｏｌＬ－１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ ｐＨ ７.５ꎬ １％ ＣＨＡＰＳꎬ １５０
ｍｍｏｌ  Ｌ－１ ＮａＣｌꎬ １０％ ｇｌｙｃｅｒｏｌꎬ １ ｍｍｏｌ  Ｌ－１

Ｎａ３ＶＯ４ꎬ ０.１ ｍｍｏｌＬ－１ ＰＭＳＦ 及蛋白酶抑制剂———
抑肽酶、亮肽素和胃蛋白酶抑制剂的混合物)ꎬ冰上静

置 １０ ｍｉｎꎬ玻璃匀浆器上下匀浆 ３０ 次左右ꎬ离心

(５００ ｇ) ３ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ再离心 (１６０００ ｇꎬ ４ ℃)
１０ ｍｉｎꎬ收集上清液作为测定样品ꎮ 参照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
(１９７６)和 Ｌｏｗｒｙ ｅｔ ａｌ.(１９５１)的方法测定蛋白质含量ꎮ
１.２.２　 聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ) 　 制备凝

胶ꎬ分离胶质量浓度为 １０％ꎬ浓缩胶质量浓度为

５％ꎮ 电泳条件:浓缩胶中电压 ８０ Ｖꎬ分离胶中电压

１５０ Ｖꎬ当指示剂溴酚蓝到达距凝胶下缘 １ ｃｍ 处停

止电泳ꎮ
１.２.３　 免疫印迹反应　 停止电泳后取下凝胶ꎬ将与

凝胶尺寸相当的滤纸和 ＰＶＤＦ 膜及海绵块按照凝

胶、滤纸、膜和海绵的顺序放好ꎬ在转移缓冲液

(２０ ｍｍｏｌＬ－１ Ｔｒｉｓꎬ１９２ ｍｍｏｌＬ－１甘氨酸ꎬ１５％甲

醇ꎬ０.５％ ＳＤＳ)中浸泡 ２０ ｍｉｎ 后开始转印ꎮ 转印电

流 ２５０ ｍＡꎬ时间 ９０ ~ １２０ ｍｉｎꎮ 转印完后将 ＰＶＤＦ
膜用含 ５％ 脱脂奶粉的 ＰＢＳＴ 溶液 ( ＰＢＳ 溶液ꎬ
０.０５％ Ｔｗｅｅｎ￣２０ꎬｐＨ ７.５)封闭 １ ｈꎬ再用一抗(小鼠

抗人 Ｐ￣ｇｐ 抗体)反应 ２ ｈꎮ 然后在 ＰＢＳＴ 溶液中漂

洗 ３ 次ꎬ 每次 １０ ｍｉｎꎬ再加入辣根过氧化物酶标记

的二抗(羊抗鼠 ＩｇＧ)ꎬ室温摇荡 １ ｈꎬ再用 ＰＢＳＴ 溶

液漂洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ加入新配制的 ＥＣＬ 混合

液ꎬ均匀覆盖ꎬ立即上机检测ꎬ照相并记录结果ꎮ

２　 结果与分析
经查阅资料ꎬ笔者分析、筛选了不同来源的 Ｐ￣ｇｐ

抗体ꎬ其中多为针对小鼠、大鼠和人的抗体ꎮ 将小
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鼠 Ｐ￣ｇｐ 的氨基酸序列与其相对应的果蝇 Ｐ￣ｇｐ 的氨

基酸序列进行比较ꎬ发现其 Ｐ￣ｇｐ 的全部氨基酸序列

相似性为 ４３％(通过 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＮＭ＿０５７４８３.４
和 Ｍ３３５８１.１ 可查阅具体序列)ꎮ 但就抗原表位而

言ꎬ 一种针对人和小鼠等脊椎动物的 Ｐ￣ｇｐ 的兔源

多克隆抗体(美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ货号 ａｂ９８３２２)的抗

原表位序列(８６３ ~ ９１２ 位氨基酸)与果蝇的相似性

为 ４２％(表 １)ꎻ另一种抗人及其他哺乳动物(小鼠、

大鼠、灵长类等) Ｐ￣ｇｐ 的小鼠来源的单克隆抗体

(Ｃ２１９)ꎬ抗原表位的 Ｎ 端氨基酸序列(ＶＱＡＡＬＤ)
及 Ｃ 端氨基酸序列(ＶＱＥＡＬＤ)与果蝇很接近ꎬ相似

性为 ８３.３％(表 ２)ꎮ 根据抗体所针对的蛋白质抗原

表位氨基酸序列的相似程度ꎬ本研究选择小鼠抗人

的 Ｐ￣ｇｐ 单克隆抗体(Ｃ２１９)作为检测果蝇 Ｐ￣ｇｐ 表

达的抗体ꎮ

表 １　 兔抗人 Ｐ￣ｇｐ 多克隆抗体所针对的抗原表位蛋白序列在果蝇和人类中的比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｅｐｉｔｏｐｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ￣Ｐ￣ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ａｎｄ ｈｕｍａｎ

种名　
Ｓｐｅｃｉｅｓ　

氨基酸序列(８６３~９１２ 位)比对
８６３－９１２ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ

相似程度
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ / ％

果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ＡＮＣＰＩＩＶＧＳＶＩＬＥＡＫＭＭＳＮＡＶＶＲＥＫＱＶＩＥＥＡＣＲＩＡＴＥＳＩＴＮＩＲＴＶＡＧＬＲＲ １００
人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＡＩＶＰＩＩＡＩＡＧＶＶＥＭＫＭＬＳＧＱＡＬＫＤＫＫＥＬＥＧＡＧＫＩＡＴＥＡＩＥＮＦＲＴＶＶＳＬＴＱ ４２

表 ２　 小鼠抗人 Ｐ￣ｇｐ 单克隆抗体(Ｃ２１９)所针对的 Ｐ￣ｇｐ
抗原表位蛋白序列在各物种间的比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ ｅｐｉｔｏｐｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
ａｎｔｉ￣Ｐ￣ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

种名
Ｓｐｅｃｉｅｓ

抗原表位序列 Ｅｐｉｔｏｐｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｎ 端
Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔ

Ｃ 端
Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔ

果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ＶＱＱＡＬＤ ＶＱＱＡＬＤ
人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＶＱＶＡＬＤ ＶＱＥＡＬＤ
小鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ＶＱＡＡＬＤ ＶＱＥＡＬＤ
仓鼠 Ｍｅｓｏｃｒｉｃｅｔｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ＶＱＡＡＬＤ ＶＱＥＡＬＤ
大鼠 Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ ＶＱＡＡＬＤ ＶＱＥＡＬＤ

　 　 用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 技术测定了 Ｐ￣ｇｐ 在阿维菌

素抗性品系(ＲＡＢＭ)和敏感品系(ＳＡＢＭ)果蝇中的

表达情况ꎬ结果显示ꎬＲＡＢＭ 品系的 Ｐ￣ｇｐ 表达量比

ＳＡＢＭ 品系高出大约 ２ 倍(图 １)ꎬ说明果蝇对阿维

菌素的抗性可能与其体内 Ｐ￣ｇｐ 表达水平升高

有关ꎮ

３　 讨论
昆虫组织与脊椎动物组织的免疫印迹技术的

步骤基本一致ꎬ主要涉及蛋白质提取、电泳、转膜、
免疫反应等ꎮ 但昆虫组织 Ｐ￣ｇｐ 膜蛋白有一定的特

殊性ꎬ在进行免疫印迹检测时需注意以下问题ꎮ
首先ꎬ由于大部分昆虫表皮含有坚硬的几丁

质ꎬ有可能因蛋白质提取不充分而检测不出目的蛋

白ꎮ 在实际操作中ꎬ可先将昆虫在提取液中浸泡

１０ ｍｉｎꎬ使几丁质软化ꎬ再使用匀浆器或均质器尽

量将组织充分匀浆ꎮ 本实验中所测定的 Ｐ￣ｇｐ 是一

种膜蛋白ꎬ操作过程中要保持低温(如冰上操作)ꎬ

并在提取液中加入蛋白酶抑制剂ꎬ以防止样品在制

备过程中降解ꎮ

Ａ:用蛋白质免疫印迹反应检测 ２ 种品系果蝇中的 Ｐ￣ｇｐ 表达ꎬ
一抗为小鼠抗人 Ｐ￣ｇｐ 抗体(Ｃ２１９)ꎬ二抗为羊抗鼠 ＩｇＧꎬ

ＧＡＰＤＨ 为上样量控制蛋白ꎻＢ:对 Ａ 图进行量化

处理的结果ꎮ ∗表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａ: Ｐ￣ｇｐ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｗｈｏｌｅ ＳＡＢＭ ａｎｄ ＲＡＢＭ ｆｌｉｅｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｃ２１９ ａｎｔｉ￣Ｐ￣ｇｐ ａｎｔｉｂｏｄｙꎬ ＧＡＰＤＨ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ
ａ ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄａｔａ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ Ａ.
∗ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０５) .

图 １　 阿维菌素抗性品系(ＲＡＢＭ)与敏感品系

(ＳＡＢＭ)果蝇中的 Ｐ 糖蛋白(Ｐ￣ｇｐ)表达水平
Ｆｉｇ.１　 Ｐ￣ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ (Ｐ￣ｇｐ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｂａｍｅｃｔｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

(ＲＡＢＭ) ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ (ＳＡＢＭ) ａｄｕｌｔ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ

　 　 其次ꎬ目前市场上尚无专门针对昆虫 Ｐ￣ｇｐ 的

抗体ꎬ在没有条件制备抗体时ꎬ需要寻找合适的抗

体替代品ꎮ 选用抗体时ꎬ需查看抗体所针对物种的

目标蛋白质的抗原表位氨基酸序列与昆虫对应的

待检测蛋白质的氨基酸序列的相似性ꎮ 为了保证

效果ꎬ应选择与所针对的蛋白质抗原表位序列相似
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性高的抗体ꎮ 随着技术的进步ꎬ新的制备抗体的方

法正逐渐产生ꎬ除采用哺乳动物血清制备抗体的常

规方法外ꎬ最近有报道可利用细菌批量生产抗体

(Ｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎬ有条件的实验室可进行尝试ꎮ
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３９５－４０７.

ＬＡＳＯＴＡ Ｊ Ａꎬ ＤＹＢＡＳ Ｒ Ａꎬ １９９１. Ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎｓꎬ ａ ｎｏｖｅｌ ｃｌａｓｓ
ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｕｓｅ ｉｎ ａｒｔｈｒｏｐｏｄ ｐｅｓｔ ｃｏｎｔｒｏｌ.
Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙꎬ ３６(１): ９１－１１７.

ＬＯＷＲＹ Ｏ Ｈꎬ ＲＯＳＥＢＲＯＵＧＨ Ｎ Ｊꎬ ＦＡＲＲ Ａ Ｌꎬ ＲＡＮＤＡＬＬ Ｒ Ｊꎬ
１９５１. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｆｏｌｉｎ ｐｈｅｎｏｌ ｒｅａｇｅｎｔ. Ｊｏｕｒ￣
ｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １９３(１): ２６５－２７５.

ＮＡ Ｈꎬ ＬＡＶＥＲ Ｊ Ｄꎬ ＪＥＯＮ Ｊꎬ ＳＩＮＧＨ Ｆꎬ ＡＮＣＥＶＩＣＩＵＳ Ｋꎬ
ＦＡＮ Ｙꎬ ＣＡＯ Ｗ Ｘꎬ ＮＩＥ Ｋꎬ ＹＡＮＧ Ｚꎬ ＬＵＯ Ｈꎬ ２０１６. Ａ
ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｐｉｐｅｌｉｎｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ａｎｔｉ￣
ｂｏｄｉｅｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ. ＲＮＡꎬ ２２
(４): ６３６－６５５.

ＴＯＷＢＩＮ Ｈꎬ ＳＴＡＥＨＥＬＩＮ Ｔꎬ ＧＯＲＤＯＮ Ｊꎬ １９７９. Ｅｌｅｃｔｒｏ￣
ｐｈｏｒｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌｓ ｔｏ ｎｉ￣
ｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｓｈｅｅｔｓ: ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ａｎｄ ｓｏｍｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ. Ｐｒｏ￣
ｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ＵＳＡꎬ ７６(９):
４３５０－４３５４.

ＷＵ Ｃ Ｔꎬ ＢＵＤＤＩＮＧ Ｍꎬ ＧＲＩＦＦＩＮ Ｍ Ｓꎬ ＣＲＯＯＰ Ｊ Ｍꎬ １９９１. Ｉ￣
ｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔ￣
ａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ １１
(８): ３９４０－３９４８.
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