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高粱导入外源 D N A后代的过氧化物酶

及酉旨酶同工酶酶谱分析

王黎明 阴秀卿

(黑龙江省 农科院作物育种所 )

摘要 本文对利用花粉管通道 法将外源 D N A导入 高粱的 后代进 行 了过氧化物酶及

醋酶 同工酶酶谱分析
。

由 分析结果看出
,

所有导入 后代均 出现 了不 同于 受体的谱带
,

并且 不同程度地 出现 了杂种酶带
、

酶带缺失
、

酶活 性增 强及晦活性减弱等现象
,

表明

外源 D N A 片段 己整合 到受体基 因组中
,

并得到表达
。

关键词 高粱 外源 D N A 同工酶 酶谱

中图分类号 5 5 1 4
·

01

利用开花植物受粉后形成的花粉管通道
,

直接导入外源 D N A
,

来转化 尚不具 备正 常细胞

壁的卵
、

合子或早期胚胎细胞
,

实现某些 目的基因转移的技术
,

自
一

廿卜年代由我国学者周光宇

先生提出后
,

相继在多种作物上进行了实验研究
。

将此技术应用于高粱后
,

获得了性状变异明

显的后代
。

由于酶是基因和性状的联接物
,

同工酶可做为基因表达的一种 良好标志
,

被广泛应

用于遗传学和育种学研究中
。

因此利用同工酶技术分析部分变异后代的过氧化物酶及醋酶同

工酶酶谱
,

以进一涉分析和验证变异后代
。

1 材料和方法
1

.

1 试验材料

受体
:

黑龙 3 0B
、

2 5 1 2 ;
供体

:
15 3 5 4 7 ; 15 3 5 4 7 导入黑龙 3 oB 后 D :

代的 D : 一 1
、

D Z一 5
、

D Z 一

1 6
、

D :
一 1 9

、

D Z
一 2 4

、

D Z
一 3 8 及 15 3 5 4 7 导入 2 5 1 2 后 D Z

代的 D Z `

一 1 0
、

D Z , 一 1 3
、

D : , 一 1 7
、

D Z ,

一 1
、

D Z`

一 8
、

D Z`

一 2 5
。

1
.

2 样品的提取与制备

将供试种子洗净
、

发芽
,

待芽长至 2 厘米左右时将芽剪下
,

称取 l 克芽
,

加入 4 毫升样品提

取液
,

在冰浴下研磨成浆
,

用八层纱布过滤
,

滤液以 4 0 0 0 转 /分 的速度离心 功 分钟
,

取上清液
,

置冰箱中备用
。

1
.

3 电泳及染色

采用薄层垂直板聚丙烯酞胺凝胶法
。

浓缩胶浓度为 2
.

8%
,

分离胶浓度为 7
.

5%
。

每板 19

个穴
,

每穴点样 60 微升
。

在 4℃冰箱 中进行 电泳
。

电极缓冲液为 rT is 一甘氨酸
,

每个样品电流

强度为 2 毫安
,

电泳时间为 .3/
` 一

4 小时
。

电泳结束后取下胶板
,

水洗
,

放入配好的染色液中 (醋

酸联苯胺 )
,

轻摇 10 分钟后酶谱呈棕褐色
。

2 结果与讨论
2

.

1 15 3 5 4 7 导人黑龙 3 OB 后代的过氧化物酶同工酶酶谱分析 (见图 1)

从酶谱中看出
,

受体所具有的迁移率为 0
.

0 73 的酶带 除 D Z
一 38 与之相同外

,

其它五个后
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代均 出现了缺失此酶带现象
,

而表现出与供体相 同
;
供体迁移率为 0

.

2 80 的酶带除 D Z
一 1 外

,

分别 出现在其它五个后代中
;
后代 D Z

一 1 还表现出缺失受体具有 的迁移率为 0
.

30 3 和 0
.

3 22

的两条酶带
; D Z
一 19 缺失受体所具有的迁移率为 0

.

4 04 的酶带
,

而表现与供体相同
。

此外
,

D Z

一 19 缺失供体与受体都具备的迁移率为 0
.

4 89 和 0
.

52 6 的两条酶带
。
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2 15 3 5遭7 导人 2 5 1 2后代的过氧化物酶同工酶酶谱分析 (见图 2 )
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图 2 侣 3 5 4 7 导人 2 5 生2 后代 的过 氧化物酶同工酶酶 i普示 意图

由酶谱中看出
: D Z ` 一 1 0

、

D : `

一 」
、

D了 一 2 5 分别出现 了供体
、

受体都没有的迁移率为 。
.

2朽

的杂种酶带
;在所有 写 ) 、 后代中都出现 了受体没有

、

而供体所具有的迁移率为 。
.

5 17 和 0
.

5 41

的两条酶带
;
受体酶

、含片很强
,

而供体酶活性弱的迁移率 为 0
.

4 7 9 的酶带
,

在后代中出现 了不
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高莱导入外源 D NA 后代的过氧化物晦及醋畴同工晦晦讲分析

同程度的酶活性降低
。

2
.

3 1 53 5 47导人黑龙 3 0B后代的醋酶同工酶酶谱分析 (见图 3)

由醋酶同工酶酶谱中看出
: D Z

一 16中迁移率 为 0
.

3 69的酶带与受体酶带相 比
,

颜色变浅
;

供体迁移率为 0
.

69 2 的酶带在 D Z

一 1 6
、

D Z 一 1 9
、

D Z
一 2 4

、

D :
一 38 中出现

, _

且表 现出酶带加深现

象
;
迁移率为 0

.

7 66 的六个后代酶带均 比受体酶带颜色略深
;后代 D Z

一 1 中迁移率 为 0
.

80 1 的

酶带 比受体酶带加深
,

而 表现 出与供体 相同
; D : 一 5 中缺 失供 体与受体都具备 的迁移率为

.0 8 01 的酶带
。 。

.
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图 3 15 3 5 4 7 导入黑龙 30 B 后代 的酚酶同工酶酶谱示意 图

2
.

4 1 5 3 5 4 7 导人 2 5 1 2 后代的醋酶同工酶酶谱分析 (见图 4)
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由醋酶同工酶酶谱中看出
: DZ `

一 8中出现 了供体与受体都不具有的迁移率为0
.

66 7的杂

种酶带
;

受体酶活性很强的迁移率为0
.

63 7
、

0
.

6 7 7的两条酶带在后代中除DZ ,

一 10 外
,

其它 5

个后代的酶活性都有所减弱
,

而表现 出与供体相同
;
受体迁移率为 0

.

6 93 的酶带在后代 D Z`
一

10 中酶活性增强
,

在后代 D Z `
一 1 3

、

D 了一 8 中缺失
;
受体迁移率为 0

.

7 19 的酶带除 D犷一 10 外
,

其它后代均缺失此酶带
;
供体迁移率为 0

.

8 24 的酶带分别 出现在 D Z`
一 1 0

、

D
Z ,

一 4
、

D Z`
一 8

、

D Z ,

一 2 5 中
。

由以上结果看出
:

利用花粉管通道法将外源 D N A 导入高粱后
,

其后代的过氧化物酶及酷

酶同工酶酶谱变化很大
,

明显地不同于受体
,

这与导入后代在各性状上出现的剧烈分离现象柑

符
。

导入后代不同程度地出现了杂种酶带
、

酶带缺失
、

酶活性增强及酶活性减弱等现象
,

证明供

体 D N A 片段 已进入受体
,

且某些基 因已整合到受体基因组 中
,

或控制了受体的某些基因并得

到表达
。
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