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摘要:建立适于我省面条专用小麦育种研究上应用的Waxy 蛋白亚基缺失类型的鉴定技术;以改

良十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳技术(1-D-SDS-PAGE)为基础 ,分析凝胶性质 、试验试

剂 、试验条件对电泳结果的影响 ,获得高效低成本 、分辨效果佳 、重复性好的鉴定方法 。
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Abstract:Selecting by sif ting and establishing the judging technique of Waxy protein sub-unites dele-

tio n Which is used for noodle w heat breeding in Heilongjiang province.The experiment is based on im-

proved 1-D-SDS -PAGE method .Analy sing elect rophoresis results w hich are ef fected by glue

properties , experimental reagents and experimental conditions , and selecting a suitable judging w ay

which is high efficiency but low cost , high seg regation and good repetition.
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　　小麦Waxy 蛋白包括三个作用相同而分子量相

差很小的亚基。即Wx -A1 亚基 、Wx -B1 亚基和

Wx-D1亚基存在于花粉和胚乳的淀粉粒中。一般

利用电泳 、PCR和抗血清等技术分离Waxy 蛋白的

三种亚基。目前 ,十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳技术(1 -D-SDS -PAGE)应用的较多
[ 1]
。

Schofield等(1988)[ 2]利用 SDS-PAGE 电泳技术在

分析小麦淀粉粒的蛋白过程中鉴定出Waxy 蛋白 ,

分子量为 59KD。Nakamura 等(1992)[ 3] 应用单向

SDS-PAGE 技术将小麦蜡质蛋白分成移动能力有

较小差异的两组成分 。进一步通过双向电泳(IEF

加SDS-PAGE)将三个亚基蛋白区别开 ,分子量接

近 61KD 。这种电泳技术过程复杂 ,且分离效果不

够理想 。Zhao和 Sharp(1996)采用改良 1-D-SDS

-PAGE电泳技术 ,用半粒种子一步就可以区分出

Wx-A1亚基 ,Wx-B1亚基和 Wx-D1亚基 ,分子

量分别为 62.8KD 、56.7KD和 58.7KD ,为该技术在

育种上的应用奠定了基础。但因 Wx -B1 亚基和

Wx-D1亚基的分子量接近 ,受仪器 、药品 、水质和

实验技术及条件等影响 ,有时利用 Zhao 和 Sharp的

技术也不能将Wx -B1亚基和Wx -D1 亚基完全

区分开 。如姚大年等(1999)研究我国小麦Waxy 蛋

白类型未能把 B 、D亚基完全区分开 ,但可根据蛋白

带的位置和宽窄度分辨不同类型 。为使该技术早日
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在我省小麦育种中应用 ,我们进行了深入研究 ,以建

立适于我省面条麦育种研究上应用的 Waxy 蛋白亚

基类型的鉴定技术。

1　材料与方法
1.1　材料

黑龙江省主栽品种和有望品系 10份:龙麦 26 、

19 、15 、12 ,克丰 3号 ,新克旱 9号 , 4081 ,龙辐 10号 ,

0657 ,垦红 14。2002 年入选品系 63 份 , F2 、F 3 、F4

和花培纯系材料共 356 份;澳大利亚面条麦材料 3

份:Eradu 和 Hartog(Wx -B1 亚基缺失), Eujiu-

mikomugi(Wx-A1亚基缺失),中国春(CK)。

1.2　方法

1.2.1　提取方法　①将半粒远胚端种子砸碎置 5

mL 离心管加入 1 mL无离子水 4 mL 过夜。 ②将表

皮面粉等杂质用牙签剔出 ,电动摇床上混匀震荡 5

min , 10 000 r/min离心 3 min ,去上清。 ③加 1 mL

洗液混匀震荡 , 13 000 r/min离心 3 min ,去上清 ,重

复 3次 。 ④加 1 mL 水混匀震荡 5 min , 13 000 r/

min离心 4 min ,去上清 ,重复2次 。⑤加1 mL 丙酮

混匀震荡 5 min , 13 000 r/min离心 4 min ,去上清 ,

沉淀物干燥过夜 ,得到提纯淀粉可冷藏备用 。 ⑥取

5mg 加入 60 μL 提取液震荡 90 min , 沸水煮 15

min ,冷却 5 min , 13 000 r/min 离心 10 min ,取 15

μL上清液点样 。

1.2.2　电泳方法[ 4] 　以改良单向十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳技术(1-D-SDS-PAGE)为

基础 ,进行试剂纯度试验 ,建立适用的技术体系。通

过改变电泳条件 ,缩短试验时间;适量减小凝胶长

度;减少试剂用量 ,实现高效低成本 。

2　结果与分析
2.1　胶浓度和交联度的改进

在前人的基础上 ,大胆改进了胶浓度和交联度 ,

胶浓度设 20%、17%、15%和 13%、交联度设 0.1 、

0.125 和 0.155。结果是胶浓度为 17%,交联度为

0.125的组合电泳的分辨效果最佳 ,重复性好 。图

中的 H1 、Eradu和 Hartog 和龙麦 26 是Wx -B1 亚

基缺失类型 , 4595 为三种亚基全缺类型 , 4597 为

Wx-A1 亚基和Wx-D1亚基缺失 ,4599是 Wx -

A1亚基和Wx-B1亚基缺失 ,中国春为 CK 。

2.2　试验试剂的改进

多次试验表明 ,国产丙烯酰胺和甲叉配制后经

过滤可替代进口试剂 , Tris 、SDS 和甘氨酸以进口试

剂为好。超纯水的效果最佳 ,电泳速度快效果好 ,蒸

馏水的质量很重要 ,在电导率符合电泳要求时 ,可代

替超纯水。

图　小麦蜡质蛋白电泳图谱

由左至右为:Marker H1 、Eradu 、Hartog 、

龙麦 26 、4594 、4597 、4599和中国春

2.3　电泳条件的改进

在掌握电泳方法后用 15 cm 高度的电泳槽替代

20 cm ,可得到相同的分离效果 ,且药品用量可减少

1/3 ,可降低成本。

稳电流 15 ～ 20 mA ,在 40℃条件下电泳时间为

16 ～ 24 h ,在循环水冷却条件下 ,稳压 500伏可使电

泳时间缩短到 5 ～ 7 h。进一步改用稳功率 25 J ,时

间仅为 3 ～ 4 h ,而且分离效果最佳 ,重复性好。

循环水冷却较 40℃冰柜冷却均匀 ,可用自来水

做循环水装置 ,简单适用。

3　结论
研究结果表明 ,胶浓度为 17%,交联度为 0.125

的组合电泳的分辨效果最佳 ,重复性好。

国产丙烯酰胺和甲叉配制后经过滤可替代进口

试剂;蒸馏水在电导率符合电泳要求时 ,可代替超纯

水 。

用 15 cm 高度的电泳槽 ,稳功率 25 J ,电泳时间

为 3 ～ 4 h ,可用自来水做循环水装置 ,简单适用 。
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