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摘要 : 利 用聚丙稀酸胺凝胶 电泳 (S DS 一 P A G )E 对热导系玉米种子的 可溶性蛋 白进行分析
,

结果表

明
,

清蛋白
、

球蛋 白
、

谷蛋 白都显示 出丰富的带语
。

自交系间语带数 目
、

带的 强弱与分布等特
.

点均可

见较明显的差异
,

可将各供试 自交系互相区分出来
;
醉溶蛋白谙带均较弱

,

自交系间差异 小
,

难以 把

各供试 自交系互相 区分 出来
。

尽管种子的可溶蛋白质 P A G E 图语都可作为玉 米 自交 系鉴定的蛋

白质指纹图语
,

相比之下
,

利用清蛋 白 P A G E 图谱较为理想
。
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A b s t r a c t : E l e e t r o p h o r e t ie a n a ly s i s w a s m a d e o n t h e s e e d s o l u b l e p r o t e i n o f 9 m a i z e i n b r e d l i n e s b y

p o ly a e r y a m id e g e l e l e e t r o p h o r e s i s ( P A G E ) t e e h n i q u e s
.

T h e r e s u l t s s h o w e d t h a t t h e : e i n s w e r e

b o t h s im p l e a n d d i f f e r e n e e s a m o n g v a r i e t ie s w e r e s m a l l
.

I t w a s .
t h e r e fo r e ,

d i f f i e u l t t o d i s t i n g u i s h

a l l t h e v a r i e t i e s s t u d i e d w i t h t h e z e i n P a t t e r n s ,

T h o u g h
,

t h e P A G E o f t h e s e e d s o l u b l e p r o t e i n s a l l

e a n b e r e g a r d e d a s p r o t e i n f i n g e r p r i n t f o r id e n t i f i e a t i o n o f 9 m a i z e v a r i e t i e s ,
t h e P A G E p a t t e r n s o f

t h e a l b u m i n s w e r e ,

h o w e v e r , a b u n d a n t a n d t h e d i f f e r e n e e s a m o n g v a r i e t i e s w e r e o b v i o u s in b a n d s

n u m b e r d i s t r ib u t i o n a n d e o n e e n t r a t i o n
.

O n t h e b a s i s o f t h e s e e h a r a e t e r i s t i e s , a l l t h e v a r i e t i e s

s t u d i e d e o u ld b e d i s e r im i n a t e d f r o m e a e h o t h e r
.

I t w a s s u g g e s t e d t h a t P A G E o f s e e d a lb u m i n w a s

u s e f u l i n v a r i e t y id e n t i f i e a t io n i n m a i z e
.

K e y w o r d s : m a i z e : S D S一 P A G E : f i n g e r P r i n t

生物指纹图谱 (f in g er rP i n )t 是能够鉴别生物

个体之间差异的电泳图谱
,

这种 电泳图谱多态性丰

富
,

是鉴别 自交系的有力工具 l3[
。

自交系之间的差

异主要取决于遗传物质 D N A 和 R N A 的差异
,

而

D N A 和 R N A 的直接产物就是蛋白质
,

不同自交系

间种子蛋白质的种类
、

含量等均有不同
,

通过种子蛋

白质差异的测定
,

可 以鉴定品种2j[
。

贮藏蛋白是种

子的主要成分
,

几乎所有的作物种子贮藏蛋 白都有

特异性
,

且容易分离和提取
。

os b or en 根据蛋 白质

溶解性不同
,

将种子蛋白分为 4 大类
,

即溶于水的水

溶性蛋白醇溶蛋 白 ( a lb u m i n )
、

溶于 1 0写N a C I溶液

的盐溶性蛋白 ( g l o b u l i n )
、

溶于 7 0 % ~ 9 0 % 乙醇 的

醇溶蛋白 ( p or la m ien ) 和仅溶于稀酸或稀碱溶液的

谷蛋 白 ( g l u t e n i n )
,

这就是传统的
“ o s b o m e 蛋白质分

类系统
” 。

热导系玉米 即是把热带
、

亚热带的玉米

自交系与温带的玉米 自交系杂交
,

从而培育出适合

北方气候又具有南方优良品质的玉米 自交系
。

将遗

传背景不同的玉米材料通过 电泳分析
,

将显示出不

同的蛋白谱带
,

谱带在一定程度上反映出基因型的

差异
,

分析同一杂交种或自交系不同子粒的蛋白谱

带
,

可以看出个体之间是否存在遗传上的分歧
,

从而

便于检验纯度
。

利用生化指纹鉴定技术进行玉米 自

交系鉴定和纯度检验 国内外都有研究〔3一 `。〕 ,

但利用

热导系玉米种子贮存蛋 白鉴定玉米种子纯度未见研

2 0 0 5一 0 7一 14
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究
。

本实验根据玉米种子的溶解特性不同
,

采用分

级提取的方法
,

依次加人样 品提取液
。

提取了热导

系玉米种子的清蛋 白
、

球蛋白
、

醉溶蛋白和谷蛋 白
。

1 材料和方法
1

.

1 实验材料

供实验的材料共有 9 个自交系
,

即甸 1 1
、

H R9 5
、

H R 97
、

红玉米
、

H R 10 2
、

H R 10 3
、

长 3
、

H R 12 4
、

H R 13 7
。

1
.

2 样品制备

玉米子粒蛋 白电泳分析采用单粒种子操作
,

将

干燥 的种 子磨 粉后
,

准 确称取 50 m g
,

放人 离心

管中
。

1
.

2
.

1 清蛋白 的制备 用 1 0 m m o l / L T r i s一 H C I
,

p H 值 7
.

5 缓冲液 2 00 拌L
,

温度为 4℃
,

提取 Z h
,

1 6 0 0 0 r p m
, 15 m i n 离心

,

取上清
。

1
.

2
.

2 球蛋 白 的 制备 于 上 步 沉淀 中加人 1

m m o l / L N a C I
,

1 0 m m o l / L T r i s 一 H C I
, p H 值 7

.

5

缓冲液
,

利用旋涡振荡器混匀
,

温度为 4℃
,

提取 2

h
, 16 0 0 0 r p m

, 1 5 m i n 离心
,

取上清
。

1
.

2
.

3 醉溶蛋 白的制备 于上步沉淀中用 70 %

( v / v ) 乙醇
,

1 0 m m o l / L T r i s一 H C I
, p H 值 7

.

5 缓冲

液
,

利用旋涡振荡器混匀
,

温度为 4℃
,

提取 Z h
,

16 0 0 0 r p m
,
1 5 m in 离心

,

取上清
。

1
.

2
.

4 谷蛋 白 的制备 于上步沉淀中用 0
.

5 %

S D S , 1%琉基 乙醇
,

1 0 m m o l / L T r i s 一 H C I
, p H 值

7
.

5 缓冲液
,

利用旋涡振荡器混匀
,

温度为 4℃ ,

提取

Z h
,

16 0 0 0 r p m
, 1 5 m i n 离心

,

取上清
。

1
.

3 电泳

1
.

3
.

1 电泳 利用 A m e r s h a m p h a r m a e i a b i o t e e h

电泳仪和 H oe f er M i in V E 型单夹芯电泳槽
。

电泳

采用 T ir s一甘氨酸缓冲系统和 T EM E D一过硫酸胺

聚合催化 系统
。

分离胶浓度 10 %
,

浓 缩胶 浓度

4%
。

取备用 的提取液 10 拜L 与 2 倍上样 b u f f e r l o

拌L
,

混均于沸水浴中加热 3m in 使之变性后加样
,

在

室温下稳流电泳 2 ~ 3 h
。

1
.

3
.

2 染色 电泳后染色 (0
.

05 %考马斯亮兰 R一

2 5 0 + 4 0沁甲醉 + 7 %冰醋酸 )
,

染色 3 h
。

1
.

3
.

3 脱 色 利用脱色液 (4 。% 甲醇 + 7%冰醋

酸 )脱色至背景清晰透明为止
,

观察谱带
。

3 结果与分析
3

.

1 清蛋 白
、

球蛋白
、

谷蛋白电泳效果

从图 1 可以看到
,

用 P A G E 技术分离的清蛋白

谱带多
、

分辨率高
,

自交系间谱带显示了丰富的多态

性
,

每个材料都有 自己独特的指纹
。

这与 w i lso n
1[J

报道的结果是一致的
。

谱带大多数都很清晰
。

在 自

交系间
,

谱带数 目具有较明显的差别
。

根据谱带数

目可以把一部分自交系区分出来
。

如第 l 泳道和第

3泳道有相同的谱带数 目
,

为 17 条明显的带
,

而第

2 泳道只有 15 条明显的带
。

再根据谱带的强弱可

把 第 1 泳道和第 3 泳道区分开
,

如箭头所示第 1 泳

道的条带是一条特强的带
,

而第 3 泳道则为一条弱

带
。

同样可以把其他各个 自交系相互区分开来
。

图 1 清蛋白电泳图

从图 2 可以看到
,

分离的球蛋 白谱带大多数都

很清晰
。

在自交系间
,

谱带数目具有较明显的差别
。

根据谱带数目及谱带的强弱也可以把一部分自交系

区分出来
。

如根据谱带的强弱可把 第 1 泳道和其

他的泳道区分开
,

箭头 1 所示位置在第 1 泳道是一

条特强带
,

而其他泳道则为一条弱带 (如泳道 2
, 3 ,

4 ,

5
, 6

,

8 )或者无带 (如泳道 7 , 9 )
。

又如箭 头 2 所

示
,

第 5 泳道是一条特强带
,

而其他泳道则为一条弱

带
。

这样可以把各个 自交系相互区分开来
。

图 2 球蛋白电泳图

从图 3 可 以看到
,

谷蛋白谱带大 多数很清晰
。

不同自交系的谱带数目具有较明显的差别
。

根据谱

带数目及谱带的强弱也可以把一部分 自交系区分出

来
。

箭头 1所示第 5 泳道的条带是一条特强带
,

而

其他的则为一条弱带 (如泳道 1
,

2
,

3
,

4 , 6 ,

)或者无
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带 (如泳道 7
,
8

,

9)
。

箭头 2 所示第 1泳道的条带是

一条特强带
,

而其他的则为一条弱带或者无带
。

这

样可以把其他各个 自交系相互 区分开来
。

图 3 谷蛋白电泳图

3
.

2 醉溶蛋白的电泳效果

从图 4 看到
,

自交系谱带数目较少
。

谱带较简

单
,

自交系间在谱带数目和其他谱带特征虽有一定

的差异
,

但差异较小
,

不如前三个蛋白图谱容易把较

多的自交系相互区分开来
。

图 4 醉溶蛋白电泳图

4 讨论
经常作为 自交系纯度鉴定用的种子蛋白质类型

有清蛋白
、

盐溶蛋白
、

醇溶蛋 白和谷蛋 白
,

每种蛋白

质通过电泳所产生的蛋白质谱带类型都可作为自交

系的
“
生化指纹

” ,

这种
“

生化指纹
” 可以鉴定未知自

交系或品种的纯度
。

玉米清蛋白具有丰富的带谱
,

自交系间在谱带数目和谱带强弱等特点均有明显的

差异
,

图 1表明
,

虽然各材料之间的亲缘关系较近
,

但都能彼此区别
,

每一材料都有各自独特的清蛋白
“
指纹

” 。

玉米清蛋白虽然含量较少
,

但其分子多态

性和 自交系间的异质性较大
,

这在玉米 自交系鉴定

及遗传研究上有重大的意义
。

通过研究表明
,

我们

采用清蛋白作为玉米纯度鉴定用的贮藏蛋 白质比用

其它蛋白质具有许多优点
:

清蛋白是玉米种子蛋 白

主要成分中唯一能直接溶于水的蛋白质
,

其提取方

法较其他蛋 白质简单
。

蛋 白质谱带窄
,

清晰
,

具有

较高的分辨率
,

谱带差异很容易显示 出来
。

同时谱

带相对较多
,

便于区别种类繁多的玉米 自交系找出

每一 自交系的特征谱带
,

是玉米 的一个较理想的生

化标记
。

实验证明
,

用玉米种子清蛋 白聚丙烯酞胺

凝胶电泳技术进行 自交系鉴定及纯度检验是一条有

效途径
。

本实验提取的醇溶蛋白谱带数目较少的可能原

因有两条
。

首先
,

玉米醇溶蛋 白是 由少数几种大小

不同的多肤分子组成的
,

因而电泳的谱带较少
。

其

次
,

玉米醉溶蛋白分为
a 一 ez in 和 p一 ez in 两类

。 。

一 : e i n 可溶于 9 5 % 乙醇
,

旦一 z e i n 溶于 60 % 乙

醇
,

不溶于 95 % 乙醇
。

而本实验 中醇溶蛋 白是用

7 0纬乙醉提取的
,

对于
。 一 此in 和 日一 z ie n

都不是

最适的提取浓度
,

因而可能有些 醇溶蛋 白未溶解
。

这也与 W il so n[
` 11 和朱应泽 12[ 〕的结论相符

。
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