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小麦杂交 F1 和双亲幼苗动态蛋白质组分析

甘 富，段 爽，彭永康

( 天津师范大学 生命科学学院，细胞遗传与分子调控天津市重点实验室，天津 300387)

摘要:分别以 2，3，5 d叶龄的栽培小麦京 411、偏硬 001 和杂交 F1 幼苗为材料，利用动态蛋白质组技术，对 F1 及

双亲的蛋白质变化做了比较分析，结果表明，在双亲及 F1 中蛋白质差异表达现象被观察到，其中在 5 d的叶子中最为
明显。如在发育 2 d和 3 d的 F1 叶子中，各有 15 个蛋白质斑点的含量产生变化，而在 5 d叶龄的叶子中，这种有变化
的蛋白质斑点达 27 个，在这些变化的蛋白质中，偏双亲和低于双亲的为多数，如 5 d的叶子中分别占 41% 和 44% ，
同时，在 F1 叶片中观察到有蛋白质消失和新的蛋白质诱导现象产生。这些结果表明，杂种中存在蛋白质的差异表达
现象，展开这方面的研究有助于对杂种优势形成机理的理解。
关键词:杂种优势;动态蛋白质组;差异表达;小麦;偏双亲

中图分类号:S512. 1; Q816 文献标识码:A 文章编号:1000 － 7091( 2012) 02 － 0085 － 06

Dynamic Changes of Leaves Proteome Between Wheat
F1-hybrid and Its Parental Lines

GAN Fu，DUAN Shuang，PENG Yong-kang
( Tianjin Key Lab of Cytogenetical and Molecular Regulation，College of Life

Science，Tianjin Normal University，Tianjin 300387，China)

Abstract: In this study，proteome approaches were applied to a comparative analysis of hybridization in wheat
F1-hybrid and its parent lines by using 2，3，5 d leaves. The results indicated that protein expression differences were
observed between F1-hybrid and parents. In the 5 d leaves，27 protein spots were changed in the protein abundances
and only 15 protein spots were changed in the protein abundances at 2 d，3 d leaves in F1 hybrid. In these changed
proteins，most protein spots were showed " two parental lines" characteration( 41% ) and " low parents" charactera-
tion( 44% ) in protein abundances. we also observed the some protein sports were lost and some new protein spots
were induced in the F1-hybrid. These results indicated that hybridization between two parental lines could cause ex-
pression differences between wheat hybrid and its parents at protein abundances.
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作物杂种优势分子机理的研究因在优势利用上

有重要的指导意义，而引起研究者们的高度重

视
［1 － 11］。目前，利用基因差异表达来研究水稻杂种
优势的分子机理已积累了大量的文献资料

［12 － 19］，利

用 mRNA差异显示［20］、基因表达与转录特性［21 － 23］、
同工酶与蛋白质组

［24 － 27］
等分析方法，探讨玉米杂种

优势的分子机理也已取得明显成绩。上述研究结果
均表明，作物杂种优势与基因表达、转录和蛋白质合
成密切相关。水稻和玉米杂种优势在生产上作用明

显，并产生了巨大的经济效益，而对于水稻、玉米杂
种优势机理研究也是所有作物中最透彻最系统的。
与上述 2 种作物相比，小麦被认为是一种杂种优势
不明显的作物，因此，对其优势利用相对滞后，对杂

种优势形成机理的研究也相对较晚。但近 10 年中，
一些研究者利用基因差异表达方法，研究小麦杂种

优势
［28 － 36］，取得明显进展，表明小麦中存在杂种优

势现象，只要我们对杂种优势形成机理展开广泛的

研究，小麦杂种优势在生产上能够发挥积极作用。
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蛋白质组是 20 世纪 90 年代发展起来的一种分
子生物学研究方法，由于它可以在整体水平上研究

细胞内蛋白质组成及其活动规律，能够更直接与基

因功能相关联，揭示生命活动的规律与本质，因此，

已被广泛用于作物生长发育机制
［37 － 38］、逆境适应

( 如低温［38］、干旱［39］、水分［40］和盐［41］) 等研究中。
近几年来，杂种优势与蛋白质组变化间的关系研究

已有一些报道，如小麦［30，42］、水稻［43］、玉米［44］等。
本研究以栽培小麦杂交 F1 和双亲为材料，对

2，3，5 d幼苗叶片蛋白质组的动态变化进行了比较
分析，试图从蛋白质组角度对杂种优势形成机理进

行初步探讨。

1 材料和方法
1. 1 材料培养与蛋白质样品制备
栽培小麦 ( Triticum aestivum L． ) 偏硬 001、京

411 和杂交 F1 种子分别经 3% HgCl2表面消毒 5
min，再用自来水冲洗 2 次，在培养皿中室温下萌发
24 h，然后在 28℃ /25℃ ( 白天 /晚上) 条件下，于人
工气候箱( CLIMACELL) 中分别培养 2，3，5 d，取幼
苗叶子为材料，制备蛋白质样品。
1. 2 蛋白质制备与 2-DE分析
按照 Yan等［41］方法制备蛋白质，用液氮研磨叶

片组织，将匀浆液悬浮于含 0. 07% ( W/V) DTT 的
10%冷丙酮，－ 20℃下温育 1 h，然后在 3 500 × g 下
离心 5 min，碎片重悬在含有 0. 07% ( W/V) DTT 的
丙酮中，在 － 20℃下温育 1 h 后，1 500 × g 离心 30
min，这一步骤重复 3 次。将样品冰干，然后溶解于
样品缓冲液［8 mol /L 尿素，35 mmol /L Tris，4%
( W/V) CHAPS，1% pH 值 5 ～ 7 两性离子，0. 4% pH
值 3 ～ 10 两性离子，1% ( W/V ) DTT］，参考 Brad-
ford［45］的方法测定蛋白质含量，并以 BSA作为标准。
参阅 Castro等［46］的方法进行蛋白质的 2-DE 分

析，利用 pH值 3 ～ 10 IPG胶条，长度为 13 cm，根据
Bio-Rad产品说明书操作。取每个待分析样品各 60
μg，用样品缓冲液稀释至 300 μL，将干胶条在含待
测样品的缓冲液中水化 10 h ( 300 V) ，使待测蛋白
质样品吸入胶条中。
第一向等电聚焦程序如下，分别在 300 V 和

1 000 V下电泳 1 h，然后将电压调至 8 000V下 2 h。
电泳结束后胶条在平衡液( 60 mmol /L Tris-HCl pH
值 6． 8，1% DDT，1% 甘氨酸，2% SDS ) 中平衡 20
min。电泳的第二向参考 Laemmli［47］12. 5% DSD-
PAGE。将经聚焦后的凝胶条放在垂直板状胶的上
面，用 1% 的内含 0. 15 mol /L Bis-Tris，0. 1 mol /L

HCl和 0. 2% ( W/V) SDS 的琼脂糖封胶，并使其聚
合。80 V下电泳 5 h。其结果经 3 次重复。采用银
染
［48］
法显色。用 PDQuest软件进行凝胶斑点检测，

确定双亲和 F1 之间有差异的蛋白质斑点。

2 结果与分析
2. 1 小麦杂交 F1 和双亲叶子内的蛋白质组

图 1 是栽培小麦偏硬 001、京 411 和杂交 F1 2 d
叶片中的全蛋白质组谱型，第一向水平轴表示的是

等电聚焦，pH值 4. 5 ～ 8. 6，第二向为表示分子量的
SDS-PAGE垂直胶，分子量范围为 10 ～ 110 kDa。利
用 PDQuest( Bio-Rad) 分析软件，约有多于 500 个蛋
白质斑点被检测到。图中箭头表示的是杂交 F1 和

双亲中有表达变化的蛋白质斑点，但从这些变化的蛋

白质斑点看，主要表现在蛋白质表达的含量上，这种

变化有 3种情况: ( 1) 偏于双亲的，即蛋白质含量与双
亲或某一亲本含量相同，如偏硬 001 中的斑点 2 ( 10
kDa /pI 6. 7) 、5( 16 kDa /pI 6. 5) 、7 ( 26 kDa /pI 8. 1) ;
( 2) 高于双亲的，如 F1 中的斑点 6( 16 kDa /pI 5. 8) 、
8( 28 kDa /pI 6. 3) 、15 ( 40 kDa /pI 5. 7 ) 或低于双亲
的，如斑点 3( 36 kDa /pI 6. 4) 、4 ( 18 kDa /pI 6. 5) 、9
( 18 kDa /pI 4. 8 ) 、10 ( 16 kDa /pI 4. 7 ) 、11 ( 19 kDa /
pI 4. 7) 、12( 36 kDa /pI 5. 0) 、13( 27 kDa /pI 5. 1) 、14
( 29 kDa /pI 7. 2) ; ( 3) F1 中被抑制表达的，如斑点 1
( 10 kDa /pI 6． 8) 。
2. 2 小麦杂交 F1 和双亲叶子(3，5 d)蛋白质组的
动态变化

由于蛋白质组的表达受时空的调控，因此，对小

麦杂交 F1 和双亲不同发育时期幼苗( 3，5 d 叶子)
蛋白质的动态变化做了比较分析。图 2、3 分别是在
3 d和 5 d 叶子中检测到的全蛋白质组图谱。在发
育 3 d的叶子中，蛋白质组的变化比较明显，主要有
4种变化被观察到: ( 1) 偏双亲的蛋白质斑点，如 F1 中

蛋白质变化与京 411相近的斑点 1( 28 kDa /pI 5. 0)、2
( 26 kDa /pI 5. 5)、4 ( 12 kDa /pI 5. 5 )、10 ( 26 kDa /pI
7. 8)、11( 33 kDa /pI 7. 3) ，与偏硬 001 相近的斑点 5
( 28 kDa /pI 7. 8) 、9( 26 kDa /pI 5. 5) 、12 ( 17 kDa /pI
7. 3) ; ( 2) 表达量高于或低于双亲的，如斑点 3 ( 16
kDa /pI 5. 8) 、6( 15 kDa /pI 6. 6) 、7( 16 kDa /pI 5. 1)
高于双亲，斑点 8( 26 kDa /pI 7. 9 ) 低于双亲; ( 3 ) 介
于双亲间的斑点 13 ( 14 kDa /pI 6. 0 ) 和斑点 14 ( 60
kDa /pI 7. 6 ) ; ( 4 ) F1 中新增的斑点 15 ( 66 kDa /pI
8. 0) 。而在发育 5 d 的叶子中，蛋白质斑点偏于双
亲或低于双亲的斑点占多数，如 1( 20 kDa /pI 6. 0) 、
2( 20 kDa /pI 7. 3) 、25( 68 kDa /pI 4. 8) 偏偏硬 001;
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图 1 小麦杂交 F1 和双亲幼苗(2 d叶子)蛋白质 SDS-PAGE分析
Fig. 1 SDS-PAGE analysis of protein in 2 d leaves of wheat F1-hybrid and its parental lines

图 2 小麦杂交 F1 和双亲幼苗(3 d叶子)蛋白质 SDS-PAGE分析
Fig. 2 SDS-PAGE analysis of protein in 3 d leaves of wheat F1-hybrid and its parental lines



88 华 北 农 学 报 27 卷

斑点 3 ( 48 kDa /pI 7. 7 ) 、4 ( 18 kDa /pI 5. 2 ) 、5 ( 80
kDa /pI 6. 0 ) 、6 ( 46 kDa /pI 7. 5 ) 、7 ( 18 kDa /pI
5. 2) 、8( 23 kDa /pI 7. 7) 、10( 31 kDa /pI 6. 3) 、16( 65
kDa /pI 5. 7) 偏京 411;而斑点 9( 19 kDa /pI 6. 7) 、11
( 80 kDa /pI 5. 6 ) 、12 ( 68 kDa /pI 7. 5 ) 、13 ( 88 kDa /
pI 5. 9) 、14( 88 kDa /pI 6. 0) 、15( 88 kDa /pI 6. 1) 、17

( 43 kDa /pI 5. 7 ) 、18 ( 66 kDa /pI 5. 8 ) 、19 ( 66 kDa /
pI 5. 7) 、22( 24 kDa /pI 6. 0) 、23( 16 kDa /pI 4. 8) 、27
( 33 kDa /pI 4. 6) 表达量低于双亲，另外，还有 4 个
斑点，斑点 20( 66 kDa /pI 7. 4) 、21( 29 kDa /pI 5. 7) 、
24( 58 kDa /pI 4. 8) 、26( 80 kDa /pI 4. 8) 在双亲中有
表达，但在 F1 中缺失。

图 3 小麦杂交 F1 和双亲幼苗(5 d叶子)蛋白质 SDS-PAGE分析
Fig． 3 SDS-PAGE analysis of protein in 5 d leaves of wheat F1-hybrid and its parental lines

2． 3 F1叶子中的蛋白质变化类型及变化频率分析

根据杂交 F1 和双亲叶子( 2，3，5 d) 蛋白质变化
结果，我们对 F1 叶子中的蛋白质变化类型及变化频

率进行了分析( 表 1 ) ，结果表明，F1 叶子中的蛋白

质变化类型主要有 5 种现象:偏于双亲、高于或低于
双亲、介于双亲及 F1 中缺失或增加。从蛋白质变化

频率上分析发现，多数蛋白质斑点表现为偏于双亲

或低于双亲，如在发育 2 d的叶子中，53%的蛋白质
斑点表现为低于双亲，在发育 3 d 的叶子中，53%的
蛋白质斑点表现为偏双亲，而在发育 5 d 的的叶子
中，偏于双亲和低于双亲的蛋白质斑点数比例分别

为 41% 和 44% 。
表 1 F1 中有变化的蛋白质斑点数及变化频率

Tab． 1 The change in protein spot mumbers and frequencies in F1-hybrid

发育时期 /d
Growth
stage

有变化的蛋

白质斑点数 /个
The numbers of the
changed protein spot

偏双亲的

数量 /%
Parental di-type

percentage

高于双亲

的数量 /%
High parent
percentage

低于双亲

的数量 /%
Low parent
percentage

介于双亲

的数量 /%
Additive type
percentage

F1 中缺失或增加

的数量 /%
Lost or induced in

F1-hybrid percentage

2 15 20 20 53 7
3 15 53 20 7 13 7
5 27 41 44 15

3 讨论
利用蛋白质组技术探讨作物杂种优势形成机理

在水稻
［49］、玉米［44］等作物中已有报道，如 Wang

等
［43］
发现至少有 8 种类型的蛋白质组份参与杂种

优势的形成，其功能涉及酶活性调节，转录、转译调
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控，营养及胁迫反应等; Hoecker 等［44］在玉米中发
现，与杂种优势形成相关的蛋白质涉及细胞周期、信
号转导、能量代谢、疾病防御等方面，其变化的形式
表现为杂种 F1 某些蛋白质表达量高于双亲，但多数

蛋白质的表达量则低于双亲。这些结果表明，作物
杂种优势的形成涉及到一个极其复杂的蛋白质多条

代谢路线与代谢网络。与水稻、玉米相比，小麦的杂
种优势利用相对滞后，但小麦中也存在在农业上有

利用价值的杂种优势现象，如印度杂交小麦栽培面

积已达 60 000 hm2［49］，我国利用化学杀雄( chemical
hybridizing agent) 和二系法 ( two line system) 技术，
杂交小麦的面积据 2007 年报道已达 10 000 hm2，产

量平均增加 20%［42］，而利用蛋白质组技术探讨小
麦杂种优势形成机理也已有人开展

［30，42］。
本研究利用动态蛋白质组技术分析幼苗发育不

同时期( 2，3，5 d) 叶子中蛋白质变化，得出的结果有
2 点值得注意: ( 1 ) 与亲本京 411 和偏硬 001 相比
较，F1 叶子中的蛋白质变化类型主要有偏于双亲、
高于或低于双亲、介于双亲及 F1 中缺失或增加等 5
种现象( 表 1) ，这与一些学者在水稻、玉米、小麦中
所得出的结果相类似，但在蛋白质表达量上的变化

与杂种优势形成间的相关性现在还不能明确肯定，

然而对于 F1 中一些涉及逆境胁迫、病害防御、信号
转导相关蛋白质表达量上的增加有利于作物的生

长、发育，进一步保证杂种有强的生活力，这一点还
是有相关性的

［30，44，49］。( 2) 动态蛋白质组分析有利
于我们较全面的了解杂种优势形成与蛋白质组变化

间可能存在的关系，从表 1 可以看出，F1 中 3 d叶子
蛋白质斑点的变化类型最多，而 5 d 叶子则蛋白质
变化的斑点数最多，几乎接近 2，3 d 的 2 倍。与基
因组不同，蛋白质的表达有明显的组织特异性和发

育特异性，即时空现象，因此，生物体中某一性状的

表达如作物中的杂种优势现象很可能会在某一组织

或不同的发育时期中检测到，本研究利用动态蛋白

质组分析可能得出的结果会更全面。
杂种优势现象和优势利用是作物遗传育种的重

要领域，目前利用蛋白质组技术探讨杂种优势形成

机理刚刚开始，对于这方面的深入研究有助于我们

理解杂种优势形成机理并最终在优势的预测与利用

方面发挥作用。
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