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摘要:用 10种同工酶和蛋白质分析体系,分析了 7 种重要蔬菜的 71 个杂交种与其亲本之间的差

异位点,以及这些差异位点用于杂交种纯度检测的可能性和存在的问题。试验表明, 作物的不同

种类 ,杂交种与亲本之间的亲缘关系以及作物种类的遗传多态性, 都会影响同工酶差异位点产生

的多寡,从而影响到这一技术是否能用于此种作物的纯度检测。分析了不同同工酶在不同蔬菜中

的多态性以及在蔬菜种子纯度检测中的表现。
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利用同工酶在品种之间表现的差异位点鉴别品种的研究已有多篇报道
[ 1~ 5]

, 但是还缺乏

系统的分析和标准图谱的建立。尤其对蔬菜种类,还缺少对检测技术的系统的研究。本文分

析了利用 10种同工酶和不同形式蛋白质的差异位点,用于我国主栽的 7 种蔬菜商品杂交种

的纯度检验的结果, 以及杂交组合中亲本的亲缘关系、作物种类的遗传多态性、各种同工酶染

色技术等对检测结果的影响。同时, 分析了结果差异表现的稳定性, 以及不同分析技术在不

同种类中的应用效果。

1 � 材料和方法

1�1 � 植物材料
试验中所用的 7种蔬菜杂交种及其亲本种子来自北京蔬菜研究中心种质资源库和育种

组。7种蔬菜的杂交组合分别是:大白菜 20个组合; 甘蓝 10个组合; 番茄 12个组合;甜辣椒

10个组合;黄瓜 8个组合;青花菜 4个组合以及西瓜 7个组合。

1�2 � 同工酶和蛋白质提取
从种子或萌发 2~ 8 d的种苗提取蛋白质或同工酶。试验中使用了 4种类型的提取液:

( 1)无离子水, 20%蔗糖(均匀胶) ; 无离子水( IEF)。( 2)酶提取液� :磷酸氢二钠 0�15 g, 蔗糖
1�75 g, PVP- 40 1�25 g, EDTA 0�0125 g, DT T 0�0125 g ,抗坏血酸 0�025 g, 二乙基二硫甲酸
钠 0�025 g,焦硫酸钠0�0125 g ,巯基乙醇 0�025 mL,用无离子水定容到 25 mL。( 3)酶提取液
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�: 0�4 mL 两性电解质, 2�0 mL 丙三醇, 0�028 mL 巯基乙醇, 0�02 mL Triton X- 100加无离
子水定容至 20 mL。( 4)蛋白质提取液: 10% SDS 4 mL, 1 mo1/ L Tris- HC1 pH 6�8,丙三醇
1�6 mL, DTT 300 mg,加无离子水定容至 20mL。

1�3 � 电泳方法
采用 2种方式的丙烯酰胺凝胶电泳: ( 1)垂直板均匀胶电泳,分离胶浓度为 7%或 10% ,

浓缩胶浓度为 3�5%。电极缓冲液为 Tris- 甘氨酸体系, pH 8�3,电泳进行为 300V 恒压, 3~

4 h。( 2)平板等电聚焦电泳( IEF) ,胶浓度为6%或 8%, 电极液正极为1%冰乙酸,负极为2%

乙二氨。电压高限为 1500V, 电泳时间为 1 h或 1�5 h。
1�4 � 染色方法

试验所检测的 10种同工酶是: 过氧化物酶( POX) , 碱性磷酸脂酶( EST) ,酸性磷酸脂酶

(ACP) ,磷酸葡萄糖变位酶( PGM ) , 磷酸葡萄糖异构酶( PGI ) , 乙醇脱氢酶( ADH ) , 谷氨酸草

酰乙酸转氨酶( GOT ) ,异柠檬酸脱氢酶( IDH ) , 苹果酸脱氢酶( MDH) , 6- 磷酸葡萄糖脱氢酶

( 6- PGD)。10种同工酶和蛋白质的染色方法分别为: POX, EST, PGM, 6- PGD和蛋白质染

色参照郑晓鹰等[ 5, 6]的方法; ACP, ADH 参照王中仁[ 7]的方法; MDH, GOT, IDH, PGI 参照

Wendel等[ 8]的方法。

2 � 结果与分析

2�1 � 作物种类的遗传多态性与杂交组合中同工酶差异位点的存在率
一种作物是否能用同工酶分析技术检测出杂交种的品种纯度, 取决于这个杂交种与其亲

本之间是否存在着同工酶的差异位点。而在某一蔬菜种类中是否容易找到同工酶差异位点

又与这一种类本身的遗传多态性以及两个亲本之间亲缘关系的远近有关。试验所测定的 7

种主要蔬菜同工酶分析结果, 不同种类表现十分不同。大白菜、甘蓝、绿菜花的同工酶标记多

态性表现丰富, 往往只用一两个同工酶就可以在大部分杂交组合中找到差异位点。而西瓜属

于遗传多态性较窄的种类,大部分所测同工酶标记在被试杂交种和亲本之间看不到差异位点

的存在。表 1是用 10种同工酶体系和 2种蛋白质体系鉴别 7 种蔬菜和瓜类杂交种与亲本差

异位点的结果。

试验结果表明, 大白菜和甘蓝 30个杂交种主要在 3个同工酶体系存在差异位点,可以鉴

定的组合占测试组合数的 70%。用 POX和 EST 体系测定的大白菜和甘蓝, 80%以上组合存

在差异位点。用 PGM 和 SDS蛋白质体系测定,杂交种与亲本存在差异位点的组合在 60%以

上。甜椒、黄瓜和番茄的 30个杂交种用 10种同工酶体系测试鉴别率分别为 22�5%, 20�3%

和 19�2%(表 2)。12个番茄杂交组合,存在差异位点最多的 MDH 体系, 可以鉴定 50%的组

合,其他酶体系存在差异位点的组合均在 10%~ 30%。可以测定甜椒杂交种的体系主要是

POX和醇溶蛋白, 分别有 30% ~ 40%的组合存在差异位点。黄瓜存在差异位点较多的体系

主要是 POX可以鉴别 63%的组合。青花菜可鉴定组合为 34�6% ,主要是 2个磷酸脂酶 EST

和ACP存在差异位点, 参试组合用这 2个酶 100%的可以鉴别。西瓜存在差异位点的比率最

低,只有 15%的组合可以鉴定。
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2�2 � 不同同工酶在参试蔬菜杂交种检测中的表现
如果要确定是否能用某种同工酶差异位点鉴定一个未测试过的杂交种, 往往希望从最易

表现差异的同工酶开始。从本试验对 7种蔬菜用 10种同工酶检测的结果分析, 不同的同工

酶可检出差异位点的频率不一样。在所测的 71个不同种类的杂交种中, 用 POX可以检测出

的占 52%, EST 可检出的占 45%, PGM 占 38% , MDH 占 27�6% , ACP 占 28%, IDH , 6 -

PGD, GOT 分别能检出 21�7%, 16�7%和 8�3%, ADH 和 PGI在所检种类里没有看到差异位

点(表 1)。
表 1 � 71 个不同种类蔬菜的杂交组合中存在同工酶和蛋白质差异位点的组合分布 个

作物

种类

测试

组合

存在同工酶差异位点的组合数

POX EST PGM MDH ACP ADH GOT 6PGD IDH PGI PROT

大白菜 20 16 14 12 / / / / / / / 5/ 7
甘 � 蓝 10 8 8 6 / 1/ 3 / / / / / /
番 � 茄 12 3 4 0/ 8 6 1/ 6 0/ 5 0/ 5 0/ 3 1/ 7 0/ 8 /
甜 � 椒 10 4 1/ 8 0/ 7 0/ 3 0/ 6 0/ 1 0/ 3 0/ 1 2/ 7 0/ 1 8/ 16
黄 � 瓜 8 5 1 3 2 0 0 / 2 / 0 /
青花菜 4 0 4 0/ 3 0 4 / 1 / / 0/ 3 /
西 � 瓜 7 0 1 / 0/ 6 1/ 6 / / / / / 4
合 � 计 71 36 33 21 8 7 0 1 2 3 0 17

百分率( % ) 52 45� 2 38� 2 27�6 28� 0 0 8�3 16� 7 21�4 0 56� 6
� 注:表内分数表示:分母为实测组合数,分子为存在差异组合数。

表 2 � 用 10 种同工酶和 3 种蛋白质体系对不同种类蔬菜杂交组合的鉴定结果

作物种类
参试组合

次 � � 数
参试体系数

同工酶或蛋白质有

差异位点组合次数

可鉴定组合

百分率( % )

大白菜 67 4 47 70� 1
甘 � 蓝 33 4 23 69� 7
番 � 茄 78 10 15 19� 2
甜 � 椒 68 11 15 22� 5
黄 � 瓜 64 8 13 20� 3
青菜花 26 8 9 34� 6
西 � 瓜 39 5 6 15� 4

� � 从上述结果看, 过氧化物酶( POX)存在差异位点组合比率最高。当然也受作物种类及测

试品种范围的影响。在所测试的十字花科、甜椒和黄瓜组合中, POX 差异位点一般都比较稳

定,差异位点由一或两对等位基因组成。种苗的苗龄对其影响不大, 而所取种苗的部位会影响

图 1� 大白菜( A)甘蓝( B)和甜椒(C)杂交组合过氧化物酶差异位点
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过氧化物酶图谱。

碱性磷酸脂酶( EST)在几种蔬菜的检测中,多态性表现较丰富, 图谱的条带比较多, 一般

都在 15条以上。有的组合可以存在 1~ 4个脂酶差异位点(图 2)。其差异位点在所检杂交组

合中的存在率也较高。但是, EST 图谱的稳定性较差,种苗的苗龄,种子的活力和提取条件都

可能反应在脂酶的图谱上,致使每次试验结果的重复性较差。

图 2 � 白菜( A EST;B, PGM)和甘蓝(C)

� � 杂交组合脂酶和磷酸变位酶差异位点

PGM 同工酶用于大白菜和甘蓝的杂交种纯度鉴定有 60%的组合,黄瓜有 37�5%的组合
存在差异位点, 并且酶谱清晰, 每次结果重复性好,带型非常稳定,从 2~ 4 d的种苗到真叶出

现期,检测结果一致。差异位点最多的 PGM- 2和 PGM- 3经试验证明是 2组独立遗传的等

位基因位点。不同带型的 2个大白菜品种杂交后 F2 的分离表现出 1�2�1,符合等位基因的分
离规律,证明这一位点的表现形式是遗传因素所决定的,不受环境条件的影响(图 2)。但这个

同工酶体系在其他种类的检测中, 没有表现出多态性。

番茄和黄瓜部分杂交组合的苹果酸脱氢酶( MDH) , F1 杂交种与亲本之间存在着稳定的

差异位点。这种酶在参试的几种蔬菜的种苗中活性都很高,酶谱的重复性较好, 但是这个酶

在品种之间的多态性不很丰富(图 3)。

酸性磷酸脂酶( ACP)在绿菜花、甘蓝、西瓜杂交组合的纯度鉴别中, 都有差异位点存在

(图 3)。在所测试的蔬菜品种中属于多态性丰富的同工酶, 并且酶谱的条带较多。但是与

EST 相似,酶谱型不十分稳定,试验条件及种苗大小都有可能引起带型的变化,需要比较严格

的控制试验条件。

图 3� 番茄( A)和绿菜花( B)杂交组合

� � 鉴别的MDH和 ACP同工酶的差异位点
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在参试的 71个 7种蔬菜的杂交组合中, IDH , 6- PGD, GOT 检测存在差异位点的分别为

3, 2, 1个组合,这几种酶在这些蔬菜种类中一般只有 2~ 4条带,多态性位点相对较少, 有 2个

比较难鉴别的甜椒和黄瓜组合可以用 IDH 和 6- PGD鉴别(图 4)。ADH 和 PGI 在所鉴别的

组合中没有发现明显的差异位点。

图 4� 甜椒( A)和黄瓜( B)杂交组合中 IDH和 6- PGD同工酶差异位点

2�3 � 品种纯度鉴定中的电泳技术比较
在本试验蔬菜品种纯度检测技术中,我们使用了垂直板和水平板 2种电泳设备。使用的

胶的体系包括聚丙烯酰胺均匀胶、浓度梯度胶、SDS- PAGE和 pH 梯度等电聚焦电泳。根据

不同种类的酶的染色体系选择合适的电泳方式,可以得到清晰的检测结果。大多数酶体系都

可以用垂直板均匀胶的方式分辨。这个方式相对简便, 易操作, 使用设备经济。但是对某些

酶体系分辨率较差, 在几条带比较接近, 活性又高的情况下, 易形成色团。PGM, MDH, 6-

PGD, ADH 等酶体系用这种方式酶谱比较清晰。平板等电聚焦电泳,用超薄型胶 pH 梯度方

式,分辩率比垂直板强出数倍, 且操作也比较简单,重复性好, 条件合适时谱带非常清晰。一

般垂直板胶可分辨出 8~ 10条带时, IEF 平板可分辨出 14~ 16 条带。当然, 2 种方式分离蛋

白质的原理是不同的。对于 POX, EST, ACP 等在一般植物种类幼苗中条带较多的同工酶体

系,用平板 IEF 可以得到非常清晰的易鉴别的图谱。另外, IEF 电泳易于调节,经试验选用不

同的 pH 梯度,可以使有差异的区域达到最大的清晰度。例如在上述试验中, POX同工酶甘

蓝的大多数品种在 pH4~ 6范围,甜椒某些品种在 pH3~ 9�5范围,番茄的某些品种在 pH6~

8范围, 才可以看到清晰的鉴别条带。

2�4 � 电泳差异位点在品种纯度检测中的应用和统计
在用同工酶和蛋白质电泳检测蔬菜杂交种纯度时,一般来说, 只要亲本与 F1 之间有一个

差异位点或者是一条谱带的差异, 就足以鉴别出品种。当然如果同时存在着 2个或更多的差

异位点,就更有助于区分杂交种中的混杂种。试验结果杂交种纯度的计算公式为:

纯度百分率( % ) = (样品总粒数- 亲本数- 其他品种数) /样品总粒数 � 100
如果使试验条件一致,电泳结果中出现的误差可能是由于取样引起的。我们分别用有一

个差异位点的不同纯度的 3份番茄样品做纯度检测,分别随机取 45, 70和 100粒种子做电泳

分析并计算结果如表 3。这一结果表明, 样品纯度在 80%以上时, 取样多少在检测结果之间

的误差不大,每份样品检测结果与平均值差异在 � 0�3%~ 2�3%, 试验时取比较少的样品量,
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也可以得到相对准确的结果。样品纯度在 50% ~ 80%时,每次取样在检验结果之间误差稍

表 3� 不同取样数检测不同纯度番茄样品的纯度百分率 %

样品
取样粒数

45 70 100
平均纯度 平均误差

佳粉十五号 69�0 78�0 76� 0 74� 0 � 2� 0~ 5�0
佳粉十五号 87�0 87�1 85� 6 86� 7 � 0� 3~ 1�0
佳粉十五号 100�0 96�0 97� 0 97� 7 � 0� 7~ 2�3

大,每种取样量与平均值差异在 2�0% ~ 5�0%, 在国际种子检验规程规定的允许误差范围之
内,但取样量稍大一些可以减少误差。

电泳检测结果与田间检测结果比较, 电泳检测所得到的纯度百分率或与田间结果一致,

或比田间结果低 1~ 10个百分点。依据试验结果分析,可能存在 2种原因: ( 1)田间纯度检测

一般是在植物生长周期的后期可以鉴别出差异形态时进行。在蔬菜杂交种中混入的亲本相

对较弱,在前期间苗时易被除去, 而电泳检测是随机取样, 排除了人为的因素。( 2)某些品种

植株的田间植物学形态差异不十分明显,种植检测时难于鉴别, 而同工酶的表现型却存在着

差异位点,电泳检测时表现出差异。因此,用同工酶或蛋白质差异位点检测的纯度百分率, 有

时相对比田间检测数值低,但更接近于样品的真实状况。

综上所述, 用同工酶差异位点在种子或种苗期可以相对准确、快速地检测蔬菜杂交种纯

度。成功的运用这一技术的第一步是要在亲本和杂交种之间找到至少一个稳定的同工酶差

异位点,然后依据差异位点同工酶带型的表现形式确定杂交种样品的纯度。在测试的 7种瓜

菜种类中,十字花科的几个种类表现了同工酶酶谱的丰富的遗传多态性。番茄、甜椒、黄瓜多

态性谱带较少, 西瓜种子表现出有最少的多态谱带。同工酶在蔬菜种子品种差异的分析中也

有不同的表现, 过氧化物酶、酯酶和磷酸变位酶差异位点相对较多。总之, 用电泳技术分析同

工酶差异位点, 可以快速、准确的检测蔬菜杂交种纯度。
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Determining Vegetable Hybrid Seed Purity by

Isoenzyme Diagnostic Loci

ZHENG Xiao-ying, LI L i, XING Bao- tian
( Beijing Vegetable Research Center, Beijing, 100089, China)

Abstract: Ten isoenzymes and seed proteins w ere analyzed in parental inbreds and corresponding

F 1 hybrid seeds of 71 commercial variet ies including Chinese cabbage, cauliflower, broccoli, toma-

to , sw eet pepper, cucumber and w ater melon to determine seed purity . The results showed the

species w ith high polymorphism isoenzyme banding pattern have more diagnost ic loci betw een hy-

brid and their parental inbreds. Ten isoenzymes appeared different polymorphism. POX, PGM and

EST phenotypes at 8 genet ic loci w ere different between F1 hybrids and their parental inbreds of

the four Brassica species, cucumber and sw eet pepper. Hybrids of tomato could be identified at

tw o MDH loci and 6- PGD. Genetic stability of the diagnostic loci w as analyzed and the obv ious

variat ion during seed germ inat ion from one to ten days w as found. A model was developed to est-i

mate seed purity .
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