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摘 要 用不同基因型的冬小麦品种 (系 ) 花药在 W 14 2 培养基 (改进的 W 14 培养基 ) 上获得了

较高的出愈率
,

但不同基因型之间仍存在着显著的差异
。

用 P h a
mr ac ai 公司 P h as t s ys et m 电泳仪

对不同基因型小麦花药及其愈伤组织蛋白质进行等电聚焦电泳 (I E F) 和 S D S一聚丙烯酞胺凝胶电泳

(s D S 一 P A G E) 分析
,

观察到不同基因型花药蛋白质之间存在着差异
,

并且初步认为这种蛋白质差

异与出愈率有相关性
。

不同基因型花药愈伤组织之间观察不到明显的带型区别
,

但它们和花药比

较
,

却明显有新蛋白质的产生
,

这可能与出愈过程生化变化有关
。

关键词 小麦 基因型 出愈率 电泳

小麦花药培养 自 7 0 年代初在我国首先取得突破后
,

其各个方面的研究均取得了显著的

进展并可初步运用于育种实践
。

但是如何提高花药 培养育种的效率仍是一个值得探讨的问

题
,

而出愈率又是影响花培育种效率的一个重要因素
。

为了提高出愈率和绿苗率
,

研究者们

就小麦花培的方法和条件进行 了一系列深入细致的实验
,

它涉及到接种时的花粉发育时期
,

培养基的筛选
,

培养的物理条件 (光
、

温度 )
,

花药供体植株的生长条件
,

前处理等等
。

并

一致认为
,

在小麦花药培养过程中
,

花粉愈伤组织的产量 与供体植株的基因型有明显相关

性
。

本实验用 5 种基因型的小麦在 W 14 2 培养基上诱 导愈伤
,

获得不同的出愈率
。

为了寻求

不同基因型蛋 白质的差异
,

利用 P h ar m ac ia 公 司的 P h a st S ys et m 电泳系统对这 5 种小麦的

愈伤
、

花药和另外两种出愈率较低的小麦花药进行 了蛋白质分析
,

并从不同基因型的蛋 白差

异上对出愈率的机理做了初步探索
。

1 衬砖和方法

1.1 供试材料

19 9 3 0 3一 2 7 收稿
。
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不 同基 因型冬小麦花药出 愈率及其愈伤组织的蛋 白质电泳分析

本试验采用了出愈率不同的 7个冬小麦

品种 (系 )为花药供试材料 (表 1 )
。

用醋

酸洋红压片法镜检
,

取花粉处 于单核中后期

的穗子经 75 % 酒精表面消毒后将花药收集

于 sc m 表面皿 中
,

置 一 80 ℃ 贮存备用
,

并在

无菌条件下将这 7 个品种 (系 ) 的小麦花药

接 种 于 W 142 培 养 基 中 (W 14 培 养 基

+ 2
,

4 一D Zm g / L + K T O
.

s m g / L + 生 物 素

Zm g / L )
,

3 2 Co 暗培养 4 8 h
,

转入 2 8℃ 自然

光 培 养 4 周
,

统计 出愈率
。

除出 愈率较

表 1 , 个冬小麦品种 (系 )花培出愈率

696450903532300
,、Q傀j6

00. . llf曰傀、ù

品种 (系 )名称

京花 l 号

京作 3 4 8

京花 6号

京花 5号

京花 3号

小黑 04 1
.

农大早 3
.

接种花药数 出愈块数 出愈率

2 0 8 0 6

13 3 0

10 4 0 0

3 3 0 0 5

3 5 0 8 9

3 8名%

2 7 4 %

18
.

6%

16
,

3%

1 0 3 %

3
.

2%

2
,

6 %

注 : *
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低的农大早 3 和小黑 041 外
,

对其他 5 个品种的愈伤组织进行了电泳分析
。

1
.

2 I E F 电泳

取鲜重 0
.

0 5 9 未经 培养的花药按 l : 2
.

5 加 入蛋 白抽提液 ( T r i s一H C I 10m o l
,

E o T A

0
.

lm o l
,

Ej T 醇 5%
。

疏基乙醇 9%
,

N p 丁4 0 4 0,0
,

尿素 sm
o l

, p H 值 7
.

5 )
,

并加入适量不溶

性聚乙烯毗咯烷酮 (P v P 一A T
,

约 10 : l )研磨
,

冰浴提取 5一 10m in
,

0一 4℃ ,
12 00 0pf 。 离心

3 0m ni
,

取上清液为 电泳样品
。

取鲜重 .0 29 培养 28 天后花药产生的愈伤组织按 1 :l
.

5 力白入

蛋 白抽提液
,

蛋白抽提液的成分及抽提方法和对花药的处理相同
。

凝胶制作和电泳程序的设

置参照刘立军的方法 l, ]
,

其中 A m p h o li n e 的组成为 o
.

3 3 o,o pH 值 3一 10 和 o
.

6 7 o,o pH 值 4一

6
o

1
.

3 S D S一 P A G E 电泳

取鲜 重 0
.

0 59 未经培养的花药按 l : 2
.

5加入蛋 白提取液 (T
r is一 H C I 2 5m o l p H 值 7

.

5
,

K C I l o m o l
,

E D T A 2 0m o l
,

疏基乙醇 sm m o l ) 并加入适量 P v P 一A T 研磨
,

冰浴提取 5一

1 0m i n
。

O一 4 Co
,

12 0 0 0 r p m 离心 3 0m i n
。

取上清加人样品缓冲液 ( 0
.

sm o lT r i s一H C I
,

p H 值

.6 8
,

.2 5% S D S
,

1% 疏基 乙醇
,

.0 05 % 嗅酚 兰
,

10 %蔗糖 ) 沸水浴 3m ni
,

作为电泳样品
。

采用 12% 均 匀胶
:

浓缩胶 0
.

s m o l T r i s一 H C I p H 值 6
.

8
,

分离胶 l
.

sm o l T r i s一 H C I
, p H 值

.

8
.

8
。

以缓 冲胶条代替电极缓冲液 I ’ 0]
,

其缓冲系统为 l
.

sm ol T sri
一G yl

,
p H 值 .8 4

。

凝胶
、

缓冲胶条的制作参考 P h ar m ac ai 公司提供的技术资料 9l]
。

愈伤组织的 SD S 电泳方法同上
,

电

泳程序参照文献【10]
。

对 S D S 和 IE F 胶采取银染色
,

并用 P h a r m a c ia 公司的 U lt r o s e a n
扫描仪和 G e ls c a n

扫

描软件进行描扫
.

2 结果与分析

.2 1 不同基因型小麦花培的出愈率差异

以往研究表明
,

基因型与花药出愈率和绿苗率密切相关
。

我们用京花 l 号等 5 个冬小麦

品种 (系 ) 在 w 4l 2 培养基上诱导出愈伤组织
,

出愈率较以前的报道川有较大的提高 (表

1 )
。

但 5个小麦品种 (系 ) 之间仍存在较大的差异
。

为了探讨造成这种差异的原因
,

我们对

这 5 种小麦和另外两种出愈率极低的小麦 (小黑 0 41
,

农大早 3) 花药蛋白质进行 了 IE F 和
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