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谷蛋白和醇溶蛋 白的电泳分析

及小麦品种鉴定
王洪新 胡志昂

( 中国科学院植 物研究所
.

北京 )

摘 要

应 用不 同浓度 梯度的聚丙烯院胺凝胺S D S 电泳 比较分析 了 1 8个小 麦品种的
、

用不 同提取

方法制备的醇溶 蛋 白和谷蛋 白
。

结果表 明
,

经 I M 豚素 提取掉多数醇溶蛋 白
、

清蛋 白及其它

醇溶成 分后 的 小麦样品
,

用加有 2 % 5 D S和 5 % 刀一琉基 乙醇的裂解缓冲液提取 的 高分子量

谷蛋 白和醇容蛋 白
,

在 8 一 1 2% 梯度的 S D S胶 中显示 出良好的分辨率和极 大的 多态性
,

适 于

小 麦品种鉴定
。

用裂鲜 缓冲液直接提取半粒小 麦的全蛋 白可 用于逐粒品种鉴别
。

关键词 电泳分析 小麦品种鉴定

引 言

小 麦是世 界上最 仁要和品种最多的作物
,

所以 在应用电泳 方法鉴定作物品种的工作中
,

最常报 道及方法最 多的 首推小 麦 (c
o o k c ,

19 8 4 ) 旱在七十年代中期发现小麦醇溶蛋 白经

酸性乳酸铝淀粉凝胶电泳表现 显著多态性后
,

这种方法在欧洲很多国家和澳大利亚至今还 J”

泛继续用于小麦品种鉴定
。

然而淀粉胶分辫率较低
,

有些 品质差别较大的品种
,

特别是烘烤

质量不同的品种之间
,

不能借淀粉胶电泳进 行区分
,

而不得不辅以硬度和酚 试验 ( W
r i g l o y

,

1 9 7 6 )
。

B u s h u k 和2 1一lm a n ( 19丁8 ) 和 s h e 、
·

r y ( 19丁8 ) 分别报道 用酸性 乳酸盐聚丙烯酸胺凝

胶和 s D s聚丙烯酸胺凝胶进行 小麦醇溶蛋 白的电泳分析以鉴定品种
。

我国张望恩和谢 伯 泰

( 198 4) 报道过用 s he w r y ( 19花 ) 方法分析 3 个小似品种的醇溶蛋 白
。

虽然 用聚丙烯 酞胺

胶代林淀粉胶可提高分辨率
,

但酸性 胶的策合小易控制
,

再现性差
。

s hc w r y ( 19沼 ) 方法中

醇溶蛋白须先进行酞化 手续父杂
。

后 来不少人报道 j
’

小麦个蛋自的 单向和双向电泳
,

发现醇不

溶的 谷蛋 白有显著的品种专一性
,

如 p a y : , c 等
了 : , 凡

.

卜
, ; 9 8 le )

。

其中G a l i l i 和 f e ldm a n

( 19 8 :沁 ) 应用单向 了一 {2 % 梯度聚丙烯酞胺 凝胶灼S D s 电泳 仁以下简写为sD S P or
o

以G E 」

分离小 麦全蛋 白
,

达到 了极高的分辨率
。

特别是 亚从分 r 量为5() 一 l2() 千道尔顿 `以下简写

为K ) 的高分 子量醇溶蛋 白和 谷蛋 白在粼
;

种间 旅异显若一 适 I
:

品种鉴定和遗传研究
。

小麦种子蛋 白电泳分析不仅用于品种鉴定
,

}叮「t不少研究者正试图揭示 种子蛋 白组成和

小麦品质
,

特别是与烘烤质量的关系
。

本文报道用 各种 方法提取小 麦醇溶蛋 自和 补蛋 白
,

比较了 18 个小麦品种的 sD s 梯度聚 丙

烯酸胺 凝胶电泳谱
。
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材料和方法

分析所用小 麦品种关 的名称 见表

表 】 分 析的小 麦品种
务

代号 品 种 名 称

冬协 4号

太原 4 3 4

东 方红 3号

丰抗 2号

丰抗 ! 3号

冬协 l号

宝 丰 72 2 8

百泉了欲 2

泰 山 1号

…
, 、 、 。。 种 “ , ;

_ _ _
_

牛
_ _ _ _ _ _ _

_
__

_
_ _ _

_ _

_
_

_

_ _ _
_

_
_ _ _

_ _ _
_ _

_
_

_

_
_ _ _

{ 1 0 了了 } 2

,

l ] 8 0 2 2

} 1? 3 48一 3

} ! 3 丰抗 8 号

,

4i 京花 ! 号

} 15 农 大 23 9

; 16 农大 3 1 1

一 叮 喀什 白皮

18 新冬 2 号

苦 本 文 图版 说 明使 用表 中代 号
。

{ 一 9 系 当年 收 获的 种 了
,

其余 种 子的 收 获时 间 不 详
。

小麦醇溶蛋白的提取 用两种方法
。

乙醇提取 方法基本
_

卜参照 B u s h u k和Z ill m a l 、 ( 19花 )

具体步骤是称取 0
.

5 克面粉加 2 毫升丁() % 乙醇
,

室温下振荡提取一小 时
。

2 8() ( )只 离心 5 分

钟
,

取 L 清液加 5 倍体积冷丙酮沉淀
,

在一 川
。

C下放置过夜
,

离心后弃 去上 清液
;

离心沉降

物用裂解缓冲液 (加有 2 % s D s 和 5 % 刀一疏基 乙醇的 6 2
.

sm M Tr i、 缓 冲液
,

p H 6
.

8 ) 0
.

丁毫

升悬浮
,

}O。℃加热 5 分钟
,

这是 乙醇提取的醇液蛋 白 嘴 li a d ni )
。

眠素提 取步骤基本 七按

d u

cr
o 、 和wr i g l e y ( 19 丁9) 方法

。

具体过程是称取 5() 毫 克面粉放入 1
.

5毫 升塑料离心管
,

加

0
.

5毫升 I M 腮素溶液
,

充分混 匀后放置过 夜
。

离心上清液即为腮素提取的醇溶蛋 白
。

小麦种 r 谷蛋 白 ( g lut ne ni ) 的制备
:

经乙醇提取掉 麦醇溶蛋 白后的 面粉剩余物再用功 %

乙醇提 取一次
,

弃去 离心
_

L清液 以去除剩余的醇溶蛋 白
,

其沉 降物加 2 毫升裂解缓 冲液悬浮
,

室温放置过夜
,

离心上清液即 为麦谷蛋 白
。

用腮素提取过麦醇溶蛋 白后的沉 降物同样加 0
.

5

毫升裂解缓 冲液悬浮后
,

放置过夜
,

离心上清液也为麦 谷蛋 白
。

小 麦种子全蛋 白的提取也用两种方法
,

一是称取 5 0毫克面粉放入 1
.

5毫升塑料离心管中
.

加入 。
.

5毫升裂解缓冲液充分混匀
,

室温下放置过夜
。

另一 方法是取不带胚的半粒小麦种子
,

用 克丝钳夹碎后放入 1
.

5毫升塑料离心管
,

加入 0
.

5毫升裂解缓冲液后用玻璃捧搅拌
,

在室温

「放置过夜
,

曰青液 是半个 单粒小麦种 子的全蛋 白
。

各种提取液或立即电泳
·

或 冰箱存放
。

梯度 s D s P or o P A G E的情况 同前报 道 (胡志昂
、

王洪新 1986
)

。

林忠平
、

表 ! 所 列 l冲个小 麦
.

异
.

种的 种 r 由中囚农科院作 物所 五 光瑞
,

本所 王敬 驹
、

简令成
、

赤卜酒斌
、

徐德 平等赠送
、 一

并致 谢
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结果和讨论

从 8 j个小 麦品种所提各种蛋 白组 分的 D s sP o ro P AG E谱见图 l至图 5
。

图 1是用 2 1一
2 ( )

“ 、 浓度梯度胶分辨的 了 U乙醇提取的小麦蛋 白
。

图两侧为大豆种子蛋 白 `图中标有 s字样
, ,

用作分 广狱标准
。

根据我们 以前发表的结果 ( 胡志昂
、

王洪新
,

19 8 6 )
,

大豆种子各多肤亚

从的分 广鼠
:

睬酶 9 :k3
、

副大豆球蛋 白汤亚基 8 3k
、

。 亚基 ; k6
、

刀亚基 5 k6
、

大豆球蛋 白A 3 亚

基 4 5 k
、

多数 A 亚基 38 k
、

A : 亚基 l ! k
、

B 亚墓 2 2 k
。

从 图 } 可以看出
,

其 中部是神 % 乙醇

提取的 仁要成分
,

分 户量 为 3 8 k左右的 几个多肤 因含量高而相互重叠
。

估计这一 带 即 为

C ()l 。
哗 ( ! 9 8 1) 报道的 A 、 区

,

是小 麦醇溶蛋 白最 主要的成分
:

醇溶蛋 白 a
。

18 个品种间 没

有分 广策的差别
。

由了0 % 乙醉提取的 种子蛋 白中第二个主要成分是胶下方分 子量约 1 k3 的多

肤
, :公

!

种间也 看不 出 差别
。

C ol c
等 ` 19 8 ! ) 认为是小麦的清蛋 白主要成分

,

他们把 10一28 k

之 间称 为A S 区
。

图 l 中叨一功 k之 间的区域可能相当于C ol c
等 ( l蛇 幼 的 A : 和 A 3 区域

,

G : 川 i和 f c dl m 。 n 曰 洲 3 ) 认为它们可能同于Bi 成 z
等 ( 19下孙 指出的高分 r 量的醇溶蛋 白。

,

当然也可能有些非高分 子量的 谷蛋 白
,

这部分在图 l 中含量也是 比较高的
,

且不同品种有显

著差别
。

但 因靠近高含量的醇溶蛋 白。 ,

这种差异不够清晰
。

含量比较低的分子量大 于 S O k

的 是高分子蛾谷蛋 白
,

c ol c ` 19 8 1) 称之 为A : 区
。

其最高分 子量带和大豆种子 12 8 k多肚 相

近
,

在图 } 中品种间弟异不明 显
。

从整个图 ! 可以看出
,

用丁0 % 乙醇提取出来的 仁要成分是

小麦醇济蛋 自 。和清蛋白
,

还有一 些醇溶蛋 白 。 和谷蛋 白
。

设想小 麦球蛋 白也提取 出来了
.

但 因含鼠少不明显
。

用 I M 腮提取的小 麦种 子蛋 白组 分和功 % 乙醇的近似 (图略 )
。

因为各

品种间醇济蛋 白。 和清蛋 白有类似亚 基组成
,

而大于 5k0 的带虽有不同但分辨较差
。

因此
,

用

咫 一 2 。
。 厂

s D s胶虽可看出小麦种 子蛋 白的全貌
,

但不适 于小麦品种鉴定
。

为了使高分子 量的

多肤分 辨得更 好
,

我们改 用 8 一 12 % 浓度梯度的胶
。

图 2
、

3 是用乙醉或 I M 腮提取掉醇溶

蛋 自
、

清蛋 白之后用裂解缓冲液提取的蛋 白组分的电泳图
。

胶两侧仍 以大豆蛋 白为分子量标

准
一

厂列儿点仇得注意
:

l
、 ’

长白组分 里存在的大量亚基在 8 一 12 % 梯度胶里的确得到很好的 分辨
。

2
、

比较两个图
,

可 以看出无论什么品种
,

用两种方法所得电泳谱很一致
。

表明用功 %

乙 醇提取两次和 I M 睬素提取一次所余蛋 白成 分相同
。

.

宝
、

除 了农大 1 3 9 ( 15 ) 与农大 3 1 1 ( 一6 )
,

喀什白皮 ( 17 ) 和新冬 2 号 ( 18 ) 俩俩相 近

外
,

品种有其特征亚基组成
。

儿次实验之 间品种内有很好的重复性
。

因此
,

可 以用 于品种鉴

定
_

4
、

各个品种间种子蛋 白亚基组成的差别主要在两个 区竣
。

一是相当大豆蛋 自 “ ’

亚 基

` 8 3 k ) 到 12 8 k多肤之 间的高分 子量 谷蛋 白 (G a l i l i和 F e l dm a n ,

19 8 3 a )
。

每个占八种一般 有

4 一 5 个成分
,

和多数文献一致
(如Pa y ne 等

,

! 98 ! b )
。

二是显示 品种间差异的是 60 一了k0

之 间的 区域
,

行个品种有 3 一 5 个成分
,

可能是高分 子量醉溶蛋 白
。

这个区域的 多态性虽不

如 谷蛋 自
,

但 对品种鉴定也有价位
)

例如丰抗 门 号
( 5 ) 和冬协 } 号 ( 6 ) 有相似的高分 子

墩芥土 自
,

但 高分 户量醉溶蛋 自亚草组成差别很显著
。

这个区域也可能是非高分 子量的谷蛋

自 ( ;。 k以 卜各品种间虽 有旅别
,

最多是个别带的不 同
,

卜要是带强度的 差别
,

这对品种 鉴
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、

别意义不大
。

3 8k 以下品种间没有差别
。

而小于2 2 k的多肤在该电泳系统中走在澳酚蓝染料之

前
,

不能看到
。

图 4 是 18 个品种小麦粉用裂解缓冲液提取全蛋 白的电泳谱
。

基本情况和 图 2
、

3 相似
,

但分辨较差
,

背景染色较深
,

基 于有相似的蛋 白亚基组成
,

所以不清晰的原因看来主要不是因

为醇溶蛋 白和清蛋 白含量 太多
,

更可能是小麦种子里其他醇溶物质的干扰
。

曾用裂解液直接

在研钵 里研磨小麦远胚半粒种子
,

所得离心上清液的 电泳谱很接近图 4 (图略 )
。

因此
,

用

8 一 12 % 的梯度胶分析小麦种子全蛋 白也 可以进行 品种鉴 定
.

程序就简单多了
。

为了进一步

简化操作
,

我们用 克丝钳 夹碎小麦籽粒后直接在塑料离心管中用玻璃捧提取全蛋 白
,

所得上

清液的电泳谱见图 5
。

除了丰抗 1 3号 ( 5 ) 和 80 2 2 ` 1 1) 因提取不完全而高分子量谷蛋 白染

色太浅外
,

基本情况同图 4
。

看来进 一步改进破碎方法
,

有实际应用的可能
。

在各种提取方法和电泳中
,

京花 1号小麦 (l 4) 的蛋 白带染色很浅
,

可能是种子衰老的

问题
)

根据 以上结果
,

我们 认为用 8 一 12 % s砚 P or o P A G E
,

小麦种子的高分子量 谷蛋 白 和

醉溶蛋 白显示品种间的多态性
,

可 以用于品种鉴定
。

种子预先粉碎用 】M 豚素提取掉醇溶物

质后可 以得到 十分清晰的电泳谱
。

裂解缓冲液直接提取小麦种子全蛋白可 以进行逐粒分析
。
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