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摘要: 利用改进的聚丙烯酰胺凝胶电泳技术对 20 个玉米自交系和 13 个杂交种清蛋白进行了电

泳分析, 并对电泳谱带进行了四位数编码。电泳图根据谱带迁移情况分为 A、B、C 3 个带区,

将A 区和 B 区之间所有试验材料都有的迁移率为 01 50 的一条谱带编码为 5012; 各自交系和杂交

种的电泳图均有其鲜明特征, 编码各不相同, 彼此能够区别; 亲本自交系 A 区和 B 区的不同谱

带在杂交种 F1 发生互补, 杂交种的谱带编码等于双亲自交系共同谱带编码与各自独有谱带编码

的叠加; 通过双亲自交系的清蛋白电泳谱带编码可以预测杂交种的电泳谱带类型。

关键词: 玉米; 清蛋白; 聚丙烯酰胺; 谱带编码; 种子纯度

中图分类号: S5131 01   文献标识码: A   文章编号: 1000- 7091( 2000)增刊- 0020- 06

玉米种子清蛋白是玉米 4种主要蛋白质成分之一, 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, 谱带的差异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清蛋白谱带, 可以看出个体间是否存在遗传上的分歧, 从而便检

验了纯度。利用蛋白质电泳技术鉴定玉米种子纯度的研究已有报道11~ 42。但对蛋白质电泳

谱带数据化处理还没有统一的方法, 不利于蛋白谱带数据库的建立和检索。张建华等( 1996)

对玉米过氧化物酶酶谱进行了编码研究152, 李志西等( 1990)采用参照品种命名法对 33 个小

麦品种醇溶蛋白谱带进行了编号命名, 并制出了检索表
162

, Lookhart ( 1983)和 Sapirstein等

( 1985)分别对美国和加拿大的小麦品种蛋白质电泳谱带的位置、强度等级输入计算机, 每个

待测品种的电泳图谱由计算机进行比较17, 82。本研究的目的是通过对玉米种子清蛋白聚丙烯

酰胺凝胶电泳谱带进行数据化编码, 以达到便于谱带比较、描述、数据库建立和计算机管

理。

1  材料和方法

111  供试材料
本试验选用的玉米自交系均来自河北省种子公司, 根据试验需要配制了 13个生产上应

用的同名杂交种 (表 1)。
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表 1 试验材料

自交系 杂交种

478 488 H21 冀 815 掖单 22 冀单 31 冀单 29

( 488@ H21) (冀 815 @ 冀 35) (冀 53@ 8112)

冀 35 冀 53 8112 选 34 植抗 4 石 92- 1 京黄 417

(选 34 @ 八苏) (京 7 @ 79038) (黄早 4 @ Mo17)

八苏 京 7 79038 黄早 4 唐抗 5 京单 931 西玉 3

(黄野四@ 获唐黄) ( 478@ 京 404) ( 478 @ 502)

Mo17 黄野四 获唐黄 京 404 掖单 19 掖单 12 掖单 13

( 478@ 52106) ( 478@ 81515) ( 478 @ 丹 340)

502 52106 81515 丹 340 太合一

( 8112 @ 丹 340)

112  样品提取

种子清蛋白电泳分析采用单粒种子操作,将单粒玉米种子用单粒种子磨样器磨碎后,放入

离心管中,加样品提取液( 15%蔗糖+ 0101%甲基绿)室温浸提 015 h, 10 000 r/ min离心 10

min,上清液备用。

113  电泳

本研究室改进的聚丙烯酰胺凝胶电泳利用北京六一仪器厂生产的 DYY ) Ó4型稳压稳流

高压电泳仪和 DYY ) Ó25A 型单夹芯电泳槽, 采用乳酸 ) 乳酸钠缓冲系统和 TEMED ) 过硫

酸胺聚合催化系统, 分离胶浓度 1318% , 浓缩胶浓度 419%。取备用的清蛋白样品提取液
16 LL 加样, 电泳初始电压 300~ 350 V, 10~ 15 m in后将电压逐渐升至 500 V, 在 500 V电

压下稳压电泳 40~ 45 min。电泳全过程在室温下进行。

114  染色

电泳后固定染色( 0101%考马斯亮兰R250+ 10%三氯乙酸) 5 min以后即可观察谱带, 30

min 后即可进行统计。用自来水浸泡脱色后拍照。

2  结果与分析

211  电泳图谱分析

通过对电泳图谱分析发现, 所有供试材料都有一条公共带, 其迁移率 Rf 值为 0150, 是
一条十分保守的标志带, 染色稍浅但很宽, 它的位置却十分固定, 总是处于整个图谱的中

间, 即便有的胶版看不清前沿指示剂的位置, 只要通过测量它的迁移距离便可知前沿批示剂

的位置, 其对于计算各条带的迁移率很有帮助。根据谱带在电泳图上的分布, 将整个电泳图

分为 A、B、C 3个区, 其中 A区为主带区, 谱带多, 普遍染色较深, 界限清晰可辨, 是区

分不同玉米材料的主要区域; B区为次带区, 谱带较少, 且有一至两条公共带( Rf值为 0155
和0160的带) , 但在 A区无法区别的情况下, 可借助 B区加以区别; C 区为附带区, 谱带

普遍染色浅且界限模糊, 在品种鉴定中只能作为参考(图 1)。

212  玉米种子清蛋白电泳谱带编码

一个好的图谱数据化处理方法至少应反映谱带的一些基本特征, 如谱带的位置和清晰度
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    11 冀 53  218112  3~ 101 冀单 29

图 1  冀单 29 及其母本冀 53、父本 8112 的

   清蛋白电泳图
      

 

图 3  自交系冀 815 的清蛋白电泳图谱及

   谱带编码

(染色的深浅和带的宽窄等) , 带的位置通过迁移率 Rf值(某条

带的实际迁移距离与前沿指示剂迁移距离之比)来衡量。谱带

的清晰度与谱带的染色深浅及宽度有关, 本试验对谱带的清晰

度的数据处理采用两位数制, 第 1 位数表示谱带染色的深浅,

其中 / 10 代表浅色带, / 20 代表深色带; 第 2位数表示谱带

的宽窄, / 10 代表窄带, / 20 代表宽带; 那么 / 110 代表浅色
窄带、/ 120 代表浅色宽带、/ 210 代表深色窄带、/ 220 代表

深色宽带, 如图 2所示。

  图 2  玉米种子清蛋白电泳谱

带清晰度命名示意图

  本研究对清蛋白电泳谱带的编码采用四位数, 所有谱带按照从正极到负极的顺序编码。

图谱中各谱带的 Rf值采用四舍五入的方法取小数点后的两位数, 也就是取 Rf值小数点后的

两位数作为某条带编码的前两位数, 表示谱带所在的位置, 第 3, 4位数表示谱带的清晰度,

其中第 3位数表示该谱带染色的深浅, 第 4位数表示该谱带的宽窄。例如自交系冀 815 (图

3)的电泳图 A 区和 B 区共有 13 条谱带, 它们的迁移率 Rf 依次为: 0135, 0138, 0140,
0143, 0145, 0147, 0148, 0150, 0153, 0155, 0157, 0159, 0160, 谱带的清晰度依次为
22, 22, 22, 22, 21, 21, 11, 12, 12, 22, 21, 11, 11。那么第 1 条谱带的数码就是

3522, 第 2条是 3822, 依此类推, 其整个图谱的编码为 3522, 3822, 4022, 4322, 4521,

4721, 4811, 5012, 5312, 5522, 5721, 5911, 6011, 这样编码的四位数组数为该品种的蛋

白谱带条数。根据这一编码序列, 反过来又可恢复图谱原形, 还有利于建立品种的谱带数据

库, 便于种子鉴别和微机处理。

根据上述谱带编码原则, 除了对自交系冀 815 (图 3)、冀35(图4)和杂交种冀单 31(图5)

进行了编码外, 还对另外 12个杂交种和 18个自交系进行了谱带编码(表 2;表 3)。参试的 20
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个自交系共分离出 228条清蛋白谱带, 平均每个自交系分离出 1114条谱带; 13 个杂交种共

分离出 175条清蛋白谱带, 平均每个杂交种分离出 1315条, 平均 1个杂交种比自交系多 2

条带, 说明杂交种的遗传相对于自交系要复杂, 主要由于杂交种受到父母本双亲共同的遗传

影响。玉米种子清蛋白电泳谱带编码随品种不同而不同, 具有明显的特异性。在试验的 20

个玉米自交系和 13个杂交种的种子清蛋白电泳谱带编码中, 没有编码完全相同的品种, 这

种特异性为玉米种子纯度检验奠定了基础。

   
 

图 4  自交系冀 35 的清蛋白电泳图谱及

   谱带编码
   

    11 冀 8152~ 111 冀单 31121 冀 35

图 5 杂交种冀单 31 及其母本冀 815、父本冀 35 的

   清蛋白电泳图谱和冀单 31 谱带编码

表 2 20个玉米自交系种子清蛋白电泳谱带编码(A区和 B区)

自交系
名  称

谱带
条数

编 码

478 10 3122 3822 4122 4322 4721 5012 5312 5522 5721 6011
488 11 3522 3922 4122 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5721 6011

H21 11 3122 3922 4222 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5621 6011

冀 815 13 3522 3822 4022 4322 4521 4721 4811 5012 5312 5522 5721 5911 6011

冀 35 13 3122 3821 4122 4322 4521 4721 4811 5012 5312 5522 5621 5911 6011
冀 53 12 3122 3822 4022 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5821 5911 6011

8112 12 3322 3822 4022 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5721 5911 6011

选 34 12 3222 3922 4222 4422 4622 4711 5012 5312 5522 5621 5911 6011

八苏 12 3122 3922 4222 4422 4622 4811 5012 5312 5522 5621 5721 6011
京 7 10 3222 4222 4422 4622 4721 5012 5312 5522 5621 6011

79038 10 3922 4022 4422 4622 4721 5012 5312 5522 5711 6011

黄早 4 12 3122 3612 4121 4422 4511 4721 5012 5312 5522 5711 5821 6011

M017 12 3222 3612 3922 4422 4511 4721 5012 5312 5522 5611 5821 6011

黄野 4 12 3322 3711 3811 4022 4322 4511 4611 5012 5312 5522 5611 6011
获唐黄 11 3322 3822 4022 4322 4511 4611 5012 5312 5522 5721 6011

京 404 9 3822 4122 4322 4511 4721 5012 5312 5622 6011

502 11 3122 4122 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5611 5721 6011

52106 12 3322 3822 4122 4322 4611 4721 5012 5312 5522 5611 5721 6011
81515 12 3022 3822 4122 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5611 5721 6011

丹 340 11 3222 3822 4122 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5721 6011
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表 3 13个常用玉米杂交种清蛋白电泳谱带编码(A区和 B区)

杂交种
名  称

谱带
条数 编 码

掖单 22 14 3122 3522 3922 4122 4222 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5621 5721 6011

冀单 31 16 3122 3522 3822 4022 4122 4322 4521 4721 4811 5012 5312 5522 5621 5721 5911 6011

冀单 29 14 3122 3322 3822 4022 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5721 5821 5911 6011

植抗 4 14 3122 3222 3922 4222 4422 4622 4811 5012 5312 5522 5621 5721 5911 6011

石 92- 1 13 3222 3922 4022 4222 4422 4622 4721 5012 5312 5522 5621 5711 6011

京黄 417 15 3122 3222 3612 3922 4121 4422 4511 4721 5012 5312 5522 5611 5711 5821 6011

唐抗 5 13 3322 3711 3822 4022 4322 4511 4611 5012 5312 5522 5611 5721 6011

京单 931 12 3122 3822 4122 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5622 5721 6011

西玉 3 12 3122 3822 4122 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5611 5721 6011

掖单 19 13 3122 3322 3822 4122 4322 4611 4721 5012 5312 5522 5611 5721 6011

掖单 12 13 3022 3122 3822 4122 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5611 5721 6011

掖单 13 12 3122 3222 3822 4122 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5721 6011

太合一 14 3222 3322 3822 4022 4122 4322 4511 4721 5012 5312 5522 5721 5911 6011

  玉米种子纯度主要受母本去雄不及时或不干净形成母本自交粒或是混入父本种子的影

响, 因此区别杂交种与自交系间种子清蛋白聚丙烯酰胺凝胶电泳谱带的差异便可以鉴别出杂

交种子中混有的自交系子粒。

3  讨论

玉米种子蛋白质与同工酶相比具有本身的特点, 即不要求严格的低温( 4 e )条件, 所以

进行玉米种子纯度检验时, 只要注意样品中清蛋白的浓度要尽可能一致, 就可使不同批次材

料具有可比性。因为玉米子粒大小不一, 要使样品中清蛋白浓度相同, 在试验时尽量做到提

取液与子粒按照一定的体积/重量比进行。由于在实际应用时, 大都整粒操作, 进行谱带比

较时主要观察谱带的有无, 而对谱带的清晰度(带的染色深浅和宽窄)往往被忽略不记, 所以

利用本试验的谱带代码时, 应主要参考编码的前两位数, 即它的迁移率 Rf值。

本研究进行玉米杂交种电泳时, 在同一胶版上也同时加入父本和母本的样品进行比较

(图 1,图 5) , 这样做具有一定的实际意义, 因为它为我们提供了改进的电泳技术能否将杂交

种与亲本鉴别开来的信息。鉴别杂交种与亲本(主要是母本)主要靠互补带, 因为他们直接从

父本和母本遗传而来, 是鉴别杂交种和亲本自交系的主要依据。对 13个杂交种标准图谱的

分析表明, 都能借助于互补带将杂交种 F1 与父本、母本一一区别开, 如杂交种冀单 31标准

图谱(图 5) , 来自父本冀 35的 3122, 4122, 5621带可将冀单 31与母本冀 815区别开; 而来

自母本冀 815的 3522, 4022, 5721带可将冀单 31与父本冀 35区别开。同理, 杂交种冀单

29有来自父本 8112的 3322, 5721带可将杂交种与母本冀 53 区分开; 而来自母本冀 53的

3122、5821带有助于将杂交种和父本区别开。
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Abstract: Electrophoretic analysis w ere made on the albumins of 20 inbred lines and 13 hybrids of

maize by improved polyacry amide gel elect rophoressis technique, and the elect rophoret ic bands

w ere coded by four numbers. According to the mobilit ies, the elect rophoretog rams w ere divided in-

to three zones: A, B and C. Lying between A, B zones, the common band w ith a mobility of 0. 50

w as coded 5012. The electrophoretograms of the inbred lines and the hybrids had their own man-i

fest characterist ics and different codings, and they could be dif ferent iated f rom each other. The

different bands of parent inbred lines w ere complemental in hybrid F1 in A and B zones. The com-

mon band codings of the parents inbreds and their own band codings made up that of their hy-

brids. T he bands of hybrids could be predicted using that of their parents inbreds.

Key words:Maize;Album in; PAGE; Band coding; Seed purity

25增刊          陈景堂等: 玉米清蛋白聚丙烯酰胺凝胶电泳谱带编码与种子纯度检验


