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外源 DNA导入小麦引起遗传变异的验证
�
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提　要　对由波兰小麦 DNA 注射到普通小麦鄂恩 1 号子房获得的 D5代稳定遗传变异 2个

转化株系的种子醇溶蛋白, 进行单向和双向聚丙烯酰胺凝胶电泳分析。结果表明由外源DNA

导入获得转化株系的变异, 与其种子醇溶蛋白电泳图谱出现供体的某些组分和缺少受体的某

些组分相印证。
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VERIFICATION OF THE GENETIC VARIATION INDUCED

BY INTRODUCTION OF EXOGENOUS DNA INTO

WHEAT BY USING ELECTROPHORETIC PATTERNS
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Abstract　Seed g liadins of t he fifth g ener ation ( D5) stably herdit ary var iant types w ere ob-

tained by injection o f the tot al DNA o f T riticum polonicum L . into t he ovary of common

w heat T r iticum aestiv um E-en-1 and w ere analyzed by compar ison of t heir one- and tw o-di-

mensional po lyacry lamide gel electropho r et ic patterns. T he result s showed t hat va ria tion of

tr ansfo rmat ion line was obtained by t he intr oduction o f ex ogenous DNA , accompanied w ith

the appear ance of some components o f dono r and the absence o f some components of r ecepto r

on the elect ropho retic pat terns of seed gliadins pr oved each o ther.

Key words　Gliadin, One- and t wo-dimensional electropho resis, Intr oduct ion of exogenous
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生物指纹图谱是能鉴别生物个体间差异的图谱,这种图谱多态性丰富,且具有高度的

个体特异性和环境稳定性, 因而适用于品种鉴定工作。

作物品种指纹图谱有两类: 一类是蛋白质电泳指纹图谱;另一类是 DNA 指纹图谱。

小麦品种间胚乳醇溶蛋白组成差别很大,据研究这些差异完全取决于遗传基础,而不受环
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境的影响,因而可作为品种的“指纹”
〔1～3〕
。近年来,国内外已将醇溶蛋白电泳分析应用到

作物遗传育种和种子生产上,如品种鉴定、种子纯度检验、亲缘关系分析、代换系、易位系

和体细胞无性系变异鉴定等方面〔4～6〕。然而,鉴于前苏联 �� !∀�#∃ 等〔7〕报道:小麦醇溶

蛋白 N-端氨基酸序列的同源性高, 如 r1、r 2、r 3醇溶蛋白的 N-端氨基酸序列同源性高达

80%以上, 因而推断编码 N-端氨基酸序列相应的碱基序列同源性也必然较高, 因此用核

酸杂交法鉴定转化株后代的变异是由小麦属种间供体 DNA 引起是比较困难的;所以本

研究采用种子醇溶蛋白电泳分析验证外源 DNA 导入小麦引起的遗传变异, 并试图为引

起的变异寻找一些分子标记。

1　材料与方法

1. 1　材料

选用波兰小麦( Tr . polonicum L. 作供体) DNA 经子房注射导入鄂恩 1 号( T r. aes-

tivum L.作受体) , D1 代出现高抗白粉病, 形态等与受体明显不同, 而与供体相似, 并能稳

定遗传的转化株系( 91-833和 91-837) D 5代种子, 及其供受体种子为材料〔8, 9〕。

1. 2　方法

1. 2. 1　小麦醇溶蛋白的提取

采用傅宾孝等〔3〕的方法略加修改。即取单粒去胚种子在乳钵中磨碎, 放入 1. 5 mL 离

心管中,加0. 1 mL 乙二醇溶液, 混匀后在25℃水浴中间隙振荡提取 30 min, 10 000×g 离

心 10 m in,取 50 �L 上清液置另一小离心管中,再加 10 �L 内含 0. 1%甲基绿的 0. 1%甲

酸溶液,混匀后置- 20℃冰箱备用。

1. 2. 2　单向电泳分析

基本上采用傅宾孝等〔3〕的方法, 但将分离胶和浓缩胶改成浓度为 17%的一种凝胶,

其中丙烯酰胺和 N, N’-甲叉双丙烯酰胺的比例为 20∶1。电级缓冲液正、负极仍分别用

0. 2%和 0. 1%的甲酸溶液代替乳酸铝缓冲液。加样量为 25～30 �L,视种子蛋白含量而

定,电泳开始时,恒定电压 70 V ,待样品进胶 10 m in 后, 改为 200 V,电泳 5 h。电泳结束

后,将凝胶放入100 mL 内含 40 mg 考马斯亮兰R-250的 12%三氯乙酸溶液中染色过夜,

然后在 7%乙酸中脱色约 24 h 后照相。

1. 2. 3　双向电泳分析

主要参考 Laf iandra 等
〔10〕
的双向( 2种pH)电泳法,作了部分修改。为了使特异带在进

行第二向电泳后仍能清晰可见, 将加样量增大一倍; 又为了避免第一向电泳前端蛋白带电

泳出胶,将电泳时间减至 3. 5 h, 同样为了使第二向电泳时蛋白带不泳动出胶, 将第二向

电泳 16 h 的电流由 30 mA 降为 15 mA; 染色时间为 24 h。

2　结果与分析

2. 1　单向电泳图谱的比较

在胶浓度为 8%的预备实验中未观察到特异带,而在胶浓度改为 17%时,借助于分子

筛和蛋白电荷不同, 才分离到特异带, 这表明外源 DNA 的导入能引起新蛋白带的产生。

实验结果表明: 用作供体的波兰小麦与作受体的普通小麦鄂恩 1号种子醇溶蛋白的组分
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和含量都有明显差异; 由波兰小麦 DNA 导入鄂恩 1 号, 获得能稳定遗传的转化株系

( 91-833和91-837) D 5代种子的醇溶蛋白组分和含量,虽然大部分仍与受体鄂恩 1号相同,

但出现有供体的特有组分(第 22条谱带) , 含量很微和缺失受体鄂恩 1号特有的组分(第

18 和第 19条谱带) , 以及含量比受体多而供体没有的组分(第 21 条谱带) ; 此外,在高分

子蛋白的慢带区还可看到转化株系的谱带与迁移率和供受体都有一些差异。而 2个转化

株系的组分均比较相似。结果参见图 1。上述结果与其形态等方面的变异相一致。

1.鄂恩 1号(受体) ; 2.转化株系( 91-833) ; 3.波兰小麦(供体) ; 4.转化株系( 91-837)
1. E-en-1( receptor) ; 2. T ransformat ion l ine(91-833)
3. Tr iti cum polonicum L. ( donor) ; 4. Trans format ion line( 91-837)

图 1　转化株系与 DNA供受体种子醇溶蛋白单向电泳图谱的比较
Fig. 1　Comparison of the one dimen sional elect rophoret ic pat terns of s eed gl iadin s

of w heat DNA donor, receptor an d t ransformat ion l ines

2. 2　双向电泳图谱的比较

为了进一步印证转化株系 91-833和 91-837种子醇溶蛋白电泳图谱中缺失和存在的

一些特异带,是否与 DNA 供体波兰小麦有关,我们进行了双向电泳研究。图2结果表明:

图 2　鄂恩 1号(受体)种子醇溶蛋白双向电泳图谱
Fig. 2　T wo dimensional electr op horet ic pat terns of s eed gliadins of w heat E-en-1( r eceptor)
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即使将受体鄂恩 1号种子醇溶蛋白的加样量增大一倍,在第二向电泳图谱中,仍未见到波

兰小麦特有的第 22条谱带,该品种特有的第 18条和第 19条谱带则可看到;图 3 结果清

楚表明波兰小麦具有特异的第 22条谱带; 图 4、图 5表明转化株系 91-833、91-837同样具

有波兰小麦特异的第 22条谱带和鄂恩 1号显示的第 21条弱带。双向电泳的结果与单向

电泳的结果相吻合。

图 3　波兰小麦(供体)种子醇溶蛋白双向电泳图谱

Fig. 3　T w o dim ens ional elect rophoretic p at terns of seed gliadins of T ri ticum p olonicum L . ( donor)

图 4　转化株系 91-833种子醇溶蛋白双向电泳图谱

Fig. 4　T w o dim ens ional elect rophoretic p at tern s of seed gliadins of w heat t ran sformation lin e 91-833

3　讨论

本研究结果证明:由导入外源 DNA 可引起转化株产生新的蛋白质,其氨基酸组成可

能与 DNA 供体的一致或略有差异;此外, 有较多的谱带仍与受体相同或相似, 如图 1中

的第 24条带和第 21条带等; 其原因可能是由于在自花授粉后再导入外源 DNA 的结果。

并且由于受精选择性的基础,导致变异性状在转化株后代能较快得到稳定。
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图 5　转化株系 91-837种子醇溶蛋白双向电泳图谱

Fig. 5　T w o dim ens ional elect rophoretic p at tern s of seed gliadins of w heat t ran sformation lin e 91-837

我们根据多年田间实验资料和种子醇溶蛋白电泳分析验证,应用外源 DNA 经子房

注射等方法导入小麦可引起变异,并能迅速稳定遗传给后代。这一工作在小麦中又一次证

明,周光宇〔11, 12〕提出染色体水平以下 DNA 片段杂交的理论和她设计的授粉后外源 DNA

导入植物的技术, 是一条比较简便快速且易出现有价值变异的途径。因而应用外源 DNA

导入引起新变异的出现和较快稳定, 在育种方法上开辟了新途径; 在遗传理论上有许多方

面可借助有关学科的理论和技术进一步深入探讨,促进其有新的突破和发展。
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