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大豆杂种后代过氧化物酶同工酶谱类型

及其与亲本关系的分析
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(东北师范大学生物系 )

浑 勤

(中国科学院长春应用化学研究所 )

摘 要

末用聚丙烯耽胺凝胶垂 直板 电泳方法分析有亲缘关 系的 37 个 品种 ( 包括

15 个品种的亲本来源 )萌发 6天 的大豆子叶 P o D 同工酶谱
。

结果表明
,

不 同品种

P O D 同工晦谱共显示 5 ~ 10 条晦带
,

分 A
、

B
、

c 三 区
。

以 B 区晦带色度深浅及数

目变化为分炎标 准
,

可分为四种晦型
: P B 、

型
、

P B :

型
、

P B :

型和 P B ;

型
。

根据此晦

型分析 了每一个组合的品种与其两亲本
。

其中 6个品种呈现偏父本晦型
,

6个品

种呈现新晦型
,

2 个品种的晦型与父母相 同
,

1 个品 种呈现偏毋本晦型
。

同时浏定

了 13 个组合的 36 个品种的 P O D 比活 力
,

结果指出
:

后代品种 OP D 比活力都低

于或介于父母本之间
,

后 代比双亲 P O D 比活力有逐渐降低 的趋势
。

关键词 大豆 ,过氧化物晦
; 子叶 ;比活力

前
、 一

口

过氧化物酶 (P O D )普遍存在于植物组织中
,

是遗 传信息表达的良好指标川
。

oP D 同工

酶及其活性的变化与植物的生长
、

发育和分化有关
,

可作为探讨植物起源
、

演化
、

分类及亲

缘关系的生理生化指标〔2
·

3 1
。

自 S e h w ar t z [8〕和 氏
e km a n [ 9〕发现玉米中存在

“

杂种酶
”
和

“

互补

. 现在吉林省中医中药研究院工作

本文于 1 9 92 年 S 月 一s 日收尹j
.

仆 15 伴讲 r w as : e e o i v曰 o n

施 y 1 5
,

19 9 2
.
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酶
” ,

并阐明杂种优势产生和同工酶的关 系以后
,

国内外学者开始用植物体内同工酶分析

杂种优势
。

现已在水稻
、

白菜等的杂交组合 中观察到杂种酶带川〔`。〕 ,

在玉米
、

蕃茄中发现

了杂种酶带与杂种优势的关系民
`〕。

本文探讨大豆 P O D 同工酶及活性分析
,

旨在探讨杂交

大豆 P O D 与杂种优势的关系
。

材 料 和 方 法

J
`... ......

一
、

材料
:

供试的 37 个大豆品种 (或品系 )分别 由吉林省农科院
、

吉林市农科所
、

黑龙

江农垦科学院及东北师范大学提供
。

供试材料按亲缘关系划分 (见表 l )
。

表 l 大豆品种 (或品系 )及其亲缘

aT b l e 1 oS y be a n c t一l t iv a ” a n d t h e i r P a r e n t ,

绪号 品 种
.

母 本 父本

N心
.

C u l t i 、
,

a r
eF m a l e Pa r e n t M a l e 甲 r 幼 t

1 九农 3 号 集体 硕号 丰地黄

2
`

九农 6 号 早丰 1 号 集体 召号

3 九农 7 号 集体 5 号 黑铁英

4 九农 9 号 黄宝株笋一 2 荆 山朴

5 公交 5 6 01 一 1 大金黄 集体 l 号

肠 早丰 1 号 丰地黄 辉南青皮

7 合丰 2 5 号 合丰 2 3号 克交 4 4 30一 20

8 黑农 34 号 黑农 16 号 十胜长叶

e 且农 1 号 克交 4硬3 0一 2 0 黑农 2么号

10 辽豆 3 号 铁丰 18 号 阿姆索

11 吉林 3 号 金元 1 号 铁荚四牡黄

12 吉林 13 号 吉林 3 号 挥春豆
`

13 吉林 11 号 小金黄 吉林 3 号

1 4 吉林 2 1 号 7 62 2一 4 7 3 3 5一 4

15 牡丰 5 号 小金黄 满仓金

二
、

方法
:

把大豆种子用自来水洗净
,

于恒温箱中暗培养 6 天
,

取去皮的大豆子叶 0
.

5

克
,

用 召m l p H S
·

0 的 o
·

1M T r is 一 H C I溶液冷冻研磨
,

1 7
,

O O0 r p m 冷冻离心 2 0分钟
,

上清液

用于 P O D 电泳及活性测定
。

另取 自来水 浸泡 4 ~ 5 小时的大豆种子 0
.

6 克
,

提取方法同

上
,

用于 P O D 活性测定
.

电泳
:

采用聚丙烯酞胺光聚合垂直板电泳
。

p H S
.

3 的 rT 招一甘氨酸做电极缓冲液
。

分

离胶浓度为 8
.

5写
,

浓缩胶浓度为 3
.

75 肠
,

醋酸联苯胺方法染色
。

活性测定
:

用参考文献 〔7〕的方法
,

稍加改动
,

在没加酶液前将反应混合液 30 ℃保温 3

分钟
。
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结 果 和 分 析

二 ;

种p
刃
同工酶谱分析

竿夯祈李
军竺丫 车华万理

,
: 、 护 .节

漪年大豆品种萌发 合矢的子叶 oP D 同土酶
。

根据酶带数 目
,

几
「

井悦 叉 :一华 f
,

,

典出汤怡种奥
型

,

如图 1所示
,

一 _

艰片
`

井 咬夏一
:

点
考气 州

、
一
丁 沁认价 瓜几订

「̀

饭
、

瓷{卜…冲性
二

一 一 片 粉月
^ “ ,

- 口月

认
’

= 吕 昌 奋 盆

lb
,

州

“

t 一吕
.

_

目 邑 奋 荟
’

: 之
· ` .

“

之吕 二 = 二
.

=
:

二

护 补污
协 井

卜

勺
J

_
. 产 `

图 1 大豆子叶 P O D 同工酶懊式图

珑 1
’

仆` 斌 e :

疏
’

。 p “ Po D i。 , oy abe
。 。。 yt l

doe 二

恨据酶带不同的迁移率
,

分
·

入担
、

c 兰区
。

不向品种 A 区有 : 一 5 条酶带
,

品种间无一

淤苏洲城燕蒸夔
匕么口 亡二二 2 2乙口

, _

匕二口 公二口 仁二二习 么么口
仁 ,士气, 巨大口 , 亡二二〕 泛史 Z乙

场饥饥

注
:

1、染色由深至浅为 BP
,
型

2
、

由左向右依次为 BP
,

型
、

BP
:

型
、

郎
:

型
、

P B ,

型

图 2 PO D 同工酶 B 区酶型禅式图

F 矛9
.

2 九
。 , k e t c h

.

m a p 成 Po D i n B r e

咖
。 o

根据 B 区酶型分析 15 个品种与其父瓜本品种间的关系
,

见图 3所示
.
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一目一ù口一ó口
.口 . . . . . . . . . . . . .

. 2, . 目巴匀 口泛, ,

口之万 口之目 七苦刀

. . . . . . . . . . . . . . .

廿

征 2刁 口 Z刀 忆 2 刁

F Z刁 眨 Z J 口2 2 1

吕吕
!

.

)

口口吕
沁
(12吕吕

X

口口吕
·口留吕

。
(13)口口口回口

姗

W V 功

( 7 )

a( )父本型

( I )九农 6号

( v )合丰 2 3号

( 以 )吉林 3号

b( )新酶型

( I )早丰 1号

( 讥 )克交 4 4 3 0一 2 0

( x )吉林 13 号

c( )母本型

( 班 )集体 4号

( 坷 )吉林 11 号

( xI )吉林 3号

d( )同父母型

( w )合丰 25 号

(她 )小金黄

(地 )辉春豆

a
.

P a r e n at l一 m aj e t刃阵
.

b
.

N ew e恤
r t ry ep of e n

叮m e
.

e
.

P a r e n at l一 F e m a le yt ep
.

d
.

hC a r t yt P e a s 阳 r e n st
·

图 3 不同类型 P O D 同工酶恢式图

F is
.

g T、 e , ke t比 m a p “ P O D i n d迁王e r e n t c h a r t t y p e

从图 3看出
,

九农 6 号是 P B :

型
,

与父本品种集体 4 号相同
,

与母本品种早丰 1 号的

P B :

型完全不同 ;出现偏父本现象
。

合丰 25 号与父本品种克交 4 43 0一 20 和母本品种合丰

23 号均不同
,

出现亲本没有的新酶型
。

吉林 11 号与母本品种小金黄都是 P B :

型
,

不同于

父本品种吉林 3 号的 P B 。

型
,

出现偏母本现象
。

吉林 1 3号则与双亲的酶型均相 同
,

出现同

父母型
。

即
:

早丰

(邢

l 号 x 集体 4 号 合丰 23 号 只克交

( P B。
)

4 4 3 0一 2 0

( P B :
) ( P B 。

)

九农 6 号

( P B 。
)

合丰 25 号

( P B ,
)

小金黄 只吉林 3 号

( P B Z
) ( P B `

)

吉林 n 号

( P B Z
)

吉林 3号沐 辉春豆

( P B ;
) ( P B ;

)

吉林 13 号

( P B `
)

浑一分析 15 个品种的亲本关系
,

得到如表 2 所示的结果
。
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表 2品种与亲本 P OD酶谱的关系

T al beP 2a re nt一 o f fsP r
i ng e r扭 t io ns址 P oP fD O

父本型

P a
re nt al

m al et yp e

母本型

P a re nt al

fe m al心 t yp e

新酶型

Ne w eh at r

t yP eo f e n zy m七

同父母型

h Cat rt yp e

s a卯 re幻 t s

吉林 3号

吉林 2 1号

九农 6号

九农 9号

公交 5 6 0 1一 l

辽豆 3号

合丰 5 2号

黑 农 3 4号

九农 3号

垦农 1号

早丰 1号

九农 7号

牡丰 5号
吉林 11号

吉林 s 1号

从以上结果看出
:

杂交育成品种多数表现为父本型和新酶型
,

少数表现为母本型和同

父母型
。

李继耕 5j[ 在研究 P O D 同工酶与玉米杂种优势的关系时指出
:

双亲杂交
,

杂种同工

酶表现为互补型
、

杂种型及单一亲本型
,

则一般为高优势杂交组合
;而无差别型酶谱

,

则一

般为低优势组合
。

我们选择的都是推广和即将推广的品种 (或品系 .)
,

都具有一定的优势
。

从我们的结果看出
,

自交作物大豆的优势可能表现为杂交后代 P o D 同工酶为父本型和新

酶型
,

其生理生化意义何在
,

尚需进一步探讨
。

二
、

P o o 比活力分析

1
、

萌发大豆子叶 P o D 比活力的动态变化

大豆子叶 P o x 比活力随着种子的萌发活性逐渐增大
。

如图 4所示

0
.

1 5

沪去
.0

八ód
.

叨产tse\己自O岛

0
.

0 5

5 ( 夭
)

图 4 萌发大豆子叶 P O D 比活力动态变化

F is
.

4 p 0 D a e t i v i t y 玉石 co t y l e d o n o f s o y be a n s。 。 d l i n g

第 5天之后品种间 P O D 比活力差异较明显
。
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2
、

吸胀后大豆种子 P OD比活力

供试 6 3个品种 (品系 )浸泡 4一 5小时的大豆种子 P D o比活力
,

见表 3 所示

表 3 大豆种子 P O D 比活力

aT bl e
3 P O D a e t iiy t y o f s o y be a n s ee d a f r e r

wa et r a加 o r P t io n

品 种 P O D ( U /巾 g
,

P r 品 种 P O D ( U / m g
.

p r

九农 3号

丰地黄

集体 4号

九农 6 号

早丰 l 号

九农 7 号

集体 5号

九农 9 号

荆 山朴

黄宝珠 2一2

公交 5 6 0 2 1一 l

大金黄

辉南青皮

合丰 2 5 号

克交 4 4 3 0一2 0

合丰 23 号

黑农 34 号

十胜长叶

0
.

45 2

0
.

9 3 0

0
.

5 1 0

0
.

8 3 5

0
.

0 1 5

0
.

02 3

0

0

0
.

3 9 5

0
。

0 1 5

0
.

2 4 8

0
.

0 1 3

0
.

0 3 7

0
.

1 5 3

0
.

0 1 1

0
.

4 2 2

0
.

0 3 3

0
.

0 6 3

垦农 l 号

黑农 Z C号

辽豆 3 号

阿姆索

铁丰 18 号

吉林 3 号

铁荚四粒黄

金元 l 号

小金黄

吉林 13 号

辉春豆

吉林 21 号

7 3 3 5
一

4

7 62 2一 4

吉林 3 号

吉林 11 号

黑农 16 号

集体 1号

0
.

6 0 4

0
.

6 2 6

5
.

3 9 2

3
.

6 5 1

6
.

0 2 9

0
.

0 5 8

0
.

0 6 8

0
.

0 6 9

0
.

0 18

0
.

0 2 9

0

0
.

2 3 9

0
.

D2 6

0
.

0 7 8

0

0

0

0
.

0 12

二10ǎù一

` 1( ] : 门 1 1 ( 1 2 ) ( l 又)

一
注

:
l ( ,内编号与材料中介绍的编号一致

T h e n u m be r s i n b r a Ck e st a r e th e S a m e a s t h a t i n at b比 l

2 日杂交后代品种 . 母本品种 口父本品种
o f f s Pr i n g f e m a l e m a le

图 5 不同品种大豆子叶 P o o 比活力比较

F ig 5 P a r e n r一 o f fs Pr i n g e o m即 r i s o n o f P O D a e t i衬 t y

从表 3看出
,

品种间 p o D 比活力差异很大
,

高的如铁丰 18 号是 6
.

0 2 9 U / m g
.

p r ;
低的为 0

如集体 5 号和九农 9 号
。

此时 P O D 比活力并不能体现杂交后代品种与双亲的关系
。
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3
、

萌发 6天的大豆子叶 o pD 比活力

6 3个品种 (品系 )萌发 6天的大豆子叶D O P比活力见图 5
,

从图 5 我们看到除九农 6

号
、

九农 9号
、

垦农 l 号 3个品种外
,

其余 10 个品种 (品系 ) P o D 比活力都低于或介于父母

本之间
,

杂交育成品种 P O D 比活力有逐渐降低的趋势
。

我们在另一篇待发的论文中发现
,

大豆子叶超氧物歧化酶后代品种比活力也都低于或介于父母本之间
,

这可能与育成品种

体内氧化水平低
,

还原水平高
,

有利于物质的合成和能量的积 累及植物的生长发育有关
。

从而进一步说明后代品种较双亲有一定的优势
。
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外源总 D N A 直接导入大豆的

分子验证研究简扣

黑龙江省农科院生物技术研究中心和中国科学院遗传所合作
,

利用 R A P D ( R an d o m

A m ilP etj d oP ly m or hP ic D N A )技术对通过花粉管通道技术实现外源总 D N A 导入所获转化

后代
,

进行了分子验证
。

第一次从 D N A 分子水平上找到了证据
。 ·

通过花粉管通道来进行外源总 D N A 的转移
,

多年来已在棉花
、

水稻
、

小麦
、

大豆等作

物上取得了明显效果
,

获得了一批品种或品系及变异类型丰富的材料
,

从而使我国农业首

先进入了分子育种阶段
。

由于它的实用性强而被愈来愈多的人所利用和研究
。

但由于导

入的是总 D N A 片段而无法进行分子标记
,

也就是无法用传统的分子杂交技术来进行分子

验证
。

因此
,

对转化后代一直未能提出直接的分子证据
,

而使该技术的利用和发展或多或

少受到了限制
。

随着分子生物学的飞速发展
,

捡测 D N A 分子水平的多态性技术愈来愈多
,

继 R F L P
、

P C R 之后
,

R A P D 又进入了分子生物学实验室
。

他们利用该技术对导入总 D N A 所获转化

后代进行分析
,

用 134 个引物对供体 (龙 79 一 42 0 4一 1 0 )
,

受体 (黑农 26 号 )
,

后代 (9 2一

` 9 5) 三个样品同时扩增
。

结果发现
:

有 1 19 个引物扩增产物经电泳均具有相同的带型
,

表

明同属一个属 (大豆 )的三个样 品的亲缓性
,

因基因组中存在同源序列而使大多数引物的

结合位点相同
,

使扩增产物也相同
;
有 15 个 引物其扩增产物具有多态性

,

电泳观察
,

后代

与供体具有某条祖同带存在
,

而受体中无此带存在
。

表 明野生大豆与栽培大豆种的差异
,

其基因组中存在非同源序列
,

使引物结合位点在非同源序列上而使扩增产物具多态性
。

其

中有 3 个引物重演性好
,

在同时扩增三个种品中
,

后代与供体的扩增产物各出现 2 一 4 条

不等的相同带
,

而此带受体中却不存在
。

说明后代中这条带是 由于供体 D N A 片段整合到

受体基因组中
,

并得到表达的结果
。

雷勃钧

(黑龙江省农科院生物技术研究中心 )


