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外源 D NA 导入大豆其

后代的同工酶酶谱分析
’

卢翠华 雷勃钧 李希 臣 钱 华 吕云波

(黑龙江省农科院生物研究中心 )

摘 要

未用聚 丙稀酸按凝胶电泳的方法
,

对通过外源 D N A 导入 法所 获的大 豆 变

异后代
,

进行过氧化物畴和醋晦的酶错分析
。

其结果是酶谱谱带清晰
,

变异后代

与亲本的谱带有明显差异
,

并与该材料的表型性状 相一致
。

因此
,

我们认 为可 以

用 同工晦分析法做为鉴定外源 D N A 导入大豆 的生化指标之一
。
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近年来
,

国内外许多研究都以同工酶为
“

生化指标
”

来探讨高等植物 中的许多理论和

实践问题
,

作物杂种优势的预测就是其 中一项
。

后代中的
“

互补带
”

、
“

杂种带
” 、 “

酶活性
”

都

是通过同工酶分析来完成的
。

借鉴于此
,

我们也利用同工酶分析技术
,

鉴定外源 D N A 直

接导入大豆的变异后代
,

试图从遗传学角度验证供体的基因是否 已整合到受体基因组中
,

为大豆的分子育种提供理论依据
。

材 料 和 方 法

供试材料 受体黑农 34
,

供体龙泉大豆及后代 ( D
3
)共八份材料

,

列于表 1
。

样品制备 将种子发芽
,

芽长 1厘米时剪下
,

称芽 1
.

5 克加样品提取液 4 毫升
,

冰浴

研磨成匀浆
,

以 4 0 00 转 /分离心 10 分钟
,

取 上清液
,

分别装入小瓶
,

放入冰箱冷冻贮藏备

用
。

电泳 采用薄层垂直板聚丙烯酞胺凝胶 电泳法
,

浓缩胶浓度为 2
.

8%
,

分离胶浓度为

7
.

5%
,

电极缓冲系统为 p H S
.

3 的 T ir s 一甘氨酸
,

每板 12 个样品
,

每穴加样 70 微升
,

每个

样品电流强度为 2 毫安
,

可重复点样
,

在 4℃冰箱内电泳
,

历时 6~ 7 小时
。

染色 过氧化物酶染色采用醋酸联苯胺染色法
,

谱带呈棕褐色
。

醋酶染色采用
。
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表 l 大豆农艺性状及同工酶酶谱迁移率 (R f )
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坚牢兰染色法
,

谱带呈棕色
。

染色后
,

用清水漂洗胶板
,

置 7%醋酸溶液中固定
,

测迁移率
、

绘图
、

照像及封存干胶
.

结果与讨论

一
、

过氛化物酶同工酶酶谱分析

供试材料的酶谱及迁移率如图 1及表 1 所示
,

按谱带的集中程度分为
a 、

b
、 。
三 区

,

谱

带的差异主要发生在 b 区
。

1
.

受体与供体之间谱带有差异
,

供体比受体多出 b
:

带
,

而又比受体少
c :

带
,

这与它们

的表型性状不同所决定
,

见表 1
。

2
.

迁移率为 0
.

40 的供体 b s
带

,

带幅宽
,

颜色深
、

酶的活性强
,

不同于受体
。

3
.

6 个后代材料中
,

都含有供体的一条谱带
,

分别为 b
, 、

b
: 、

b
, ,

而受体不含此带
,

但它

们的迁移率不同
。
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图 1 大豆过氧化物酶酶谱示意图
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图 2 大豆醋酶酶谱示意图
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.

6号材料
,

b
;

和 b
s

带
,

颜色深
,

浓于受体与供体
,

这可能是谱带发生了重合现象
,

而
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6 号材料的农艺性状又特别接近供体
,

种皮色为花色
,

百粒重高于受体
。

二
、

醋酶同工酶酶谱分析

醋酶同工酶的酶谱及迁移率如图 2 及表 1所示
,

谱带数目多
,

带 幅窄
,

多数集中在 中

下部
,

差异也在下部
。

各材料之间差别不太大
,

唯一的差别是最下面的一条谱带
,

后代中基

本上含有一条供体的谱带 b
6 ,

而受体不含有此带
,

后代中酶的活性强
,

特别是 6 号材料
, a :

和 b
:

带酶活性最强
,

这与过氧化物酶的酶谱特点一样
。

综上所述
,

外源 D N A 导入大豆其后代的同工酶酶谱有明显变化
,

其 中过氧化物酶在

本组合中表现的差异比醋酶更为明显
。

酶谱间的差异与它们的农艺性状 (株型
、

种皮色及

百粒重 )的差异是一致的
。

这说明酶的差异能够反映基因及性状的差异
,

受体导入 了外源

D N A 后
,

同工酶系统发生了质和量的变化
.

因此
,

用同工酶技术对 由于导入外源 D N A 而

引起的变异后代进行分析鉴定是一种简单可行的方法
,

进而从分子水平上为外源 D N A

导入技术提供理论依据
。

参 考 文 献

〔l 」 周光 宇
: 1 9 7 8

,

从生物化学 角度探讨远缘杂交理论
,

中国农业科学
,

( 2 )
: 1 6~ 一8

〔2 〕 雷勃钧 等
: 1 989

.

外源野生大豆导入栽培大豆引起变异
,

中国油料
.

( 3 )
:
11 一 13

〔3」 卢翠 华等
: 19 9 1

,

外源 D N A 导人栽培大 豆的后代过氧化物 同工酶酶谱 分析
,

中国 油料
,

( 3 )
:

35 一 36

A N A N A L Y S I S O F IS O Z Y M E P A T T E R N S I N

P R O G E N I E S O F SO Y B E A N R E C E IV E D F O R E I G N D N A

L u C t一ih u a L e i B t l o j u n L i X i e h e n

Q i a x飞 H
t 一a L u Y u n b o

( B i o t e c h , : 0 10舒 R e s e a r c h eC
, , t e r ,

H
e i l o , ,

幻 i a , , 9 A c a d e l户ly of A g r i
.

S
e i

.

)

A b s t r a e t

W i t h t h e m e t h o d o f p o ly a e r y l a m id e g e l e l e e t r q仙
o r e s i s a n a l y s i s o f t h e p a t t e r n s o f

p e r o x id a s e a n d l i P a s e f o r i n t r o d u e e d f o r e i g n D N A i n s o y b e a n w a s e o n d u e t e d
.

T h e r e s u l t

w a s t h a t t h e d i f f e r e n e e o f t h e b a n d s w a s e l e a r a n d o b v i o u s l y d i f f e r e n t i n t h e p a r e n t s a n d

t h e i r p r o g e n i e s a n d i t w a s e o r e s p o 一记 e n t w i t h t h e p h e n o t y p e s
.

T h e r e f o r , .

w e t h in k t h a t

is o z y m e e a n b e u s e d a s a b i o e h e m i e a l i n d i e a t e r f o r e v a l u a t i n g s o y b e a 一1 h a v i n g r e e e iv e d

f o r e i g n D N A
.

K e y w o r d s S o y b e a n ; F o r e i g n D N A ; P e r o x i d a s e ; L IP a s e ; P a t t e r n


