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利用淀粉凝胶电泳技术鉴定

外源 D N A 导入后代
’
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钱 华 吕云波

(黑龙江省农业科学院生物技术研究中心
,

哈尔滨
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摘 要

利用沈粉凝胶 电泳技术
,

对外源 D N A 直接导入栽培大豆的变异后代
,

进行

了碑酸 己糖异构化晦 ( G IP )
、

异特稼酸脱氮晦 ( I D H )和 荀枯碑酸变位晦 ( P G M )的

同工晦晦讲分析
。

实验结果表明
:

将向 日葵的 D N A 导入栽培大豆后
,

三种晦的讲

带清楚
,

后代与受体及供体间讲带存在差异
。

有的 出现 了供体特异带
,

有的出现

了供体和受体所不含 有的新型带
,

有的 晦讲带加强或减弱
,

这说明外源 D N A 已

导入到受体基 因组中
,

并在不 同程度 和不同方式上得到 了表达
。
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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
,

在农作物上研究较多的酶是过氧化物酶
,

酷酶及超氧化物歧化酶
。

而对磷酸己

糖异构化酶 ( G IP )
,

异柠檬酸脱氢酶 ( ID H )和葡糖磷酸变位酶 ( P G M ) 的研究较少
,

尤其是

利用淀粉凝胶电泳技术鉴定通过外源 D N A 直接导入栽培大豆的后代更属罕见
。

从遗传学角度讲
,

酶是基因与性状的联接物
,

为此本研究试图从酶谱的变化来证实基

因的变化
,

从而判断外源供体 D N A 片断是否整合到受体基因组中
,

在后代中是否得到表

达
,

从而为大豆的基因转移及分子育种技术提供理论依据
。

材料和方法

1
.

供试材料

供试材料为 D 9 1 0 5 组合
,

见表

.
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表 1大豆同工醉试验供试材料
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试验方法

( 1)样品的制备
:

将大豆种子洗净
,

用清水浸泡 24 小时
,

去掉种皮
,

取子叶约 g m g
,

放

入点滴板中
,

加入缓冲液 4 0川
,

研磨后
,

置于一 20 ℃冰箱中冷冻
,

备用
。

( 2) 淀粉凝胶的制备
:

取水解马铃薯淀粉 4 49
,

加蔗糖 1 29
,

加入凝胶缓冲液 2 50 而
,

加

热煮沸
,

排出气泡
,

倒入电泳槽中
,

室温下放置 2 小时
,

凝 固
。

( 3) 电泳
:

用手术刀片在凝胶板上部
,

垂直切割
,

用一小滤纸 (2 x s m m ) 吸取溶化了的

样品
,

夹入切割的缝中
,

在 4 ℃冰箱中
,

20 m A
,

7 5 v 条件下
,

电泳 15 小时
。

电泳结束后
,

将胶

平切 3 片
,

分别染色
。

三种酶的染色液成份
,

见表 2
。

表 2 三种酶的染色液成份
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结果与讨论

1
.

磷酸己枪异构化酶 ( G PI )

G PI 含有 3一 8 条谱带
,

所分析的材料在中下部都有两条活性很强的谱带
,

这是它们
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的共同带
。

差别发生在中部
,

受体含有 5 条带
,

供体含有 7条带
,

后代中除 7 号材料外
,

都

含有供体所特有的 2 条带
; 5 号和 6 号材料含有 8 条谱带

,

在最上部各有一条较宽的带
,

这是供体和受体都不具有的带
。

见图 l
。
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异柠橄酸脱氮酶 ( ID H )

ID H 的谱带有两种类型
,

受体含有一条谱带
,

供体含有 2 条谱带
。

所分析的 8份后代

材料有 4 份与受体基本一致
,

4 份与供体基本一致
,

但谱带的迁移率和供体不同
,

见图 2
。
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葡糖磷酸变位酶 ( P G M )

P G M 含有 1一 2 条谱带
,

所分析的 10 份材料 中
,

4 份含有 1条谱带
,

6 份含有 2 条谱

带
,

虽然受体与供体均含 1条谱带
,

但它们的迁移率不同
。

后代谱带的带型与受体
、 .

供体皆

不相同
,

3 号和 9 号材料虽均为 1条带
,

但其迁移率与 4
、

5
、

6
、

7
、

8 和 10 号材料的下部一

条带一样都大于受体和供体
,

4
、

5
、

6
、

7
、

8 号的上部一条带与供体向日葵的谱带相同
,

10 号

材料上部一条带的迁移率小于受体和供体
。

美国 M B
.

G or m an 等人 1 9 8 3年研究纯合型大

豆 P G M 同工酶谱有 2 条谱带
,

本实验结果与其相似
。

见图 3
。
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在所分析的三种酶中
,

有些后代含有供体所特有的谱带
,

有些后代增加供体和受体所

不具有的谱带
,

有些谱带的酶活性增强或减弱
。

这些酶谱的变化与该组合后代材料在某些

不同性状的变异较吻合
。

这说明
,

利用花粉管通道技术
,

可以将外源基因引入受体材料
,

并

在某些同工酶谱上有所反映
,

初步从酶谱与性状 的变化推断出
:

外源基因 已进入受体基因

组中
,

并在不同程度上得到了整合
、

表达和遗传
。
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