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几个小麦远缘杂种的同工酶分析
贲 桂 英  韩  发
(中 国科学院西北高原生物研究所)

近年来随着对同工酶 (isozymcs)基础研究的进展,同工酶分析技术在动、植物生理
生化及遗传育种工作中的应用愈来愈广泛。植物同工酶分析方法已应用于植物分类、杂
种亲本的选配、预测杂种优势、基因定位,各种后代的遗传性分析及个体发育等方面。尤
其在亲缘关系较远的远缘杂交中,子代往往具有母本形态特征,难以从植物的外部形态和
细胞学方面进行鉴别,而同工酶电泳图谱为杂种后代难以鉴别的遗传变异提供了一个较
为理想的生理生化指标(周光宇等,1979)。

1979年至 1981年间我们对小麦的 3个远缘杂种 Fl及豌豆的遗传物质与小麦杂交
后代进行了酯酶、过氧化物酶及淀粉酶同工酶分析,并取得了一定结果,现报道如下。

一、材 料 与方 法

供试材料 文中所用杂种材料均由我所农业研究室张思文同志
】)提供。

】.【 扁凸山羊草×波斯小麦]Fl

2· [波 斯小麦×野生二粒]F1

3· [硬粒小麦×扁穗鹅冠草]P1

4.豌豆 1341与普通春小麦 NPRI∞″C么“进行杂交的杂交后代 72120及 B宀 ,B2F各 ,Fm,rn等
近 20个不同抹系及经豌豆 DNA注射的 79158-5抹 系。上述材料均种在本所试验地。

(1)酶液提取  分析材料取自生长一致的苗期叶片。称取 0.5克洗净鲜叶剪碎,置于预冷研唪
内加人相当于1/lO材料鲜重的无离子水于冰浴中研磨成匀浆,再经 -15℃ 】2000 x g低 温离心 15分
钟,取其上清液置人冰箱中保存备用。

(2)凝胶电泳  主要采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法(莽克强等,1975;张 树政等,1973),兼 用淀粉
凝胶。酯酶以薄层平板电泳酶带分离效果好,滠胶浓度 4%,中性。电极缓冲液 T。 s一 巴比妥 (pH7.0)。

过氧化物酶选用聚丙烯酰胺凝胶盘状电泳,碱性系统,分离胶浓度 7.5%,成层胶浓度 4%,电极缓冲
液为 Tris~甘氨酸 (pH 8.3)。 淀粉酶以盘状电泳效果好,凝胶浓度 5%,胶内加人 0.” %可溶性淀粉。

(3)酶染色  酯酶染色参考 Nokagahaf等人的方法。将电泳毕的凝肢板用蒸馏水轻轻冲洗其表
面,然后用微曼喷雾器向胶面均匀喷洒少量染液(含 】%酷酸饣-萘酯和 2%醋酸一卩-萘酯的丙酮溶液),
再在 38℃ 恒温箱中保温 】0-15分钟,嗣 后用 2%坚牢蓝水溶液染色约 1分钟,待玫瑰紫色(或玫瑰红
色)酶帝呈现之后用流水冲洗数分钟,然后放人 7%醋酸溶液中固定、脱色。过氧化物酶染色用醋酸联
苯胺法(张树政等,1973)。 淀粉酶用碘~碘化钾染色液显色”,酶带为无色透明◇
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1)在此向张思文同志致以谢意。
2)淀扮染色液:碘 0.I克 ,先用少许 95%乙醇溶解,再加人碘化钾 0.】 58克 ,加水到 I0毫升,用时再稀释 20倍。

本文 I985年 3月 20日 收到。



结果 与讨论

(1)硬粒小麦 (r″
`,‘

“勿 切·g|扬″ V ar.c″″J″″)× 扁穗鹅冠草 (Ro喈啷 切 加
`励

ˉ

`·

°〃访)杂种 F!酯酶同工酶谱。该杂种属于属间杂种,父 、母本双亲具有一定的亲和力。从

植株的外部形态特征及其生物学特性来看杂种后代具有明显的父、母双亲的中间性状。而

且杂种Fl幼 苗 3叶期叶片的酯酶同工酶谱也表现了互补两个亲本的酶谱特征(图 1)。 母

本硬粒小麦具有酶活很强的呈玫瑰紫色的 3条酶带 (Rf=0.21,0.30,0.76),其 父本扁

穗鹅冠草亦具有 3条酯酶谱带 (Rf-0.24,0.47,0.76)但 显色呈玫瑰红色,酶的活性也

较母本谱带弱得多。其中 Rf-0.76的 1条带相当于母本同 1条带 3倍宽。由于父、母本

酶带显色颜色、酶活强弱及谱带宽度的显著差异,因 而在杂种F1中酯酶谱带呈现出父、母

本双方谱带的累加效应非常清楚,杂种中的第 1条带来自母本的 Rf-0· 21带和父本的

Rf-o.24的带,并部分重叠 ;杂种第 2条带显然来自父本 Rf-0.47谱 带,而杂种的第 3

条带是父、母本 Rf=0.76带 的叠加。 母本中 Rf-0.30的 酶带在杂种中未显示。 这

种属间杂种 Fl酯 酶同工酶谱显示了互补双亲中大部酶带的特征。 杂种中未出现新的杂

种谱带。

(2)波斯小麦 (r.`″歹沏″ var.c‘I″乃J:c″″)与野生二粒小麦 (r.`″/g9沏″ var.
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图 1 硬拉小麦×扁穗鹅冠草杂种 「,葫酶同工馥两谱。聚丙烯酝胺援胶菏层电泳。材料:幼苗叶片。

Fig. i zymogfam patterns of isocsterase of t.Iturgidum var,durumi × Ro饣 g″cr|'大口形″ro〃|J hybrid

Fi and its parents.

By polyacrylamide gct thin layer ctectrophorcsis. Material: leavs 。f seedlin8

1.硬粒小麦 ×扁穗讷 冠草杂 种 F1;

r.`“ rgJ`“″.var.durum × Rocg″召
`′`尺

o″
``o〃

ij hybrid F1

2.硬粒小麦(♀ )

r.彡″rg|'“″ var.durum(♀ );

3· 扁称鸩冠草(d)
Ro“″cr|`天o″ c`o″″(d)。
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`Jroc‘

∶。,`“ )杂种F.及扁凸山羊草 (加:9Jop‘ ″
`″

″com)与波斯小麦杂种 F!过氧化物酶同

工酶谱。这两个杂种 F1其植株的外部形态也属于两亲本的中间类型,苗期叶片过氧化物

酶同工酶酶谱均呈现出杂种F!为双亲谱带完全或大部分互补型(图 2)。 在以扁凸山羊草

为母本,波斯小麦为父本的杂种中共有 9条酶带,其中 Rf-0,11o.27,0.36,0.51,0.86

等 5条帝父、母两亲本均具有并在杂种中完全重叠,而杂种中的 Rf-0· 45带仅来自父

本。Rf-0.61,o.65两带显然来自母本,母本中 Rf-0.o6的 泳动速率最低的谱带在杂

种中消失了。在以波斯小麦为母本,以野生二粒小麦为父本的杂种 F1中过氧化物酶谱同

样表现出父、母本双亲酶谱带的累加效应。从图中看出 Rf-0.27,o.65的 两条母本谱带

在杂种中未出现。在上述两个杂种中消失的亲本谱带均属酶活较弱的带。两个杂种中均
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图 2 I扁 凸山羊草 ×波斯小麦杂种 Fl及 II波斯小麦 ×野生二拉杂种 F】 及其亲本过氧化物曲同工酶

酶谱。聚丙烯酰胺凝胶盘状电泳,叶片。

「ig. 2 zyino口·am pattCrns of pcroxidase isozymcs of ^eg:Iops 〃召″J″rofo × T, ‘臼
`BJ.'“

″

v ar.cFr`乃 J|c‘j″:hybrlds Fl and I【 T.‘ ″rg|'‘‘,,var.c″访
`‘

‘贸″i×

`.`j‘
`gj'“

″ var.`‘‘occoJ`口 ;

hybrid Fi and thcir parents.By polycrylamide gel found tfay electrophorcsls. Matc0al:1caˉ

ves oi scedlliilg

1.1扁凸山羊草×波斯小麦 lFl;

'cgiJo p‘

v'`,`″ ro‘ 0 ×.r.`:‘ 、gi`“ ,`var.r`'J乃′J‘ :‘″l hybrid Fl

2· 波斯小麦(e)
T.‘“rgi`“ 勿 var.c夕

`‘

”′|c“私 (('):

3,扁 凸山羊草(♀ )

彳J肛
`op‘

v‘;″

``:‘

o‘

`(♀ );

4.[波斯小麦×野生二拉]Fl;
r. ``j、 g氵

`“

″.v ar. ‘日
`‘

乃
`|c‘

‘昭 × T. ‘:‘ rgi'“
`″

; var. `ico‘ co|'“ hybnd F】

5.野生二拉小麦(')
T.‘“

`gj`“ `,,var.`;ro rro|`o(d.);
6· 波斯小麦(♀ )

T.“ f昭j`″″ var.‘ 口/‘乃
``‘

:J,″ (♀ )。
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未见新的杂种酶带产生。

(3)豌豆遗传物质与小麦杂交杂种后代的酯酶及过氧化物酶同工酶。豌豆与小麦属

于两个不同的科,亲缘关系甚远 ,几乎不可能通过精、卵结合获得杂种。 张思文等同志于

1971年以引进的普通春小麦 NP,:Ino″ G” 为母本 ,早熟豌豆 1341为父本,经过多次重复

授粉获得几粒种子,后又经多次回交、选育成为 72120小麦品种。作者对 1971年获得的杂

种的不同株系 呒F,,B2F:,FlO,FⅡ ,等十几个材料以及用豌豆提取 DNA注射母本小麦

子房所得到的杂种 79158-5株系进行了多次的、不同生育期叶片的酯酶、过氧化物酶和淀

粉酶的同工酶分析。结果发现杂种的过氧化物酶和淀粉酶的同工酶酶谱组成及酶活性基

本与母本小麦相似;但酯酶同工酶却表现出杂种与母本小麦酶谱之间的差异。试验重复

近 30次 ,材料分别取自小麦的胚芽鞘、1-3叶期叶片及孕穗期剑叶,大体上保持一致
ˇ
的试验结果(图 3)。 母本小麦中迁移值最小的近阴极端的一条带 (Rf 0 0,21)在 杂种中

消失了,而且杂种酯酶活性明显地低于母本。scandalios(1974)曾 经提出,由于取样时期、

样品制备条件等因素的影响,往往会引起同工酶多型性假象。但从我们几十次分析结果完

全一致这点来看 ,杂种与母本之间酯酶谱带上表现出的这种不同,不像是假象或生理性修

饰的结果。另外,因 为豌豆与小麦杂交所获得的杂种不太可能是双亲全部或大部分遗传

信息的结合,因此杂种也不可能表现出互补两个亲本酶谱的模式(兼有双亲谱带)。 试验

中从未在杂种中检测到豌豆的酶带。杂种与母本小麦在酯酶酶谱上表现出的异同,或许由

于大量地、重复地在小麦柱头上授与豌豆花粉,会有部分的豌豆遗传物质进人母本中并在

胚形成的这一敏感时期为母细胞所接受。 镜检豌豆花粉在小麦柱头上萌发情况时看到 ,

大量豌豆花粉能够在小麦柱头上萌发并形成花粉管,个别花粉管伸人到花柱之中(张思文

等,1976)。 这种情况也可能给远缘遗传物质进人母细胞提供了一个机会,致使母本基因

的表达发生部分改变。
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图 3 普通小麦 NPmLno″ C,” ×豌豆 1341杂种和亲本聚丙烯酰胺莳层电泳酯酶同工的确谙
Fig.3 zymograrn pattcfns of isoestCrase of r.`、 ‘

``,‘ `”

NP"Ino,,C”: × Pjff‘
`”
 ‘饣

`氵

″“,` 1341 hybnds
and its parcnts, By polyacryiarnidc gel thin layer electrophoresis. 卜iatefial: leavcs of seedling

1· 豌豆 】341P`“
`勿

‘″:″

`J`,,134I(d)
2· `卜 麦

·NP7:】 no。 ,C2” (♀ )T.夕σ
`‘

“
`B Np拈

Ino。 C” ,(♀ )
3· 豌豆麦 72120r.″ ct‘:``勿 NP"Ino。 C” ,× Pi‘“砌 ‘

'‘`″
j`,,hybo(17212o

4· BaFa株系 T.″σ,,```,,NP招 lno″ CⅡ s× 尸订“″ ‘″
`v“

″ hybrid B2「
a
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为了进一步了解豌豆的遗传物质对小麦的影响,张思文等同志将从豌豆中提取的

DNA(北京遗传所提供)注人到小麦 NP7:In%G” 子房中去,比较子代的变异情况。我们

对其中6个株系进行了酯酶同工酶分析。发现其中的 79158-5株 系的幼苗叶片酯酶酶谱

与I小麦 NP7:In吻 G” ×豌豆 13411F1的 酶谱相似,但酶活性及酶谱组成却完全不同于母

本。用该株系多次重复试验结果都一致。因不同株系之间重复性不甚一致,因此仅一个

株系还不足以证明豌豆 DNA对小麦的影响,有待进一步试验,但也不能完全排除其影

响的可能性。

从分子遗传学的观点看,远缘杂交有以远缘精、卵携带的全部遗传信息的结合1如小

偃麦;有远缘物种间部分遗传信息的结合,如高粱稻。本文叙述的种、属之间的杂种从外

部形态和同工酶分析结果来看似乎属于前者;而小麦与豌豆之间仅是部分遗传物质的杂

交。 至于小麦与豌豆杂交后如何得到种子? 豌豆的远缘遗传物质又究竟怎样进人母纽

胞?诸如此类的一系列问题均有待于进一步进行严格、仔细地观察试验。
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AN ANALYs1s OF SEVERAL DISTANT HYBRIDs
oF WHEAT IsozYMEs

Ben C·uiyiIlg   I·1an Fa

(″
.c``乃

汐“
`P`″

″“
`'(:;`“

饣 o`B|。 ′沙fy,'ccdc`,,杞 si'iro〉

Using polyacrylai△ lidc gcl clcctrophorcsis wq analyscd.thc zymog·ranl PattCrns oF pcroxidasc

cstcrasC and amylasc of four distant hybrids of whcat. Thc rcsults showcd that (1) isoCstcrasc

zymogram pattcrns of·r.turgiduni var.durnl× R(Fgncria komarovii hybrid Fl displaycd com一

plcmcntary zymogran△ pattcrns of their“ vo parcnts,but thc band R.f.=0.30 of thc fcmalc parcnt

disappcarcd in thc hybrid FI Acgiops vcntriCosc ×
·
r. turgidun】  var. carthlicum and T. tur-

gidunl var, carthliculn ×
··
r~ turgidulll var. diCoCcoidcs hybrids Fi sho、 vcd tllc sarnc charactcris-

tics as ⅡlcntionCd abovc (thc bands oF hybrids comc frOIn two parcnts).(2)IsoCtCrasc zymog~

ram pattcrns of thc hybrids B2F,,B2F:,Fl。 ,F11,72120,ctc.of T.acstium NP乃Ino刀 C夕 ×Pisum

sativum 1341 (partial gcnctic matcrial) wcre approximatcly similar to thc zy1△ 1ograr11 pattcrns

(Rf=0.29, 0.63,0.83) of thc fcnlalc parcnt whcat,but thc csterasc activity was lowcr than that

of fcInalc parcnt, and thc band R.f==0.2a had bccn  lost in thc hybrids.  
·
rhc cnzynlc

bands of l)isum sativum had ncver 。ccn observcd in thc zyrn° gralll of the hybrids.
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