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　　摘要：采用 ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳技术（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）对１０个玉米品种进行醇溶蛋白遗传多样性分析。１０
个玉米品种共分离出１２条谱带，每种玉米品种分离出了５～８条谱带，平均６．９条，其中具多态性的谱带共有７条，多
态性比率达５８．３３％。按照迁移率由大到小可分为α、β、γ、ω４个区，其中α区存在１条谱带，β区存在１条谱带，γ区
存在３条谱带，ω区存在７条谱带。１０个玉米品种间的遗传距离变化范围为０．０００～０．５３８，平均为０．１９５。对供试品
种进行系统聚类，有１０种玉米品种在８．９６水平上全部聚为一类，其中有７份材料在８．１０水平上聚为一类，３份材料
在４．２０水平上聚为一类。由此可见，供试材料之间具有一定的醇溶蛋白遗传多样性，但遗传多样性不高。
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　　玉米既是我国重要的粮食作物，也是保健佳品。我国玉
米种植面积很大，玉米杂交种由于具有杂种优势被广泛采

用［１］。玉米醇溶蛋白具有很强的疏水性、韧性、抗菌性等特

点，是玉米籽粒的主要贮藏蛋白之一［２］。玉米醇溶蛋白为单

亚基结构，其谱带组成具有很强的异质性和复杂性，不同玉米

品种之间差异明显。玉米醇溶蛋白变异由遗传因素决定，几

乎不受环境影响，能稳定地反映不同品种编码位点的差

异［３］。目前，醇溶蛋白 ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳技术
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）图谱分析已被广泛应用于品种鉴定、种子纯度
检验、亲缘关系比较、遗传多样性等研究［４－７］。然而，关于玉

米醇溶蛋白遗传多样性研究还比较少。本试验以不同玉米品

种种子为材料，对其醇溶蛋白进行遗传多样性分析，以期为有

效利用玉米种质资源提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　材料　谷玉１７８、郑单９５８、士海０５２、鲁玉１４、山农
２０１、振杰４、先行３、招玉６、安玉５、鲁单９８１等１０个玉米品
种（山东省枣庄市种子公司）为供试材料。

１．１．２　溶液配制　溶液的配制方法见文献［８－１１］。
１．１．２．１　 醇溶蛋白提取液　甲基绿 ０．０５ｇ、２－氯乙醇
２５ｍＬ加蒸馏水定容至１００ｍＬ，低温保存。
１．１．２．２　电极缓冲液（４℃保存）　甘氨酸１４．４ｇ、Ｔｒｉｓ３ｇ、
ＳＤＳ１ｇ、蒸馏水８００ｍＬ溶解之后，调节 ｐＨ值至８．８，最后定
容至１０００ｍＬ。
１．１．２．３　样品缓冲液（４℃保存）　Ｔｒｉｓ０．１５ｇ、ＳＤＳ０．４ｇ、
β－巯基乙醇 １ｍＬ、甘油 ２ｍＬ、蒸馏水 ７ｍＬ，－２０℃贮存
备用。

１．１．２．４　固定及染色液　考马斯亮蓝 ０．４ｇ、无水乙醇
２５ｍＬ、三氯乙酸５０ｇ，加蒸馏水至５００ｍＬ配成染色液。

１．１．２．５　脱色液　冰乙酸 １００ｍＬ、乙醇 ５０ｍＬ、蒸馏水
８５０ｍＬ配成脱色液。
１．１．２．６　凝胶溶液（表１）

表１　按文献［１２－１４］的方法配制分离胶和浓缩胶

项目
体积

１０％分离胶 ５％浓缩胶
超纯水 １１．９ｍＬ ６．８ｍＬ

３０％ 四甲基乙二胺（Ａｃｔ）／Ｎ，Ｎ′－亚
甲基双丙烯酰胺（Ｂｉｓ）（２９∶１）

１０ｍＬ １．７ｍＬ

１．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ（ｐＨ值８．８） ７．５ｍＬ —

１．０ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ（ｐＨ值６．８） — １．２５ｍＬ
１０％ＳＤＳ ３００μＬ １００μＬ
１０％ＡＰ（过硫酸胺） ３００μＬ １００μＬ
四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ） １２μＬ １０μＬ

１．１．３　主要试剂　Ａｃｒ、Ｂｉｓ、β－巯基乙醇、甘氨酸、冰醋酸、
２－氯乙醇、十二烷基硫酸钠、过硫酸胺、甲基绿指示剂、考马
斯亮蓝Ｒ－２５０、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、ＴＥＭＥＤ、甘油、盐
酸等。

１．１．４　主要试验器材　ＤＹＹ－４型稳压稳流电泳仪（北京六
一仪器制造厂）、ＤＹＹ－Ⅲ２８Ｄ型电泳槽（北京六一仪器制造
厂）、ＪＴ２０１Ｎ电子天平（上海精天电子仪器有限公司）、
ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ－ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１５Ｒ小型台式冷冻离心机。
１．２　方法
１．２．１　玉米醇溶蛋白提取　玉米种子洗净后７０℃烘干至恒
重，将各品种玉米单粒粉碎至粉末状，置于 －２０℃冰箱中保
存备用。将玉米粉置于１．５ｍＬ离心管中，加８００μＬ醇溶蛋
白提取液，涡旋振荡 １０ｍｉｎ，室温振荡浸提过夜，４℃
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液即醇溶蛋白（若浑浊则需
重复离心），置于－２０℃冰箱中保存备用。
１．２．２　玉米醇溶蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳　根据说明书安装
玻璃板。加热煮沸琼脂，作为封底胶进行封底。制备分离胶，

由于加入ＴＥＭＥＤ后凝胶就开始聚合，所以要立即旋动混合
液，迅速在电泳槽的玻璃板之间灌注，留出梳齿的齿高加２～
３ｃｍ的空间以便灌注浓缩胶。用滴管在溶液上覆盖１层蒸
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馏水。待分离胶聚合完全后，倒出覆盖水层。注入浓缩胶后

立即插入梳子，待胶凝固。拔出样品梳，整理点样孔，用滤纸

条吸去槽内多余水分，取２０μＬ等体积充分混匀的上样缓冲
液和样品提取液混合液（１００℃变性３～５ｍｉｎ）［１５］，注入点样
孔。分别在前槽和后槽内加入电极缓冲液。接好电极线，打

开电源，采用稳压电泳：浓缩胶１１０Ｖ，分离胶２２０Ｖ，待指示
染料移动到凝胶下缘１ｃｍ时，停止电泳。电泳结束后，剥下
胶板，并切下胶板一角，作左右标记，用蒸馏水冲洗凝胶数次，

放入染色液中染色过夜。用脱色液进行脱色，更换脱色液，直

至背景无色。

１．３　数据处理
按有或无记录每个材料的电泳谱带，同一位置的电泳谱

带存在时赋值１，否则赋值０。材料间相似系数（ＧＳ）计算公
式如下。用ＤＰＳ３．０１系统进行聚类分析。

ＧＳ＝２Ｎｉｊ／（Ｎｉ＋Ｎｊ）； （１）
ＧＤ＝１－ＧＳ。 （２）

式中：Ｎｉ为ｉ材料出现的谱带数，Ｎｊ为 ｊ材料出现的谱带数，
Ｎｉｊ为ｉ材料和ｊ材料共有的谱带数，ＧＤ为遗传距离。

２　结果与分析

２．１　醇溶蛋白谱带多样性分析
由图１可知，各玉米品种间具有一定的醇溶蛋白多态性。

１０个玉米品种共分离出１２条谱带，每个玉米品种分离出５～
８条谱带，平均６．９条，其中具多态性的谱带有７条，多态性
比率为５８．３３％。迁移率由大到小可分为 α、β、γ、ω４个区，
其中α区存在１条谱带，β区存在１条谱带，γ区存在３条谱
带，ω区存在 ７条谱带，谱带数量由多到少依次为 ω区 ＞γ
区＞β区＝α区。电泳谱带集中分布在ω区（７条），γ区也较
多（３条），α区、β区较少（１条）。谷玉１７８和安玉５谱带基
本相同，说明这２个玉米品种遗传差异不大，亲缘关系相近。
鲁单９８１与谷玉１７８、安玉相比，γ区少１条带，ω区多１条
带，存在遗传差异。山农２０１和先行３谱带完全相同，说明这
２个玉米品种遗传差异很小，亲缘关系非常相近。振杰４与
山农２０１和先行３只是γ区的蛋白含量稍有不同，说明振杰
４与这２个玉米品种遗传差异小，亲缘关系相近。郑单９５８
与士海０５２谱带基本相同，只是γ区和 ω区蛋白含量有所不

同，说明这２个玉米品种亲缘关系较近。鲁玉１４和招玉６与
其他８个玉米品种相比，谱带数量与分布差异较大，说明鲁玉
１４与招玉６之间及与其他８个玉米品种的亲缘关系较远。１２
条谱带中，只有２条是所有品种的共有谱带，说明不同品种间
存在一定的遗传差异，具有一定的遗传多样性（表１）。

表１　１０个玉米品种醇溶蛋白电泳条带

品种 总带数（条）
电泳条带（条）

α区 β区 γ区 ω区
谷玉１７８ ８ １ １ ３ ３
郑单９５８ ６ １ １ １ ３
士海０５２ ６ １ １ １ ３
鲁玉１４ ５ １ １ １ ２
山农２０１ ７ １ １ ２ ３
振杰４ ７ １ １ ２ ３
先行３ ７ １ １ ２ ３
招玉６ ８ １ １ ２ ４
安玉５ ８ １ １ ３ ３
鲁单９８１ ７ １ １ ２ ３

２．２　遗传距离分析
由表２可知，根据１２条具有多态性的醇溶蛋白条带计算

供试材料间的遗传相似系数，再计算相应的ＧＤ，ＧＤ的变化范
围为０．０００～０．５３８，平均值为０．１９５，说明供试材料间具有一
定的醇溶蛋白遗传多样性，但多样性水平不高。１（谷玉１７８）
和９（安玉５）之间的遗传距离最小，ＧＤ为０．０００。８（招玉６）
与４（鲁玉 １４）和 ５（山农 ２０１）间的遗传距离最大，ＧＤ为
０．５３８。

表２　１０个玉米品种之间的遗传距离矩阵

品种编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
１ ０．０００
２ ０．１４３ ０．０００
３ ０．１４３ ０．１６７ ０．０００
４ ０．３８５ ０．４５５ ０．４５５ ０．０００
５ ０．０６７ ０．２３１ ０．２３１ ０．３３３ ０．０００
６ ０．０６７ ０．０７７ ０．０７６ ０．５００ ０．１４３ ０．０００
７ ０．０６７ ０．０７７ ０．２３１ ０．５００ ０．０００ ０．１４３ ０．０００
８ ０．１２５ ０．１４３ ０．２８６ ０．５３８ ０．５３８ ０．２００ ０．２００ ０．０００
９ ０．０００ ０．２８６ ０．２８５ ０．３８５ ０．３８５ ０．２００ ０．０６７ ０．１２５ ０．０００
１０ ０．３３３ ０．２３１ ０．２３１ ０．５００ ０．５００ ０．１４３ ０．１４３ ０．２００ ０．２００ ０．０００

２．３　醇溶蛋白的聚类分析
由图２可知，１０个玉米品种的遗传相异系数在８．９６水

平上全部聚为一类，其中５（山农２０１）、７（先行３）在０．７５水

平上聚为一类，说明二者的亲缘关系很近。３（士海０５２）、６
（振杰４）在１．２１水平上聚为一类，说明两者的亲缘关系较
近。９（安玉５）、８（招玉６）、１０（鲁单９８１）在４．２０水平上聚为
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一类，说明三者的亲缘关系较近。１（谷玉 １７８）、２（郑单
９５８）、５（山农２０１）、７（先行３）、３（士海０５２）、６（振杰４）、４
（鲁玉１４）之间存在一定的亲缘关系。

３　结论

醇溶蛋白是玉米籽粒中贮藏蛋白的主要成分，是玉米基

因在特定时空的表达产物，其 ＰＡＧＥ谱带的丰度只与基因有
关，与环境基本无关，能反映不同玉米品种在分子水平上的差

异性。醇溶蛋白电泳图谱间的差异性可以用来判断品种间亲

缘关系的远近［１０，１６］。本研究利用醇溶蛋白标记技术对１０个
玉米品种进行遗传多样性分析，结果表明，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ能较
好地将醇溶蛋白谱带分离出来，１０个玉米品种共分离出１２
条谱带，每个玉米品种分离出５～８条谱带，平均６．９条，其中
具多态性的谱带共有７条，多态性比率达５８．３３％，ＧＤ范围
为０．０００～０．５３８。利用醇溶蛋白标记技术能较好地揭示１０
个玉米品种之间的亲缘关系，在蛋白质水平上证明不同玉米

品种之间具有一定的遗传多样性，但多样性水平不高。
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