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　　摘要：为建立一套经济、快速、准确鉴定苏玉２０纯度的方法，利用盐溶蛋白电泳和 ＳＳＲ标记同时对该品种进行了
纯度鉴定，并对２种方法及结果进行了比较分析。研究发现，同一批次种子，２种方法纯度结果基本一致，但盐溶蛋白
电泳法纯度结果比ＳＳＲ分析结果平均高０．７８百分点。经综合分析，在实际操作中，建议用ＳＳＲ标记，利用１～２对引
物即可完成苏玉２０的纯度鉴定，其结果更真实准确。
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　　盐溶蛋白电泳一直是种子企业鉴定玉米种子纯度的主要
方法之一。该方法简单、便于操作，对技术人员和检验设备要

求不高，一般的种子企业检验室都可开展该项工作，因此在实

际检验工作中被广泛应用。包和平等利用玉米盐溶蛋白

ＰＡＧＥ法和田间小区种植鉴定法对吉林省生产商应用的１６
个杂交玉米种子纯度进行测定，试验表明，同一样品种子纯度

田间小区鉴定普遍高于蛋白 ＰＡＧＥ法鉴定纯度值，纯度越高
２种方法所测值偏差越小［１］。郭景伦等将玉米杂交种子纯度

室内鉴定结果与田间种植鉴定结果进行了对比研究，结果表

明，２种方法鉴定结果较吻合，一般相差在５．０％以内，并且玉
米种子纯度越高，室内鉴定结果和田间鉴定结果相差越小；纯

度越低，２个结果差异越大［２］。

但盐溶蛋白ＰＡＧＥ法有一定的局限性，有些品种双亲蛋
白质水平上的差异较小，难以鉴定；鉴定大批量玉米种子纯度

时，药品配制量大且步骤繁琐，有些试剂容易失效；另外盐溶

蛋白的电泳谱带分辨率低，有时会出现误读或谱带难以辨别，

因此对结果判定有一定的影响。近几年来随着 ＳＳＲ分子标
记的发展和应用，表现其独特的优越性。孟庆长等以苏玉２０
杂交种及其亲本为材料，筛选出在苏玉２０双亲之间多态性明
显、重复性较好的 ４对引物 ｂｎｌｇ１３０６、ｐｈｉ０６５、ｂｎｌｇ２２９１和
ｕｍｃ１５９０用于苏玉２０鉴定［３］。此标记特异性好，田间鉴定与

利用ＳＳＲ标记鉴定结果高度一致。本试验利用孟庆长等筛
选的４对引物，结合盐溶蛋白电泳法对苏玉２０种子纯度进行
鉴定，并比较分析，验证２种试验结果的相关性，以便建立一
套适应苏玉２０品种纯度准确、快速鉴定的试验方法。

１　材料与方法

１．１　材料
苏玉２０杂交种及其亲本苏９５１和苏６５１种子均由江苏

明天种业科技有限公司提供。

１．２　方法
１．２．１　盐溶蛋白电泳法　参照 ＮＹ／Ｔ４４９—２００１《玉米种子
纯度盐溶蛋白电泳鉴定方法》。

１．２．２　ＳＳＲ分子标记　切取少量胚乳，利用碱煮法［４］提取玉

米基因组ＤＮＡ。利用文献［３］中提供的４对引物（表１）用于
苏玉２０纯度鉴定，所用引物由上海英俊生物工程有限公司合
成。ＰＣＲ反应体系：ＤＮＡ模板１．０μＬ，ＳｕｐｅｒＴａｑＭｉｘ５．０μＬ
（上海浦迪生物科技有限公司），ｄｄＨ２Ｏ３．０μＬ，上下游引物
（２．０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５μＬ。ＰＣＲ扩增程序为：９５℃预变性
５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃
延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应在 ＢＩＯ－ＲＡＤ５８０８Ｒ型 ＰＣＲ仪上
进行。

ＰＣＲ反应产物在３０％的聚丙烯酰胺凝胶电泳（Ｎ，Ｎ－亚
甲基二丙烯酰胺 ∶丙烯酰胺＝１∶２９）分离１．５ｈ后，经０．２％
ＡｇＮＯ３银染后显色，拍照观察并记录。

表１　用于ＰＣＲ扩增的引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′）
ｂｎｌｇ２２９１－Ｆ ＣＣＴＣＴＣＧＡＴＧＴＴＣＴＧＡＡＧＣＣ
ｂｎｌｇ２２９１－Ｒ ＧＴＣＡＴＡＡＣＣＴＴＧＣＣＴＣＣＣＡＡ
ｂｎｌｇ１３０６－Ｆ ＣＡＣＣＴＴＧＡＡＡＧＣＡＴＣＣＴＣＧＴ
ｂｎｌｇ１３０６－Ｒ ＣＡＡＡＡＡＣＡＡＡＴＧＧＣＡＧＣＴＧＡ
ｐｈｉ０６５－Ｆ ＡＧＧＧＡＣＡＡＡＴＡＣＧＴＧＧＡＧＡＣＡＣＡＧ
ｐｈｉ０６５－Ｒ ＣＧＡＴＣＴＧＣＡＣＡＡＡＧＴＧＧＡＧＴＡＧＴＣ
ｕｍｃ１５９０－Ｆ ＣＡＧＡＧＴＣＴＧＡＴＡＧＴＣＣＧＡＡＣＣＣＡＧ
ｕｍｃ１５９０－Ｒ ＧＴＡＡＡＧＣＴＣＡＣＡＧＣＴＴＣＣＧＡＣＡＧ

２　结果与分析

２．１　盐溶蛋白及ＳＳＲ分子标记电泳结果
参照农业行业标准ＮＹ／Ｔ４４９—２００１《玉米种子纯度盐溶

蛋白电泳鉴定方法》，将待检批次的苏玉２０及其父、母本蛋
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白质上样，电泳并分析（图１）。结果表明：苏玉２０及其亲本
自交系间存在差异，且杂交种 Ｆ１代和双亲谱带互补。图 １
中，有１个泳道的谱带呈偏母本型，可能是母本接受外来花粉
造成的混杂，可以确定为非杂交种。这表明盐溶蛋白电泳可

用于苏玉２０品种纯度鉴定。
　　利用孟庆长等筛选出的４对引物［３］对苏玉２０杂交种及
亲本进行扩增，其中引物 ｕｍｃ１５９０经 ＰＣＲ扩增后，Ｆ１代图谱
出现３条互补带，因此不建议作为区分此品种的首选引物。
而引物ｂｎｌｇ１３０６、ｐｈｉ０６５、ｂｎｌｇ２２９１经ＰＣＲ扩增后父母本各为
１条带，杂交种为双亲的２条互补带，可很好地区分（图２）。

２．２　２种方法的结果比较
对１０个不同批次种子同时用２种方法进行对比（表２），

研究发现，同一批次种子，蛋白电泳纯度数值比 ＳＳＲ分子标
记数值高平均０．７８百分点，差异范围在－０．８～３．１百分点。
２种方法数值有一定的相关性，种子纯度越高，２种方法数值
越接近，如果纯度越低，ＳＳＲ分子标记数值相对越低。

表２　苏玉２０利用一对ＳＳＲ引物和盐溶蛋白法鉴定的纯度结果

种子编号
检验样品

数（个）

纯度（％）
ＳＳＲ 盐溶蛋白

备注引物

Ｃ１３／１６５７ １５２ ９６．７ ９８．４ ｂｎｌｇ２２９１
Ｃ１３／１６５８ １５２ ９８．７ ９８．１ ｂｎｌｇ２２９１
Ｃ１３／１６５９ １５２ ９３．４ ９６．３ ｂｎｌｇ２２９１
Ｃ１３／１６６０ １５２ ９７．８ ９７．８ ｂｎｌｇ１３０６
Ｃ１３／１６６１ １５２ ９８．０ ９７．２ ｂｎｌｇ１３０６
Ｃ１３／１６６２ １５２ ９８．７ ９８．４ ｂｎｌｇ１３０６
Ｃ１３／１６６３ １５２ ９７．４ ９７．８ ｂｎｌｇ１３０６
Ｃ１３／１６６４ １５２ ９４．１ ９７．２ ｐｈｉ０６５
Ｃ１３／１６６５ １５２ ９７．４ ９８．０ ｐｈｉ０６５
Ｃ１３／１６６６ １５２ ９６．７ ９７．５ ｂｎｌｇ１３０６

　　为进一步验证筛选出的３对引物能否很好地鉴定品种纯
度，每一粒种子经玉米单粒磨碎仪研磨后，取少许胚乳做

ＤＮＡ模板，对应的种胚做盐溶蛋白电泳。经比较，２种方法的
纯度结果基本吻合（表３）。另外研究发现，１５２个检测样品，
４个母本自交系种子在不同引物标记及蛋白电泳检测中表现
均一致，而经ｐｈｉ０６５检测显示为父本的个体在其他方法中显
示为Ｆ１代，经ｂｎｌｇ１３０６和蛋白电泳检测显示为杂株的个体在
其他检测方法中显示为 Ｆ１代。这种现象可能和玉米种子在
不同发育时期蛋白表达不同有关。同时也说明在实际工作

中，应结合该批种子是自交苗、回交苗、其他类型杂株还是遗

传不稳定因素，根据实际情况，选择合适的引物对，对各单株

检测结果进行综合判定，确定待测杂交种的纯度。

表３　苏玉２０利用３对ＳＳＲ引物和盐溶蛋白法鉴定的纯度结果

检验样品

数（个）

母本

（个）

父本

（个）

杂株

（个）

纯度

（％） 方法

１５２ ４ １ ０ ９６．７ ＳＳＲ（ｐｈｉ０６５）
１５２ ４ ０ １ ９６．７ ＳＳＲ（ｂｎｌｇ１３０６）
１５２ ４ ０ ０ ９７．４ ＳＳＲ（ｂｎｌｇ２２９１）
１５２ ４ ０ １ ９７．５ 盐溶蛋白

３　讨论与结论

刘宏魁等利用盐溶蛋白ＰＡＧＥ法和ＳＳＲ分子标记对先玉
３３５和泽玉１１指纹图谱进行了分析，研究发现，盐溶蛋白法
可大批量用于纯度检测，对于难以鉴定的品种可用 ＳＳＲ分子
标记法作为辅助手段进行鉴定［５］。本试验以同一玉米种子

为材料，提取不同取样部位的基因组 ＤＮＡ，利用 ＳＳＲ分子标
记法和盐溶蛋白电泳法对苏玉２０纯度进行了鉴定，结果表明
２种方法均可区分亲本自交系和杂交种。这说明碱煮法适于
苏玉２０的提取，盐溶蛋白电泳法也可以用于此品种的纯度
鉴定。

试验中利用３对ＳＳＲ引物和蛋白电泳进行比较（表３），
研究发现２种方法结果比较吻合。但各个引物的 ＳＳＲ标记
图谱和蛋白电泳图谱个别个体表现并非一一对应，这正解释

了ＳＳＲ标记作为一种随机 ＤＮＡ标记，个体在不同引物间存
在一定差异，而ＳＳＲ标记和盐溶蛋白法个体的差异表现正说
明蛋白质电泳图谱易受种子（或幼苗）发育阶段及表达器官

的影响，不够稳定从而影响了鉴定结果的准确性。这和赵久

然的研究结果［６］是一致的。
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　　摘要：用水稻 （ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）中花 １１号分析了０．０６％、０．００６％、０．０００６％ Ｈ２Ｏ２处理 ５ｄ对水稻幼苗生长、

Ｈ２Ｏ２产生、细胞死亡及生长素积累分布的影响。结果表明，高浓度 Ｈ２Ｏ２（０．０６％）抑制地上部分和不定根的伸长及不

定根上侧根的形成和生长，但对初生根上的侧根生长无明显影响。低浓度（０．０００６％ ）Ｈ２Ｏ２促进初生根和不定根的

伸长及其侧根数量增多和长度增加。根尖Ｈ２Ｏ２积累和细胞死亡随着Ｈ２Ｏ２浓度的增大而增加。利用ＤＲ５－ＧＵＳ转基因

水稻分析显示高浓度 Ｈ２Ｏ２促进生长素在根尖的过量积累，本试验条件下 Ｈ２Ｏ２对生长素积累和分布的调节与其激活转

录有关。由此可见，高浓度 Ｈ２Ｏ２对水稻幼苗生长的抑制作用与其诱导细胞死亡及生长素过度积累有密切关系。
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　　Ｈ２Ｏ２是植物体内重要的信号分子，参与调节众多细胞应
答过程，包括生长发育、向地性生长和激素信号等［１］。对

Ｈ２Ｏ２与根系生长发育的关系研究发现，在正常和胁迫条件下
Ｈ２Ｏ２都参与根系形态建成的调节。如用不同胁迫处理拟南
芥，产生的表型非常相似，暗示有共同的分子－生理系统调节
胁迫下的形态应答，推测 Ｈ２Ｏ２在控制形态建成变化中可能
起关键作用［２］。非胁迫条件下，清除 Ｈ２Ｏ２促进拟南芥根的
伸长但抑制根毛的形成［３－４］。研究还发现，Ｈ２Ｏ２既是玉米根
细胞壁松弛和伸长生长所必需的［５］，也是水稻根生长所必需

的［６］。Ｈ２Ｏ２是黄瓜
［７］和绿豆［Ｍｕｃｕｎａｐｒｕｒｉｅｎｓ（Ｌｉｎｎ．）ＤＣ．

ｖａｒ．ｕｔｉｌｉｓ］［８］不定根形成和发育的信号分子。这些结果表
明，Ｈ２Ｏ２对调节根系的生长发育可能起关键作用。众所周
知，生长素是调节根系生长发育不可缺少的信号分子，它们是

根细胞分裂、伸长生长、向地性应答和侧根发育必需的［９］。

研究显示，Ｈ２Ｏ２与生长素的相互作用对根系的生长发育产生
影响。在正常生长条件下，生长素诱导Ｈ２Ｏ２的产生是玉米根
向地性生长所必需的［１０］。用绿豆研究发现，外源生长素 ＩＢＡ

诱导Ｈ２Ｏ２的过量产生，从而促进不定根的形成
［８］。生长素

促进番茄根尖Ｈ２Ｏ２积累但抑制根的生长
［１１］。对拟南芥研究

表明，Ｈ２Ｏ２代谢的变化可能通过影响生长素的平衡而控制胁
迫诱导的形态生长应答［２］。氧化胁迫抑制拟南芥主根的伸

长，但是能促进侧根的形成。在胁迫诱导的生长重新定向过

程中，Ｈ２Ｏ２可能促进生长素驱动的细胞分裂
［２］。这些研究表

明，Ｈ２Ｏ２和生长素之间的相互作用参与了根系生长发育的调
节。笔者前期研究发现，Ｃｄ胁迫诱导水稻根系生长的变化与
Ｈ２Ｏ２的积累有关

［１２］。Ｚｎ对 Ｃｄ胁迫水稻根系生长的调节与
其减少Ｈ２Ｏ２产生并诱导生长素积累和分布的变化有密切关
系［１３］。本试验旨在研究非胁迫条件下外源Ｈ２Ｏ２调节水稻幼
苗生长的生理机制。

１　材料与方法

１．１　材料与处理
挑选籽粒饱满的水稻种子（品种为中花 １１号），去壳后

消毒：７５％乙醇（３０ｓ）、０．１％ 氯化汞（１５ｍｉｎ）、２％ 次氯酸钠
（２０ｍｉｎ），用无菌水冲洗干净，再将种子植入 ＭＳ培养基上，
放入 培 养 箱 内 ［光 周 期 为 １４ｈ光 照，光 照 强 度 为
２００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），温度 ２６℃，夜间１０ｈ，温度 ２０℃；相对
湿度约为 ５０％ ～６０％］培养６ｄ后转到 Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液，使
其适应１２ｈ后进行Ｈ２Ｏ２处理：在 Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液中分别添
加０．０６％、０．００６％、０．０００６％的Ｈ２Ｏ２处理５ｄ。每天更换１
次培养液，每种处理重复３次，每次至少３个重复，每个重复
约５０株。
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