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离子束诱导小偃８１突变系麦谷蛋白和醇溶蛋白遗传变异分析


石立旗，焦 浈，张鲁军，秦广雍
（郑州大学河南省离子束生物工程重点实验室，河南郑州４５００５２）

摘　要：为给离子束诱变技术在小麦品质育种方面的应用提供理论依据，以 Ｎ＋（３０Ｋｅｖ）注入诱导获得

的小偃８１突变系 Ｍ４代种子为材料，采用ＳＤＳＰＡＧＥ和ＡＰＡＧＥ技术对其高分子量麦谷蛋白亚基和醇溶蛋

白进行系统分析。结果表明，在供试材料中，检测到３个高分子量麦谷蛋白亚基缺失系：１Ａｘ１缺失系、１Ｂｘ１４

＋１Ｂｙ１５缺失系和１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２缺失系，出现频率由大到小依次为１Ａｘ１＞１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５＞１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２。

检测到５种醇溶蛋白变异类型，其中，１Ａｘ１缺失系有３种突变类型，１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５缺失系和１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２

缺失系各有１种突变类型，ω区变异类型最多，其次是α和γ区，β区没有发现变异类型，在５种变异类型中有

一条相同的变异谱带。以上结果说明，Ｎ＋离子束注入能有效地诱导小麦种子高分子量谷蛋白亚基和醇溶蛋

白的变异，并能够在后代中稳定遗传。
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　　小麦是我国重要的粮食作物之一。近年来，

随着人民生活水平的提高和膳食结构的变化，人

们对优质专用小麦的需求量不断增加，小麦品质

改良成为小麦育种的重要目标之一。醇溶蛋白和

麦谷蛋白是小麦种子贮藏蛋白的重要组成部分，

是构成面筋的主要成分，其中醇溶蛋白赋予面团
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延展性，麦谷蛋白赋予面团弹性［１］。因此筛选编

码优良高分子量麦谷蛋白和醇溶蛋白的基因，应

用于小麦品质改良成为小麦育种方面的一个热

点。离子束诱变技术具有损伤轻、突变率高、突变

谱广等优点［２］，对作物性状的改良效应优于传统

诱变技术［３４］。国内已有许多科研机构开展了离

子束诱变育种的研究，在美、日、英等国也成为一

个新的研究热点。随着低能离子与生物体相互作

用研究的深入，离子束生物技术已从基础理论研

究阶段进入到理论研究与实际应用相结合的阶

段，一些科学家提出的能量沉积、质量沉积和电荷

转移引起生物效应的假说［５］，注入离子在作物干

种子内长程穿射的假说［６］以及细胞近旁效应假

说［７］等理论不断得到实验的证实，并为离子束诱

变技术的发展奠定了理论基础。虽然离子束诱变

技术在水稻［８］、玉米［９］、小麦［１０］等作物育种中的

应用研究已取得了很好的结果，但这些研究主要

集中在对农艺性状的改良效应上，而在作物品质

改良方面的研究较少，对小麦醇溶蛋白和高分子

量谷蛋白遗传变异情况的分析更少。本实验对离

子束诱导产生的小偃８１突变系Ｍ４代种子的高分

子量麦谷蛋白和醇溶蛋白进行了系统分析，探索

了离子束诱变技术对小麦贮藏蛋白的诱变作用，

鉴定亚基突变类型，以期为离子束诱变技术在小

麦品质育种方面的应用提供一定的依据。

１　材料与方法

１．１　材料

本实验选用离子束诱导获得的小偃８１突变

家系Ｍ４代种子为实验材料。原生态小偃８１由中

国科学院遗传与发育生物学研究所王道文研究员

提供，其高分子量麦谷蛋白亚基组合为１Ａｘ１、

１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５、１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２。２００５年在郑州大

学河南省离子束生物工程重点实验室将 Ｎ＋（能

量为３０Ｋｅｖ，剂量为８×１０１７ Ｎ＋／ｃｍ２）注入原生

态小偃８１种子中，２００６－２００９年间按完全随机

设计的方法种植于河南省温县农科所试验田，种

子成熟后单株收获，次年从单株收获的种子中随

机选取２０粒种子繁殖成株系。

１．２　方 法

１．２．１　高分子量麦谷蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析

溶液配制参照栗站稳［１１］、李学军［１２］等的方

法。采用不连续ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶缓冲系统（１２％

分离胶和５％ 浓缩胶）结合“半粒”法对突变系种

子进行分析。电泳设备为北京六一仪器厂的

ＤＹＹ６Ｂ型稳压稳流电泳仪和ＤＹＣＺ２４ＤＮ 型垂

直电泳槽。直流电压１２０Ｖ，电泳２．５ｈ。小心取

胶放进染色液，于水平摇床上染色４～５ｈ，然后

脱色至条带清晰，照相记录。谱带照片用Ｐｈｏｔｏ

ｓｈｏｐ处理为灰度照片。以中国春和原生态小偃

８１为对照。

１．２．２　醇溶蛋白ＡＰＡＧＥ电泳分析

从通过ＳＤＳＰＡＧＥ方法鉴定过的单株群体

中随机选取三种缺失纯合体（１Ａｘ１、１Ｂｘ１４＋

１Ｂｙ１５、１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２）各１０株，每个单株随机选

取５粒种子为材料。试验方法采用１９８６年ＩＳ

ＴＡ颁布的酸性聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＡＰＡＧＥ，

ｐＨ＝３．２）标准程序
［１３］。电泳设备为北京六一仪

器厂的 ＤＹＹ６Ｂ 型稳压稳流电泳仪和 ＤＹＣＺ

２４Ａ型垂直电泳槽。选用１６％ 凝胶溶液和Ｆｅ

ＳＯ４ＶｃＨ２Ｏ２催化系统
［１４］。直流电压３００Ｖ，电

泳５ｈ。小心取胶放进染色液，在水平摇床上染

色３～５ｈ，然后转移至脱色液中，脱色至条带清

晰，照相记录。谱带照片用Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ处理为灰

度照片。以中国春和原生态小偃８１为对照。

２　结果与分析

２．１　离子束诱导后小麦高分子量麦谷蛋白亚基

（ＨＭＷＧＳ）的变异

以中国春和原生态小偃８１ 为对照，利用

ＳＤＳＰＡＧＥ技术对小偃８１突变家系进行分析，

得到三个缺失突变系：１Ａｘ１ 缺失系、１Ｂｘ１４＋

１Ｂｙ１５缺失系和１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２缺失系（图１）。通

　　泳道１代表中国春；泳道２、９代表小偃８１；泳道３、４代表

１Ａｘ１缺失系；泳道５、６代表１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２缺失系；泳道７、８代

表１Ｂｘ１４＋Ｂｙ１５缺失系

Ｌａｎｅ１：ＣｈｉｎｅｓｅＳｐｒｉｎｇ；Ｌａｎｅ２ａｎｄ９：Ｘｉａｏｙａｎ８１；Ｌａｎｅ３

ａｎｄ４：Ａｘ１ｄｅｌｅｔｉｏｎｌｉｎｅ；Ｌａｎｅ５ａｎｄ６：１Ｄｘ２＋Ｄｙ１２ｄｅｌｅｔｉｏｎｌｉｎｅ；

Ｌａｎｅ７ａｎｄ８：１Ｂｘ１４＋Ｂｙ１５ｄｅｌｅｔｉｏｎｌｉｎｅ．

图１　高分子量麦谷蛋白亚基电泳图谱
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过对各缺失体在 Ｍ４代群体中出现的次数进行统

计，各突变系出现频率由高到低依次为１Ａｘ１＞

１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５＞１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２（表１），说明在 Ｍ４

代群体中１Ａｘ１缺失系的遗传稳定性较高，其次

是１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５缺失系，１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２缺失系

的遗传稳定性最低。从遗传变异系数上来看，

１Ａｘ１＞１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５＝１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２，说明Ｎ
＋

离子对高分量麦谷蛋白亚基位点的诱变效应不尽

相同，犌犾狌犃１位点对 Ｎ＋离子最敏感，犌犾狌犅１和

犌犾狌犇１位点对Ｎ＋离子的敏感性没有差异。

表１　高分子量麦谷蛋白统计分析情况

犜犪犫犾犲１　犛犻狋狌犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犎犕犠犌犛狊狋犪狋犻狊狋犻犮犪犾犪狀犪犾狔狊犻狊

位点

Ｌｏｃｉ

缺失系类型

Ｔｙｐｅｏｆｄｅｌｅｔｉｏｎｌｉｎｅ

出现次数

Ｐｒｅｓｅｎｔｔｉｍｅ

出现频率

Ｐｒｅｓｅｎｔｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％
变异系数

Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ

犌犾狌犃１ １Ａｘ１ １２４ ８２．７ ０．７５９

犌犾狌犅１ １Ｂｘ１４＋Ｂｙ１５ １１７ ７８．０ ０．７１１

犌犾狌犇１ １Ｄｘ２＋Ｄｙ１２ １０４ ６９．３ ０．７１１

　　出现频率＝（出现次数／１５０）×１００％，每个缺失系共检测１５０粒。变异系数＝１－Σ犘犻２，犘犻为某一位点特定等位基因的出现频率。

Ｐｒｅｓｅｎｔｆｒｅｑｕｅｎｃｙ＝（ｐｒｅｓｅｎｔｔｉｍｅ／１５０）×１００％．Ｅａｃｈｄｅｌｅｔｉｏｎｌｉｎｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ１５０ｇｒａｉｎｓ．Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ＝１－Σ犘犻２，犘犻

ｉｓｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｅｌｅ＇ｓｐｒｅｓｅｎｔｆｒｅｑｕｅｎｃｙｉｎｓｏｍｅｇｅｎｅｌｏｃｕｓ．

２．２　离子束诱导后小麦醇溶蛋白的变异

通过ＡＰＡＧＥ电泳分析，共检测到５种醇溶

蛋白变异类型，其中１Ａｘ１缺失系有３种变异类

型（１Ａｘ１ａ、１Ａｘ１ｂ和１Ａｘｃ），１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２缺失

系和１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５缺失系各有一种变异类型

（图２）。１Ａｘ１ａ电泳出１７条带，１Ａｘ１ｂ电泳出１６

条带，１Ａｘ１ｃ电泳出１８条带，１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２电泳

出１８条带，１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５电泳出１４条带。与原

生态小偃８１相比，在ω区，１Ａｘ１ａ增加４条带，

１Ａｘ１ｂ和１Ａｘ１ｃ相同，都有７条变异条带（６条增

加带，１条缺失带），１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２增加４条带，

１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５增加１条带；在γ区，仅１Ｄｘ２＋

１Ｄｙ１２增加１条带；在β区，都没有出现变异条

带；在α 区，仅１Ａｘ１ｂ 缺失２ 条带。１Ｂｘ１４＋

１Ｂｙ１５仅有１条增加带，并且此条带在５种变异

类型中都有出现。

　　１：１Ａｘ１ａ；２：１Ａｘ１ｂ；３：１Ａｘ１ｃ；４：小偃８１；５：中国春；６：１Ｄｘ２

＋Ｄｙ１２；７：１Ｂｘ１４＋Ｂｙ１５

１：１Ａｘ１ａ；２：１Ａｘ１ｂ；３：１Ａｘ１ｃ；４：Ｘｉａｏｙａｎ８１；５：Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｓｐｒｉｎｇ：１Ｄｘ２＋Ｄｙ１２；７：１Ｂｘ１４＋Ｂｙ１５．

图２　醇溶蛋白电泳图谱

犉犻犵．２　犌犾犻犪犱犻狀狆狉狅狋犲犻狀狊犲犾犲狋狉狅狆犺狅狉犲狋犻犮狆犪狋狋犲狉狀狊

表２　醇溶蛋白统计分析情况

犜犪犫犾犲２　犛犻狋狌犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犵犾犻犪犱犻狀狆狉狅狋犲犻狀狏犪狉犻犪狋犻狅狀

缺失系类型

ｔｙｐｅｏｆｄｅｌｅｔｉｏｎｌｉｎｅ

谱带总数

Ｔｏｔａｌｂａｎｄｓ

变异带数

Ｖａｒｉａｔｉｏｎｂａｎｄｓ

出现次数

Ｐｒｅｓｅｎｔｔｉｍｅ

出现频率

Ｐｒｅｓｅｎｔｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％
遗传相似系数

Ｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

１Ａｘ１ａ １７ ４（ω区） １２ ２４ ０．８６９

１Ａｘ１ｂ １６ ７（ω区） ８ １６ ０．６９０

２（α区）

１Ａｘ１ｃ １８ ７（ω区） ２０ ４０ ０．７７４

１Ｄｘ２＋Ｄｙ１２ １８ ４（ω区） ２４ ４８ ０．８１３

１（γ区）

１Ｂｘ１４＋Ｂｙ１５ １４ １（ω区） ３６ ７２ ０．９６３

　　出现频率＝（出现次数／５０）×１００％，每种缺失体共检测５０粒；遗传相似系数指各变异材料与原生态小偃８１的遗传相似系数。

Ｐｒｅｓｅｎｔｆｒｅｑｕｅｎｃｙ＝（ｐｒｅｓｅｎｔｔｉｍｅ／５０）×１００％．Ｅａｃｈｄｅｌｅｔｉｏｎｌｉｎｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ５０ｇｒａｉｎｓ．Ｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｒｅｆｅｒｓｔｏ

ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄＸｉａｏｙａｎ８１．
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　　从表２可以看出，５种变异类型的出现频率

有差异，１Ａｘ１缺失系各变异类型的出现频率之

和为８０％，出现频率最大，其次是１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５

缺失系变异类型的出现频率，１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２缺失

系变异类型的出现频率最低，说明离子束对编码

醇溶蛋白的基因有诱变效应，但各种变异类型出

现的频率不同。在１Ａｘ１缺失系中，３种变异类型

的出现频率１Ａｘ１ｃ＞１Ａｘ１ａ＞１Ａｘ１ｂ，它们共同

变异条带在 Ｍ４代１Ａｘ１缺失系群体中出现频率

高达８０％，说明编码这些变异条带的基因可能与

编码１Ａｘ１的基因有密切的相关性。从各变异材

料与原生态小偃８１之间的遗传相似系数来看，

１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５缺失系遗传相似系数最大，变异

最小，与原生态小偃８１最相似，相反，１Ａｘ１ｂ代

表的１Ａｘ１缺失系，遗传相似系数最小，变异最

大，与原生态小偃８１差异最大，说明离子束诱导

基因出现变异位点的数量不同。

３　讨 论

自辐射诱变育种技术出现以来，人们尝试了

多种诱变手段（Ｘ 射线、γ射线、中子束、电子束

等），２０世纪８０年代中期，余增亮
［１５］首先把离子

注入技术应用到水稻诱变育种上，开辟了离子束

技术在辐射诱变育种上的新领域。目前的研究报

道中，利用离子注入技术进行诱变育种研究，所用

的元素离子多为Ｎ＋、Ｃ＋、Ｏ＋、Ａｒ＋、Ｎｅ＋、Ｆｅ＋等，

其中应用最多的是 Ｎ＋离子
［１６］。张利华［１７］利用

Ｎ２激光、Ｎ＋离子注入和６０Ｃｏγ射线处理小麦辐

３６，通过比较 Ｍ３代突变株农艺性状，认为 Ｎ
＋离

子注入小麦对诱发高产性状突变比较有效。张怀

渝［１８］认为，Ｎ＋离子注入对小麦农艺性状的影响

主要表现在生育期（抽穗期）、株高、穗型和产量性

状上，对抗病性改善不大。王卫东［１９］认为离子束

注入对麦苗生长有明显的抑制作用。虽然离子束

诱变技术在小麦育种方面取得很大成就［２０］，但以

往对离子束诱变效果研究主要集中在农艺性状的

改善上，而在作物品质改良方面的应用研究较少。

廖平安［２１］用 Ｎ＋离子束处理小麦种子，发现 Ｍ１

代蛋白质含量的平均值高于对照，Ｍ２代出现高蛋

白株。郭春强［２２］认为，适当的能量和剂量下，离

子注入对农作物当代的产量和品质，具有明显的

改善。他们也只是在品质指标方面做了简单的分

析，并没有对高分子量麦谷蛋白和醇溶蛋白的遗

传变异情况进行系统分析，不能为离子束诱变技

术在有效改良小麦品质性状方面提供科学依据。

本实验通过ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，仅检测到三种缺失

突变系：１Ａｘ１突变系、１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５突变系和

１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２突变系，而检测不到其他单亚基缺

失系（如单１Ｂｘ１４缺失系）、三个及以上亚基缺失

系。说明 Ｎ＋离子注入能使原生态小偃８１染色

体位点上编码高分子量谷蛋白亚基基因发生变

化，并形成新的亚基组合，同一位点上的基因缺失

突变时是紧密连锁的，而不同位点基因之间没表

现出相关性。在检测过程中发现个别图谱与原生

态小偃８１图谱不一致，也有一些杂株出现，可能

是回复突变造成的。通过对高分子量麦谷蛋白遗

传变异的情况分析可知，Ｎ＋离子对高分子量麦谷

蛋白亚基位点具有诱变效应，并且突变体基因在

后代中能稳定遗传。本实验检测到三种缺失突变

系与原始品种小偃８１形成多对近等基因系，可为

研究各亚基在小麦品质中的作用提供了理想材

料。

许多研究认为，离子束注入植物材料主要表

现为点突变，以碱基的转换或颠换为主［２３２５］。聂

利红［２６］认为离子束介导大豆ＤＮＡ转入普通小麦

后代中的高蛋白含量植株在醇溶蛋白和麦谷蛋白

基因位点上可能出现了变异。姬磊［２７］利用离子

束注入小麦，发现后代群体的农艺性状发生了改

变，同时有ω区醇溶蛋白的缺失和增加，ＳＳＲ 位

点也有扩增的缺失、延长和缩短。焦浈［２８］对离子

束诱变小麦 Ｍ４代高蛋白稳定株系的醇溶蛋白和

氨基酸组分进行了分析，发现在ω区醇溶蛋白谱

带数目明显增多。本实验通过ＡＰＡＧＥ电泳（图

２），检测到每种缺失体在ω区都有变异，进而说

明控制ω区编码的基因位点对Ｎ
＋离子敏感程度

比较高，更容易发生显性突变。β区没有发现变

异类型，说明控制β区编码的基因位点最不敏感。

在１Ａｘ１缺失系中，三种材料出现的频率１Ａｘ１ｃ

＞１Ａｘ１ａ＞１Ａｘ１ｂ，表明相同剂量下，１Ａｘ１ｃ中控

制编码变异条带的基因更容易受到影响，１Ａｘ１ｂ

出现频率相对较低，可能是由于编码ω区和α区

变异条带的基因同时发生变异的几率低。然而，

同一高分子量麦谷蛋白亚基（１Ａｘ１）缺失体中醇

溶蛋白电泳图谱的丰富多态性，正好反映出了编

码醇溶蛋白的基因位点在遗传上的多态性和复杂

性。唯独在１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２缺失系中，γ区增加一

条谱带，估计是控制编码该变异条带的基因与

犌犾狌犇１位点编码１Ｄｘ２＋１Ｄｙ１２亚基的基因连锁

·２３０１· 麦　类　作　物　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　　第３０卷



缺失造成的。在１Ｂｘ１４＋１Ｂｙ１５缺失系中仅出现

一条变异谱带，说明控制该谱带编码的基因只能

编码出这一条谱带，有可能是受一对等位基因控

制。可以认为，Ｎ＋离子束对编码醇溶蛋白的基因

是有诱导效应的，但是各基因位点的具体变异情

况以及发生突变时ＨＭＷＧＳ基因和醇溶蛋白亚

基基因之间的相互关系还不清楚，需要做进一步

的研究。

离子束作为一种新的诱变源，具有传统诱变

技术无法比拟的优点，但是有益突变频率仍然较

低，变异的方向和性质尚难控制。因此探索所用

剂量和能量，提高诱变效率，结合现代生物技术，

迅速筛选出符合育种目标的突变类型，是当前研

究的重要课题。本实验研究结果表明，用 Ｎ＋注

入，注入能量为３０Ｋｅｖ，注入剂量为８×１０１７Ｎ＋／

ｃｍ２，以ＳＤＳＰＡＧＥ技术和 ＡＰＡＧＥ技术，结合

“半粒子”法，能迅速有效地鉴定和筛选出小麦突

变体。
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