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摘要!对
"

个不同类型尖叶胡枝子"

!"#

$

"%"&'("%

)

#'*+,%"#

#的种子贮藏蛋白进行
090:)+;2

比较分析$结果表

明!

"

个不同类型尖叶胡枝子的盐溶蛋白和贮藏蛋白谱带表现出丰富的多态性!分子量
!'7<8

!

!8$78"=9>

$盐

溶蛋白的特征蛋白谱带共
!&

条!多态性条带
!"

条!多态率
?#7$(@

%贮藏蛋白的特征蛋白谱带共
(#

条!其中
&

条

为多态性条带!多态率
"(7!$@

$利用盐溶蛋白和贮藏蛋白的条带信息进行聚类分析!供试材料可分为两类&

"

类为普通型和浓绿型尖叶胡枝子%

#

类为高杆型尖叶胡枝子$由此认为!种子贮藏蛋白电泳技术可以作为研究胡

枝子属种内变异的重要研究手段$

关键词!尖叶胡枝子%种子贮藏蛋白%

090:)+;2

中图分类号!

A&$?7!

!!!

文献标识码!

+

!!!

文章编号!

!''!:'?(&

#
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!!

尖叶胡枝子#

!"#

$

"%"&'("%

)

#'*+,%"#

%为中旱生

草本小半灌木"在森林和森林草原带的草甸草原群落

中为优势种或伴生种"或为草原带的山地灌丛伴生成

分"常见于草甸草原带的丘陵坡地&沙质地上或林

缘'

!:(

(

)尖叶胡枝子具有抗旱&耐寒&耐瘠薄及适应性

广等特性"是荒地造林&水土保持和土壤改良的先锋

植物"并且具有返青早&枯黄晚&叶量大&花期长&泌蜜

量大&营养价值高&再生能力强&适口性好等特点"可

用作饲料&薪炭林&蜜源植物和药用植物'

":8

(

)

种子贮藏蛋白#

0BBC0D5E>

F

B)E5DBGHI

"

00)

%"

是指高等植物在种子成熟过程中合成并大量贮存的

贮藏蛋白质"为植物的生长发育提供重要的碳源&氮

源和硫源)贮藏蛋白质占种子总蛋白含量的
?'@

!

#'@

"豆科植物中总蛋白含量较高"已成为人类除肉

类外重要的蛋白质来源'

?:#

(

)种子贮藏蛋白根据溶

解特性可分为四大类"即溶于水的清蛋白&盐溶蛋白

#包括白蛋白和球蛋白%&醇溶蛋白和溶于稀酸或稀

碱溶液的谷蛋白)蛋白的组成由基因决定&几乎不

受外界环境的影响"蛋白组分的差异可以反映出基

因型的不同"因此"种子贮藏蛋白也被称为生化*指

纹+

'

&

(

)研究种子贮藏蛋白的方法有多种"蛋白质电

泳谱带具有较高的多态性&专一性和稳定性"在植物

的生化水平遗传多样性研究&品种鉴定&种群或居群

间的遗传变异以及遗传结构的研究等方面得到了广

泛应用'

!':!!

(

)十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

#

090:)+;2

%因其多种优良特性而得到研究者的青

睐"如电泳速度只与分子量大小有关&电泳结果稳

定&不受贮藏年限和外界环境影响等'

!(:!"

(

)本试验

采用
090:)+;2

电泳技术对
"

个不同类型尖叶胡

枝子的种子贮藏蛋白进行比较研究"从生化水平上

探讨尖叶胡枝子的遗传多样性"从而了解胡枝子属

的遗传背景"以期为胡枝子属种质资源的研究和合

理开发利用提供方法依据'

!$

(

)

!

!

材料与方法

!7!

试验区自然概况
!

试验地设在赤峰市林西

县城北
8JK

处的农研场)海拔
&''K

"属于半干旱

大陆性季风气候$年均气温
$

!

8L

"

<

月最热"平均

气温
('

!

((L

"极端最高气温
$'7$L

"

!

月最冷"

平均气温
%!<

!

%!"L

"极端最低气温
%"(7(L

"

#

!'L

积温
(?''L

,

C

"年均日照时数
(&#87&M

$

年均降水量
"('

!

"#'KK

"降水主要集中在
?%#

月"

占全年的
<?7<@

"年蒸发量
!#''KK

以上"是降水量

的
$7&8

倍$无霜期
!(8

!

!"'C

$土壤为栗钙土)

!7"

试验材料
!

供试材料为尖叶胡枝子"有
"

个

不同类型"其中一个类型是已经通过审查登记的品

种科尔沁尖叶胡枝子"另外
(

个类型是在科尔沁尖

"

收稿日期-

('!!:!!:(!

!!

接受日期-

('!(:'!:'&

基金项目-现代农业产业技术体系#

-+*0:"8

%建设专项资金

作者简介-王清郦#

!&#?:

%"女"陕西榆林人"在读硕士生"研究方向为牧草资源利用)
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叶胡枝子多年的栽培过程中发现的具有稳定遗传的

种群分化类型)以科尔沁尖叶胡枝子自命名为普通

型"其他两种根据形态特性自命名为浓绿型和高杆

型)于
(''#

年
?

月
"

日播种"播种量为
?7'

J

F

,

MK

%(

)行距
$8PK

"开沟溜种"覆土
!78

!

(7'

PK

)苗期除草
(

次"播种当年浇冻水"第
(

年返青

后除草
(

遍)

!7#

试验方法
!

采用
090:)+;2

垂直平板电泳

方法"具体操作参照.蛋白质技术手册/

'

!8

(

)分别对

各类种子贮藏蛋白#清蛋白&谷蛋白&醇溶蛋白和盐

溶蛋白%及总贮藏蛋白进行电泳分析)

!7#7!

种子贮藏蛋白的提取
!

不同溶剂的蛋白质提

取液配方及用量-

&

清蛋白提取液-去离子水"提取

用量
"8'

'

/

$

(

盐溶蛋白提取液-

'7(8KK56

,

/

%!

3>

"

)S

$

&

(K56

,

/

%!

3>-6

"

T

U

值
<7'

"提取用量

"8'

'

/

$

)

醇溶蛋白提取液-

<8@

乙醇溶液"提取用

量
"8'

'

/

$

*

谷蛋白提取液-

'7(@3>SU

溶液"提

取用量
"8'

'

/

$

+

贮藏蛋白提取液-

8K/!'@090

"

!78K/(:V2

"

!7(8

F

溴酚兰"

"7$$K/

甘油"

(7'

K/!K56

,

/

%!

,EGI:U-6

"

T

U

值
?7#

"加双蒸水定

容到
(8K/

"提取用量
"8'

'

/

)

取
('

粒种子洗净擦干"放入研钵中研碎"置于

!78K/

离心管中"加入上述配置的蛋白提取液'

!?:!#

(

'其中盐溶蛋白在加提取液之前需要进行前处理-在

加有研碎种子的离心管中加入
(''

'

/

脱脂剂#氯

仿
W

甲醇
W

丙酮
X(W!W!

%"振荡混匀"常温下脱脂
(

M

"

!''''E

,

KGH

%!离心
!'KGH

"弃上清后备用"待加

盐溶蛋白提取液()室温振荡浸提
(M

"

!''''

E

,

KGH

%!离心
!'KGH

"取上清液置于
$L

冰箱备用)

以
!W!

的比例加入上样缓冲液"煮沸
8KGH

后点样)

!7#7"090:)+;2

电泳
!

090:)+;2

的浓缩胶浓

度
"@

"分离胶浓度
!(@

)各类贮藏蛋白及总的贮

藏蛋白的上样量
!8

'

/

"标准蛋白
98"(0

#分子量

?78

!

(''J9>

%"上样量
8

'

/

"用北京六一电泳仪器

厂生产的
9YZ:(#[

型电泳槽"浓缩时电压恒压
(''

4

"分离时电流恒流
?'K+

电泳"室温下电泳约
<

M

"至指示剂跑到距底部
!PK

处"电泳结束后剥下胶

片"染色
"

!

!'M

"脱色至条带清晰为止"照相并进

行统计'

!#

(

)

!7$

统计分析
!

根据
090:)+;2

电泳的特点"蛋

白质的电泳迁移率主要取决于它的分子量"而与所

带电荷和形状无关"单体电泳迁移率与蛋白单体分

子量的关系为-

6

F

-.X=

!

%\/

式中"

-.

为蛋白单体分子量"

/

为蛋白单体迁移

率"

=

!

和
\

为常数)

蛋白质相对迁移率#

0

1

%

X

脱色后蛋白质移动距离
]

染色前分离胶长
染色前指示剂移动距离

]

脱色后分离胶长
)

通过已知分子量的标准蛋白#

)E5DBGHV>EJBE

%

在相同电泳条件下的迁移率"绘制出分子量与迁移

率的标准曲线"然后计算供试材料的蛋白单体迁移

率和分子量)对清晰蛋白质条带的有无进行标记"

有为
!

"无为
'

"得出#

'

"

!

%矩阵)利用
)5

TF

BHB!7"!

软件进行
3BG

0

I

遗传距离#

2

%和遗传一致度#

3

%分

析)利用
3,0Y0:

T

P(7!

系统进行聚类分析'

!&

(

)

通过
0+0

软件对不同提取液做差异显著性检验)

"

!

结果与分析

利用
090:)+;2

电泳技术对
"

个不同类型的

尖叶胡枝子种子贮藏蛋白进行电泳"获得清晰稳定

的遗传蛋白图谱#图
!

%)

图
!

!

#

个不同类型尖叶胡枝子的蛋白电泳图谱

%&

'

(!

!

)*+,-./

0

1/.+

'

.234/54++64-/.2

'

+

0

./-+&74/5

-1.++!"#

$

"%"&'("%

)

#'*+,%"#

注-

V

为标准蛋白"

!

!

"

为盐溶蛋白谱带"

$

!

?

为贮藏蛋白

谱带"

<

&

#

为提取液空白对照$

!

&

$

为普通型"

(

&

8

为浓绿型"

"

&

?

为高杆型"

<

为盐溶蛋白对照"

#

为贮藏蛋白对照$

$

表

示表达量
!''@

条带)

35DB

-

V

"

)E5DBGHV>EJBE

$

!

!

"

"

I>6D:I56Q\6B

T

E5DBGHI

$

$

!

?

"

IBBCID5E>

F

B

T

E5DBGHI

$

<^#

"

P5HDE565_B̀DE>PDI

$

! $̂

"

P5K:

K5H:D

aT

B

$

(^8

"

CBB

TF

EBBH:D

aT

B

$

"^?

"

D>66:D

aT

B

$

<

"

P5H:

DE565_I>6D:I56Q\6B

T

E5DBGHI

-

#

"

P5HDE565_IBBCID5E>

F

B

T

E5:

DBGH

$

$

"

\>HCINGDM!''@B̀

T

EBIIG5H7

8#"!
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清蛋白'谷蛋白和醇溶蛋白电泳结果
!

经

电泳染色&脱色后"点样孔加入清蛋白和谷蛋白的泳

道无清晰谱带出现"点样孔加入醇溶蛋白的泳道中

出现几条痕迹很浅的条带)

"7"

盐溶蛋白谱带遗传多样性分析
!

"

份供试

材料的盐溶蛋白质谱带存在差异"共检测出
!&

条蛋

白谱带"其中
?

条谱带为稳定表达谱带"表达率为

!''@

$其余
!"

条为不同程度表达的多态性谱带"多

态性数目占总条带的
?#7$(@

)把整个蛋白谱带划

分为
$

个区域-

,

区&

-

区&

.

区和
/

区"其中
,

区相

对迁移率为
'7<

!

!7'

"

-

区相对迁移率为
'7"

!

'7<

"

.

区相对迁移率为
'7!

!

'7"

"

/

区相对迁移率

为
'

!

'7!

)盐溶蛋白的各区域均有条带出现"其中

,

区有
$

条"

-

区有
?

条"

.

区有
?

条"

/

区有
"

条"分

子量大小
!"78<

!

!8$78"=9>

#表
!

%)

! !

计算
"

个不同类型尖叶胡枝子盐溶蛋白的

表
!

!

#

个不同类型尖叶胡枝子盐溶蛋白电泳出现频率和蛋白分子量

829*+!

!

%.+

:

;+7,

<

/5927642763/*+,;*2.=+&

'

1-/542*->4/*;9*+

0

./-+&7/5-1.++!-("%

)

#'*+,%"#

位点

/5PG

出现频率

bEB

O

QBHP

a

相对迁移率

*_

分子量

V56BPQ6>ENBG

F

MD

!

=9>

位点

/5PG

出现频率

bEB

O

QBHP

a

相对迁移率

*_

分子量

V56BPQ6>ENBG

F

MD

!

=9>

! '7?< '7'8 !8$78" !! !7'' '7"$ ?<7'8

( '7?< '7'< !$$7&' !( '7"" '7"8 ?$7##

" '7?< '7'& !"<7#" !" '7"< '7"# ?'7<8

$ '7?< '7!! !(&7!8 !$ '78$ '78$ "#7'?

8 '7$< '7!" !('7&" !8 !7'' '7?' "(78<

? '7?< '7!? !!(7"$ !? '7#! '7<" ((788

< !7'' '7(' !''7!" !< '7?< '7#! !<7<?

# !7'' '7(? #87'! !# '7"" '7#8 !87<"

& !7'' '7(# <&7?8 !& '7"" '7&! !"78<

!' !7'' '7"! <$78#

3BG

0

I

的遗传距离和遗传一致度#表
(

%"普通型与浓

绿型的遗传距离最小"为
'7'(!"

$普通型与高杆型

的遗传距离最大"为
!7'"88

)高杆型与普通型的遗

传一致度最小"为
'7"88!

"浓绿型与普通型的遗传

一致度最大"为
'7&<#&

)

表
"

!

盐溶蛋白
?+&

"

4

遗传一致度#右上角$和

遗传距离#左下角$

829*+"

!

?+&

"

4/5

'

+7+-&,&6+7-&-

<

#

;

00

+..&

'

1-,/.7+.

$

276

'

+7+-&,6&4-27,+

#

*/=+.*+5-,/.7+.

$

/5

42*->4/*;9*+

0

./-+&7

类型

,

aT

B

普通型

-5KK5H:D

aT

B

浓绿型

9BB

TF

EBBH:D

aT

B

高杆型

,>66:D

aT

B

普通型

-5KK5H:D

aT

B

""""

'7&<#& '7"88!

浓绿型

9BB

TF

EBBH:D

aT

B

'7'(!"

""""

'7$'?$

高杆型

,>66:D

aT

B

!7'"88 '7&''8

""""

!!

根据
"

份供试材料的遗传距离和遗传一致度信

息聚类得到聚类图#图
(

%)

!

#普通型%与
(

#浓绿型%

之间距离系数为
'7''

"聚为一类$

!

&

(

与
"

#高杆型%

的距离系数为
'78?

"

"

单独聚为一类)

图
"

!

#

个不同类型尖叶胡枝子的盐溶蛋白聚类图

%&

'

("

!

@+76./

'

.23924+6/7?+&

"

4

'

+7+-&,6&4-27,+/5

42*->4/*;9*+

0

./-+&74

"7#

贮藏蛋白谱带遗传多样性分析
!

"

份供试

材料之间的贮藏蛋白质谱带存在差异"共检测到
(#

条 蛋白谱带"其中
!&

条谱带为稳定表达谱带"表达

?#"!



'&

!

('!(

草
!

业
!

科
!

学 #第
(&

卷
'&

期%

表
#

!

#

个不同类型尖叶胡枝子贮藏蛋白电泳出现频率和蛋白分子量

829*+#

!

%.+

:

;+7,

<

/5927642763/*+,;*2.=+&7

'

1-/54-/.2

'

+

0

./-+&7/5-1.++!-("%

)

#'*+,%"#

位点

/5PG

出现频率

bEB

O

QBHP

a

相对迁移率

*_

分子量

V56BPQ6>ENBG

F

MD

!

=9>

位点

/5PG

出现频率

bEB

O

QBHP

a

相对迁移率

*_

分子量

V56BPQ6>ENBG

F

MD

!

=9>

! '7$? '7!< !'<7<# !8 !7'' '7"& 8#7'<

( '7<" '7!& !'!7<( !? '7?( '7$' 8?7!&

" '7?< '7(( &"7?& !< !7'' '7$" 8!7<&

$ !7'' '7(8 #<7<& (# !7'' '7$< $?78?

8 !7'' '7(? #$7(( !& !7'' '78( $'7#(

? '7?< '7(< #(7!$ (' '7#! '788 "<7"'

< !7'' '7(# #'7!< (! !7'' '78< "$7&#

# !7'' '7"! <?7(8 (( !7'' '78& ""7"'

& !7'' '7"( <!7&? (" !7'' '7?! "!7$<

!' '7#! '7"" ?#78' ($ '7"" '7<( ("7(<

!! !7'' '7"8 ??7($ (8 !7'' '7<8 ('7&(

!( '7?( '7"? ?$7'8 (? !7'' '7#( !<7""

!" !7'' '7"< ?!7$& (< !7'' '7## !$7<&

!$ !7'' '7"# ?'7'! (# !7'' '7&$ !(7$"

率为
!''@

$剩余
&

条为不同程度表达的多态性谱

带"多态率
"(7!$@

)

,

区有
8

条"

-

区有
!?

条"

.

区

有
<

条"

/

区无谱带出现"分子量大小
!(7$"

!

!'<7<#=9>

)

!!

计算
"

个不同类型尖叶胡枝子贮藏蛋白的

3BG

0

I

遗传距离和遗传一致度#表
$

%"普通型与浓绿

型的遗传距离最小"为
'7'(8!

$普通型与高杆型的

遗传距离最大"为
'7("#(

)高杆型与普通型的遗传

一致度最小"为
'7<##'

$浓绿型与普通型的遗传一

致度最大"为
'7&<8(

)

表
$

!

贮藏蛋白
?+&

"

4

遗传一致度#右上角$和

遗传距离#左下角$

829*+$

!

?+&

"

4/5

'

+7+-&,&6+7-&-

<

#

;

00

+..&

'

1-,/.7+.

$

276

'

+7+-&,6&4-27,+

#

*/=+.*+5-,/.7+.

$

/5

4++64-/.2

'

+

0

./-+&7

类型

,

aT

B

普通型

-5KK5H:D

aT

B

浓绿型

9BB

TF

EBBH:D

aT

B

高杆型

,>66:D

aT

B

普通型

-5KK5H:D

aT

B

""""

'7&<8( '7<##'

浓绿型

9BB

TF

EBBH:D

aT

B

'7'(8!

""""

'7#!!&

高杆型

,>66:D

aT

B

'7("#( '7('#$

""""

!!

根据
"

份供试材料的贮藏蛋白聚类结果可知

#图
"

%"

!

#普通型%与
(

#浓绿型%之间距离系数为

'7'(

"聚为一类$

!

&

(

与
"

#高杆型%的距离系数为

'7!'

"

"

单独聚为一类)

图
#

!

#

个不同类型尖叶胡枝子的贮藏蛋白聚类图

%&

'

(#

!

@+76./

'

.23924+6/7?+&

"

4

'

+7+-&,6&4-27,+/5

4++64-/.2

'

+

0

./-+&7

"7$

不同提取液的遗传系数方差分析
!

对盐

溶蛋白和贮藏蛋白提取液的遗传距离和遗传一致度

进行方差分析"结果显示两种提取液的遗传系数之

间没有显著差异#

4

%

'7'8

%)

#

!

讨论与结论

蛋白质作为基因表达的直接稳定产物"能在生

化水平上反映
93+

组成上的差异"种子贮藏蛋白

<#"!



)*+,+-./,.*+/0-123-2

#

4567(&

"

357'&

%

'&

!

('!(

在种子细胞内的积累&含量高低及组分的变化受相

关基因的严格调控'

('

(

)因此"种子贮藏蛋白被广泛

应用于种质资源的研究中"包括新品种登记和保护&

品种亲缘关系和分类研究以及构建蛋白质指纹图谱

等方面'

(!:((

(

)赵杨等'

!?

(通过对二色胡枝子#

!56,7

8+9+*

%种子贮藏蛋白的研究发现"

!$

个居群贮藏蛋

白电泳总谱带数为
(#

条"总多态带为
("

条"多态带

率
#(7!$@

"胡枝子总遗传多样性指数为
'7(88

"居

群内平均遗传多样性指数为
'7!"?

"占总遗传多样

性指数的
8"7""@

"说明居群内变异是胡枝子基因

结构变异的主要来源)此外"各居群间也存在较高

的遗传分化)闫伟红等'

!#

(通过对
$'

个野生居群的

胡枝子属植物种贮蛋白研究表明"供试材料的种贮

蛋白谱带的多态性达
&'7?@

"这说明胡枝子属植物

无论在种间还是种内都具有丰富的蛋白质多态性)

通过对胡枝子属的蛋白质电泳研究可以发现"遗传

变异大多来自胡枝子属种内或居群间"推断导致遗

传变异的可能原因是长期生物进化而积累的遗传物

质的变异以及由于优胜劣汰而逐渐适应生境的不同

生态型之间的差异)

对
"

个不同类型尖叶胡枝子的蛋白电泳谱带位

点进行统计"不同提取液所获得的蛋白谱带各不相

同)其中使用去离子水和
'7(@3>SU

溶液提取的

尖叶胡枝子种子清蛋白和谷蛋白几乎没有或者含量

甚微"使用
<8@

乙醇溶液提取的尖叶胡枝子种子醇

溶蛋白含量较少"在此不做详细讨论)利用盐溶蛋

白和贮藏蛋白提取液所得的总蛋白谱带的分子量介

于
!(7$"

!

!8$78"=9>

"相对迁移率
'7'8

!

'7&$

)

从电泳结果可以看出"盐溶蛋白的
.

区域是谱带颜

色&宽窄和多态性位点差异最明显的区域$

-

区是贮

藏蛋白均匀表达稳定且集中的区域"

.

区是谱带多

态性位点出现差异的区域'

(":($

(

)盐溶蛋白的蛋白谱

带总数为
!&

条"多态率为
?#7$(@

"贮藏蛋白的为

(#

条"多态率为
"(7!$@

"说明
"

份材料的盐溶蛋白

的条带位点少于贮藏蛋白而种内变异大于贮藏蛋

白)聚类结果表明"利用盐溶蛋白和贮藏蛋白获得

的蛋白质图谱能很好地区分鉴别
"

个不同类型的尖

叶胡枝子"通过对盐溶蛋白和贮藏蛋白的遗传一致

度进行方差分析"结果显示两者之间没有显著差异)

供试材料分为两类-一类为普通型和浓绿型尖叶胡

枝子$另一类为高杆型尖叶胡枝子"这从生化水平上

证明高杆型尖叶胡枝子是尖叶胡枝子的种内变异

种)盐溶蛋白是豆科植物种子中主要的贮藏蛋白

质'

(8

(

"且谱带的多态性和分辨率较高"建议使用盐

溶蛋白对胡枝子属植物的种内#居群内%变异进行遗

传多样性进行研究"效果更好)
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