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小偃 6号 HMW -GS表达动态研究
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　　[摘　要 ]　以小偃 6号为试验材料,在其开花至成熟期,每隔 2～ 4 d采收 1次籽粒,提取籽粒中的麦谷蛋白,

通过十二烷基硫酸钠2聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SD S2PA GE)对高分子质量的麦谷蛋白亚基 (HMW 2GS)进行分离。结

果表明:高分子质量麦谷蛋白在籽粒成熟过程中,各个亚基大约在花后 12 d开始表达,但不同亚基开始表达时期稍

有差异;在花后 16 d之前,各个亚基蛋白的绝对量增长缓慢;花后 16 d之后,各个亚基蛋白绝对量迅速增加至一稳

定值,且花后 20 d之后各个亚基蛋白的相对含量基本保持不变。
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　　小麦是我国主要粮食作物之一,随着生活水平

的提高,人们对小麦品质的要求也相应提高。近 10

年来,我国育种工作者在小麦品质改良方面已取得

巨大的进步, 培育出了一批加工品质优良的小

麦[1, 2 ] ,但对于一些抗病、高产、早熟且推广面积较大

的小麦新品种来说,品质水平仍有偏低的趋势[2 ] ,所

以研究小麦加工品质优良的机理,对全面推行小麦

的高产、优质育种具有举足轻重的作用。

有研究[3, 4 ]表明,小麦籽粒中高分子质量麦谷蛋

白亚基 (HMW 2GS)的含量及组成与其加工品质有

密切关系, 国内外已经公认大多数含有HMW 2GS

5+ 10的小麦粉有较好的面包烘烤品质,一些学者亦

提出 HMW 2GS 14+ 15 是一些面包小麦中存在的

优质亚基[5, 6 ]。人们对HMW 2GS与品质关系的研究

已经从简单的聚类分析判断发展到分子水平,如通

过显微技术及免疫技术研究种子储藏蛋白大的聚合

体结构对品质的影响[6 ] , 利用转基因技术[7, 8 ]、

HMW 2GS亚基体外重组法[9 ]及不同品种间HMW 2
GS组分比较分析等研究HMW 2GS对品质的贡献,

结果表明, HMW 2GS 在影响小麦加工品质方面起

主要作用,即HMW 2GS以长链状存在,由于其肽链

内、肽链间二硫键及其他一些次级键的形成使得该

长链构成一个复杂的网络结构,LMW 2GS及醇溶蛋

白仅是以一定方式镶嵌在其中,形成一个大的蛋白

聚合体[10 ]。此外,又有研究[11 ]发现HMW 2GS 基因

是一个较长的没有内含子的基因。

国内外曾对小麦种子中各种蛋白质的表达动态

及其受遗传因素与多种外界因素的影响进行过广泛

的研究[12～ 19 ] ,但对高分子质量麦谷蛋白单个亚基表

达动态的研究并不深入[20, 21 ]。

本研究对小麦高分子质量麦谷蛋白各亚基表达

动态进行了研究,以期了解小麦HMW 2GS 表达动

态规律, 为建立高分子质量麦谷蛋白 cDNA 文库,

或通过R T 2PCR 克隆目的HMW 2GS 基因,以及研

究 HMW 2GS 基因表达活性与品质的关系奠定基

础。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

　　小偃 6号, 1999～ 2000年度种植于杨凌职业技

术学院试验田。

1. 2　方　法

1. 2. 1　花期标志　在小麦开花当天,选择仅有穗中

部 1～ 2个小穗开花的麦穗挂牌标记,将该时期记作

花后 0 d。

1. 2. 2　采　样　自挂牌之日起,每隔 2 d 或 4 d 采

取 2～ 10 个小麦穗, 在冰浴条件下剥取穗中部的

4～ 8粒小麦籽粒。

1. 2. 3　小麦籽粒的烘干处理　烘箱 110 ℃, 杀青

15 m in; 65 ℃烘至恒重;置于干燥器中,待用。

1. 2. 4　高分子质量麦谷蛋白的提取　将已烘干的

成熟过程中各个时期的小麦籽粒研成粉状,各称取
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20 m g,提取被还原的高分子质量麦谷蛋白。具体方

法参见文献[ 12 ]。

1. 2. 5　蛋白定量　考马斯亮蓝 G2250 分光光度

法。参见文献[ 13 ]。

1. 2. 6　高分子质量麦谷蛋白亚基的分离　采用

SD S2PA GE, 浓缩胶丙烯酰胺的质量浓度为 30

göL , 分 离 胶 为 100 göL ; 提 样 缓 冲 液 为:

0. 125 mo löL T ris2HC l, 50 mL öL 巯基乙醇, 20 göL
SD S, 100 mL öL 丙三醇, 痕量溴酚蓝, pH 6. 8; 采取

恒流电泳,分离胶中 20 mA ,浓缩胶中 10 mA。用考

马斯亮蓝R 2250染色。

1. 2. 7　结果分析　采用 T anon Gis21000凝胶成像

系统及 Gis凝胶分析软件对试验所得电泳图谱进行

分析。

2　结果与讨论

2. 1　等干重提样 SD S2PA GE 研究HMW 2GS表达

动态

将提取的高分子质量麦谷蛋白,等体积点样,进

行 SD S2PA GE,结果见图 1。图 1中 9个泳道从左到

右分别是开花后 32, 28, 24, 20, 16, 14, 12, 10, 8 d 小

麦样品的电泳图谱。小偃 6号小麦籽粒中的高分子

质量麦谷蛋白亚基有 5 个, 分别为 A x1, Bx14,

By15,D x2,D y12。

图 1　等干重提样 SD S2PA GE 图谱

F ig. 1　SD S2PA GE patterns of glu ten in ex tracted from sam e dry2w eigh t w heat at differen t m ature stage

图 2　等干重提样 SD S2PA GE 图谱扫描峰图

F ig. 2　Scann ing pattern of SD S2PA GE patterns of glu ten in ex tracted from sam e dry2w eigh t w heat at differen t

m ature stage w ith Gis gel analyzing softw are

1. 32 d; 2. 28 d; 3. 10 d; 4. 24 d; 5. 12 d; 6. 20 d; 7. 14 d; 8. 16 d
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　　经 Gis凝胶分析软件对电泳图谱进行扫描分析

(图 2) ,结果表明: ①HMW 2GS在籽粒成熟过程中,

不同亚基开始表达的时期不尽相同,在小偃 6 号中

D x2亚基及D y12 亚基最早出现,即花后 10 d 出现

(在湿的电泳胶片中隐约可见) ; 14 亚基、15 亚基及

1亚基在花后 12 d 出现。该结果与赵文明等[14 ]报道

高分子质量麦谷蛋白在花后 13 d 出现的结论基本

一致; 但王忠等[22 ]通过甲苯胺蓝染色对小麦籽粒成

熟过程中不同阶段的小麦籽粒中蛋白质体出现时期

的研究表明,在花后 9～ 10 d 就有蛋白质体出现; 这

种表达起始时期的差异可能是由于分析过程中所采

取的方法灵敏度不同所致或在试验中采用小麦品种

不同,有待进一步研究。②由图 1中各条带的颜色深

浅及图 2中各峰的峰面积比较可见,在小麦开花后

16 d 之前, 各个亚基的绝对量增长缓慢; 在开花后

16～ 28 d,各亚基的绝对量均有大幅度的增长; 从小

麦开花后 28 d 至小麦完熟期,各亚基的蛋白绝对量

基本保持不变。

2. 2　等高分子质量麦谷蛋白点样 SD S2PA GE 研究

HMW 2GS表达动态

提取被还原的高分子质量麦谷蛋白,经考马斯

亮蓝 G2250定量,等蛋白点样,进行 SD S2PA GE,结

果如图 3。图 3中从左至右 8个泳道分别为开花后

32, 28, 24, 20, 16, 14, 12, 10 d 样品的电泳图谱。

图 3　等高分子质量麦谷蛋白点样 SD S2PA GE 图谱

F ig. 3　SD S2PA GE pattern of glu ten in w ith

the sam e h igh mo lecu lar w eigh t at each lane

图 4　等高分子质量麦谷蛋白点样 SD S2PA GE 图谱扫描峰图

F ig. 4　Scann ing pattern of SD S2PA GE pattern of glu ten in w ith the sam e h igh mo lecu lar w eigh t

at each lane w ith Gis gel analyzing softw are

1. 22 d; 2. 26 d; 3. 30 d; 4. 32 d; 5. 18 d; 6. 16 d; 7. 14 d; 8. 12 d

　　Gis凝胶分析软件分析表明 (图 4) ,在花后 20 d

之后的各个时期,小麦籽粒中高分子质量麦谷蛋白

各亚基相对含量保持不变。但各亚基的绝对含量有

较大的差异, 14 亚基蛋白量最大,其次是 1 亚基、2

亚基及 12亚基,此 3个亚基蛋白量基本相当, 15亚

基的蛋白量最小。这可能与各亚基基因的启动子启

动效率有关,即 14亚基的启动子启动效率最高。朱

金宝等[23 ]研究认为小麦优质除与含有优质HMW 2
GS 有关外, 还与各高分子质量麦谷蛋白亚基的含

量有关,故如能克隆 14亚基基因的启动子并将其与

其他亚基基因重组导入高产、抗病的小麦中,对提高

小麦的品质将有很大的作用。
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Period ica l exp ression of h igh m o lecu la r w eigh t g lu ten in subun it
gene in develop ing w hea t seeds

GONG Pu-bian , ZHAO Hui-x ian , GUO A i-guang
(Colleg e of L if e S ciences, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , S haanx i, Y ang ling 712100, Ch ina)

Abstract: T he w heat of N o. 6 X iaoyan w as u sed in th is study. It w as harvested at 2- 4 days in tervals
du ring developm en t and they w ere u sed to ex tract h igh mo lecu lar w eigh t g lu ten in. T he h igh mo lecu lar
w igh t g lu ten in subun it w as fract ioned and anylased by SD S2PA GE. T he subun it compo sit ion rem ained the
sam e from early stages of developm en t to fu ll m atu rity. T he resu lt show ed m ino r differences in the t im e at
w h ich each of subun it start to be exp ressed. D x2 and D y12 w as exp ressed at 10 d after f low ering, Bx14,
By15 and A x1 at 12 d after f low ering. T he quan t ity of each subun it has increased slow ly t ill 16 d after f low 2
ering and it w as increased rap id ly after 16 d after f low ering. A fter 20 d after f low ering the rela t ive quan t ity
rem ained the sam e p ropo rt ion w ithou t change.

Key words: N o. 6 X iaoyan; HMW 2GS; periodica l exp ression
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