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　 　 谷子[Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ (Ｌ.) Ｐ. Ｂｅａｕｖ]是起源于中国的一

种古老作物ꎬ营养价值高ꎬ富含人体所需的多种维生素、氨基

酸和矿物质ꎬ具有抗旱、耐瘠薄、抗逆性强的特点ꎬ尤其适合

在北方干旱和半干旱地区种植ꎮ 杂种优势利用已经成为提

高作物产量的有效途径ꎬ在谷子杂交种应用方面已经获得了

一定突破[１￣２] ꎮ 谷子杂交种是由不育系母本和恢复系父本配

组育成的两系杂交种ꎬ且母本具有 ５％左右的自交结实率ꎬ因
此在制种过程中不可避免地会导致杂交种中混杂一定的不

育系自交种ꎮ 此外ꎬ由于授粉时杂株花粉的污染、收获时的

机械混杂以及收获后的处理程序等原因ꎬ也会导致杂交种中

混有恢复系和其他假杂交种ꎬ从而严重影响谷子杂交种的纯

度[３￣４] ꎮ 这些假杂种或者几乎没有产量ꎬ或者产量明显低于

真杂交种ꎬ它们的存在必然导致杂交种增产潜力得不到充分

发挥ꎮ 因此ꎬ如何有效地鉴定谷子杂交种的纯度ꎬ成为保证

杂交种增产效果的重要一环ꎮ
目前ꎬ杂交种纯度的鉴定方法仍以田间小区种植鉴定为

主ꎬ该方法主要是基于杂交种和亲本的形态特征和生理特

性ꎬ如幼苗颜色和除草剂抗性等ꎮ ２０ 世纪 ９０ 年代以前ꎬ通
常以苗色较深的谷子恢复系做父本ꎬ苗色较浅的不育系做母

本ꎬ以此来区别混杂在杂交种中的母本ꎮ ２０ 世纪 ９０ 年代

末ꎬ随着抗烯禾啶除草剂恢复系的培育和应用ꎬ通过对谷子

苗进行除草剂喷施处理ꎬ可以鉴别和去除混杂在杂交种中的

不抗烯禾啶的不育系ꎮ 然而ꎬ这 ２ 种方法均不能辨别出杂交

种中混入的恢复系和其他假杂种ꎬ并且这些形态和生理指标

易受环境条件影响ꎬ杂交种纯度难以准确鉴定ꎮ
近年来ꎬ随着功能基因组学的不断发展ꎬ分子标记在种

子纯度鉴定方面的应用日益广泛ꎮ 这一方法不受环境影响、
结果准确可靠ꎬ但是要求引物应达到一定数量、且多态性好ꎬ
成本较高、操作也比较复杂ꎬ因而不适于进行大规模的杂交
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种纯度鉴定ꎬ难以适应商业化开发[５] ꎮ 所以ꎬ建立一种更简

便、快速、准确的杂交种纯度鉴定方法ꎬ已成为当务之急ꎮ
自 ２０ 世纪 ８０ 年代末以来ꎬ醇溶蛋白电泳技术成为作物

品种鉴定、遗传多样性分析和杂交种纯度鉴定的有效手段ꎬ
在小麦、玉米、水稻和高粱等作物中得到广泛应用ꎮ 醇溶蛋

白是禾本科作物种子胚乳中的一种主要贮藏蛋白ꎬ其蛋白质

谱带完全受基因型控制ꎬ不受环境条件和栽培措施的影响ꎬ
在品种间的多态性稳定丰富ꎬ并且在进化中更为保守ꎬ可以

作为品种的“生化指纹” [６￣７] ꎮ 在谷子中ꎬ醇溶蛋白约占种子

总蛋白的４０％~ ６０％ꎬ相对分子质量大小在１.３× １０４ ~ ５.５×
１０４ [８￣１１] ꎮ 过去 １０ 年中ꎬ研究人员曾尝试利用在小麦中广泛

应用的方法从谷子籽粒中分离醇溶蛋白并检测其电泳图

谱[１１￣１３] ꎮ 然而ꎬ由于谷子粒小、蛋白质含量低、醇溶蛋白相

对分子质量小且存在一定差别ꎬ小麦醇溶蛋白的提取方法很

难直接应用于分离谷子醇溶蛋白ꎬ更不能从单粒谷子籽粒中

提取醇溶蛋白用于杂交种纯度鉴定ꎮ 酸性聚丙烯酰胺凝胶

电泳(Ａｃｉｄｉｃ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ￣ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＡ￣ＰＡＧＥ)是国

际种子检验协会推荐的用于小麦品种鉴定和纯度检测的标

准方法[１４] ꎬ但是将其凝胶浓度和强度应用于谷子很难获得

理想的醇溶蛋白电泳图谱[１１] ꎮ 因此ꎬ本研究对现有的醇溶

蛋白提取方法和 Ａ￣ＰＡＧＥ 电泳技术进行改良ꎬ建立一种快

速、易操作、成本低、准确性高的谷子单籽粒醇溶蛋白提取和

电泳检测方法ꎬ为谷子杂交种的纯度检测和种子管理提供一

条简便、可行的技术途径ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

杂交谷子品种唐杂谷 ５６２２９ꎬ其母本和父本分别为谷

５６Ａ 和 ＨＫ２２９ꎮ ２ 个常规谷子品种ꎬ冀谷 ３１ 和冀谷 ３２ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 醇溶蛋白提取　 　 谷子醇溶蛋白提取液中含有 ２０％
ＮꎬＮ￣二甲基甲酰胺 ( ＤｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅꎬＤＭＦ)、２０％蔗糖、
５０％异丙醇和去离子水ꎮ 选取饱满的单粒谷子籽粒ꎬ置于 ２
ｍｌ 离心管中ꎬ利用组织研磨仪将籽粒研磨成粉末状ꎮ 向离

心管中加入 ５０ μｌ 提取液ꎬ涡旋振荡混匀后置于 ６５ ℃烘箱

中过夜ꎮ 取出离心管ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ将上清液转

移至一新的 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中ꎬ在 ４ ℃ 冰箱中保存用于 Ａ￣
ＰＡＧＥ 电泳ꎮ
１.２.２　 制胶　 用于 Ａ￣ＰＡＧＥ 电泳的酸性聚丙烯酰胺凝胶溶

液中含有１５.０００ ０％丙烯酰胺和甲叉丙烯酰胺(Ａｃｒ / Ｂｉｓ ＝
２９)、６.０００ ０％尿素、０􀆰 ００４ ０％硫酸亚铁、０.１５０ ０％抗坏血酸、
０􀆰 ０６２ ５％甘氨酸、１􀆰 ２５０ ０％冰醋酸、０􀆰 ００６ ０％过氧化氢ꎮ
１.２.３　 电泳　 取 ３０ μｌ 谷子籽粒醇溶蛋白提取液ꎬ加入含有

３０ μｌ 上样缓冲液(８０􀆰 ００％甘油、０.０２％甲基绿染料和去离子

水)的 １.５ ｍｌ 离心管中ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｍｉｎꎬ振荡混匀ꎬ
重复离心 １ ｍｉｎꎬ４ ℃冰箱保存过夜后取 １０ μｌ 加入点样孔ꎬ
以０.０４％甘氨酸＋０.４０％冰醋酸溶液为电极液ꎬ在 ５００ Ｖ 电压

下电泳 ９０ ｍｉｎꎮ
１.２.４　 染色与脱色 　 电泳后将凝胶置于含有 ０􀆰 １％考马斯

亮蓝 Ｒ￣２５０、２５􀆰 ０％异丙醇、１０􀆰 ０％冰醋酸的溶液中染色１０~
２０ ｍｉｎꎬ漂洗后照相ꎮ
１.２.５　 烯禾啶除草剂处理　 唐杂谷 ５６２２９ 杂交种和其父本

ＨＫ２２９ 对烯禾啶除草剂具有抗性ꎬ而母本谷 ５６Ａ 不抗烯禾

啶除草剂ꎬ因此可以利用苗期除草剂喷施处理去除杂交种中

混杂的母本ꎬ鉴定杂交种纯度ꎮ 取 ２００ 粒唐杂谷 ５６２２９ 的种

子播种于土壤中ꎬ在 ４ 叶期喷施烯禾啶除草剂ꎬ在处理前和

处理后 ７ ｄ 分别观察谷子苗的生长和存活情况ꎬ并拍照记录

表型ꎮ 为确保结果的准确性和可靠性ꎬ进行 ３ 次生物学重复

试验ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 适于谷子单籽粒醇溶蛋白提取方法的建立

与玉米、小麦、高粱、水稻等作物相比ꎬ谷子的籽粒更小ꎬ
其醇溶蛋白含量低ꎬ且相对分子质量小[１１] ꎬ而进行杂交种纯

度鉴定必须以单粒种子为样品ꎮ 因此ꎬ对于利用谷子醇溶蛋

白的多态性进行杂交种纯度鉴定来说ꎬ提高醇溶蛋白的溶解

性和提取效率至关重要ꎬ而这又与蛋白质提取所用的有机溶

剂种类密切相关ꎮ 在前人的研究中ꎬ异丙醇、ＤＭＦ、乙醇、叔
丁醇等溶剂曾用于谷子[１２ꎬ１５] 、大麦[１６￣１７] 、小麦[６ꎬ１８￣２２] 、玉

米[２３] 、珍珠稷[２４] 、黍[２５]等作物籽粒醇溶蛋白的提取ꎮ 在本

研究中ꎬ为了建立适于谷子单籽粒醇溶蛋白提取的方法ꎬ我
们在前人以异丙醇为有机溶剂提取谷子醇溶蛋白的基础上ꎬ
尝试在提取液中加入 ＤＭＦꎬ利用含有不同种类和不同浓度

溶剂的提取液进行醇溶蛋白提取ꎬ并通过 Ａ￣ＰＡＧＥ 进行电泳

分离ꎮ 结果表明ꎬ当提取液中只含有 ＤＭＦ 或异丙醇一种溶

剂时ꎬ醇溶蛋白溶解度较低ꎬ提取效率不高ꎮ 相比之下ꎬ同时

含有 ＤＭＦ 和异丙醇的提取液能够从单粒谷子籽粒中提取出

更多的、相对分子质量分布范围广的醇溶蛋白ꎬ并且 ＤＭＦ 和

异丙醇的最适浓度分别为 ２０％和 ５０％ꎮ 此外ꎬ为了增加提

取液和谷子籽粒的接触面积、促进醇溶蛋白的溶解ꎬ我们将

谷子籽粒与提取液加入离心管后首先通过涡旋振荡的方法

使二者充分接触、混合均匀ꎬ然后置于 ６５ ℃烘箱中过夜ꎬ在
高温下促进醇溶蛋白与提取液的反应ꎮ 结果表明ꎬ这些操作

均有助于从单粒谷子籽粒中提取出醇溶蛋白ꎮ
２.２　 醇溶蛋白多态性分析

除了醇溶蛋白的提取效率之外ꎬＡ￣ＰＡＧＥ 电泳的条件ꎬ
如上样量、凝胶浓度、催化剂的用量等ꎬ也影响着最终的电泳

效果ꎮ 在本研究中ꎬ为了确保提取的籽粒醇溶蛋白尽可能多

地沉积到点样孔中ꎬ我们在 Ａ￣ＰＡＧＥ 电泳前向醇溶蛋白样品

中首先加入适宜剂量(３０ μｌ)的含有 ８０􀆰 ００％甘油和 ０􀆰 ０２％
甲基绿的上样缓冲液ꎮ 其次ꎬ将凝胶浓度由前人应用的

１２􀆰 ５％ [１２ꎬ１５]提高至 １５􀆰 ０％ꎬ以获得尽可能多的不同相对分子

质量大小的醇溶蛋白清晰谱带ꎬ充分反映供试样品醇溶蛋白

的多态性ꎮ 有研究结果表明ꎬ抗坏血酸、硫酸亚铁和过氧化
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氢等凝胶催化剂的用量是影响凝胶强度、聚合时间、形成网

眼的孔径大小等的关键因素ꎬ而这些因素进一步又影响着醇

溶蛋白电泳谱带的分辨率[２６] ꎮ 因此ꎬ在本研究中ꎬ我们以

０􀆰 ００４％的硫酸亚铁和 ０􀆰 ００６％的过氧化氢作为催化剂ꎬ通过

提高催化剂的用量来增强凝胶强度ꎬ以获得更高的醇溶蛋白

谱带分辨率和更明显的电泳分离效果ꎮ 此外ꎬ凝胶强度的提

高也使凝胶与玻璃板更易分离ꎬ从而降低起板时的凝胶损伤

率ꎬ维持凝胶的完整性ꎮ
在本研究中ꎬ我们利用同时含有 ２０％ ＤＭＦ 和 ５０％异丙

醇的提取液ꎬ从唐杂谷 ５６２２９ 杂交种和其母本谷 ５６Ａ、父本

ＨＫ２２９ 单粒籽粒中提取醇溶蛋白ꎬ以上述经过改良的 Ａ￣
ＰＡＧＥ 条件进行电泳检测ꎮ 结果显示ꎬ获得的醇溶蛋白谱带

丰富ꎬ带型清晰、明显ꎬ且杂交种和亲本间带型表现出明显的

差异ꎬ具有较高的醇溶蛋白多态性和谱带分辨率ꎬ表明通过

单籽粒醇溶蛋白提取和 Ａ￣ＰＡＧＥ 电泳的方法可以对谷子品

种进行有效的鉴定ꎮ
２.３　 基于醇溶蛋白多态性的谷子杂交种纯度鉴定

为了将建立的新方法应用于谷子杂交种纯度鉴定ꎬ分别

选取 ２９７ 粒和 ２９８ 粒来自于河北省邢台市柏乡县上京村和

白楼村的唐杂谷 ５６２２９ 籽粒作为供试样本ꎬ以来自于唐山师

范学院迁西谷子科研实验站的母本谷 ５６Ａ 和父本 ＨＫ２２９ 籽

粒作为对照ꎬ提取单粒醇溶蛋白ꎬ通过 Ａ￣ＰＡＧＥ 电泳进行杂

交种纯度鉴定ꎮ 通过将供试杂交种材料的醇溶蛋白谱带与

对照进行比较ꎬ发现来自于上京村和白楼村的供试样本中分

别有 １８􀆰 ５２％和 ３２􀆰 ５５％的籽粒醇溶蛋白具有唐杂谷 ５６２２９
的特异谱带ꎬ表明其为真杂交种ꎻ供试样本中分别有 ７０􀆰 ７１％
和 ５４􀆰 ７％的籽粒醇溶蛋白谱带与母本谷 ５６Ａ 对照一致ꎬ表
明其为样本中混杂的母本ꎻ供试样本中分别有 １０􀆰 ７７％和

１２􀆰 ７５％的籽粒醇溶蛋白谱带与父本 ＨＫ２２９ 相同ꎬ表明其为

样本中混杂的父本ꎮ 从总体看ꎬ在所有供试杂交种材料中ꎬ
平均真杂交种纯度为 ２５􀆰 ５５％ꎬ假杂种百分率为 ７４􀆰 ４５％ꎬ包
括混杂的母本(平均 ６２􀆰 ６９％)和父本(平均 １１􀆰 ７６％)种子ꎮ
２.４　 基于除草剂处理的谷子杂交种纯度鉴定

为了对上述杂交种鉴定结果进行验证ꎬ对相同来源的唐

杂谷 ５６２２９ 杂交种材料进行除草剂喷施处理ꎬ通过田间鉴定

方法进行杂交种纯度检测ꎮ 结果表明ꎬ喷施烯禾啶除草剂 ７
ｄ 后ꎬ来自于上京村和白楼村的杂交种供试材料中ꎬ分别有

７７􀆰 ３６％和 ５５􀆰 ６３％ 的幼苗生长明显受到了抑制ꎬ平均为

６６􀆰 ５０％ꎬ表明这些材料对烯禾啶除草剂没有抗性ꎬ是混入杂

交种中的母本ꎬ这一结果与基于籽粒醇溶蛋白多态性的鉴定

结果(６２􀆰 ６９％)基本一致ꎬ证明我们建立的醇溶蛋白提取和

Ａ￣ＰＡＧＥ 电泳方法用于谷子杂交种纯度鉴定是可行且可靠

的ꎮ 在 ２ 份供试杂交种材料中ꎬ分别有 ２２􀆰 ６４％(上京村)和
４４􀆰 ３７％(白楼村)的幼苗在喷施烯禾啶除草剂后仍然能够正

常生长ꎬ平均为 ３３􀆰 ５１％ꎮ 这一结果与基于籽粒醇溶蛋白多

态性的鉴定结果(２５􀆰 ５５％)存在一定偏差ꎬ主要原因在于该

方法不能区分杂交种和恢复系等抗烯禾啶除草剂的假杂种ꎬ
由此也证明通过籽粒醇溶蛋白的多态性进行谷子杂交种纯

度鉴定的结果更为准确ꎮ

３　 讨 论

张杂谷 ５ 号和唐杂谷 ５６９５ 的高产纪录表明杂种优势是

提高谷子产量的有效途径[１￣２] ꎬ但是ꎬ杂交种中不育系、恢复

系以及其他假杂种的混杂严重限制了杂交种的增产潜力及

其推广应用[３￣４] ꎮ 因此ꎬ要保证杂交种的增产效果ꎬ就必须鉴

定杂交种纯度ꎬ从而准确计算杂交种的适宜播种量ꎮ 醇溶蛋

白的 Ａ￣ＰＡＧＥ 电泳技术已经在小麦等作物的杂交种纯度鉴

定中得到应用ꎬ但是由于谷子粒小、蛋白含量低、醇溶蛋白相

对分子质量小等特点ꎬ现有方法很难适用于谷子籽粒醇溶蛋

白的提取和电泳分离ꎮ 尽管一些研究人员曾尝试将小麦醇

溶蛋白电泳技术应用于谷子品种鉴定和遗传多样性分析ꎬ但
是均需要 １０ 粒以上的种子才能够提取到足够的醇溶蛋

白[１２ꎬ１５] ꎬ显然这无法满足杂交种纯度鉴定必须以单粒种子

为样本的要求ꎮ 本研究建立了一种适用于谷子的单籽粒醇

溶蛋白提取方法和相应的 Ａ￣ＰＡＧＥ 电泳技术ꎬ并利用醇溶蛋

白多态性鉴定谷子杂交种纯度ꎮ 在 ２０１９ 年和 ２０２０ 年ꎬ利用

这一方法对河北丰苑种业有限公司生产的唐谷杂 ５６２２９ 杂

交种进行纯度鉴定ꎬ结果分别为 ２２􀆰 ８３％和 ２５􀆰 ５５％ꎮ ２０２０
年ꎬ对河北衡研种业有限公司生产的唐杂谷 ５６９５ 杂交种进

行纯度鉴定ꎬ结果为 ２２􀆰 ９３％ꎮ 据此设计两杂交种的播种量

为 ７􀆰 ５ ｋｇ / ｈｍ２ꎬ预计真杂交种出苗数约为 １ ｈｍ２ ４.６×１０５ ~
５􀆰 １×１０５ 株ꎬ通过田间喷施间苗剂去除假杂种后ꎬ均可以达

到 １ ｈｍ２ ４.５×１０５ ~５􀆰 ２×１０５ 株的大田留苗密度ꎮ 利用这一

方法可以准确鉴定种子纯度ꎬ从而维持谷子杂交种的增产效

果ꎬ促进谷子杂种优势利用ꎮ
醇溶蛋白因其溶于醇类而得名[２７] ꎬ乙醇、异丙醇、叔丁

醇等醇类曾用于多种作物籽粒醇溶蛋白的提取[６ꎬ１６￣１７ꎬ２１￣２５] ꎮ
有研究结果表明ꎬ对谷子醇溶蛋白提取来说ꎬ异丙醇是比 ２￣
氯乙醇更适合的溶剂[１５] ꎬ但仍很难从单粒籽粒中提取高浓

度的醇溶蛋白用于多态性检测ꎮ ＤＭＦ 可以增加蛋白质溶解

度ꎬ也曾在一些研究中用于小麦醇溶蛋白的提取ꎮ 因此ꎬ本
研究以含有 ２０％ ＤＭＦ 和 ５０％异丙醇 ２ 种溶剂的提取液进行

谷子醇溶蛋白提取ꎬ发现获得的醇溶蛋白浓度更高、谱带更

丰富ꎮ 此外ꎬ醇类物质通常会吸收凝胶中的水分而导致胶孔

弯曲、电泳条带不整齐ꎬ而本研究建立的方法可以很好地解

决这一问题ꎬ使醇溶蛋白谱带更易观察、多态性更易分析ꎮ
醇溶蛋白图谱由遗传因子决定ꎬ不受外界环境的影响ꎬ

且在品种间存在差异ꎬ因而是遗传多样性分析和品种鉴定的

理想“指纹”和遗传标记[６] ꎮ 本研究发现谷子杂交种的醇溶

蛋白图谱中呈现出不同于亲本的特异谱带ꎬ表明利用醇溶蛋

白多态性可以区别混杂于杂交种中的亲本ꎬ从而鉴定种子纯

度ꎮ 在本研究中ꎬ利用醇溶蛋白多态性鉴定杂交种中混入的

母本百分率与通过特定除草剂处理检测的杂交种中混入的

母本百分率相似ꎬ证明我们建立的谷子杂交种纯度鉴定方法

是可靠、有效的ꎮ 根据谷子苗对除草剂处理的耐受性只能鉴
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别出杂交种中混杂的母本ꎬ而无法去除同样具有除草剂抗性

的父本材料ꎬ根据醇溶蛋白多态性则可以同时将杂交种中混

杂的父本和母本材料鉴别出来ꎬ因此鉴定结果更为精确ꎮ 此

外ꎬ除草剂处理等田间鉴定方法往往周期较长ꎬ需要经历育

苗过程ꎬ且结果易受出苗率的影响ꎮ 而基于醇溶蛋白多态性

的鉴定方法只需以种子为样本ꎬ在短短几天内即可完成检

测ꎬ且结果不受温度、土壤水分等环境和栽培条件的影响ꎮ
因此ꎬ本研究建立的谷子单籽粒醇溶蛋白提取方法和 Ａ￣
ＰＡＧＥ 电泳分离技术为谷子和其他作物的杂交种纯度鉴定

提供了一种更为简便易行、快速精确的有力工具ꎬ有助于提

高杂交种的增产潜力ꎬ促进杂交种的推广应用ꎮ
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