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小麦醇溶蛋白 A2PAGE电泳鉴定技术的分析
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[摘 　要 ] 　为了进一步对小麦醇溶蛋白 A2PA GE 电泳的鉴定方法进行标准化 ,比较了凝胶浓度、缓冲体系及其

p H 值对电泳分辨率的影响 ,并初步筛选出了适合作为醇溶蛋白电泳标准样品的国内小麦品种。结果表明 ,丙烯酰胺

和 N ,N2甲叉双丙烯酰胺 2 个单体的交联百分浓度 ( C) 为 4. 0 % ,总百分浓度 ( T) 为 6 % ,缓冲体系为甲酸2甘氨酸 (p H

3. 0)混合体系的 A2PA GE 电泳效果较好 ;通过国内 40 个小麦品种与加拿大硬红春麦 Marquis 的 R24、R50、R79 标准

条带相比较 ,确定荔丰 3 号可以作为国内小麦醇溶蛋白电泳的标准样品。
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Abstract : To standardize t he met hod of wheat gliadin A2PA GE and find t he native wheat varieties

(lines) which can be used as t he standard samples of elect rop herogram. The influences of t he gel concent ra2
tion ,buffer system and it s p H on t he elect rop hesis’isolation capacity were analyzed. The result s showed

t hat t he covalent percentage concent ration ( C) was 4. 0 % ,t he total percentage concent ration of arc to bis

( T) was 6 % ,and t he formate2glycine mix buffer (p H 3. 0) had t he sound effect s. Compared with t he Cana2
dian sp ring wheat Marquis’R24 ,R50 and R79 bands ,t he“Lifeng NO. 3”cultivar could be chosen f rom 40 n2
ative wheat varieties as the wheat gliadin standard sample.
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　　在成熟小麦种子中 ,醇溶蛋白约占贮藏蛋白总

量的 40 % ,是组成面筋的重要蛋白质 ,赋予了面筋

的黏性和延伸性 ,并增加了面团的流变性。编码小

麦醇溶蛋白的基因主要位于第 1 和第 6 部分同源群

的染色体短臂上 ,有 Gli21、Gli22 和 Gli23 3 个位点群

共 8 个位点的 117 个等位变异[1 ] 。因此 ,醇溶蛋白

在电泳图谱上表现出丰富的多态性。对于某特定小

麦品种而言 ,其醇溶蛋白谱带数目一般可达 20～40

条。所以醇溶蛋白可作为品种指纹 ,为小麦品种纯

度鉴定、品种间遗传变异提供研究依据。

醇溶蛋白的酸性聚丙烯酰胺凝胶 (A2PA GE) 电

泳方法最早由 Bushuk 等[2 ] 提出 ,国际种子检验协

会 ( ISTA) 于 1986 年正式颁布了应用 A2PA GE 方

法鉴定小麦和大麦品种的标准程序 ,要求在全世界
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推广和应用[3 ] 。颜启传等[425 ] 对 ISTA 所推荐的方

法进行了试验验证。针对我国试验条件 ,国内许多

科研工作者对该方法进行了一定改进[628 ] 。

A2PA GE方法所具有的简便、快速、低成本的特

点 ,是目前其他方法所无法替代的。但是 ,其分辨率

和重现性受电泳体系的影响较大。影响电泳分辨率

的因素主要有凝胶的胶孔尺度、缓冲体系的 p H 和离

子强度等 ,本研究针对这些问题对 A2PA GE 电泳鉴

定技术进行了研究 ;同时分析了国内 40 个小麦品种

(系)的醇溶蛋白相对迁移率 ,以期筛选可以作为标准

蛋白样品的国内小麦品种 ,为小麦醇溶蛋白指纹图

谱分析技术的发展和标准化提供一定的参考依据。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

1. 1. 1 　供试小麦 　供试小麦品种有 :中国春、Mar2
quis、Neepawa、小偃 926、陕 354、陕 225、小偃 107、

西农 383、陕 150、高优 503、小偃 54、陕 253、豫麦

18、西农 88、8257、徐州 25、豫麦 47、小偃 6 号、普冰

143、319、西农 2611、秦龙 068、小偃 22、西农 976、淮

麦 8 号、烟台 4 号、陕农 28、898、98121、郑引 973002
1、小偃 128、荔丰 3 号、陕 229、军绿 4 号、西农 2208、

西农 163、西杂 1 号、太空 5 号、92210、88 ( 2 )23、

813222、97 (39) 、9212125。

加拿大硬红春麦品种 Marquis 和 Neepawa 均

由中国农业科学院作物品种资源研究所提供 ,其他

小麦品种均由国家小麦改良中心陕西杨凌分中心提

供。

1. 1. 2 　主要试剂的配制 　(1) ZY 型提取液。100

mL ZY型提取液中含 6 g 尿素、25 mL 22氯乙醇和

1 mLβ2巯基乙醇。

(2)凝胶缓冲液。称取 1. 0 g 抗坏血酸和 0. 08

g 硫酸亚铁 ,加入 1 000 mL 蒸馏水 ,用甲酸或醋酸2
甘氨酸调至所需 p H 值 ,即为凝胶缓冲液。

(3)凝胶配制 。根据所分离蛋白的分子量 ,选

择合适的丙烯酰胺和 N ,N2甲叉双丙烯酰胺 2 个单

体的总百分浓度 ( T) 和交联百分浓度 ( C) ,才能使凝

胶充分发挥其分子筛效应 ,使不同分子量的蛋白彼

此分离。二者的计算公式分别为 :

T/ % = ( a + b) / m ×100 % ,

C/ % = b/ ( a + b) ×100 %。

式中 , a 为丙烯酰胺的质量 ( g) , b 为 N ,N2甲叉

双丙烯酰胺的质量 (g) ,m 为缓冲液的终体积 (mL) 。

用 1. 1. 2 ( 2 ) 的凝胶缓冲液分别配制 C 为

4. 0 % , T 分别为 6 % ,8 %和 10 % 3 种不同浓度的丙

烯酰胺凝胶。灌胶前用 6 mL/ L 过氧化氢进行化学

诱发聚合 ,聚合时间约 10 min。

(4)染色液。含 10 g/ L 考马斯亮蓝质量分数为

12 %的三氯乙酸溶液。

生化试剂由 AMRESCO 公司生产 ;化学试剂由

西安化学试剂厂生产。

1. 1. 3 　主要仪器 　包括北京六一仪器厂 D YY212

型电泳仪、D YCZ228B 型垂直板电泳槽、SYN GEN E

凝胶成像系统及图像分析系统。

1. 2 　方 　法

1. 2. 1 　小麦醇溶蛋白的提取 　随机取 10 粒干燥

小麦种子 ,研磨成细粉 ,准确称取 40 mg 面粉装入

1. 5 mL 离心管 ,向其中加入 1 mL ZY型提取液 ,振

荡混匀 ,4 ℃提取过夜。次日 1 000 r/ min 离心 10

min ,将上清液转入 1. 5 mL 离心管 ,加入适量甲基

紫和甘油 ,冷藏备用。

1. 2. 2 　凝胶浓度对小麦醇溶蛋白电泳结果的影响

　分别配制 C 为 4. 0 % , T 为 6 % ,8 %和 10 % 3 种

不同浓度的凝胶进行 A2PA GE 电泳。供试小麦品

种为陕优 225。凝胶厚度 3 mm ,350 V 稳压电泳约

100 min。染色 48 h ,清理凝胶表面染料后照相。

1. 2. 3 　缓冲液体系及其 p H 对小麦醇溶蛋白电泳

结果的影响 　配制 C 为 4. 0 %、T = 6 % 的凝胶 ,以

小偃 107 和中国春作为供试品种 ,在以下 3 种凝胶

缓冲体系中进行 A2PA GE 电泳 ,电泳条件同 1. 2. 2。

a.甲酸体系 :凝胶缓冲液和电极缓冲液均使用甲酸 ,

p H 2. 0～2. 5 ;b. 甘氨酸体系 :凝胶缓冲液和电极缓

冲液均为醋酸2甘氨酸 ,p H 3. 0 ; c. 甲酸2甘氨酸体

系 :凝胶缓冲液为甲酸 ,电极缓冲液为醋酸2甘氨酸 ,

p H 3. 0。

1. 2. 4 　醇溶蛋白标准小麦品种的筛选 　于 C 为

4. 0 %、T = 6 %、甲酸2甘氨酸体系电泳条件下 ,以加

拿大硬红春麦 Marquis 和 Neepawa 作为对照 ,分离

供试的国内 40 个小麦品种 (系)的醇溶蛋白 ,筛选出

含有与对照样品 R24、R50、R79 标准条带迁移率相

近的醇溶蛋白组分的品种 (系) 。测量相应条带的相

对迁移率 R f 值并以 Marquis 为基准计算相对偏差。

相对偏差计算公式为 : I/ % = | (品种 R f - Marquis

参照条带 R f ) | / Marquis 参照条带 R f ×100 %。

2 　结果与分析

2. 1 　凝胶浓度对小麦醇溶蛋白电泳结果的影响

在小麦醇溶蛋白 A2PA GE 方法中 ,习惯上使用
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C为 4. 0 %的凝胶。在 C 一定的情况下 ,各研究者

所选择的 T 为 5 %～20 %[427 ,9 ] 。ISTA 推荐的 T 为

10 % ,而Bushuk 等[2 ]采用的 T 为 6 %。为了确定合

适的凝胶浓度 ,本试验设计了 C = 4. 0 % , T 分别为

6 % ,8 %和 10 % 3 种不同的浓度凝胶进行电泳 ,结

果如图 1 所示。

图 1 　不同凝胶浓度下陕优 225 醇溶蛋白的电泳结果

a. T = 6 % ;b. T = 8 % ;c. T = 10 %

Fig. 1 　Gliadin elect rophoregram with different

gel concentration of Shaanyou 225

从图 1 可以看出 , T = 6 %的凝胶分辨率最高。

随着凝胶浓度的增大 ,γ～α区域的分辨率越来越

差 ;而ω区域的分辨率则随凝胶浓度的增加而提高。

可见 ,采用单一浓度的凝胶对醇溶蛋白的分离具有

一定的局限性。这个问题虽然可以通过梯度胶来解

决 ,但后者无法保证重现性[6 ] 。所以 ,在单一胶条件

下 ,选择 T = 6 %的凝胶更有利于分离出较多的蛋白

组分 ,适用于品种的醇溶蛋白多态性分析、品种鉴定

及种间比较。

2. 2 　缓冲体系及其 p H 对小麦醇溶蛋白电泳结果的

影响

除凝胶浓度以外 ,p H 值是影响 A2PA GE 电泳

分辨率的另一个重要因素。电泳体系 p H 决定所分

离蛋白的解离程度。此外 ,缓冲体系所选用的试剂

种类不同 ,在电场中随蛋白一起迁移的离子种类与

强度也有差异 ,这些离子将与电场发生相互作用 ,影

响蛋白的迁移。

ISTA 所推荐的缓冲体系为乳酸2乳酸铝体系

(p H 3. 1) ,但由于国内乳酸铝价格昂贵 ,我国科研

工作者普遍采用醋酸2甘氨酸体系 (p H 3. 0 左右) [4 ]

或甲酸体系 (p H 2. 0 左右) [ 9 ] 。上述 2 种缓冲体系

除了存在 p H 差异之外 ,前者的缓冲体系中存在甘

氨酸阴离子 ,而后者没有。理论上 ,在 A2PA GE 电

泳中 ,蛋白质向阴极移动 ,带负电荷的离子向相反方

向移动 ,结果会生成局部电动势 ,从而对蛋白质的分

离产生影响。缓冲体系中阴离子的种类及其在不同

p H 下的解离程度 ,均影响蛋白质的分离效果。本

试验设计了 3 种缓冲体系 ,比较阴离子强度对小麦

醇溶蛋白分离效果的影响 ,结果见图 2。由图 2 可

见 ,缓冲体系 p H 为 3. 0 的凝胶蛋白条带 (b、c) 有一

些横向扩散 ,泳道相对较宽 ,且染色较深 ,这与高居

荣等[10 ]的报道一致。缓冲体系 b 的分辨率比 a 高 ,

蛋白相对迁移率 ( R f ) 也明显不同。电泳效果最好

的是缓冲体系 c ,其染色较深 ,背景清晰 ,分辨率高。

由此可知 ,当缓冲体系 p H 为 3. 0 时 ,有利于提高蛋

白分辨率和改善电泳图谱的效果 ,而缓冲系统中甘

氨酸阴离子的含量影响蛋白的迁移率和分辨率。此

外 ,含有甲酸的缓冲体系均具有较好的凝胶强度 ,剥

胶时不易断裂。在以往的研究中未见关于甲酸2甘
氨酸体系的电泳报道 ,甲酸、乙酸、甘氨酸在电场中

与蛋白质的相互作用问题 ,尚需进一步研究。

图 2 　不同缓冲体系对小麦醇溶蛋白电泳结果的影响

a. 甲酸体系 (p H 2. 0～2. 5) ;b. 甘氨酸体系 (p H 3. 0) ;

c. 甲酸2甘氨酸混合体系 (p H 3. 0) ;1～3. 小偃 107 ;4. 中国春

Fig. 2 　Separation effect of wheat gliadin in

different buffer system

a. Formate buffer (p H 2. 0～2. 5) ;b. Glycine acetic acid

buffer (p H 3. 0) ;c. Formate2glycine mix buffer (p H 3. 0) ;

1 - 3 . Xiaoyan 107 ;4. Chinese Spring

2. 3 　醇溶蛋白标准小麦品种的筛选

加拿大硬红春麦 Marquis 和 Neepawa 的 R24、

R50、R79 条带一般被作为小麦 A2PA GE 电泳的相

对迁移率标准。在我国小麦的 A2PA GE 电泳研究

中 ,使用上述品种作为标准蛋白在材料的获得上有

一定难度 ,且生态环境的不同易导致该品种在中国

繁育期间发生变异[11 ] 。此外 ,电泳体系的不同也会

使 R f 值出现偏差[12 ] 。本研究以 Neepawa 作为标
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准蛋白时发现 ,其 R24 条带的 R f 值与 Sapirstein

等[13 ]的报道不符。所以 ,筛选国内品种作为辅助参

照对研究结果是有利的。

本试验在供试的国内 40 个小麦品种 (系) 中 ,筛

选出含有与 Marquis R24、R50、R79 标准条带迁移

率相近醇溶蛋白组分的 7 个品种 (系) 。该 7 个品种

(系)与 Marquis R24、R50、R79 对应蛋白组分的 R f

值及相对偏差 I 见表 1。
表 1 　7 个国内小麦品种的醇溶蛋白 R f 及与 Marquis 品种对照的相对偏差

Table 1 　Gliadin R f and the relative deviation compared with Marquis of 7 internal wheat varieties

项目
Item

Marquis
太空 5 号

Taikong No. 5
西农 163

Xinong 163
92210

荔丰 3 号
Lifeng No. 3

小偃 128
Xiaoyan 128

813222
郑引 9730021

Zhengyin 9730021

R f 24 0. 236 9 0. 237 7 0. 237 3 0. 238 8 0. 237 4 0. 239 9 0. 242 1 0. 238 6

I24/ % - 0. 34 0. 17 0. 80 0. 21 1. 27 2. 20 0. 72

R f 50 0. 500 3 0. 510 7 0. 501 5 0. 501 0 0. 503 3 0. 498 8 0. 514 0 0. 520 0

I50/ % - 2. 08 0. 24 0. 14 0. 60 0. 30 2. 74 3. 94

R f 79 0. 760 8 0. 730 8 0. 740 6 0. 764 7 0. 763 4 0. 762 8 0. 762 4 0. 768 6

I79/ % - 3. 94 2. 66 0. 51 0. 34 0. 26 0. 21 1. 03

　　注 : R f 24 、R f 50 、R f 79分别表示供试小麦品种 (系)与 Marquis R24、R50、R79 相对应蛋白组分的相对迁移率。

Note : R f 24 , R f 50 and R f 79 are t he mobility ratioes of t he correspodding protein bands experimental varieties (lines) to Marquis’ R24 ,R50 and

R79.

图 3 　国内部分小麦品种的 A2PA GE 电泳结果

1. 太空 5 号 ;2. 西农 163 ;3. 92210 ;4. 西农 2208 ;5 ,10. Neepawa ;6 ,9 ,11. Marquis ;7. 荔丰 3 号 ;8. 小偃 128 ;

12. 9212125 ;13. 97 (39) ;14. 813222 ;15. 郑引 9730021

Fig. 3 　A2PA GE elect rophoregram of several internal wheat varieties

1. Taikong No. 5 ;2. Xinong 163 ;3. 92210 ;4. Xinong 2208 ;5 ,10. Neepawa ;6 ,9 ,11. Marquis ;7. Lifeng No. 3 ;

8. Xiaoyan 128 ;12. 9212125 ;13. 97 (39) ;14. 813222 ;15. Zhengyin 9730021

　　部分小麦品种的 A2PA GE 电泳结果见图 3。当

I < 1 时 ,认为该条带的出现位置与 Marquis 的相应

标准条带是非常接近的 ,可考虑作为参照条带使用。

表 1 表明 ,荔丰 3 号同时具有与 Marquis R24、R50、

R79 最接近的 3 个醇溶蛋白组分 ,可以作为 R f 参

照。其他品种各有 1～2 条带可以作为辅助参照 ,如

西农 163 的 R24、R50 条带 ;小偃 128 的 R79 条带

等。品系材料如 92210 等可提供一定参考作用。

3 　结论与讨论

醇溶蛋白的分析在小麦遗传、育种、品质研究中

占有重要地位。要充分开发利用我国小麦品种丰富

的醇溶蛋白遗传资源 ,就必须建立有效的分析技术

和评价体系。技术的先进性和评价体系的标准化是

研究的前提和保障。

从技术层面分析 ,醇溶蛋白 A2PA GE 电泳技术

的简便性是其他方法所不能替代的 ,但分辨率和重

现性问题还是阻碍该技术实现标准化的瓶颈。任何

A2PA GE 电泳技术的改进均应以维持简便性、保证

重现性、提高分辨率为原则。本研究从保证重现性

和简便性的角度出发 ,选择单一胶进行电泳 ,没有使

用梯度胶 ,结果表明 ,单一胶重现性好 ,但对分辨率
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会产生一定的影响。此外 ,缓冲体系的 p H 和阴离

子强度的调整 ,改变了电泳中的游离电荷数量 ,这种

电荷差异与电场及正在迁移的蛋白组分相互作用 ,

造成电泳中局部电动势的改变 ,对蛋白的分离产生

影响。深入研究电荷差异对电泳分辨率的影响可为

A2PA GE 电泳技术的进一步改进提供新的空间。

在评价体系方面 ,建立具有中国特色的评价体

系 ,并将其与国际标准接轨是不矛盾的。本研究对

国内 40 个小麦品种 (系)进行了初步筛选 ,以期筛选

出可以作为醇溶蛋白标准的品种。本研究结果表

明 :供试品种中有 7 个品种 (系) 的个别条带与 Mar2
quis 的 R24、R50、R79 条带有不同程度的吻合 ;品种

荔丰 3 号同时具有与 Marquis R24、R50、R79 最接

近的 3 个醇溶蛋白组分 ,可以作为 R f 参照。说明在

我国的小麦醇溶蛋白遗传资源中 ,能够作为标准参

照品种的资源是比较丰富的。要有效开发利用我国

小麦醇溶蛋白资源 ,需要针对不同用途制定不同的

标准化评价体系。这就要求在收集醇溶蛋白指纹资

源的基础上 ,以应用目标为出发点 ,对信息进行科学

地分析和归类 ,构建小麦醇溶蛋白理论研究 - 技术

创新 - 高效应用之间的桥梁。
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