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大白菜品种纯度快速检验技术研究
秦 智 伟 崔 崇 仕 李 桂 英

(东北农业大学园艺系
·

哈尔滨 )

摘 要
:

利 用 垂 直板 丙 烯耽胺 凝 胶 电 泳方 法
,

分 析 了大 白 莱 (价 as is ca
c a m eP st r : L

. 。
sP

.

p e k i
n e s

i
s ) 7 个类型 2 3 个品种 (其中包括品 种

、

自交系
、

一 代杂种 和亲本 )在 + 种 子期
、

芽期及幼 苗

期的过衷化物晦和堵晦两种 同工畴的表现
,

结 果农明
:

大白莱不 同类型
、

不同品种 问芽期和幼 苗期

过衷化物畴同工晦晦讲衣现出明显的差异
,

干种子期 的两种 同工晦期的两种 同工畴及幼苗期蜡晦

同工晦讲带 不明 盆
.

在芽期或幼 苗期进行过羲化物晦同工畴分析
,

可 以在种 于米收后的 4 天内完

成大 白莱品种纯度质童检脸工作
.

试脸初 步建立 了供试品种标准晦诱档案和大 白莱品种此度快速

检脸技术程序
。

关健词
:

大白菜
,

品种纯度
.

同工酶
,

电泳
。

前 百

大白菜是黑龙江省的重要蔬菜之一
,

约占全省秋菜

面积的 6。% 以上
,

其种子 95 肠以上是从省外繁殖和调

入的
.

近年来
,

由于品种纯度质量不合格
,

每年都有重大

的种子质量事故发生
.

除了给蔬菜生产者和种子经营者

造成重大经济损失外
,

还造成了不良的社会影响
.

导致

此间题发生的主要原因是
:

我省的秋菜种子繁育荃地多

数设在山东
、

河南等地
.

这些地区大 白菜种子采收期同

我省白菜播种期仅相差 2一 3 周时间
。

所以采用常规的

田间种植鉴定方法
,

来不及进行品种纯度质量检验
,

结

果把一些不合格的混杂低劣种子也投放生产
,

造成严重

后果
。

目前
,

国内蔬菜种子生产和经销部门
,

主要是采用

田间种植鉴定方法来检验品种纯度质童
.

这种方法虽比

较直观可靠
,

但检验所需时间长
,

占用大量土地
,

耗费人

力和物力
。

且还受自然季节环境条件的影响
.

因此
,

探索

大白菜及十字花科蔬菜作物品种纯度质量快速检验技

术
.

是目前国内和省内蔬菜生产中急待解决的问题
。

本试验 目的是
:

利用垂直板聚丙烯酞胺凝胶电泳方

法
,

通过对我省主栽大白菜品种及类型进行过氧化物酶

和醋酶同工酶分析
,

建立我省大白菜品种同工醉标准的

酶谱档案及品种纯度质量快速检验技术程序
,

应用于大

白菜生产
。

材 料和 方 法

(一 )供试材料
:

试验选择了我省近十年主要推广的

大白菜 7 个类型共 23 份材料 (见表 )
.

其中包括不同白

菜类型
、

不同品种
、

一代杂种与亲本和同一品种的不同

品系等等
。

(二 )方法

1
.

材料处理
,

每份材料设三个处理
: ( 1) 干种子

:

每

份材料随机抽取干种子 。
.

5 9
.

(2 )催芽
:

从每份材料中数

取 15 0 粒种子
.

放入直径为 sc m 的发芽皿中置于 25 ℃恒

温箱中催芽 3 天至芽长 2
.

5一 3
.

OC m 左右取样
.

( 3) 播

种
:

每份材料取 1 5。一 200 粒种子
,

播种在温室内播种箱

内
.

室温 14 一 25 ℃
,

斑土 0
.

sc m
.

播种后 7一 8 天待幼苗
“

拉十字
”

时进行取祥
.

2
.

制备样品
:

( 1) 干种子
:

每份材料各取 。
.

5 9
,

放入

小研钵中
,

再分别加入 。
.

s m l 的样品提取液
.

进行冰浴

匀浆后
,

以 4 000 转 /分离心 10 分钟
,

吸取上清液分别放

北方园艺 (总 9 7 ) l



人 冰箱冷冻室内长期保存
。

( 2) 芽期
:

每份材料各取

1
.

0 9
,

分别加人提取液 5
.

o ml
.

以下同 ( 1 )
.

( 3) 幼苗期
:

l) 混合取样
:

每份材料各取 30 株混合后称取 2
.

娘
,

加入

提取液 6
.

om l
。

以下同 ( 1 )
。

2) 单株取样
:

在每份材料内随

机取 50 个样 (单株 )
,

每个单株加提取液 2
.

o m l
,

以下同

( l )
。

3
.

电泳采用垂直板聚丙烯酞胺凝胶电泳法
.

下层

(分离 )胶浓度为 7
.

5写
,

上层 (浓缩 )胶浓度为 2
.

8%
。

胶

板厚度为 0
.

1 0c m
,

样品蓖子为 20 龄
,

点样量为 45
u

ml
.

电泳仪为上海产 D Y Y一 l 型
,

电极缓冲液是 T isr 一甘

氨酸缓冲系统
,

P H ~ 8
.

3
.

电泳在 4 ℃冰箱内进行
,

电泳

电压 27 0一 30 o V
,

电流为 40 一 50 A
.

电泳时间 5 小时左

统
.

染色液在染色前 30 分钟时配制
,

电泳后剥板
,

水洗

胶板两次
,

倒入 5 0一 100 m l 染 色液于 25 ℃温箱内保温

30 分钟
,

不断摇动
.

待胶板上呈现出清晰的褐红色谱带

后
,

倒掉染色液
,

用流水冲洗 1 小时后
,

换蒸馏水泡 12

小时
。

( 3) 制干板将泡后的胶板用 5 % 的冰醋酸固定
,

进

行拍照
。

计算迁移率 ( R f) 值
。

最后将胶板用 0
.

3肠的甘油

浸泡 15 一 20 分钟后
,

用两层薄玻璃纸将胶板包紧
,

自然

风干制成干板长期保存
。

试 验 结 果

一
、

大 白菜不同品种干种子同工酶和酷酶同工酶酶

谱表现都不清晰
,

不能利用此期的同工酶进行品种纯度

鉴定
.

这一点与甘蓝相同
.

二
、

大白菜不同品种芽期同工酶酶谱表现

1
.

过氧化物酶同工酶
: ( 1) 不同类型

、

不同品种间过

氧化物酶同工酶酶谱表现
.

供试的 23 份材料芽期过氧

化物酶同工酶谱如图 1所示
。

各品种酶谱带数量在 3一 8

条之间
,

其中酶谱带最少的是 17 号 (高潮二牛心 I )
,

最

多的是 12 号 (二牛心 )
.

整个酶谱可分为
:

P er 一 I 区 (快

带区
,

R f 值在 0
.

5 7一 0
.

6 5 之间 )
.

P
e r

一 I 区 (中带区
,

R f

值在 0
.

2 9一 0
.

44 之间 )和 P er 一 l 区 (慢带区
,

fR 值在

0
.

10 一 0
.

22 之间 )等三个区
.

其中
,

eP
r

一 l 区是大白菜

特征谱带区
,

各品种类型之间表现一致
。

品种和类型间

的重要 区别表现在 P er 一 I 区和 eP
r

一 I 区
。

在这两个区

内的酶谱带迁移率
、

谱带数量
、

酶活牲及谱带形状等方

面
.

都因 品种类型 不同而有差别
。

a
.

不同类型之间酶谱

属
l

叭lP,l
, J̀l
、J.ró ..、..口

取取样样 品种名称称 类 型型 年 份份 来 源源 备 注注

亨亨号号号号号号号
000 III 牡丹江一号号卜桩牛

心心
. 9 8 9年年井省种子公司司司

000 222 牡丹江一号号卜桩牛心心
. 9 88 年年 省园艺所所所

000333 牡丹江一号号
卜
桩牛心心

二 9 89 年年

沁
丹江` , 所所 春化采种种

000444 龙白一号号
卜
桩牛心心 一9 8 8年年 省园艺所所所

000 555 龙白一号号
卜
桩牛心心 一一省种子公司司司......... 98 9年年年年

一一一一一一一一

000 666 牡丹江二号号
卜
桩牛心心

· 9 8。

州州卜
丹江。 菜州州 春化采种种

000 777 九号白菜菜 高桩型型
, 。5 8

州州
省园艺所所所

000 888 黄杆烦菜菜 直简型型
· , 8 8

州州
省园艺所所所

竺竺竺
玉青白菜菜 直简型型 。 87

州州本 院院院

困困困
D ” 平头 白菜菜 平头 型型

·。5 7

州州
本 院院院

III lll 翻心白菜菜 花心型型
· , 5 7

叫叫
省园艺所所所

111222 二牛心心 降桩牛
心心

1 9 8 7

叫叫
本 院院院

lll 333 0 0 7一 9一 888

峰桩牛
心心

, 。 5 7

月月本 院院 龙协白一号母本本

III 444 0 0 2一 3一 666 爹桩型型
· , 8 7

州州
本 院院 龙协白一号父本本

]]] 555 龙协白一号号 高桩型型 9 8 7

叫叫本 院院 龙协白一号正交组台台

]]] 666 龙协白一号号 高桩型型 9 8 7

月月本 院院 笼协白一号反交组台台

困困困卜
` 二牛心 ’

---

高桩牛心心
·” 8 ,

月月
本 院院 自交系系

回回回障
潮二牛心 ’

---

高 桩牛心心」 9 8 7

叫叫
本 院院 自交系系

回回回冷
, 二牛心 ’’ 矮桩牛心心 , 87

叫叫本 院院 自交系系

222000 佳白一号号 诊桩牛心心: 9 88

月月
佳木斯二二叫叫叫

222 111 佳白二号号 矮桩牛心心
,

9 8 8 年年佳木斯蔽菜所所所

222 222 牡丹江一号
,,

钱桩 牛心心
·

, 8 ,

科科佳
木斯茂菜所所所

222333 牡丹江一号
`̀

矮桩牛心
」」· 。。 6

叫叫本 院院院

华呼竺竺’ ,…
“

二 ”
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”
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0
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4
.

染色
:

( 1) 过氧化物同工酶采用醋酸联苯胺法
.

电

泳结束后剥下胶板用自来水冲洗两次
,

倒入 50 一 l oo ml

染色液
,

在 25 ℃温箱内保温 15 m in
,

每隔几分钟摇动一

次
。

待胶板呈现出清晰的深蓝色谱带为止
,

倒掉染色液
,

用流水冲洗 1 小时
.

换蒸馏水泡 1 2 小时
。

(2 )醋酶同工

酶采用醋酸一
Q

一蔡脂
、

醋酸一日一茶脂和坚牢兰 B 系

2 (总 9 7 ) N o r t h e r n H o r t ie u l u r r e

图 1 大白菜不同品种芽期过氧化物酶同工酶酶谱

表现出明显 的差异
。

供试 23 份材料
,

按园艺学分类法分

属于七个类型 ( 见表 )
.

这七个类型间酶谱表现具有明显

差异
。

以 1 号 (牡丹江一号 )为代表的矮桩牛心型品种都

显示出 5一 6 条带
。

其中在 P er 一 I 区有一条深 而宽的带

( R f ~ 0
.

3 9)
,

在 P er 一 I 区有 2一 3 条浅而窄的带
.

以 9

号 (玉青白菜 ) 为代表的直筒型 品种
。

显示 出 6 条带
,

其

中在 P er 一 I 区有三条深宽带
,

在 eP
r

一 I 区只有一条浅

窄带
。

以 10 号 (平头白菜 )为代表的平头白菜
,

只有 5 条



带
,

除两条特征带外
,

其余 3 条全显示在 P er 一 I 区
,

而

且谱带呈深宽特殊形状
.

以 n 号 (翻心菜 )为代表的花

心类型品种
,

在 P er 一 I 区只有一条深宽带 ( fR 一 0
.

3 6)

在 P er 一 I 区有三条浅窄的带
.

b
.

同一类型不同品种之

间酶谱表现出差异
。

在供试材料中有 9 个属于矮桩牛心

型的全省主栽大白菜品种 ( 见表 )
,

但是其过氧化物酶同

工酶酶谱表现却不相同
。

品种间酶谱差异最大的是牡丹

江一号
、

二牛心
、

佳白一号和佳白二号
.

佳白一号和佳白

二号在 P er 一 1 区和二牛心有同样数量的谱带 (都是三

条 )
,

但带的深浅宽窄和迁移率 (R f 一 .0 32
、
.0 37 和 。

40 )不同于二牛心
。

而且在 P er 一 I 区 比二牛心少了两条

带
,

只有一条 ( R f 一 0
.

59 )
。

这三个品种的酶谱表现与其

它同类型品种存在明显的差异
。

其原因在于二牛心在大

白菜分类上严格讲属于花心卵圆型
。

而牡丹江一号和龙

白一号等属干派生的近似卵圆型品种
.

牡丹江一号
、

龙

白一号和牡丹江二号之间酶谱表现也不同
。

牡丹江一号

在 P er 一 I 区有一条染色深而宽
.

酶活性较强的谱带 ( fR

= 0
.

3 9 )
.

在 P er 一 I 区有两条染色极浅而窄的带 ( fR =

。
.

57 和 0
.

62 )
.

龙白一号在 eP
r

一 I 区 比牡丹江一号名

出一条浅而窄带 (R f ~ 0
.

60)
。

而且另外两条带也比牡丹

江一号表现深而宽些
.

牡丹江二号在 eP
r

一 I 区两条带

的迁移率都不同于牡丹江一号和龙白二号
,

其 fR ~ 0
.

58

和 。
.

6 4
。

这几个品种酶谱表现不同的
,

主要原因也是品

种的亲缘关系不同
.

(2 )一代杂种与亲本的酶谱表现
.

在

供试材料中
,

13 号
、

14 号为龙协 白一号 (F
: )的母本和父

本
。

15
、

16 号为龙协白一号的正交和反交组合
.

试验结果

表明
:

杂种与其双亲酶谱表现不同
.

从 eP
r

一 I 区 和

P er 一 I 区来看
,

母本在 eP
r

一 】区 有两条带 ( fR 一 。
.

31

和 。
.

39)
.

在 eP
r

一 I 区也有两条带 (R f ~ 。
.

63 和 0
.

6 4 )
。

父本在 P e r

一 一 区有三条带 ( R f = 0
.

3 1
、
0

.

3 6 和 0
.

4 2 )
,

而在 eP
r

一 I 区 比母本缺少了两条带
。

它们的杂种具有

偏母本的酶带
.

即正交组合偏 向母本
,

反交组合偏向父

本
.

这一点与李玉湘报道相同
,

但是没有显示杂种酶谱

带
。

( 3) 不同品系间酶谱表现不同
.

供试材料中 17 一 19

为本院选育的高潮二牛心的三个不同品系
。

其中高潮二

牛心 I 和 l 为高桩牛心型
,

高潮二牛心 I 为矮桩牛心

型
.

从酶谱表现来看
,

高潮二牛心 I 和 I 相似
.

但是它们

与高潮二牛心 , 酶谱不同
。

这个结果与三个品系田间性

状表现差异相同
.

2
.

酷酶同工酶
:

供试材料的酷酶同工酶表现如图 2

所示
。

大白菜不同品种芽期醋酶同工酶酶谱带数量为

1 2一 14 条之间
,

整个酶谱可分三个区
:

E
s t

一 I 区 (快带

区
,

R f 在 0
.

8 3一 0
.

9 1 之间 )
,

E
s t一 l 区 (中带 区

,

R f 在

0
.

5 5一0
.

7 8 之间 )
,

和 E
s t一 l 区 (慢带区

,

R f 在 0
.

2 6一

.0 46 之间 )
.

大白菜酷酶同工酶在这三个区内都有特征

谱带
。

在 E st 一 I 区有三条特征带 ( R f 一 0
.

84
、
0

.

87 和

0
.

9 1 )
,

在 E s t一 一 区有 四条特征带 ( R f 二 0
.

6 0
、

0
.

6 5
、

0
.

6 8 和 0
.

7 0 )
,

在 E
s t一 l 区有两条特征带 ( R f = 0

.

2 6 和

0
.

3 0)
。

不同品种
、

不同类型间的酶谱差异表现是
:

在

E st 一 I 区
,

其 差主要 在特征带染 色深浅 宽窄上
,
在

E st 一 I 和 E st 一 , 区差异主要表现在酶谱带的数量和

迁移率的不同
.

其中
,

平头白菜
、
0 0 2一 3一6

、

黄籽和玉青

白菜与其它矮桩牛心型品种之间酶谱差异最为明显
.

而

同一类型的不同品种间 〔如矮桩牛心型中的牡丹江一

号
、

二号 及龙白一号等等 )酶谱差异不明显
。
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图 2 大白菜不同品种芽期醋酶同工酶酶谱

在一代杂种与其亲本
、

不同品 系及同一品种不同来

源等方面
,

酶谱表现与过氧化物酶同工酶表现趋势一

致
.

三
、

幼苗期同工酶酶谱表现

(一 )混合取样
: 1

.

过氧化物同工酶酶谱表现

供试材料的幼苗期过氧化物酶同工酶表现如图三

所示
。

此期的过氧化物酶同工酶与芽期酶谱表现有所不

同
.

各品种酶谱减少一个区
,

谱带数量均为两条
.

从整体

上可分为
:
P er 一 I 区 (快区 )和 eP

r

一 I (慢区 )
。

其中

P er 一 , 区为大白菜特征酶谱带 ( R f ~ 0
.

20)
,

eP
r

一 I 区

为各品种类型酶谱差异区
。

( l) 不同类型
、

不同品种间酶

{{
- . .

- - -

一
二

、
p , :

。
.

3

1

留 四 四 口口 口 四。
而屁 }而 .
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图 左 大白菜不同品种苗期过氧化物酶同工酶酶谱

北方 园艺 (总 9 7 ) 3



谱表现
: a

.

不同类型间酶谱表现不同
.

类型之间酶谱表

现差异较大的是牡丹江一号
、

九号白菜
、

黄籽矮菜
、

玉青

白菜
、

平头白菜和二牛心
.

完全可以从 eP
r

一 I区醉谱带

的迁移率
、

染色深浅和宽窄上将不同类型的品种分开
.

在 eP
r

一 I 区平头型品种谱带迁移率最小 ( Rf~ 。
.

3 5 )
,

染色浅而特别窄
.

直筒和高桩型品种 (九号白菜
、

黄籽和

玉青白菜 )酶谱迁移率较大 (R f ~ 。
.

4 0)
,

谱带深而宽
。

并

且在 eP
r

一 I 区的一条特征带极浅近于消失
.

二牛心在

eP
r

一 I 区谱带迁移率最大 ( R f 一 。
.

4 1 )
,

带深而窄
,

并且

在 eP
r

一 I 区的特征带也极浅
.

b
.

同一类型不同品种间

醉谱表现
:

同属续桩牛心型的牡丹江一号
、

佳白一号
、

佳

白二号之间醉谱表现荃本相同
,

只是牡丹江一号 比佳白

一号
、

二号醉活性高些
。

其余同芽期酶谱表现趋势相同
。

(幻一代杂种与其亲本醉谱表现
;

同芽期一样
,

龙协 白一

号 ( F : )的正交组合酶谱表现偏向母本
,

反交组合酶谱表

现偏向父本
,

具有偏母本酶谱带
,

但仍未显示出杂种酶

谱带
。

2
.

醋酶同工酶醉谱丧现
:

此期不同品种和不同类型

间醋酶同工醉酶谱表现不清晰
,

不适于进行品种鉴别
.

(二 )单株取样
:

同一品种分单株取祥分析其过氧化

物醉和酷醉同工醉酶谱
,

进而根据每个单株酶谱表现来

检验试样品种纯度
.

二牛心过氧化物酶同工酶表现
:

图 4 为二牛心大白

菜品种单株的过氧化物酶同工酶酶谱
.

从 1一 13 号的 13

个单株中
.

只青 2 和 5酶谱表现不同
.

在 eP
r

一 I 区的一

条带迁移率 R f ~ 0
.

30
.

5 在 P er 一 , 区的一条带 fR =

0
.

18 与其它单株酶谱表现不同
,

但与 16( 黄籽 )相似
。

可

以认为是两个杂株
.

而其余单株酶谱表现相同
.

根据各

单株酶谱计算这份二牛心品种纯度为 84 %
.

这一结果与

田间纯度相似
.

种子
、

芽期和幼苗期 )里
,

过氧化物酶同工酶酶谱表现不

同
.

在干种子期酶谱表现不清晰
.

在芽期酶谱表现最清

晰最典型
,

而且不同品种
,

不同类型间酶谱带均有差异
.

在幼苗期酶谱带数量大量减少 (从 8 减少到 2 条 )而且

同一类型不同品种间酶谱区别不够明显
.

因此
,

认为芽

期是利用过氧化物酶同工酶进行大白菜品种纯度检验

的最佳时期
.

这一时期具有时间短 (催芽到取样只需 3

天时间 )
,

环境条件易控制一致等优点
.

2
.

醋酶同工醉
:

三个时期的醋醉同工酶
,

只有芽期

酶谱最为清晰明显
.

而且不同类型品种间酶谱存在差

异
.

干种子和幼苗期醋酶同工酶不明显
.

五
、

大白菜品种纯度质蛋同工酶检验工作程序

1
.

对预检样品随机扦样三份
,

每份 1
.

0一 2
.

飞
。

2
.

从

每份样品中随机数取 200 拉种子放入发芽皿中
.

置于

25℃温箱内催芽 3 天
。

3
.

取样
:

( l) 目的在于鉴另lJ不同品

种时采用混合取样法
.

取 30 个芽混均后称取 2
.

飞 加提

取液 10
.

om l提取
。

(2 ) 目的在于检验品种纯度时采用单

株取样法
,

每一样品抽取 50 株 (共 150 株 )
,

每株加入 1
.

0m l提取液提取
,

用指形离心管
,

以 4 0 0 0 转 /分离心 10

分钟取上清液
.

4
.

制胶板
、

电泳 (同试验方法 3)
.

5
.

染色
、

拍照
、

计算相对迁移率 R f 值
,

制干板 (同试验方法 4)
。

.6

将试样酶谱与标准权威酶谱比较进行鉴别
,

或用测定相

对迁移率的方法进行鉴定
.

一般利用上述方法
,

配备两台上海产 D Y Y一 I 型

电泳仪和两个双垂直板电泳槽
,

一天内可以测定 16 。 个

样品
.

即一个品种
.

这样在种子收后 4 夭内就可以完成

纯度质童检验工作
.

讨 论

1
.

利用电泳同工醉方法进行大白菜品种纯度检验

的技术关键在于取样标准
、

样品处理提取条件及试验方

法
。

因为同工酶极易受温度
、

P H 值
、

离子
、

个体发育时期

等因素的影响而变化
.

所 以试验必须严格遵守试验规

程
。

2
.

为了使试验结果可靠
,

在取样时要除去带病种子

或单株
,

以免感染病菌后造成酶谱变化
.

3
.

在应用此项技术进行品种纯度质量检验时
,

必须

先建立起标准权威品种酶谱档案
.

而且所用种子必须是
“

育种者
”

的种子
。

(参考文献略
,

来稿时间
: 1 9 9 4 年 5 月 )

图 4 二牛心单株苗期过载化物酶同工酶酶谱

四
、

同一种同工酶在大白菜不同时期的表现

1
.

过氧化物酶同工酶
:

在试材处理的三个时期 (干
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