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中国农业大学学报
,

玉米杂交种
、

自交系鉴定技术的

研究进展 综述
①

余建华② 廖树华 宋同明 刘 岩
植物遗传育种系

摘 要 系统阐述了玉米品种鉴定技术的产生
、

发展及研究现状
。

由于种子科学技术的发展及相关学科的

渗透
,

玉米品种鉴定技术在近期内已由传统的形态学和化学方法发展到了现代的各种电泳技术
,

包括醉溶

蛋 白的等 电聚焦 电泳
一 、

同工酶 电泳
、

聚丙烯酞胺凝胶电泳
、

酸性系统下聚丙烯酞胺凝胶电泳
一

等
。

此外
,

许多学者还进行了分子标记技术 如

与 等
、

色谱分析及映像分析等方面的探讨
。
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种子不仅是农业生产的源泉
,

也是世界贸易的重要组成部分
。

近年来
,

种子经营部门片

面追求利润
,

但管理与立法工作不完善
,

每年都有大量伪劣种子冲击市场
,

给国家与农户造

成了极大损失
。

玉米种子纯度在国家标准附近每下降
,

将造成减产
· 一 ’,

即

左右田
。

若以我国 万
,
玉米种植面积计

,

如所有种子纯度下降
,

则每年玉米将

收稿 日期
一 一

①国家 自然科学基金资助项 目

②余建华
,
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减产约 亿
。

玉米品种的鉴定和纯度控制
,

对于杂交种生产
、

自交系保纯
、

种子贸易以及

品种保护等都具有十分重要的意义
。

种子检验技术的产生

种子检验起源于 世纪中叶
,

当时欧美种子贸易往往不讲信用与道德
,

掺杂种子司空

见惯
。

于是 教授于 年在德国兰德 建立了世界第一个种子试验

室
。

年在德国汉堡举行了第一次国际种子检验大会 年创立了欧洲种子检验协会
,

年改名为国际种子检验协会
。

玉米品种鉴定技术的发展

形态学鉴定

幼苗及成株形态检验 这种方法常在材料典型性表现最 明显的时期进行
,

一般包括

苗期
、

花期和成熟期
。

其依据是不同材料因其遗传组成不同
,

在生长发育的不同时期
,

材料之

间在植株性状
、

穗部性状和果实性状等方面存在差异
。

具体可分为两种
,

一是指在种子收获

之前
,

直接到种子繁殖田根据形态学特征对生产种子的材料和未来种子的质量进行鉴定
。

另

一种是在种子收获后将取样种子种下
,

观察株间性状的一致性
。

我国北方各种子公司一般是

秋季将种子收获
,

冬季到海南岛种植进行检验
。

幼苗及成株形态检验方法虽然应用较多
,

但

存在以下缺点 ①耗费大量人力
、

物力和财力
,

到海南岛种植检验 粒种子大约要花

元人民币 ②受环境因素影响大
,

主要因观察的性状一般受数量基因所控制
,

环境协迫可

能会掩盖特别的形态性状而导致田间检验通常不准确阁 ③与观察者经验有很大关系
,

结果

往往不可靠
,

误差率常在 左右 ④现代种子贸易常常是快节奏和高效率的
,

但这种方法

花费时间长 约半年
,

因此对农业生产及种子贸易指导性不大 ⑤不能鉴定不能发芽的种

子
。

室 内种子形态学鉴定 这种方法指的是根据种子的形状
、

大小
、

颜色
、

光泽
、

花粉直

感
、

质地
、

种皮等形态特征
,

并以标准样品作参照对品种进行鉴定
。

如果从外部形态无法区

分
,

可将种子解剖以观察内部结构
。

其缺点仍然是可靠性差
,

特别是难以鉴别外来花粉引起

的生物学污染
。

化学方法鉴定

这种方法在玉米中报道较少
,

在其他作物中较多
。

如麦类
、

水稻种子的石碳酸 苯酚 法
。

其主要原理是种子表皮上有酚酶的存在
,

经石碳酸处理后
,

其果 种 皮或俘壳被氧化成不同

程度的褐色
。

据此
,

可按颜色的差异来鉴定品种
。

此外
,

还有大豆种皮过氧化物酶显色法
,

高

粱种子氢氧化钾一漂白剂测定法
,

以及一些牧草种子特有的染色法
。

闭报道用单克隆

抗体与玉米醇溶蛋白作用的化学免疫技术很有潜力替代
一

技术 如果需要的专一性

抗体能制备
,

这种技术将降低遗传纯度检验的成本
,

增加检测量
。

电泳技术鉴定

电泳技术 的产生 年德国生化所的 引入了电泳技术
。

年该所的
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博士开始利用聚丙烯酸胺凝胶 电泳技术对马铃薯块茎组织蛋白质谱带类型

进行了研究
,

不仅发展 了马铃薯块茎组织蛋 白质电泳技术
,

而且分析了欧洲全部马铃薯品种

的蛋 白质谱带类型
,

发现在马铃薯地方品种基因库里有 个不同的特征图谱
,

并编写

了马铃薯品种蛋白质谱带鉴定的检索表和手册
。

以后
,

美国先锋种子公司的 与农业部

的
,

以及我国的颜启传等在运用 电泳技术鉴定玉米杂交种和 自交系方面做了大量工

作
。

目前 全世界 已用电泳技术对 多种作物进行了探讨
。

玉 米杂交种
、

自交系鉴定的主要 电泳技术

醇溶蛋白的等电聚焦 电泳
一

玉米醇溶蛋 白 是玉米种子的主要

贮藏蛋 白
。

它是 由分子量相似但等电点不同的许多蛋白质组成
。 一

可将 分

离出了四条带
,

其 中有两条主带 和
,

分子量分别为 道尔顿和 道尔

顿闹
。

分子的中间部分氨基酸是重复的
,

由第 和第 条染色体上的重复基因编码川
。

由于 的遗传控制简单
,

故多态性有限
。

但因其等电点不同
,

所以 是分离 最好

的电泳方法
。

国外 已有用 来鉴定玉米品种的不少报道
。

盯 闭首次用淀粉凝胶得出

在 下会显示 出差异性
’。〕用 将 分离成 种成分 “ 〕用

双 向 将 与 分离出 条带
’ 〕发现 的 与同工酶在玉米种

子鉴定方面结果差不多
,

但用 的 第 带却能鉴别出同工酶很难鉴别出的四个组

合
。

而且第 带可鉴别出 个组合的 孔径大的琼脂糖凝胶 方法来分离 比

安全而且效果好〔’ ,

“ 〕 ‘ 〕用双向
一

研究发现 的分析对鉴定玉米

自交系很有用
,

可是难免出错
,

建议用其他种子蛋 白成分来提高电泳鉴别玉米 自交系的能

力 〔’‘ 〕指出
一

谱带不能充分鉴别杂交种与母本系间的差异
,

因为有时父本的

带型是母本带型的一部分
,

杂交种是父母本带型的累加
,

这样母本与杂交种带型就没有差

别
,

在这种情况下
, 一

不能用于鉴别纯度
。

除此之外
, 一

使用的两性电解质十

分昂贵
,

测 粒种子需 美元的化学药品川
。

许多研究者还用 分析
,

由于

无法将电荷不同而分子量相同的蛋 白质分开
,

而 的多态性在于 电荷的不同
,

所

以大家得出的结果相似 只能将 分离出两条主要带及几条小带
·

”
, ’吕〕,

至今未见将此

方法用于品种鉴定方面的报道
。

同工酶电泳 同工酶
,

即酶的多分子形式
,

是指那些催化性质相同而

分子结构有差异的酶蛋白分子
,

在高等植物中普遍存在
。

同工酶与一般蛋白质一样
,

是基因

表达的直接产物
。

因此
,

不同种属或不同品种的基因组成差异有时会反映在同工酶谱带上
。

用同工酶来鉴定品种
,

研究起源
、

进化与分类
,

已有相当长的历史
。

同工酶鉴定玉米 自交系和

杂交种是 目前应用最多的室 内方法
。

自交系和杂交种等玉米群体中
,

许多同工酶位点具有多

态性
‘’〕 与

, 。〕利用同工酶电泳鉴定 出了 个 自交系的 等 川

用淀粉凝胶 电泳分析了几种同工酶的 个基因座位
,

发现 个 自交系的
,

个商

品杂交种的 具有独特的特征或
“

指纹
”

等皿 〕在三个不同实验室中比较了淀粉

凝胶同工酶电泳鉴定与形态学鉴定
,

发现在鉴别生物学混杂 时
,

同工酶凝胶电泳

鉴定的准确程度是形态学观察的 倍
。

在检测机械混杂
一

时
,

同工酶的准确性是

形态学观察的 倍 不用传统方法即提取胚芽鞘中的酶
,

而提取授粉
, ,

周后胚中的酶进

行电泳
,

也可用于玉米品种鉴定 〕 改进了 等人创立的同工酶电泳技术田 〕,

并
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发现利用同工酶 电泳和反向液相色谱
一

技术各 自只能鉴别出 的玉米 自交系
,

对一些亲缘关系很近的材料
,

它们都无能

为力
,

所以建议将两者结合起来 〕。

他还用几种方法检测纯的杂交种中人为掺杂的 自交系

种子
,

结果发现 苗期形态学鉴定最不准确
,

成熟期形态学鉴定次之
,

同工酶电泳最接近真

实 〕 盯 〕用淀粉凝胶分析玉米单交种的 种同工酶
,

证明只有 种同工酶具有多态

性
,

而且有两个杂交种带型完全一样
。

总之
,

同工酶电泳技术推动了玉米品种鉴定的发展
,

但

还存在一些问题
。

第一
、

它只能鉴别出亲缘关系较远的自交系或杂交种
,

鉴定出自交系的概

率只有
。

第二
、

同工酶存在着组织或器官的特异性
。

在不同发育时期或不同组

织
,

同工酶数 目和类型不一样
。

所以
,

必须采用相同的发育时期
,

位于相同部位的材料
,

结果

才可靠
。

可是杂交种或自交系要得到同步发芽的材料是非常困难甚至是不可能的 〕。

第三
、

染色是检测与底物生成的产物
,

方法繁琐
,

药品昂贵
。

第四
、

酶属活性蛋白质
,

为防止其失活
,

在操作过程中需在低温下进行
,

否则会得出错误的结论
。

电泳技术及谷蛋 白分离 是一种很强的阴离子表面活性剂
。

它能将蛋

白质变性
,

引入净电荷以降低或消除蛋白质所带电荷对迁移率的影响
,

并使蛋 白质变成椭圆

或棒状结构
,

从而也消除了蛋白质天然形状不同对迁移率的影响
。 一

可用于分析

玉米种子蛋白
,

不同系间存在不同带型 “ 〕 与
,

发现
,

无论用单向或双

向
,

他们实验所用的所有 自交系和杂交种的清蛋 白和球蛋 白都存在着差异性 。

, , 〕用
一

梯度凝胶电泳 来分离种子盾片蛋 白
,

发现该方法速度快
、

重复性好
、

易操作
,

有的材料分离出了 多条带
,

能鉴别一些同工酶无

法鉴别出的材料 但 砂
‘ 〕使用

一 ,

只观察到杂交种和其亲本的种子蛋 白

间几条带上量的差异
。

玉米种子中存在的盐溶蛋 白和谷蛋 白只有少数带型是共同的〔“ 〕。

谷

蛋 白很难操作
,

主要因提取谷蛋白的碱溶液容易使之降解
,

也很难提取
,

可能因有些谷蛋白

本身不易溶解
,

另一些谷蛋白在玉米成熟的最后阶段或在研磨与提取过程中变成了不易溶

解物质的缘故
‘〕。

如果提取谷蛋白时加入尿素
, 一

就会分离出较多蛋 白质〔’‘ , ’‘〕。

电泳的缺点是反映不出蛋白质等电点和分子天然形状的不同
。

酸性系统下凝胶 电泳 酸性系统的凝胶 电泳 已广泛应用于小麦等其他作物
。

年国际种子检验协会 正式批准了英国人创立的小麦
、

大麦聚丙烯酞胺凝胶 电

泳标准参照方法 〕,

并在世界范围内推广
。

在玉米上
,

的 阳
· 一 ‘

浓度尿素
一

乳酸铝

可将 分成 个组分 川
,

而且用该系统可分离醇溶谷蛋 白
一

〕。

第一个成功报道在酸性系统下鉴定玉米杂交种纯度的是 用酸性乳酸钙凝

胶聚丙酞胺梯度电泳
一

来分离 拌
· 一 ‘浓度尿素提取的

蛋 白 主要是清蛋 白和球蛋 白
,

他还将该方法和
一

及 等进行了比较
,

认为这

种方法是最好鉴定玉米杂交种纯度的方法 〔“ 〕。

张春庆等 〕对十几种条件和 种提取液进

行了分析
,

提出一种高效
、

快速
、

准确的不连续醋酸尿素聚丙烯酸胺凝胶电泳
一

技术
,

用于品种纯度分析
。

宋同明等 ’〕与 等 〕提出用聚丙烯酞胺凝胶电泳在酸

性条件下来分离清蛋白和球蛋白 盐溶蛋 白
,

从而简化了电泳程序
。

经过多年的实践
,

他们

一致认为
,

这种方法具有分辨率高
、

重复性好
、

操作简便
、

快速和经济等特点
。 一

分析

粒种子需 美元的化学药品川
,

而该技术分析 粒种子只需 美元嘟 」,

而且用的是
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种子活性蛋 白与贮藏蛋白两种成分
,

并克服了同工酶等各种技术的缺点
,

是当前最好鉴定玉

米品种的方法之一
。

分子标记技术

无论形态性状
、

化学或生理生化性状
,

均为个体基因表达的产物
。

利用这些性状鉴定与

区分品种
,

只是分析品种间遗传物质表达方面的差异
。

其次
,

这些性状通常只表现在植物生

活周期某一阶段
,

根据它们来鉴定品种也只能局限在这一阶段
。

再次
,

有些亲缘关系密切的

品种难以通过种子贮藏蛋白或同工酶电泳加以区别
。

分子生物学的发展
,

使人们能够用分子

标记技术直接探讨 的差异来鉴定玉米品种
。

分子标记技术主要有
,

限制性片段长度多态性 技术和
,

随机扩增多态性 技术
。

玉米中存在丰富的限制性片段长度多态性
,

这种多态性具有高度的品种特异性
,

即使在

亲缘关系很近的杂交种和 自交系间也如此
。

因此
,

可以作为玉米杂交种和 自交系的
“

指纹 ” ,

用于品种鉴定
。

它比形态学和生化鉴定更加可靠
。

等 〕用 方法分

析了大麦
,

和 三个位点
,

结果表明 在大麦品种真实性和纯度鉴定方

面具有很大潜力
。

即 〕用 个探针来区分美国 个主要玉米杂交种
,

其中有许多是通

过 电泳和同工酶电泳无法区分的
,

结果表明这些杂交种显示 出 个 变异体
,

但仍有少数杂交种间带型一样或差异太小
。

年
,

在聚合酶链式反应 的

基础上
,

产生 了一种新的分析 多态性的方法
,

即 技术 〕。

具有设备简

单
、

分析快速
、

不需放射性标记等优点
。

用 技术分析玉米等作物干种子中的
,

能

够揭示品种多态性
,

而且可避免提取营养体组织中 的繁琐 〕。

然而
,

分子标记技术也

具有不少缺点
。

首先
,

它需要熟练的技术 ’ 其次
,

这种技术比较费时 ,再次
,

它需要特殊的设

备
。

因此
,

目前难以在种子贸易检测中大量推广使用
,

还需进一步简化和流水化克服其缺

点 〕。

其他方法

用于玉米品种真实性和纯度鉴定的报道还有 色谱分析 气相色谱
、

液相色谱 〕、

薄层

色谱
、

荧光扫描
、

种子籽粒形状机器识别 ’〕、

映像分析等
。

这些技术因结果不可靠或仪器设

备昂贵
,

所以应用有限
。

结语
玉米品种鉴定技术在近几十年内已 由直观的形态学鉴定发展到了分子水平的分子标记

技术
。

其根据都是各个杂交种或 自交系间基因型呈现多态性
,

只是在不同水平上反映而 已
。

形态学是在表型水平上
,

电泳技术是在蛋 白或酶水平上
,

分子标记技术是直接在 水平

上
。

形态学鉴定时间长
、

准确性差
、

浪费大量人力
、

物力和财力
。

电泳技术现 已广泛应用
,

主

要用
一

电泳和同工酶电泳
。 一

提供谱带信息量少
,

两性电解质太贵
,

而同工酶

也存在诸多缺点
。

分子标记技术最直接
、

最准确反映品种或自交系间遗传差异
,

但 目前还处

于探索阶段
,

而且存在技术复杂
,

成本高等不利因素
,

暂时难以在种子贸易中推广
,

经简化或

流水化后可能会有广阔的发展前景
。

尽管到现在为止 在玉米上还未提出一种标准参
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第 期 余建华等 玉米杂交种
、

自交系鉴定技术的研究进展 综述

照技术
,

我们认为
,

酸性系统下聚丙烯酸胺凝胶 电泳分离盐溶蛋 白电泳技术 ’
,

〕是 目前较

好的鉴定玉米杂交种和 自交系的方法
。

它适合种子贸易快节奏的特点
,

集准确
、

快速
、

有效
、

经济
、

简单等优点为一体
,

是当前最好的鉴定玉米品种的方法之一
。
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