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Ar+介导玉米 DNA水稻不同 pH条件下

蛋白水解酶的表达
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摘要:利用离子束介导技术 ,对水稻豫粳 6号种子进行 A r
+
照射处理 ,然后用玉米基因组 DNA 介

导液进行转化处理。采用复性电泳技术对其幼苗叶片在不同 pH 下的蛋白水解酶瞬时表达情况进

行了分析。结果表明 ,不同 pH 条件下各处理蛋白水解酶表达存在明显差异。与对照相比 , Ar+介

导玉米 DNA 的水稻幼苗叶片在 pH 4.5条件下检测到 1条 129 kD 的新酶带 ,缺失 41 、97 、192 kD

的 3条酶带;在 pH 7.0时检测到 1条 167kD的新酶带 ,缺失1条 67 kD的酶带;在 pH 8.5条件下

缺失 1条 61 kD的酶带 ,并且在 192 ～ 234 kD检测到 1条活性较强的亮带区 。这表明 , Ar
+
介导玉

米 DNA 的水稻在蛋白质表达水平上产生显著差异 ,这可能是玉米 DNA 片段进入受体水稻细胞并

引起受体基因表达改变的结果 。
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Analysis of Proteinases in Rice with M aize

DNA M ediated by Ar Ion Beam
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WANG H ai-sha , ZH U De-lai
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Abstract:The seeds of rice Yujing 6 we re irradiated by A r ion beam , and then w ere transferred

wi th maize genome DNA .The pro teinases of rice leave s w ere analy sed by renaturat ion elect ro-
phroresis in dif fe rent pH .The results showed that the expression of proteinases had changed ob-
viously.Compared to the contro l , a new pro teinase(129 kD)w as present and three pro teinase s

(41 , 97 and 192 kD)w ere absent in condit ion o f pH 4.5 , a new pro teinase(167 kD)present and

one (67 kD)absent in condi tion of pH 7.0 , w hile a new proteinase(61 kD)absent in condi tion of

pH 8.5.Besides , a pro teinase wi th st rong activity covered the area of 192kD-234 kD m olecular

weight w as de tected.The obvious diversi ty of proteinase expression indicated that the maize

DNA may have been transferred into the rice , and changed the gene expression of rice.
Keywords:Ion Beam;Rice;Pro teinase s;M aize DNA

　　水稻是世界上分布最广 、最重要的粮食作物之

一 ,其遗传育种一直受到广泛重视 。传统的水稻育

种常常受到有限的种质资源限制而很难取得突

破[ 1] 。离子束生物技术是遗传育种的新方法 ,在水

稻诱变育种与介导转基因方面已取得一系列进展 ,

它能打破传统物种间的界限 ,避免远缘杂交的不亲
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和性 ,促进远缘基因之间的交流[ 2] 。1991年安徽省

农业科学院利用离子束介导技术 ,将高光效的 C4 植

物玉米基因组 DNA 导入光合效率较低的 C3 植物

水稻早籼 213种胚细胞获得成功[ 3] 。杨剑波等[ 4] 利

用该技术将 GUS基因成功引入受体水稻细胞并实

现瞬时表达。倪大虎等[ 5] 也利用该技术将抗菌肽

Shiva A 基因导入水稻明恢 63成熟种胚中 ,经 PCR

检测 ,外源基因已整合到水稻基因组中。河南师范

大学生命科学学院实验室于 2000年开始水稻分子

育种研究 ,用离子束介导技术将玉米 DNA片段转入

水稻 ,培育出了能够稳定遗传的水稻新材料和新品

系[ 6-9] 。蛋白水解酶复性电泳技术是 SDS-PAGE电

泳后去除 SDS 使蛋白质复性的一种电泳方法[ 10] ,可

保持酶生物学特性 ,适用于酶的结构 、性质及其作用

的研究。在我国该技术首先应用于小麦研究[ 11 , 12] ,

目前用于水稻的研究不多[ 13] 。本试验采用复性电

泳技术对 A r
+
介导玉米 DNA 水稻幼苗的蛋白水解

酶的表达情况进行分析 ,探讨离子束介导远缘 DNA

的水稻在蛋白水解酶表达水平上的差异 ,旨在为水

稻离子束介导育种提供理论依据。

1　材料和方法

1.1　材料

受体水稻为豫粳 6 号 ,由新乡市农业科学院提

供。DNA 供体为紫色糯玉米 ,由河南省农业科学院

提供 。

1.2　方法

1.2.1　玉米基因组 DNA 提取　采用 CTAB 法大

量提取玉米基因组 DNA [ 14 , 15] ,用 0.1×SSC缓冲液

稀释为 200 mg/L 的 DNA介导液 ,4℃保存备用 。

1.2.2　水稻材料处理　水稻种子 Ar+注入处理于

郑州大学离子束生物工程重点实验室内进行 。将水

稻种子胚部朝上放入 TITA N离子注入机中脉冲照

射 Ar+ , 照射能量为 25 keV , 剂量为 3.0 ×1017

Ar
+
/cm

2
。随即将经 Ar

+
注入和未经 A r

+
注入的水

稻种子同时进行如下处理:

处理 A :水稻种子+Ar+注入+玉米 DNA(含

玉米 DN A的介导液浸种 18 h);

处理 B:水稻种子+A r
+
注入(无菌双蒸水浸种

18 h);

处理 C(对照):水稻种子+无菌双蒸水(无菌双

蒸水浸种 18 h)。

1.2.3　材料培育与采集　各材料处理完成后 ,用无

菌双蒸水冲洗干净 ,均匀摆于培养皿内 ,在恒温光照

培养箱内 ,30℃恒温培养。待幼苗长至一叶一心时 ,

取幼叶(含叶鞘)制样 ,液氮研磨 ,用 0 .15m ol/ L 氯

化钠溶液提取(1g 新鲜材料加 7 mL 提取液),冰浴

匀浆 ,4 ℃离心(12 000 r/min )15m in ,吸取上清液分

装于 Eppendo ff管中 , -20 ℃保存。

1.2.4　蛋白质复性电泳　复性电泳方法参考 Neu-

haus-Steinmetz等[ 10] 和徐存栓等[ 16] 的方法略有改

动 。电泳结束后 , 切下蛋白质 Marker(分子量为

43 、66.2 、 97.4 、 130 、 200 kD)用考马斯亮蓝 R250

单独染色。剩余胶板进行洗涤 、孵育(pH 4.5 、

pH 7.0 、pH 8.5)、固定 、染色和脱色 ,参照 Laemm li

的方法[ 17] 。

1.2.5　蛋白分子量计算　采用上海天能科技有限

公司(Tanon)的数码凝胶图像系统软件分析 。

2　结果与分析

2.1　pH 4 .5条件下水稻叶片蛋白水解酶谱

由图 1可知 ,在 pH 4.5时 ,处理C 中共检出 41 、

81 、97 、118 、192 、234 kD 6条酶带(图 1)。处理 A 共

检测到 81 、118 、129 、234kD 4 条酶带 ,处理 B 检测

到 81 、97 、118 、234 kD 4条酶带 。处理 A 、处理 B与

对照 C 相比 ,都缺失 41 、192 kD 2条酶带 , 这说明

A r
+
注入对受体水稻影响较大 ,能抑制水稻幼苗叶

片细胞中某些酸性蛋白水解酶的表达。处理 A 、处

理 B和处理 C相比 ,多检出 1条 129 kD 的新酶带 ,

同时还缺失 1条 97 kD 的酶带 ,这说明 Ar+介导玉

米 DN A转化水稻 ,受体水稻细胞有新蛋白水解酶

表达 ,同时某些蛋白水解酶的表达也被抑制。

M.Marker;A.水稻种子+Ar+注入+玉米DNA;B.水

稻种子+Ar+注入;C .水稻种子+无菌双蒸水。下同

图 1　pH 4.5条件下水稻叶片蛋白水解酶图谱

2.2　pH 7 .0条件下水稻叶片蛋白水解酶谱

从图 2可以看出 ,在pH 7.0时 ,处理C中共检出

67 、97 、118 、192 、234 kD 5条酶带(图 2)。与处理 B和

处理 C相比 ,处理 A 多检测到 1 条 167 kD的新酶
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带 ,可能是 A r+介导玉米 DNA 片段导入受体水稻

细胞中并表达的结果 。处理 A 和处理 B 与处理 C

相比 ,都缺失 1条 67 kD的酶带 ,这可能由于 A r+辐

射造成受体某些基因的损伤 ,从而抑制了受体水稻

某些蛋白水解酶的表达。

图 2　pH 7.0 条件下水稻叶片蛋白水解酶图谱

2.3　pH 8.5条件下水稻叶片蛋白水解酶谱

由图 3可以看出 ,在 pH 8.5时 ,处理 C 共检出

61、81 、118 、192 、234 kD 5条酶带。处理 A 检测到 81

和118 kD 2条酶带 ,并且在 192 ～ 234kD之间还检测

到1条活性较强的亮带区。处理 A 与处理 C相比 ,

缺失 1条 61 kD酶带 ,这说明 Ar
+
介导玉米 DNA 片

段转化水稻 ,引起受体水稻细胞碱性蛋白水解酶表达

水平上的差异。处理 B检测到 81 、118 、234 kD 3条酶

带 ,与处理 C相比 ,缺失 61和 192kD 2条酶带 。这说

明Ar
+
注入影响受体水稻蛋白水解酶表达 。

图 3　pH 8.5 条件下水稻叶片蛋白水解酶图谱

2.4　不同 pH 条件下水稻叶片蛋白水解酶表达差

异比较

在 pH 4.5 、pH 7.0和 pH 8.5 条件下 ,各处理

之间蛋白水解酶表达存在显著差异。61 kD酶带仅

在 pH 8.5条件下检测到 ,这表明此酶是一种碱性

蛋白水解酶。97 kD酶带在 pH 4.5和 pH 7.0条件

下检测到 ,而在 pH 8.5 条件下缺失 ,且在 pH 7.0

时酶活性强于 pH 4 .5 时 ,说明这种酶属于中性偏

酸性蛋白水解酶 。81 kD酶带在酸性和碱性条件下

检测到 ,而在中性条件下缺失 ,说明这条酶带分别属

于不同的蛋白水解酶 。67kD 酶带仅在 pH 7 .0条

件下检测到 ,说明这是一种中性蛋白水解酶。A r+

介导玉米 DNA 的水稻幼苗叶片在 pH 4.5条件下

检测出 129 kD新酶带 ,在 pH 7.0条件下检测到 1

条 167kD新酶带(图 1 、图 2),说明在酸性和中性条

件下 ,离子束介导玉米 DNA 的水稻幼苗叶片有新

蛋白水解酶表达。在 pH 8.5条件下 ,检测到 192 ～

234kD活性较强的亮带区 ,且 118kD酶活显著强于

处理 C 和处理 B ,这说明 Ar+介导玉米 DNA 已经

影响受体水稻幼苗叶片蛋白水解酶的表达 。

3　讨论

低能离子束具有质量 、能量和电荷 3种作用势 ,

在离子注入过程中能引起受体 DNA 的损伤
[ 18]
,但

同时又能诱导和激发受体细胞对其受损 DNA 分子

的修复 ,从而实现外源 DNA 与受体基因的重组与

遗传[ 19] 。经A r+照射的处理A 、处理 B与处理 C相

比 ,在酸性条件下缺失 41 kD和192 kD 2条酶带 ,在

中性和碱性条件下分别缺失 67kD和 61 kD 2条酶

带 ,说明 A r+注入对受体水稻细胞蛋白水解酶表达

等生理活动有较大影响。这可能是 Ar
+
辐射对受

体基因造成损伤 ,从而使一些蛋白水解酶的表达受

到抑制 。

中科院等离子所李红等对离子束介导紫玉米全

DNA 转化水稻早籼213获得的 8个玉米稻株系进行

RAPD分析 ,结果表明 ,外源 DNA 导入受体细胞并引

起受体基因组发生显著变化[ 20] 。本试验从蛋白水解

酶表达水平进行分析 ,在离子束介导玉米 DNA 的水

稻幼苗叶片中 ,pH 4.5条件下检测到 1条 129kD新

酶带;pH 7.0时检测到 1条 167 kD新酶带;pH 8.5

条件下 ,在192 ～ 234 kD检测到 1条活性较强的亮带

区。这说明离子束介导外源 DNA能引起受体水稻幼

苗叶片在蛋白表达水平上的差异 ,这是受体基因表达

改变的结果。新蛋白水解酶的出现 ,可能是由于玉米

DNA 片段已经整合到水稻基因组中并瞬时表达的结

果 ,也有可能是外源 DNA进入受体水稻细胞后 ,引起

了受体基因调控机制改变 ,从而引起水稻幼苗细胞内

蛋白水解酶种类和活性发生变化。在 pH 4.5 时 ,

97 kD酶带在处理 B和处理 C 中检测到 ,而在处理 A

中未检测到 ,这可能是外源玉米 DNA 进入受体水稻

细胞 ,使水稻某些基因沉默表达的结果[ 21] 。这些现

象出现的原因 ,还需要进一步通过相关的分子生物学
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手段加以验证。焦浈等[ 22]曾利用 RAPD分析发现了

离子束介导转基因小麦变异株系中的差异条带 ,并利

用AFLP 分析方法证实此差异条带是变异株系的特

征带。姬生栋等[ 7 ,8] 利用 AFLP分子标记技术对离子

束介导玉米 DNA水稻变异后代进行分析 ,检测到许

多差异条带 ,包括新增条带 、缺失条带和目的条带 ,这

在分子水平上验证了离子束介导玉米 DNA能引起受

体水稻基因组DNA 序列发生变化 。利用离子束介导

技术将外源 DNA导入受体水稻细胞 ,扩大了水稻的

遗传基础 ,对培育新的水稻品种 、发掘优良基因提供

了新的途径 。
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