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利用热稳定蛋白特异条带鉴别籼粳稻的方法研究

付深造,辛 霞,张志娥,陈晓玲,辛萍萍,卢新雄
(中国农业科学院作物科学研究所,北京 100081)

摘要: 以 85份栽培稻为材料, 利用 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳和蛋白免疫印迹技术分析籼稻和粳稻热稳定蛋白的表达差

异, 探讨利用特异蛋白来建立籼粳稻的鉴别方法。结果表明, 在籼粳稻品种之间存在热稳定蛋白的差异表达, 尤其在分子量

约 42~ 47kD范围。其中 45. 2kD条带 ( Band )和 46 5 kD ( Band )条带为典型粳稻特异蛋白 ( O s03g0168100 )的标志带,

42 0 kD条带 ( Band ! )为典型籼稻特异蛋白 ( O sI_10172)的标志带。以这 3条带作为鉴别方法, 并与程氏指数法进行比较,

典型籼稻和粳稻的一致度分别为 80 0%和 86 4% , 表明热稳定蛋白标志带法在一定程度上可用于鉴别典型的籼稻和粳稻。
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Method for Identifying Indica Japonica R ice by

Using SpecificH eat Stable Protein Bands
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Abstract: D ifferentia l expression o f heat stable pro teins in eighty five cu ltivated rice(Oryza sa tiva L. ) w as an

alyzed by using SDS PAGE and w estern blotting, to explore the feasib ility of using specific proteins to iden tify Indi

ca Japon ica rice. The results show ed that the heat stable pro te ins expressed d ifferen tially betw een Ind ica and Ja

ponica rice, especia lly in the molecu lar w eight of about 42 47kD range. Among them, 45. 2kD band( B and ) and

46. 5kD band( Band  ) w eremarker bands for typicalJaponica rice. Both bandsm atched to Os03g0168100 in NC

B I protein databank, 42. 0kD band( Band !, m atched to OsI_10172) w asmarker band for typ ica l Indica rice. E ight

y five Indica and Japon ica rice varieties w ere identified based on the expression pattern of these three bands, and

then compared the resu lts w ith Cheng∀ s index. The concordances w ere 80 0% and 86 4% in typical Ind ica rice

and Japonica rice, respectively. Therefore, the method o f hest stab le protein marker bands can be used for

identify ing typical Indica rice and Japonica rice.
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亚洲栽培稻 ( Oryza sativa L. )分为籼粳 2类已

为多数学者认可,直接利用籼粳间杂种优势已成为

水稻超高产杂交育种的主攻方向。然而, 水稻亚种

间杂交容易产生不育或育性较低的 F1植株,尤其是

在典型的籼粳稻亚种之间, 这成为限制水稻杂种优

势利用的瓶颈。因此, 了解水稻品种的遗传分化程

度及其籼粳归属,尤其是正确认识籼粳中间型材料

在分类系统中的地位,对于籼粳稻杂种优势的利用、

广亲和材料的选育及水稻基因工程的顺利进行都具

有重要的指导意义。所以, 亟待建立一种科学有效

的籼粳鉴别方法, 更好地进行水稻分类和籼粳分化

研究,从而为水稻种质资源和育种工作服务。日本

Kato等
[ 1]
最早应用现代科学分类法将亚洲栽培稻

分成籼粳 2个亚种, 奠定了稻种分类的基础。随后

人们根据栽培稻在形态学性状和同工酶酶谱等方面

的差异,分别提出了形态分类法
[ 2 4]
和同工酶分类
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法
[ 5 8]
。近 10多年来, 分子标记技术的广泛应用以

及相应的遗传图谱的构建, 为鉴别籼粳稻提供了较

准确的分子水平上的新依据。大量研究报道,

RFLP
[ 9 11]
及 SSR

[ 12 15 ]
等 DNA分子标记技术可作为

鉴别籼粳稻的分子生物学手段。但是有关利用蛋白

质鉴别籼粳稻的报道很少。本研究通过分析籼稻和

粳稻热稳定蛋白的表达差异,探讨利用特异蛋白来

建立籼粳稻的鉴别方法, 从而为水稻种质资源的有

效利用提供理论和科学依据。

1 材料与方法

1 1 材料

本研究共选用 85份栽培稻作为供试材料,包含

25个典型籼稻品种、23个偏籼品种、15个偏粳品种

和 22个典型粳稻品种,其籼粳类型的划分是根据程

氏指数法,详见表 1。供试材料由中国农业科学院

作物科学研究所和中国水稻研究所提供。

表 1 供试栽培稻品种名称及类型

Table 1 N am e and type of experim ental cu lt ivated rice

编号

N o.

品种名称

Variety nam e

籼粳类型

I J type

编号

N o.

品种名称

V ariety nam e

籼粳类型

I J type

编号

No.

品种名称

V ariety nam e

籼粳类型

I J type

1 二包矮 204 I

2 泉香 61 I

3 青丰占 35 I

4 新油占 I

5 小农占 I

6 青华矮 6号 I

7 南京 11号 I

8 IR 36 I

9 93 11 I

10 特青 2号 I

11 晚华 11选 I#

12 秋桂矮 11 I#

13 青竹矮 1 I#

14 451 I#

15 IR 24 I#

16 白米谷 I#

17 明恢 63 I#

18 矮糯 I#

19 三粒寸 I#

20 密阳 46 I#

21 西什 145 J#

22 矮子粘 J#

23 白壳糯 J#

24 满仓 515 J#

25 当地水稻 J#

26 稻翅 1 J#

27 奥羽 326 J#

28 麻晚糯 J#

29 澳粳粘 J#

30 L ITTON J#

31 铁屎糯 J

32 宫牌种 J

33 白米束 J

34 巴利拉 J

35 日本晴 J

36 京系 17号 J

37 秋光 J

38 金南风 J

39 双平头农垦 58 J

40 桂花黄 J

41 窄叶青 8号 I

42 桂朝 13号 I

43 佳禾早占 I

44 BG367 I

45 IRAT265 I

46 广陆矮 4号 I

47 矮脚南特 I

48 闽科早 1号 I

49 南京 14 I

50 扬稻 2号 I

51 青四矮 I

52 双桂 1号 I

53 南特号 I

54 成恢 047 I

55 BG94 1 I

56 丛矮 2号 I#

57 明恢 86 I#

58 扬稻 6号 I#

59 9308 I#

60 川 7号 I#

61 CDR22 I#

62 泰引 1号 I#

63 晚华矮 1 I#

64 竹包 384 I#

65 白芒稻 I#

66 测 64 I#

67 圭 630 I#

68 Suw eon290 I#

69 中花 9号 J#

70 关东糯 37 J#

71 巴西陆稻 J#

72 T984 J#

73 C418 J#

74 越富 (丰 ) J

75 立穗 J

76 东农 419 J

77 中作 946 J

78 乌嘴糯 J

79 中花 10号 J

80 中作 180 J

81 春江 20 J

82 津稻 1187 J

83 农垦 58 J

84 ITA182 J

85 Cps lo17���� J

籼粳类型: I 典型籼稻, I#偏籼稻, J#偏粳稻, J 典型粳稻。下同

I J type: I Typ ical Indica, I# Ind icaclinou s, J# Japon icaclinou s, J Typ icalJapon ica. The sam e as b elow
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1 2 水稻种子热稳定蛋白的提取

15~ 20粒种子去壳后在液氮下研磨至粉碎,转

移至 2 m l离心管中,加入 1 5m l - 20∃ 预冷丙酮,

充分悬浮粉末, 置于 - 20∃ 冰箱中沉淀过夜;

14000rpm 离心 15m in, 倒掉上清, 重新加入 1m l

- 20∃ 的冷丙酮, 悬浮沉淀,置于 - 20∃ 冰箱中沉淀

2~ 3h; 14000rpm离心 15m in,倒掉上清;将沉淀置于

真空抽干器中抽掉残余丙酮, 加入含 1mmo l/L二硫

苏糖醇 ( DTT)和 1mmo l/L苯甲基磺酰氟 ( PM SF)的

50mmol /L T ris HC l( pH8 0) , 充分匀浆后在 4∃ 冰

箱中放置 2h, 中间取出漩涡混匀 2次; 14000rpm离

心 15m in,上清液即为可溶性蛋白; 将可溶性蛋白转

移至新的 2m l离心管中, 100∃ 水浴煮沸 10m in,

14000rpm离心 30m in,上清即为热稳定蛋白,取出上

清保存在 - 20∃ 冰箱中备用。

1 3 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS PAGE)

方法参照%生物化学技术原理及应用 &[ 16]
,丙烯

酰胺储液单体质量浓度之比为 30∋0 8,浓缩胶浓度为

5%,分离胶浓度为 12%。浓缩胶缓冲液为 0 5mol /L

Tris HC l( pH6 8), 分离胶缓冲液为 1 5mol /L Tris

HC l( pH8 8)。每个点样孔上样量为 10 g蛋白。采

用 B io Rad M in i Protean Tetra Ce ll系统进行 SDS

PAGE, 电 极 缓 冲 液 为 ( 25mmol /L T ris HC ,l

192mmo l/L甘氨酸, 0 1% SDS, pH8 3), 采用恒压

模式, 其中浓缩胶中电压为 80V; 分离胶中电压

为 200V。

1 4 特异蛋白质的分离纯化及鉴定

蛋白进行 SDS PAGE后,参照康彬等
[ 17]
的电洗

脱法回收目标条带。回收得到的特异蛋白质利用双

向电泳进行纯化,具体步骤参考 B io Rad双向电泳

操作手册。

纯化后的蛋白质点进行胶内酶切后由解放军军

事医学科学院进行质谱鉴定 (所用仪器为英国 M icr

omass公司的 Q TOF2)。质谱测序获得的多肽序列

用 NCB I protein b last生物信息学软件在 Non redun

dant prote in sequences数据库中进行检索,以获得匹

配蛋白质的有关信息。

1 5 蛋白质一抗制备及蛋白免疫印迹 ( western

blotting)

根据生物信息学分析得到的粳稻蛋白质氨基酸

序列进行一抗制备,由上海英潍捷基 ( Inv itrogen)贸

易有限公司完成。

W estern blott ing方法参照 %生物化学技术原理

及应用&[ 16 ]
,二抗选用辣根过氧化物酶标记的羊抗

兔抗体。

2 结果与分析

2 1 籼粳稻差异表达蛋白的筛选

利用 SDS PAGE对表 1中编号 1~ 40的栽培稻

品种的热稳定蛋白进行分离,结果表明,籼粳稻品种

之间存在热稳定蛋白的差异表达: 典型粳稻品种在

分子量约 45kD处有 2个特异条带, 分别标记为

Band ( 45 2kD)和 Band ( 46 5kD ), 而典型籼稻

品种在相同的分子量位置则没有这 2个条带 (图

1)。各品种所含条带类型见表 2。

图 1 栽培稻品种间的热稳定蛋白差异表达图

Fig. 1 D ifferen tial expression of heat stab le prote in

in cu ltivated r ice var ieties

图左侧为标准蛋白质分子量

Mo lecularw e igh t of standard protein s on th e left of th e f igu re

从表 2可以看到: 10个典型粳稻品种中, 5个品

种含有 Band , 5个品种含有 Band ; 10个典型籼

稻均未检测到 Band 或  ; 10个偏籼稻品种中, 除

4个品种含有 Band 外,其他品种均未检测到 Band

或  ; 10个偏粳稻品种中, 除 3个品种未检测到

这 2个条带外, 其他 7个品种均含有 Band 或  。

假如将 Band 、 作为粳稻特异蛋白, 则在 40个供

试品种中: 100% 的典型粳稻含有特异蛋白, 70%

的偏粳稻含有特异蛋白, 60%的偏籼稻不含有特

异蛋白, 典型籼稻都未检测到特异蛋白。因此初

步断定 Band 、 为粳稻特异蛋白标志带, 并用于

鉴别籼粳稻。

2 2 粳稻特异蛋白的鉴定

为了解粳稻特异蛋白 Band 、 的相关性质和

功能,以及进一步能在更大范围来验证粳稻特异蛋

白 Band 、 的特异性, 选取日本晴 (含 Band )和

宫牌种 (含 Band ) 2个典型粳稻品种对 Band 、 

进行分离纯化和质谱鉴定。条带经 SDS PAGE和

电洗脱纯化后进行双向电泳 (预制胶条购自 B io

Rad, 7cm, pH3~ 10), 电泳图片如图 2所示。由图 2
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表 2 40个栽培稻品种所含条带类型

Table 2 Band type of 40 cu ltivated r ice var ieties

编号

N o.

籼粳类型

I J typ e

条带类型

Band type

编号

N o.

籼粳类型

I J type

条带类型

B and type

编号

No.

籼粳类型

I J type

条带类型

Band type

1 I -

2 I -

3 I -

4 I -

5 I -

6 I -

7 I -

8 I -

9 I -

10 I -

11 I# -

12 I# -

13 I#

14 I# -

15 I#

16 I#

17 I# -

18 I#

19 I# -

20 I# -

21 J#

22 J# -

23 J#

24 J# -

25 J#  

26 J#

27 J#

28 J#

29 J# -

30 J#

31 J  

32 J  

33 J  

34 J

35 J

36 J

37 J

38 J

39 J  

40 J  ����

条带类型: ( 、 、- )分别代表 B and 、Band 和未检测到条带
Band type: ( 、 、- ) stand for Band 、B and and noth ing

图 2 目标条带经双向电泳分离纯化结果

F ig. 2 R esults of target bands purif ication after

tw o d im ensiona l electrophoresis

图右侧为标准蛋白质分子量

M olecu lar w eigh t of standard p roteins on the right of the figure

可以看出回收的 Band 、 经双向电泳后主要聚焦

为一个蛋白点,其等电点均为 7 5左右。

双向电泳后的 Band 、 进行 Q TOF测序,获

得的序列 (如下 )在 NCB I数据库中进行 Protein

B las,t蛋白质数据库选用 Non redundant pro te in se

quences, O rgan ism选用粳稻。结果发现, B and 和

Band  在 粳 稻 数 据 库 中 与 一 个 名 称 为

O s03g0168100的蛋白相匹配, 这说明 Band 和

Band  可能是同一蛋白的不同表现形式, 其 SDS

PAGE的差异可能是由于蛋白质修饰造成的。该蛋

白全长 400aa,属于未知功能的 LEA蛋白。

Band 测得序列为: N WAWETAEAAR; VTGADD

AADHGQEK; SAQHTASEAGR; EAAEATASQSSK; HH

VADVDEEEDAAR; QEVHEQSK C。

Band 测得序列为: N WAWETAEAAR; VT

GADDAADHGQEK; SAQHTASEAGR; QEVHEAGSK;

EAAEATASGASSKAEAGAK C。

2 3 抗体制备

选取蛋白 Os03g0168100的一段多肽序列 ( EK

ANEGYEKVKEKAKEK )进行抗体制备,所制备抗体

名称为 Anti Os03g0168100。抗体制备完成后, 首先

对抗体的质量进行检测, 利用典型籼粳稻品种的热

稳定蛋白做抗原进行W estern blotting, 品种名称和

籼粳类型见表 1, 结果见图 3。

由图 3可以看出,所制备抗体对粳稻特异蛋白

Band 、 都能较好地免疫。但同时也发现典型籼

稻品种在分子量约 42 0kD处也有一免疫条带, 标

记为 Band ! (图 3) , 并且其表达量与粳稻的 Band

、 相似。这说明所制备的抗体不是粳稻特异的,

籼稻中具有一个 42 0kD的蛋白能够与多肽 ( EK

ANEGYEKVKEKAKEK)制备的抗体免疫。

将制备抗体的抗原序列 ( EKANEGYEKVKEK
AKEK)利用 NCB I数据库进行 Prote in B last。结果

表明,抗原序列 ( EKANEGYEKVKEKAKEK)在籼稻
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图 3 抗体 Anti Os03g0168100质量检测

F ig. 3 Quality te st of an tibody Anti Os03g0168100

图左侧为标准蛋白质分子量,下同

M olecu lar w eight of standard proteins on the left of the figure. The sam e as b elow

数据库中与名称为 OsI_10172的蛋白相匹配。该蛋

白全长 380 aa,属于未知功能的 LEA蛋白。

2 4 籼粳稻分化特异蛋白质的验证

虽然所制备的抗体不是粳稻特异的,但是 west

ern b lo tting检测结果 (图 3)表明,粳稻中的 Band 、

 和籼稻中的 Band !分子量是不同的, 因此可以

根据所出现的免疫带型鉴别籼粳稻。为了验证籼粳

稻特异热稳定蛋白条带在栽培稻中是否广泛存在,

又选取了 45份栽培稻进行 W estern b lotting检测。

部分W estern blotting检测结果见图 4。结果表明,

栽培稻中绝大多数品种只具有 Band 、 和 !中的
一条免疫条带,有 4个品种 (实验编号为 15、21、55

和 77)同时具有 Band 和 ! 2条免疫条带。统计

结果如表 3所示。

若将含有 Band 或  的品种判为粳稻,而含有

Band !的品种判为籼稻,利用这 3条热稳定蛋白标

志带对供试的 85份栽培稻品种进行鉴别,发现热稳

定蛋白标志带法除将栽培稻分为籼稻和粳稻外, 还

存在 4 7% ( 4 /85)的品种 (同时含有 Band 和 ! )

属于籼粳难辨品种 (表 3), 而这可能与栽培稻品种

的遗传背景有关。将此分类结果与程氏指数法分类

结果进行比较发现,二者在典型籼稻和典型粳稻中

的一致度分别为 80 0% ( 20 /25)和 86 4% ( 19 /

22)。说明利用热稳定蛋白标志带法对典型的栽培

稻进行分类是可行的。

图 4 几个栽培稻品种的 W estern b lotting结果

Fig. 4 W estern b lotting re su lts of som e cultivated r ice var ieties

表 3 4种类型的栽培稻中含有不同条带的品种数目

Table 3 The number of varieties con tain ing differen t bands

in four types of cu ltivated rice

类型

Type

数目

Am ount

条带类型及品种数目

Band type and num ber of variet ies

Band 或  Band ! Band 和 !

I 25 4 20 1

I# 23 7 15 1

J# 15 11 3 1

J 22 19 2 1

3 讨论

目前籼粳稻的鉴别方法大都集中在形态学水

平、同工酶水平以及 DNA 分子水平方面。 Sano

等
[ 18]
通过调查来自尼泊尔、锡金和阿萨姆山区的地

方品种的 4个主要形态性状和 6个同工酶位点的变

异, 发现在典型籼稻和粳稻中主要形态性状法和同

工酶法的分类结果非常一致。L i等
[ 10]
利用 RFLP

分子标记和同工酶分析了 111份水稻家系的遗传分

化, 并与程氏指数法的形态分化进行比较,发现在典

型籼稻和粳稻中, 基于形态学性状、同工酶和 DNA

标记的分类相互匹配得很好。然而, 利用蛋白质鉴

别籼粳稻的研究报道很少。 Saruyama等
[ 19]
利用双

向电泳比较了 29份栽培稻的种胚蛋白质表达差异,

发现典型籼稻含有蛋白质 E,典型粳稻含有蛋白质

A、F,其中蛋白质 E和 F具有几乎相同的分子量

( 33 0kD)。但该文未对这 3个蛋白质进行鉴定, 也

23
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未对更多的籼粳稻进行鉴别验证。

本研究利用 SDS PAGE和 western blott ing对籼

粳稻的热稳定蛋白进行分析,发现籼粳稻存在特异

表达蛋白 O s03g0168100( Band 、 )和 OsI_10172

( B and ! )。据此建立了鉴别籼粳稻的热稳定蛋白

标志带法,对 85份栽培稻品种进行分类 (表 3) ,发

现热稳定蛋白标志带法与程氏指数法的分类结果在

典型籼稻和粳稻中的一致度分别为 80 0% 和

86 4%, 说明在典型籼稻和粳稻中,基于热稳定蛋白

标志带法和程氏指数法的分类相互匹配得较好,这

支持了遗传学与形态学同步分化的论点
[ 10, 18 ]

。

Sano等
[ 18 ]
和 L i等

[ 10]
认为,典型籼稻和粳稻之间的

中间类型在杂交过程中结合了籼稻 (或偏籼 )的形

态学性状与粳稻 (或偏粳 )的基因组基因, 反之亦

然。这或可解释在本研究的中间类型材料中, 热稳

定蛋白标志带法与程氏指数法的分类结果一致度较

低的现象。但总体趋势是偏籼稻品种趋向于含有典

型籼稻特异蛋白标志带 Band !, 偏粳稻品种趋向

于含有典型粳稻特异蛋白标志带 Band 、 。因

此,特异蛋白 Os03g0168100和 OsI_10172可作为鉴

定籼粳稻分化的标志, 并且可以利用它们对典型籼

稻和粳稻进行分类。

程侃声等
[ 4 ]
的程氏指数法能在现场对单个材

料的归属做出较准确的判断, 对一般的水稻工作

者颇为适用。但此法只适用于较典型的籼粳稻,

而对一些籼粳难辨的品种并不理想, 而且应用了

较多的数量性状, 受环境影响较大, 进行分类需要

一定的经验。同工酶分类法和分子标记法虽然方法

可行,但是实验过程和数据处理比较繁琐。本研究

的热稳定蛋白标志带法判断方法比较直观, 便于统

计,可同时对大量样本进行分析。因此,通过对热稳

定蛋白标志带法的进一步完善和更大样本量的应用

验证, 相信该法能广泛应用于典型籼稻和粳稻的

鉴别。
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