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摘要  [ 目的] 通过分析同工酶的酶谱特征 , 研究辣椒种类间的亲缘关系。[ 方法] 以12 个辣椒材料为试材 ,进行POD 同工酶电泳 , 对不
同浓度分离胶进行选择 , 并应用POD 同工酶对12 个辣椒材料 ,进行亲缘关系的鉴定。[ 结果] POD 同工酶以浓度10 % 的分离胶分离效
果最好, 得到的酶带最清晰 ,有利于进行相关分析。12 个辣椒材料遗传距离在0 ～0 .51 范围内, 当遗传距离为0 .36 时, 可以将其分为3
类 ; 当遗传距离为0 .16 时 , 可以将其分为6 类。[ 结论] 利用POD 同工酶进行分类, 分类结果与根据辣椒果实性状进行的分类基本一致 ,
说明利用同工酶分类法可行。
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The Classification of Pepper withthe PODIsozyme Electrophoresis
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Abstract  [ Objective] The ai m of the research was to study the genetic relationship between pepper species by analyzing the zymogramfeatures of
isozymes .[ Method] 12 kinds of pepper materials were used for experi ment of PODisozymes electrophoresis .Different concentrations of gel were chosen.
And the genetic relationship of 12 pepper materials was identified using PODisozymes .[ Result] 10 % concentration of gel was suitable for PODisozyme
analysis . Clear enzyme band was helpful for correlative analysis . Genetic distance of 12 varieties changed from0 to 0 .51 .It could be divided i nto three
ki nds species when genetic distance was 0 .36 , six kinds when it was 0 .16 .[ Conclusion] The classification result with PODisozymes electrophoresis was
consistent with whichidentified by fruit characters .
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  同工酶是指“催化反应相同而结构及理化性质不同的一

组酶”。同工酶技术是通过电泳和组织化学方法进行特异性

染色而把酶蛋白分子分离, 并将其位置和活性直接在染色区

带标记出来, 酶蛋白所显示的图像称为酶谱。该技术逐渐成

为分子水平上研究生命现象的一种重要手段[ 1] 。育种学家、

种质资源保藏机构和种子公司等都希望对品种、品系、自交

系、种质材料或商品种子进行快速、准确的鉴定。就杂种的

鉴定意义而言, 不仅是杂种一代品种纯度检测的方法, 而且

也是缩短育种周期的必要措施, 由于同工酶技术在这方面具

有简便、准确、快速的优点 , 因而 , 受检测的蔬菜种类日益增

多, 目前已见报道的蔬菜达20 多种[ 2] 。

1  材料与方法

1 .1 材料  试验用的12 份辣椒材料见表1。

表1 试验用辣椒

Table 1 Hot peppers for experment

编号No . 名称Name 编号No. 名称Name

1 九香 7 朝天椒-1
2 二金条 8 川泡1 号
3 胶州长海椒 9 朝天椒-2
4 泸州长海椒 10 朝天椒-3
5 野山椒-1 11 墨西哥椒
6 野山椒-2 12 川泡1 号-4

1 .2  仪器  CONSORT- E844 电泳仪、DYCZ-28A 单面垂直板

电泳槽、微量进样器( 50 μl) 。

1 .3  不同浓度凝胶POD 同工酶电泳  浓缩胶配比为4 # ∶

5 #∶3 #∶6 # = 1∶2∶1∶4 ; 分离胶浓度设计参照文献[ 3] 方法但有

所改动 , 分离胶配比设计如下 :A,1 # ∶2 #∶3 #∶水= 1∶2∶1∶4 , T

= 7 % , C = 2 .5 % ; B,1 # ∶2 # ∶3 # ∶水= 1∶2∶1∶3 , T = 8 % , C =

2 .5 % ;C,1 #∶2 #∶3 #∶水= 1∶3∶1∶3 , T = 10 % , C = 2 .5 % 。

同工酶电泳时, 母液配制如表2 所示。电极缓冲液( 7 号

母液) 用时稀释10 倍。

表2 凝胶母液配制

Table 2 Preparationof gel mother liquor

试剂名称

Name of reagent

母液编号No . of mother liquor

1 2 3 4 5 6 7

1 mol/ LHCl 48 ml 48 ml

Tris 36 .6 g 5 .98 g 6g

TEMED 0 .23 ml 0 .46 ml

Acr 28 .0 g 10 g

Bis 0.74 g 2.5 g

AP 0 .56 g

Gly 28 .2 g

蔗糖Sucrose 40 g

水Water 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml

pH值 pHvalue 8 .9 6.7 8 .3

1 .4  POD 同工酶电泳 按一定的比例依次配好浓缩胶和分

离胶, 灌胶, 凝固后用微量进样器加样, 每泳道加20 μl 酶液 ;

在2 个电极槽中缓慢注入电极缓冲液, 在加入时应注意防止

气泡的产生; 在上槽电极液中滴加2 ～3 滴溴酚蓝做指示剂 ,

在2～4 ℃的冰箱内电泳, 预电泳电流1 mA/ c m, 进入分离胶

后加大到2 mA/ c m; 待指示剂移动到离底部1 c m 时, 停止电

泳, 剥胶染色。

凝胶染色采用醋酸- 联苯胺法染色, 具体操作参照文献

[ 4] 方法。酶带显色后用自来水洗脱剩余的染色液置于蒸馏

水中, 凝胶板扫描分析采用SynGene GeneTools 系统。

1 .5  聚类分析  提取12 个品种材料健康成株叶片的酶液 ,

方法同上。采用垂直板不连续聚丙烯酰胺凝胶系统, 分离胶

浓度10 % , 上样量20 μl 。电泳方法及凝胶板染色、扫描同前。

2  结果与分析

2 .1  不同浓度凝胶 POD 同工酶电泳  关于同工酶电泳的
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报道很多, 但是综观所有发表的图文可以看出 , 几乎都是采

用传统的标准胶进行的电泳, 所得到的酶带多数都较模糊 ,

不易分辨。该试验以12 个辣椒为试验材料, 进行了不同分

离胶浓度分离效果的比较试验, 结果如图1 所示。从扫描图

谱来看, 标准的分离胶浓度对酶的分离效果不是很好, 酶带

少且每个谱带较宽, 拖尾比较严重, 不利于酶带的分析; 分离

胶浓度提高到10 % 时, 酶带分离效果最好, 产生的条带数目

多且清晰 , 非常有利于进行酶谱带的分析;8 % 分离胶浓度分

离效果居中。由此可见, 进行POD 同工酶电泳分析时分离胶

浓度以10 % 最适宜。

注 : 凝胶浓度 A :7 % ,B :8 % ,C:10 % 。

Note :Gel concentrations of A ,B ,C were 7 % ,8 % and 10 % .

图1 不同浓度凝胶POD 同工酶电泳扫描

Fig .1 Electrophoresis scanning of PODisozyme withdifferent gel concentrations

2 .2 品种聚类分析 12 个材料的辣椒成株叶片的POD 同工

酶扫描图谱如图2 所示, 由电泳扫描图谱可见, 所有品种都

出现了 Rf 为0 .17 、0 .21 和0 .42 的3 条带, 这可能是辣椒的特

征谱带。所有试材共出现了8 条酶带, 其中川泡1 号、川泡1

号-4 酶带数最多( 8 条) , 野山椒- 1、野山椒-2 、朝天椒-2 酶带

数最少( 3 条) 。所有品种的 Rf 值为0 .18 ～0 .51 , 酶带的差异

主要表现在第3、第6 条酶带。

注 :1 ～12 为材料顺序。下同。

Note : 1 - 12 are material sequences .The same as follows .

图2 12 个辣椒材料POD 同工酶酶谱

Fig .2  Electrophoresis scanning of PODisozyme of 12 hot pepper

materials

  用 1 和 0 记 录 条带 的 有无 , 形成 1/ 0 距 阵, 利 用

NTSYSpc2 .10 的SI MQUAL 法计算材料间遗传相似系数及相

似系数矩阵, 用SAHN 功能按照 UPGMA 法进行聚类分析, 再

用TreePlot 功能绘出聚类分析树状图( 图3) 。根据聚类分析,

亲缘关系越近的种类 , 相似系数越接近于1 , 遗传距离越接近

于0 , 彼此无关的种类其相似系数越接近于0 , 遗传距离越接

近于1。从树形图可以看出辣椒属12 个品种在遗传距离0 ～

0 .51 , 当遗传距离为0 .36 时 , 可以将它们分为3 类: 第1 类 :

九香、二金条、胶州长海椒、泸州长海椒、川泡1 号、朝天椒-2 、

朝天椒-3、墨西哥椒、川泡1 号-4 ; 第2 类: 野山椒-1、野山椒-

2 ; 第3 类 : 朝天椒- 1。当遗传距离为0 .16 时, 可以将它们分

为6 类: 第1 类: 九香、二金条、胶州长海椒、泸州长海椒、朝天

椒-3 ; 第2 类: 朝天椒-2 ; 第3 类: 川泡1 号、墨西哥椒、川泡1

号-4。川泡1 号是由墨西哥经选育出的, 川泡1 号-4 是由川

泡1 号选出来的果大、果型正的材料, 所以三者亲缘关系非

常相近 ; 第 4 类: 朝天椒- 1 ; 第 5 类: 野山椒-1 ; 第 6 类: 野

山椒-2 。

图3 12 个不同抗性辣椒材料聚类树形图

Fig .3  Dendrogramof 12 varieties of hot pepper material cluster

with different resistances

3  讨论

植物在进化过程中, 形成了不同亲缘关系的物种。一定

的亲缘关系反映了植物在基因型上存在某种相关 , 在分类学

中一般依据物种所表现的性状, 来判别这种亲缘关系。同工

酶是具有相同功能而结构和性质不同的蛋白质分子, 它的合

成主要受基因的控制, 根据分子遗传学理论, 生物差别的根

源在于蛋白质分子的氨基酸顺序, 其亲缘关系越近, 氨基酸

顺序也越接近, 同工酶作为蛋白质的一种也有同样的性质。

因此, 分析同工酶的酶谱特征, 将其作为物种分类的一种重

要指标[ 5～8] 来研究种类间的亲缘关系。

许多学者[ 9 - 11] 认为, 只要取样时期和器官得当,POD 同

工酶具有较好的稳定性和重复性 , 能应用于分类和亲缘关系

的研究, 并且在这方面取得了一些成绩。到目前为止应用

POD 同工酶对物种进行分类和亲缘关系的报道已经有很多 ,

在蔬菜分类方面应用也较多, 如芥菜[ 12] 、茄子[ 13] 、南瓜[ 14] 、茭

白[ 15] 等。

  该研究12 个辣椒材料在遗传距离0 ～0 .51 , 当遗传距离

为0 .36 时, 可以将它们分为3 大类 ; 当遗传距离为1 .9 时, 可

( 下转第9007 页)
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有显著的抑制作用。这说明在甘蔗生产上如果过量施用氮

肥特别是 NH4
+- N 如尿素将不利于某些甘蔗品种体内的固

氮菌进行生物固氮。但过量的氮肥对甘蔗氮代谢的影响程

度究竟有多大, 以及对甘蔗生物固氮的发挥影响程度如何都

需进一步探讨。
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以将它们分为6 类。其中川泡1 号、墨西哥椒、川泡1 号-4 一

直被归为一类, 这是因为川泡1 号是由墨西哥经选育出的 ,

川泡1 号- 4 是由川泡1 号选出来的果大、果型正的材料, 所

以三者亲缘关系非常相近。

在我国民间, 很早就根据辣椒果实性状将辣椒分为牛角

椒、朝天椒、线椒、圆锥椒、大甜椒等。根据果实的辣味程度

分为甜椒类型、半辣类型、辛辣类型。根据熟性的早晚分为

早熟椒、中熟椒、晚熟椒。我国辣椒的园艺学分类, 尚未形成

公认的完整体系。1923 年, 贝利将辣椒分为5 个变种, 分别

为: 樱桃椒、圆锥椒、簇生椒、长椒、灯笼椒。我国目前的蔬菜

学教材采用贝利的这种分类方法。该研究辣椒属12 个品种

利用POD 同工酶进行分类, 分类结果与根据辣椒果实性状进

行的分类基本一致 , 说明利用同工酶分类法可行。
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