
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2012, 34(6): 580–589 http://www.cjcb.org

具簇毛麦6VS的小麦抗白粉病近等基因系的培育与

蛋白质组检测
段　爽　王　炼　甘　富　刘晓颖　王振英　彭永康*

(天津师范大学生命科学学院, 天津 300387)

摘要      利用具Pm21的小麦–簇毛麦染色体易位系6AL/6VS为抗病供体, 与对白粉病敏感的

优良小麦栽培品种京411为轮回亲本杂交、F1个体回交7次, 培育了近等基因系(near-isogenic line, 
NIL)。利用蛋白质组技术, 检测了NIL的选择效率, 叶子蛋白质组分析发现, NIL中有43.8%的蛋

白质组斑点变化倾向于抗病供体亲本6AL/6VS, 56.2%的蛋白质组斑点变化倾向于轮回亲本京

411。胚根中有41.7%的蛋白质组斑点变化倾向于抗病亲本6AL/6VS, 58.3%的蛋白质组斑点变化

倾向于轮回亲本京411。通过MS/MS分析, 在NIL中有23个蛋白质斑点产生表达变化, 它们是: ATP 
synthase beta subunit、glycosyltransferase family 2 protein、 Rab7/RabG-family small GTPase、COP1-
interacting protein 7、cryptochrome 1a、ribosomal protein L16、transcription initiation factor TFIID 
subunit、23.5 kDa heat-shock protein、POR、RIC1、NBS-LRR resistance protein、transcription fac-
tor、serine/threonine-protein kinase haspin、F-actin capping protein beta subunit、mitochondrial protein 
translocase family、maturase K、NADH dehydrogenase subunit F、chloroplast Tha 4-2、mitochon-
drial translational initiation factor、ATP binding protein、SNF-1 related kinase、heat shock protein 70
和lipase family protein。这些蛋白质斑点的功能涉及能量代谢、糖代谢、信号传导、光合反应、

DNA和蛋白质合成以及环境胁迫。蛋白质组检测所得结果能反映出NIL的培育与选择效果。
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由于白粉病在我国南北麦区的日益加重和小

麦本身存在的抗原单一所导致的遗传脆弱性, 因此, 
异原物质的导入, 特别是带有抗白粉病目的基因染

色体或染色体片段的导入, 对提高小麦的抗白粉病

有十分重要的作用。6AL/6VS是我国学者刘大钧、

陈佩度将簇毛麦6V染色体导入栽培小麦, 育成6V代

换系, 从6V代换系与农艺亲本的杂交和辐射后代中

选育出的小麦–簇毛麦染色体易位系[1]。研究证明, 
在6VS上存在着一个抗性最强、抗谱最广的Pm21
基因[2-6]。因此, 对携带Pm21基因资源的6VS的利用, 
对我国小麦抗白粉病育种意义重大。

近等基因系(near-isogenic line, NIL)是指遗传

背景相近, 目标基因不同的一对品系。由于它可以

用于基因多效性分析、目标基因分离、基因精细定

位、克隆等研究, 因此, 是遗传学和育种研究的珍贵

材料。在小麦中, 已有多种具有目标基因的NILs被
选择成功, 并应用于相关的领域中[7-15]。

本研究中, 我们利用具有Pm21的6AL/6VS为抗

病供体, 以对白粉病敏感的小麦优良品种京411为
轮回亲本, 通过杂交、回交和白粉菌胁迫下的个体

选择, 配制了抗白粉病NIL 6AL/6VS×京4117, 并对

6AL/6VS中Pm21的抗、感遗传特性进行了分析, 
同时利用蛋白质组技术, 对NIL的选择效率进行了

检测, 以期使NIL在小麦抗病育种方面发挥积极作

用。

1   材料与方法
1.1  材料

小麦(T. aestivum)–簇毛麦(H. villosa)染色体易

位系(6AL/6VS)、栽培小麦(T. aestivum)京411, 白粉

菌15号优势小种(powdery mildew No.15 isolate)。上

述材料分别由中国农业大学、南京农业大学和中国



段　爽等: 具簇毛麦6VS的小麦抗白粉病近等基因系的培育与蛋白质组检测 581

农业科学院植物保护研究所惠赠。

1.2  Pm21抗、感白粉病遗传特性鉴定与NIL的培育 
1.2.1    Pm21抗白粉病遗传特性鉴定        分别以

6AL/6VS为♀、♂亲本, 与京411配制杂交组合2对, 
对F1群体和F2分离个体用华北地区流行的白粉菌15
号生理小种进行苗期人工接种, 以鉴别Pm21的抗性

遗传特性。

1.2.2    NIL的配制和白粉病抗性鉴定        以京411为
母本与6AL/6VS杂交, 获F1, 再以京411为父本, 连续

回交7代, 自交1代后, 配制成NIL 6AL/6VS×京4117。

每一杂交、回交世代用白粉菌人工感染, 鉴别NIL
对白粉菌的抗性, 具体做法如下: 在温室和田间条件

下, 当小麦第1片叶完全展开后进行人工接种, 15 d
后进行抗性鉴定。幼苗对白粉病的反应根据Liu[16]

和Wolfe[17]的方法制定, 反应等级为O、O;、1/2和3/4
共4个等级, 其中O表示免疫, O;表示过敏性坏死反

应, 1/2表示抗病, 3/4为感病。

1.3  NIL选择效率的蛋白质组检测 
1.3.1    蛋白质制备        按照Yan等[18]的方法制备蛋

白质, 以液氮研磨叶片、胚根组织, 将匀浆悬浮于含

0.07%(W/V)二硫苏糖醇(DTT)的10%冷丙酮中, –20 ºC
下温育1 h, 然后在3 500×g下离心5 min, 碎片重悬

在含有0.07%(W/V) DTT的丙酮中, 在–20 ºC下温育

1 h后, 1 500×g下离心30 min, 这一步骤重复3次。将

样品冻干, 然后溶解于样品缓冲液[8 mol/L尿素, 
35 mmol/L Tris, 4%(W/V) 3-[(3-胆酰胺丙基)-二乙胺]-
丙磺酸(CHAPS), 1% pH5∼7两性离子, 0.4% pH3∼10
两性离子, 1%(W/V) DTT], 参考Bradford[19]的方法测

定蛋白质含量, 并以BSA作为标准。

1.3.2    双向凝胶电泳分析        参阅Castro等[20]的

方法进行蛋白质的双向凝胶电泳(2-dimensional gel 
electrophoresis, 2-DE)分析。利用pH3∼10的固相化

pH梯度(immobilized pH gradient, IPG)胶条, 长度为

13 cm, 根据Bio-Rad产品说明书操作。取每个待分

析样品各60 µg, 用样品缓冲液稀释至300 µL, 将干

胶条在含待测样品的缓冲液中水化10 h(300 V), 使
待测蛋白质样品吸入胶条中。

第一向等电聚焦程序如下, 分别在300 V和1 000 V
下1 h, 然后将电压调至8 000 V下2 h。电泳结束后, 
胶条在平衡液[60 mmol/L Tris-HCl, pH6.8, 1% DTT, 
1%甘氨酸, 2%十二烷基硫酸钠(SDS)]中平衡20 min。
电泳的第二向参考Laemmli[21]介绍的浓度为12.5%

的SDS-PAGE。将经聚焦后的凝胶条放在垂直板状

胶的上面, 用1%的内含0.15 mol/L Bis-Tris/0.1 mol/L 
HCl和0.2%(W/V) SDS的琼脂糖封胶, 并使其聚合。

80 V下电泳5 h。为保证实验结果的准确性, 每次实

验重复3次, 并保证取材、实验条件、染色等的一致

性, 最后取蛋白质斑点清晰、分散性好的胶作为实

验结果, 记录分析。采用银染法[22]显色。对MS分析

胶用GS-800考马斯亮蓝染色。用色谱扫描记录图像, 
用PDQuest 2-DE分析软件(Bio-Rad)进行凝胶斑点检

测、匹配和差异斑点鉴别, 并根据Sweetlove等[23]采

用的差异蛋白斑点丰度高于或低于对照0.3倍作为

差异显著标准, 确定对照和处理组之间有差异的蛋

白质斑点, 进行质谱分析。

1.3.3    凝胶消化和MALDI-TOF MS分析        从制

备胶上切下经鉴别有差异的蛋白质斑点, 用超纯水

洗3次, 50 mmol/L NH4HCO3脱色2次, 100%乙腈干

燥, 用0.1%三氟乙酸(TFA), 在50%乙腈溶液中, 
37 ºC消化过夜, 将制备物混匀、冻干, 溶解在含有

1%TFA和50%的5 mg/mL α-氰基-4-羟基肉桂酸

(CHCA)中。利用ABI4700型(USA)正离子生物质谱

仪进行MALDI-TOF MS分析。以胰蛋白酶自动降

解片段为内部标准校正。通过MASCOT软件(http://
www.matrixscience.com/), 在NCBInr绿色植物数据

库(Viridiplantae)进行查询。为了表明新鉴别的蛋白

质的可靠性, 除个别功能未确定的推测蛋白质斑点

外, 每个被鉴别的蛋白质序列覆盖率至少达15%, 得
分在35以上, 肽质量数误差范围为±0.1 Da, 未水解

酶切位点数为1。

2   结果
2.1  位于6VS中Pm21的抗病遗传特性和NIL对白

粉菌的抗性反应

6VS中由于含有Pm21, 对15号生理小种呈免疫, 
小麦优良品种京411对白粉菌高度敏感, 6AL/6VS与
京411杂交F1表现为抗病, 而F1自交所得到的143个
单株中, 106株为抗病, 37株为感病, 抗、感比例符合

孟德尔3:1分离规律( x2 3:1=0.0294, x2 0.05=3.84), 表
明位于6VS中的Pm21为显性基因, 呈单基因遗传。

NIL是连续7个世代与京411回交, 在白粉菌胁迫下选

择得到的, 其外形与京411已十分接近, 但对白粉菌

表现出很强的抗病性(图1), 证明NIL从形态和抗病

性上兼具了双亲的特性。
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2.2  6AL/6VS、京411和NIL叶片、胚根蛋白质组

比较

利用2-DE技术, 对6AL/6VS、京411和NIL叶片

和胚根的蛋白质组进行了分析。图2为6AL/6VS、
京411和NIL 3天叶片蛋白质组谱型, 其中, 第一向水

平轴表示的是等电聚焦, pH范围是4.5∼8.6, 第二向

为表示分子量的SDS-PAGE垂直胶, 多数斑点的分

子量范围位于14 kDa∼97 kDa, 部分蛋白质斑点的分

子量大于97 kDa。双亲(6AL/6VS、京411)叶片中有

多于1 000个蛋白质斑点被检测到, 胚根中约有800
个左右的蛋白质斑点, 为便于NIL与双亲的蛋白质

组相似性进行比较, 以便从蛋白质组角度分析NIL
的选择效果, 我们根据以往研究者们采用的蛋白质

斑点含量超过或低于0.3倍为差异显著性标准。比

较结果发现, 叶片中和胚根中, 双亲间(6AL/6VS、
京411)相比较, 高于90%的蛋白质斑点含量无明显

差异, 但分别约有60个左右(叶片)和55个左右(胚根)
的蛋白质斑点上存在差异(图3)。而在NIL中, 与双

亲6AL/6VS、京411比较, 则有多于50个以上的蛋白

a: 6AL/6VS; b: 近等基因系; c: 京411。
a: 6AL/6VS; b: near-isogenic lines(NIL); c: Jing 411.

图1　6AL/6VS、NIL和京411对白粉病的抗性反应

Fig.1　The response of 6AL/6VS, NIL and Jing 411 to
powdery mildew

质斑点产生明显的上调或下调现象。其中叶片中

23个, 胚根中27个。在叶片的23个斑点中, 11个斑点

偏6AL/6VS, 12个斑点偏京411。在胚根的27个斑点

中, 偏6AL/6VS的有12个, 偏京411的15个。为便于

质谱分析, 我们在NIL的叶片和胚根中与双亲蛋白

质表达差异大于0.3倍的28个斑点(叶片16个、胚根

12个)作了比较分析, 发现在叶片的16个蛋白质斑点

中, 斑点1、2、3、9在6AL/6VS中含量丰富, 而在京

A: 京411; B: 6AL/6VS; C: 近等基因系。

A: Jing 411; B: 6AL/6VS; C: near-isogenic lines(NIL).
图2　小麦6AL/6VS、轮回亲本京411和NIL叶片2-DE银染胶

Fig.2　Sliver-stained two-dimensional electrophoresis profiles of leaves proteins from 6AL/6VS,
recurrent parent type Jing 411 and NIL in T. aestivum
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411中相对较少, NIL中则偏京411; 斑点4、8、13、
14在6AL/6VS中含量少, 而在京411中含量丰富, NIL
偏京411; 斑点5、12, 在6AL/6VS中含量少, 京411中
含量多, NIL偏6AL/6VS; 斑点6、7、10、11、16偏
6AL/6VS, 斑点15偏京411(图2)。

在胚根中, 斑点1在6AL/6VS中不存在, 但在京

411和NIL中均存在, NIL偏京411; 斑点2、3、4、9、

11偏6AL/6VS; 斑点5、6、7、8、10、12偏京411(图3)。
在上述叶和胚根28个有含量变化的蛋白斑点

中, 通过比较, 发现多数蛋白质斑点变化偏向于轮回

亲本京411, 如在叶子中有56.2%的蛋白质斑点变化

倾向于京411, 在胚根中有58.3%的蛋白质斑点变化

倾向于京411(表1)。这也许是因为NIL是连续7次与

京411杂交后得到的, 但这一现象需进一步研究。

表1　6AL/6VS、京411和NIL特异蛋白斑点表达特性

Table 1　Expression characterization of special protein spots in 6AL/6VS, Jing 411 and NIL
组织 斑点号                     特异蛋白质斑点表达特性                倾向性

Tissue Spot No. Expression characterization of special protein spots             Tendency
  6AL/6VS Jing 411 NIL 6AL/6VS Jing 411
Leaves 1、2、3、9 much little little  √

 4、8、13、14 little much much  √

 5、12 little much little √

 6、7、10、11、16 much little much √

 15 much little little  √

Roots 1 inexistence existence existence  √

 2、9 little much little √

 3、4、11 much little much √

 5、6、7、8 little much much  √

 10、12 much little little  √

2.3  特异斑点的质谱鉴定

选择了NIL的叶片和胚根中28个特异蛋白斑点, 
进行了胰蛋白酶消化的MALDI-TOF MS分析, 其中

叶片中的斑点7、8和胚根中的2、4、8三个斑点未

能鉴别。23个蛋白质斑点的归属得到鉴别。图4是
叶片中斑点1的质谱结果图, 作为质谱分析例子。

A: 京411; B: 6AL/6VS; C: 近等基因系。

A: Jing 411; B: 6AL/6VS; C: near-isogenic line(NIL).
图3　小麦6AL/6VS、轮回亲本京411和NIL胚根2-DE银染胶

Fig.3　Sliver-stained two-dimensional electrophoresis profiles of roots proteins from 6AL/6VS, recurrent parent 
type Jing 411 and NIL in T. aestivum
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表2　蛋白质斑点的质谱鉴别

Table 2　Identification of protein spots by MS/MS
组织 蛋白 序列号 分子量 等电点 蛋白质名称 蛋白质 序列覆 归属

 质点     得分 盖率(%)
Tissue Spot  Accession Molecular  Isoelectric  Protein name Protein  Sequence  Taxonomy
 No.  weight point  score coverage(%) 
Leaves 1 gi|2792202 55192 7.7 NBS-LRR resistance protein 52 33 H. vulgare
 2 gi|3327870 26388 5.29 COP1-interacting protein 7 27 28 A. thaliana
 3 gi|77963974 78444 5.35 Cryptochrome 1a 50 24 H. vulgare
 4 gi|289599801 6456 11.93 Ribosomal protein L16 34 57 H. dentata
 5 gi|255583916 23105 5.03 Transcription initiation factor TFIID subunit 31 27 R. communis
 6 gi|168034819 24155 5.21 Rab7/RabG-family small GTPase 42 33 P. patens subsp
 9 gi|25555104 68497 8.51 Transcription factor 43 13 R. communis
 10 gi|226503992 67226 5.90 Serine/threonine-protein kinase Haspin 40 8 Z. mays
 11 gi|195628050 27782 4.83 F-actin capping protein beta subunit 50 18 Z. mays
 12 gi|255073599 14238 8.26 Mitochondrial protein translocase family 41 29 M. sp. RCC299
 13 gi|71891344 31506 9.36 Maturase K 48 17 H. barbata
 14 gi|45594108 41029 8.71 NADH dehydrogenase subunit F 45 10 Q. indica
 15 gi|116000410 13483 11.74 Chloroplast Tha 4-2 46 72 O. tauri
 16 gi|223527418 110058 6.86 Mitochondrial translational initiation factor 64 13 R. communis

Roots 1 gi|147225062 23557 4.89 23.5 kDa heat-shock protein 44 56 T. monococcum
 3 gi|10720233 43623 9.2 POR 50 60 D. carota
 5 gi|226461913 33453 9.46 Glycosyltransferase family 2 protein 52 51 M. pusilla
 6 gi|30685713 24182 9.89 RIC1 45 65 A. thaliana
 7 gi|255582911 60003 6.01 ATP synthase beta subunit 42 54 R. communis
 9 gi|223539111 20984 8.63 ATP binding protein 40 19 R. communis
 10 gi|25990319 2900 9.69 SNF-1 related kinase 43 100 H. vulgare
 11 gi|163311872 7399 4.96 Heat shock protein 70 36 82 C. annuum
 12 gi|77548668 43111 6.99 Lipase family protein 46 24 O. sativa

图4　NIL叶片中斑点1的质谱鉴别

Fig.4　Identification of spot 1 of NIL leaves
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表3　特异蛋白的部分氨基酸序列

Table 3　The partial amino acid sequence of protein spots which were identified by MS/MS
组织       序列

Tissue       Sequence
叶 Leaf
Spot 1: NBS-LRR resistance protein
  1                                                                                                   LE DVGIPTSDTN

101  SRSKLILTSR YQEVCFQMNA QRSLIKMQIL GNDASWELFL SK                              S CGGLPLALNV IGTAVAGLEE SEWK       

201                                                                                                                 

301                                 L PRISIMSNNI TELSFSPKCK                           TMSSLKVL DLSYTAITSL PECDTLVALE

401  HLNLSHTHIM R             HLDLSVT VALEDTLNNC SKLHK                                                              

Spot 2: COP1-interacting protein 7
  1   DPRTR                                             SVS DQISK                                                  

101                                    STALSKTKG ETDGDTVEEN SK     VLE NRKAALCKEQ AMAYAR                           

201                        MWVDQITAMQ AFPRP

Spot 3: Cryptochrome 1a
  1                    TVV WFRR                                             WWLSQ SLK        RLGASR                

101                                                                               CLCMVDPPAP MLPPKRINSG DLTR       

201                                                                           KVF HQVRMKQLTW SNESNR            SIG 

301  LREYSR                                         TGYPLVD AGMRELWATG WLHDR  VVV SSFFVKVLQL PWR                   

401                   ELDR IDNPQFEGYK FDPYGEYVRR                                                                   

501                                                         RADQMVPSI TSSLVR                                       

601   EQVASDGTA AR                                                                              LMNWNQL SQSS       

Spot 4:  Ribosomal protein L16
  1                           ICFGRYA LQALEPAWIT SRQIEAGRRA MTRN    

Spot 5: Transcription initiation factor TFIID subunit
  1  MTVFIKSRAM K                                                                                   FPS TADPDK     

101                 YESFRR SALQKANMRR LLVSITGSQK                            IVMTE R                            RSV

201  PR   

Spot 6: Rab7/RabG-family small GTPase
  1  MSARK                             KFSNQYKAT IGADFLTKEV QVEDR

101                                       VDVDGG NSRVVSEK          GGI PYFETSAKED FNVDAAFQVI AKNALK

Spot 9: Transcription factor
  1                                AS VNVALSEHSS R

101 

201                                                  YCECFQ ANILCSENCK

301                                                                             S PLAGILQPQD VKK

401    MDMQPGGD DNR

501                              DFLN RLITCGSIK

601                ALLPIGN GEVNPENK

Spot 10: Serine/threonine-protein kinase Haspin
  1                                                                                                                

101                                              GMGQNLIIHD LPAILER

201                                                                                       KL GEGTYGEAYR

301                                                             VCQGPY DPFLISAWED YDAKR

Spot 11: F-actin capping protein beta subunit
  1                                                ESLKEYIL CEYNR

101                                                                                  QSGTFNL SGSIRR

201      MIEEME GKLRNSLDQV YFGK

Spot 12: Mitochondrial protein translocase family
  1                                               EQTVFNRAL  DK      VT VRVGTPMTGY GR         QHVPHVVHVD GAGR

Spot 13: Maturase K
  1                                                         KSIYIFSQS NPR                                    VFLE

101   RIYFYGK                              YQGKF ILSSK                                         HSLDFLGY LSSVR

Spot 14: NADH dehydrogenase subunit F
  1                                         SQNM VLMGGLKK

101                                                                                       NM IRPFITIPRF GPQK



586 · 研究论文 ·

201                                                                                                      HWNLLNLFV

301  KR                                                     

Spot 15: Chloroplast Tha 4-2
  1    ATATSTPA SLRSTTRRTH RERTVRPSRT SAPRAVAHK  DRVVVRGLFG LGLPEIVVIG GVAAVLFGPQ K                                

101  MGWGETDASR SVSCGGDIAR ER                                 

Spot 16: Mitochondrial translational initiation factor
  1                                                                                                               

101                                                                                                                

201                                                         LESQSSFPLR PVQPPLRPQP K

301               QPILVDKF ARK

401                                                                          MICK EHDVEVIDVA PVRFEEMAR

501                                                    VLT  PVDGKMQPCV FLDTPGHEAF GAMRARGAR

601                                                                                                                

701                                                                                 AEARAELL RNERITAKAG DGK

801

901                                AV FSSGSGRVAG CMVTDGKVVK             TIHVGVLDS LR

胚根 Root
Spot 1: 23.5kDa heat-shock protein
  1  MASAVDCKGE DSAPASLLK                              EVSR YDDDDDYSAR

101               WVAKEDDD AVYLKVPMPG LTKEHVEVRA DKNILVIKGE GEKQPWDGDD DDSKVPRYNR RIEVPAADAY KMDKIKAEMK NGVLWVTLLK  

Spot 3: POR
  1  MALQAASFLP SSFSINKEGK                       TDFSSLRTRR GCRQISQTGA IRSQAVATTP SVNRATGEGK K    GSVII TGASSGLGLA

101  TAKALAETGK WHVIMACRDF LK      SA GMPKENYTIM HLDLASLDSV R

201      LLLDDL NKSDYPSKR                               GLA GGLNGMNSSA MIDGAEFDGA KAYKDSKVCN MLTMQEFHR

301                 EHIPLF RTLFPPFQKY ITKGYVSEAE SGKRLAQVVS EPSLTKSGVY WSWNK                      KVWEV SEKLVGLA   

Spot 5: Glycosyltransferase family 2 protein
  1  MSSTRRSPRV GDAAAAR                              RLDVDA FVAFARASTR                         EIRDRAPA GAVEILADRA

101  NVGKAEAVRR GLR                            L FRDVFETRPE IDIVFGARVG LLGRDISRSM TRHYMGR                        M

201  FK                    TRWVFDVEML ARFHALAVAD GSAPVRERVY EFPLLRWK         ASDV VK                          DDDS

301  S

Spot 6: RIC1
  1   ATTMKGLLK               EQEMQIG FPTDVK                               GQVVSR GNSNKYNPQG TNQRGAGLK

101   QKTRRKPGG AASPNHNGSP PRKSSGNAAS SDEPSKHSRH NRSAHGSTDS SNDQEPSVR    GGIPAPDT EVPNQIPDGS APPR

201       KSSKG KPENSVDTTC NDII                             

Spot 7: ATP synthase beta subunit
  1  MASRRLLSSL LRSSTRRSVS K          LSTPSPISTR              TSEYATSAA AAAAPPSTSE GVKGSGGGK         GAI GQVCQVIGAV

101  VDVRFDEGLP PILTALEVLD HSIR                T IAMDGTEGLV R                  AT LGRIINVIGE PIDEKGDLKT DHFLPIHREA

201  PSFVDQATEQ QILVTGIKVV DMLAPYQRGG K            TVLIMELI NNVAKAHGGF SVFAGVGER   EGNDLYREM IESGVIKLGD KQAESKCALV

301  YGQMNEPPGA R                                                 IPSA VGYQPTLATD LGGLQERITT TK

401                                                                                                     KIQK

501                    ESV ASFQGVLDGK YDDLPEQSFY MVGGIEEVIA KADK          

Spot 9: ATP binding protein
  1  MAAPGKCLLV SGPPGVGKTT LIMR

101      EDTDLF IIDEVGK                                                                                             

Spot 10: SNF-1 related kinase
  1  MDRNNRGGGH SEVLKNYNLG KTLGLGT                                                                                  

Spot 11: Heat shock protein 70
  1  QTTIEIDSLY EGIDFYSTIT RAR            CMEPVE KCLRDAKMDK STVHDVVLVG GSTR                         

Spot 12: Lipase family protein
  1           T CYPSAAVARR GGGGGRCCSV VRSSLATSSP ATCKPSGMMR                                        AAY ASFDFDGGAP

101  SSYGSCR                    VTGIL HAASTSAPGW LSCR                        DVVI AFRGTATCGE WVDNFK                

续表3
组织       序列

Tissue       Sequence
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表2和表3分别是NIL叶片和胚根中鉴别的蛋

白质种类和部分氨基酸序列。所鉴别的蛋白质为, 
叶片中: 斑点1, NBS-LRR resistance protein; 斑点2, 
COP1-interacting protein 7; 斑点3, cryptochrome 1a; 
斑点4, ribosomal protein L16; 斑点5, transcription ini-
tiation factor TFIID subunit; 斑点6, Rab7/RabG-fam-
ily small GTPase; 斑点9, transcription factor; 斑点10, 
serine/threonine-protein kinase haspin; 斑点11, F-actin 
capping protein beta subunit; 斑点12, mitochondrial pro-
tein translocase family; 斑点13, maturase K; 斑点14, 
NADH dehydrogenase subunit F;  斑点15, chloroplast 
Tha 4-2; 斑点16, mitochondrial translational initiation 
factor。胚根中: 斑点1, 23.5 kDa heat-shock protein; 
斑点3, POR; 斑点5, glycosyltransferase family 2 protein; 
斑点6, RIC1; 斑点7, ATP synthase beta subunit; 斑点

9, ATP binding protein; 斑点10, SNF-1 related kinase; 
斑点11, heat shock protein 70; 斑点12, lipase family 
protein。

它们的功能涉及能量代谢、糖代谢、信号转导、

光合反应、蛋白质合成、DNA合成和环境胁迫等。

3   讨论
3.1  6AL/6VS中含抗白粉病基因Pm21 NIL的创建

和在小麦抗病育种中的应用

NIL是具有供体目标基因和轮回亲本优良特

性的一种特殊遗传材料。小麦中, 通过杂交和多代

回交已培育了包括抗病性在内的许多目标性状的

NILs, 这不仅为目标基因的克隆、目标基因遗传特

性的研究奠定了基础, 而且在生产上也有重要的应

用价值[24-27]。6AL/6VS中含有对小麦白粉病免疫的

Pm21, 因此, 创建具有Pm21的小麦NIL, 对于小麦抗

病育种实践有重要意义, 我们利用6AL/6VS与对白

粉病敏感优良小麦品种京411杂交、回交, 培育了

NIL 6AL/6VS×京4117, 利用华北地区流行的白粉菌

15号优势小种检测, 表明我们培育的NIL具有强抗

白粉病的特性, 证明抗病基因Pm21已转移至NIL。
具簇毛麦6VS NIL的培育成功对改善目前小麦白粉

病抗原缺乏、原有白粉病抗病基因抗性减弱、丧失

和白粉菌生理小种不断出现的被动局面是有帮助的。

3.2  利用蛋白质组技术检测NIL的选择效率

NIL的培育和选择周期长, 用于本研究的6AL/ 
6VS×京4117需8年时间, 因此, 对于选择效率的评

价尤为重要。以往, 多数研究者们利用回交代数和

外部形态来评价选择效率, 但这种方法容易受发育

和环境条件影响。近几年, 利用分子检测技术如

AFLP[8]、SSR[11]、SNP[12]来评价NIL的选择效率, 发
现这种从分子水平上跟踪和评价NIL的选择效率, 
可靠性高, 不受发育和环境条件制约, 可以提高NIL
的培育进程和选择效率, 但这种方法也有明显的局

限性。因为NIL需兼具供体和轮回亲本的双重优良

特性, 而分子检测主要是侧重在NIL中寻找与目标

基因相连锁的分子标记, 并不能反映出轮回亲本的

选择效率。本研究中, 我们尝试利用蛋白质组技术

检测NIL的选择效率, 得出的结果表明, NIL中同时

具有6AL/6VS和京411的蛋白质组特征, 如在叶片中, 
斑点1、2、3、4、8、9、13、14、15偏轮回亲本

京411, 而斑点5、6、7、10、11、12、16则偏目的

基因供体6AL/6VS; 在胚根中, 斑点1、5、6、7、8、
10、12偏轮回亲本京411, 而斑点2、3、4、9、11则
偏6AL/6VS。也就是说, 利用蛋白质组技术, 分别找

到了能反映出双亲选择效率的蛋白质组谱型, 这一

尝试目前还未见报道, 也许在今后的NIL培育与选

择效率的评估中会有一定的用处。

3.3  NIL的蛋白质组变化与抗白粉病特性的关系

6AL/6VS抗白粉病, 而京411则对白粉病高度敏

感, 以6AL/6VS为抗病供体, 与京411杂交、回交而

得到的NIL对白粉病表现强抗, 叶片和胚根中的蛋

白质组也反映出双亲的谱型特征, 能不能从NIL的
蛋白质谱型上找到与抗性间存在的某些关系, 对于

提高NIL的抗白粉病选择效率有一定意义。但在本

研究中我们未能在NIL中找到与抗白粉病相关的蛋

白质斑点, 多数蛋白质斑点在表达量上的变化是倾

向于敏感亲本京411的。

这一结果似乎表明, NIL中蛋白质的谱型变化

与抗性间不存在直接的关系, 但如果我们从NIL的
蛋白质组分析结果与6AL/6VS、京411相比较, 有以

下两个方面值得思考: (1)NIL兼具了6AL/6VS和京

411的谱型特征, 能反映出NIL的培育与选择效率; 
(2)质谱分析表明, NIL中有表达量变化的蛋白质涉

及功能上的多样性(表1)。尽管NIL中有56.2%(叶子)
和58.3%(胚根)的蛋白质斑点变化倾向于感病亲本

京411, 但毕竟也有43.8%(叶子)和41.7%(胚根)的蛋

白质斑点变化倾向于6AL/6VS。NIL中抗白粉病特

性可能是众多功能蛋白质间互作效应产生的。作者
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认为本工作中, 利用蛋白质组技术结合白粉菌的人工

胁迫方法来检测NIL的选择效率是有一定意义的。
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Cultured and Proteomic Evaluation of Resistance Powdery Mildew 
Near-isogenic Line Contained the H. villosum 6VS

Duan Shuang, Wang Lian, Gan Fu, Liu Xiaoying, Wang Zhenying, Peng Yongkang*
(College of Life Science, Tianjin Normal University, Tianjin 300387, China)

Abstract        In this study, we cultured a near-isogenic line (NIL) of Jing 411 and we are also evaluation the 
selection effects of near-isogenic line by proteomic techniques. Jing 411, which is a fine wheat variety but suscep-
tible to powdery mildew pathogen, was crossed with wheat (H. villosum) chromosome translocation line 6AL/6VS. 
The donor of the resistance gene, F1 individuals then were back-crossed with Jing 411 seven times and selfed to 
produce progenice (NIL). The proteome of leaves and roots were investigated and the results indicated that 43.8% 
protein spots changed had a tendency to 6AL/6VS and 56.2% had a tendency to recurrent parent Jing 411 in leaves 
of NILS. In roots, 41.7% protein spots changed had a tendency to 6AL/6VS and 58.3% protein spots changed tend-
ed to recurrent parent Jing 411. 23 protein spots were identified by MS/MS. They were ATP synthase beta subunit, 
glycosyltransferase family 2 protein, Rab7/RabG-family small GTPase, COP1-Interacting protein 7, cryptochrome 
1a, ribosomal protein L16, transcription initiation factor TFIID subunit, 23.5 kDa heat-shock protein, POR, RIC1, 
NBS-LRR resistance protein, transcription factor, serine/threonine-protein kinase haspin, F-actin capping protein 
beta subunit, mitochondrial protein translocase family, maturase K, NADH dehydrogenase subunit F, chloroplast 
Tha 4-2, mitochondrial translational initiation factor, ATP binding protein, SNF-1 related kinase, heat shock pro-
tein 70 and lipase family protein. The identified proteins were found to de involved in diverse biological processes, 
covering energy pathway, glucose-metabolism, signal transduction, photoreaction, DNA and RNA synthesis and 
defense response. Proteome technique can be used to evaluation the selection effect of NIL.

Key  words        near-isogenic; 6AL/6VS; proteome; MALDI-TOF-MS; powdery mildew
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