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苹果不同继代次数的茎尖组培苗同工酶酶谱及 RAPD 

分析 
杜国强 师校欣 张庆 良 马宝妮 
( 河北农业大学园艺学院，保定 071001； 河北省农林科学院棉花研究所，石家庄 050051) 

摘 要：分别对不同继代次数 (3～90代)‘富士’、‘金冠’、‘乔纳金 ’苹果组培苗进行 POX、EST、 

AMY同工酶分析。结果表明，同一品种不同继代次数处理间均有一致的酶带谱型。利用超薄层等电聚焦电 

泳根据POX酶蛋白pI的差异可区分金冠和乔纳金两品种，同一品种不同继代次数的组培苗之间pI相同， 

组培过程未对 POX酶蛋白 pI产生影响。利用 25个随机引物对不同继代次数的苹果组培继代苗进行 了 

RAPD分析，其特征带型表现一致，未发现变异。说明苹果茎尖离体继代培养 90次以内具有较高的遗传稳 

定性。 
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Isozyme Patterns and RAPD Analysis of Apple Plantlets Repeatedly Subcul- 

tured in Vitro 

Du Guoqiang ，Shi Xiaoxin ，Zhang Qingliang ，and Ma Baokun 

(‘College ofHorticulture，Agricultural University ofHebei，Baoding 071001，China； Cotton Research 疵 e，Hebei Academy 

ofAgriculture and Forestry Sciences，Shijiazhuang 050051，China) 

Abstract：The genetic stability of apple plantlets repeatedly subcuhured in vitro for three to ninety times 

was examined by analysis of isozyme patterns of POX．EST and AMY，as well as RAPD．The results showed 

that there were clear difference in POX，EST，and AMY isozyme patterns among varieties，but there was no 

detetable difference in the same varieties with different times of subculturing．Th e POX isozyme was fur【her an． 

alyzed by using IEF electrophoresis． It was easy to distinguish between genotypes(i．e． ‘Golden Delicious’ 

VS． ‘Jonagold’)according to the pI of POX isozyme．However，no difference Was found in the same varieties 

with different times of subcuhuring．RAPD analysis with twenty—five 10．mer arbitrary primers revealed identi— 

cal bands for plantlets with different times of subcuhuring within a variety．Our results indicated that genetic 

stability of apple plantlets was maintained even after repeatedly subcuhured in vitro for up to ninety times． 
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苹果茎尖离体培养是快速繁殖无性系的有效方法，比传统的嫁接、扦插、压条等繁殖方法快万倍 

到数十万倍。但由于茎尖在离体条件下长期使用生长调节剂，使生长点分生组织一直处于不断分化的 

活跃状态，是否会增加变异机率，经过多代繁殖的组培苗是否仍然保持原有品种的遗传性状，这关系 

到组培快繁技术的实用化问题。前人的研究表明果树组培苗遗传稳定性受基因型、继代培养次数、培 

养条件 (如生长调节剂的应用)等因素的影响  ̈ ，如香蕉茎尖快繁后代存在一定比例的表现型变 

异，变异率随继代次数的增加而增加 。从生长与结果习性及孢粉学特征方面已有报道证实苹果茎 

尖组培苗保持了原有品种的特性 。本文对苹果不同代数茎尖组培苗进行同工酶酶谱及 RAPD分析， 

对其遗传稳定性进行评价，以期为苹果无病毒工厂化育苗提供理论基础。 
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1 材料与方法 

1．1 试材 

试材为苹果 (Malus domestica Borkh。)脱病毒茎尖组培试管苗，富士品种继代次数分别为3、9、 

60、90代；金冠品种为3、9、40、78代；乔纳金品种为 3、9、45、78代。每代选取培养 25～30 d 

的组培苗30株作为样品。 

1．2 同工酶分析 

垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳：采用不连续系统凝胶电泳，浓缩胶浓度 3．5％ (pH 6．7)；分离胶 

浓度7．5％ (pH 8．9)。电极液选用 pH 8．3 Tris／甘氨酸缓冲液。取组培苗幼叶0．2 g，加人 1 mL提取 

液 (Tris．HC1，pH 8．0，0．5 mmo]·L 蔗糖，1％ PVP)，冰浴研磨，8 000 r·rain 离心 10 rain，取上 

清液点样。采用稳流电泳，起始电泳每样孔电流 1 mA，当前沿指示剂 (0．2％百里溴酚蓝数滴电泳前 

加人电极缓冲液)走出分离胶时，每样孔电流加大到2 mA，溴酚蓝走到距胶板底部 1 em处时停止电 

泳。立即剥胶、染色 。检测 POX、EST和AMY。 

水平板超薄等电聚焦电泳：凝胶液中含 Acr+Bis 2．0 mL，Ampholine 0．6 mL，ddH20 5．4 mL、 

TEMED 10 L、过硫酸铵 (10％)60 L，凝胶厚度为0．5 mm。取组培苗幼叶0．2 g，加人 1 mL重蒸 

馏水，冰浴研磨，8 000 r·rain 离心 10 rain，取上清液点样。阴极为NaOH 1 tool·L～、阳极为0．5 

tool·L 磷酸。先预电泳 30 rain(稳压 60 V)，点样后，稳压 100 V 15 rain，然后稳流 15 mA (每样 

点 1 mA)，当电压升至 500 V时，去掉点样纸，调电压至650 V，稳压电泳直至电流降到0．2 mA，停 

止电泳。醋酸联苯胺法染色。 

1．3 RAPD分析 

采用改良CTAB法提取组培苗幼叶 DNAl7 J。PCR反应物体积为20 L，内含缓冲液 (Tris—HC1 10 

mmo]·L一。
，
KC1 50 mmo]·L一。

， 0．1％ Triton X．100)，MgC12 2．2 mmo]·L一。，dNTP 0．2 mmo]·L一。， 

1．5 unit Taq酶，0．2 I~mol·L 随机引物，50 ng样品 DNA。PCR反应条件：先 94~C 5 rain，冰浴 1 

rain，再94c【=50 s，40c【=90 s，72 c【=60 s，进行 35个循环，最后72 c【=10 rain。产物于0．9％琼脂糖凝 

胶、1倍 TAE电极缓冲液条件下电泳分离，溴化乙锭染色，紫外观察并照像分析。 

随机引物为 Operon公司生产的 A组系列中筛选出的 12个引物 (AO1、A02、A03、A04、A05、 

A06、A07、A08、A09、A11、A18和A20)和上海生工生物工程公司生产的48个随机引物中筛选出的 

13个引物 (S12、$25、$48、S114、$301、S303、S304、$329、$368、$376、S379、$380、$445)。 

2 结果与分析 

2．1 组培微繁后代同工酶谱带差异 

2．1．1 垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 对金冠、富士、乔纳金 3个品种不同继代次数组培苗的 

POX、EST和 AMY进行了垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳。结果表明，POX酶谱可分为两个区，即快速 

区 (Rf>0．40)和慢速区 (Rf<0．40)。金冠品种共有 13条酶带，其中慢速区6条，快速区7条；富 

士在慢速区多出1条 Rf=0．3921的酶带，共 14条；乔纳金慢速区也有 7条酶带，在快速区多出两 

条，Rf值分别为0．5018和0．6071，共 16条酶带 (图 1)。依此可以将这 3个苹果品种区分开来。 

EST谱带 Rf值在 0．20～0．40之间，分布较集中。其中金冠有 4条酶带，而富士有 3条酶带，少 

了 1条Rf=0．2675的慢速酶带，乔纳金则少了两条快速酶带，Rf分别为0．3465和0．3860，共两条酶 

带 (图略)。依此亦可将这 3个苹果品种区分开。 

AMY酶谱亦分为快速区 (Rf>0．50)和慢速区 (Rf<0．50)。在快速区，金冠、富士、乔纳金都 

只有 1条酶带；在慢速区，金冠、乔纳金有两条酶带，而富士有4条酶带 (图略)。依此同工酶酶谱 

只能将富士与金冠、乔纳金区分开，不能区分金冠和乔纳金。 
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数的苹果微繁 进行了 POX、EST和AMY同上酶酶谱分析及 POX牌蛋向f·】的比较．结果束发现微 
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近年来，葡萄籽中不饱和脂肪酸和原花青素等生物活性物质的开发利用已受到国内外广泛重视，葡萄籽提取物等 

功能性保健食品受到普遍欢迎。刺葡萄产量高，抗性强，但果粒小，果皮厚，种籽多，种籽占整粒葡萄的4％ ～6％， 

特别适合于加工制汁及天然生物活性物质的开发，但是至今尚未见到有关的研究报道。 

超临界CO：萃取技术是近年来迅速兴起的化工分离新技术，在食品、香料、医药、化工等领域得到了广泛应用 

(欧阳建文，2004)。萃取猕猴桃籽油 (杨柏崇，2003)、葡萄籽油 (唐韶坤，2004)、玉米胚芽油 (葛保胜，2002) 

等已有较多报道，但在萃取刺葡萄籽油方面尚未见报道。本文对此简要报道。 

试验用的刺葡萄为湖南农业大学等单位从野生资源中选育出的刺葡萄新品种——紫秋 ，种植在湖南省怀化市芷江 

县山区。果实榨汁后的残渣去除果皮等杂质后得到种籽；于 40～45~C烘箱中将种籽烘干，粉碎至 30～40目，用超临 

界CO：萃取装置 (江苏南通华安超临界萃取有限公司生产，HA221—50-06型)研究刺葡萄籽油的提取工艺。以萃取温 

度 (35、40、45、50℃)，萃取压力 (15、20、25、30MPa)，分离温度 (35、40、45、50℃)，分离压力 (6、8、10、 

12MPa)，萃取时间 (40、50、60、70 min)为变量，进行L。 (4 )的正交试验，每次装料200 g，以萃取率和油质为 

考察指标，探讨超临界CO：萃取技术萃取刺葡萄籽油的工艺参数。 

正交试验极差分析表明，萃取压力和分离压力是影响萃取的两个关键因素。最佳萃取组合为萃取压力30 MPa， 

萃取温度50~C，分离温度35~C，分离压力10 MPa，萃取时间60 min，在此条件下萃取率为 13．3％。刺葡萄籽油颜色 

为淡黄色 ，澄清透明，无杂质，无溶剂残留，气味芳香。经湖南省疾病预防控制中心检验，刺葡萄籽油各理化指标、 

微生物指标 、急性经口毒性试验均符合有关标准要求。 
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