
摘要

马铃薯(Solarium tuberosum L)是继小麦、玉米、水稻之后的世界第四大作物，在世界的食

品安全体系中具有重要的作用。由青枯病菌Ralstoniasolanacearum引起的马铃薯青枯病是仅次于

马铃薯晚疫病的世界性病害，目前尚没有行之有效的化学药剂防治办法，严重影响了马铃薯的生

产。培育抗病品种已成为防治马铃薯青枯病的根本手段。长期以来人们对马铃薯青枯病的研究和

探讨主要集中在病菌的病理学机制、分类学、流行病学等方面，而在马铃薯本身的抗病遗传特性、

马铃薯青枯病抗性相关基因的种类、数量及其表达调控途径等方面还不清楚。本研究旨在通过马

铃薯青枯病抗性相关基因的分离和分析，初步揭示参与青枯病抗性的基冈种类与数量，为进一步

深入开展青枯病的抗病机制研究及利用抗性资源进行抗病品种选育奠定基础。主要研究结果如

下：

1．建立了快速可靠的马铃薯抗青枯病鉴定新方法。并筛选出了13份抗或高抗青枯病和高感

青桔病的二倍体材料。采用传统方法和改进方法对马铃薯二倍体CE和ED群体、番茄抗病和感

病品系进行了青枯病抗性鉴定和评价，建立了更加简便快速、经济和可重复的病菌鉴定新方法一

茎枝菌液共培养法，该方法对于茄科作物的种质资源抗病性评价和筛选，特别是对于病菌诱导产

生抗性的抗(感)病植株的快速鉴定及其幼苗的先期快速筛选具有重要意义。同时利用该方法筛

选出了6份抗或高抗青枯病材料和7份高感青枯病材料(见表2．4)，其中6个材料(如商抗青桔

病基因型EDl3、高感青枯病基因型ED25等)已被用于亲本构建作图群体，为今后开展马铃薯

的抗病遗传研究奠定了基础。

2．建立了富集差异表达基因的SSH文库并获得了44个病菌侵染早期马铃薯抗青枯病相关基

因。以抗青枯病二倍体基因型EDl3为材料，青枯病菌小种3号P041为供试菌株，利用抑制差减杂

交(SSH)和微阵列杂交筛选技术相结合，获得了123个差异表达的非重复的早期抗病相关基因

EST片段，其中99"I"(80％)EST可找到与其具有较高同源性的序列(O<E-值<10。o)，16个(13％)

可找ln较低同源性的序列(E-值>lo．”)，s个(7％)无同源序列。这些无同源序列或具有较低同

源性的序列可能代表新基因。在123个差异表达的EST中，除22％的功能未知或已知功能而朱分类

和8％的无同源序列外，其余70％的EST分属于初级代谢、能量代谢、细胞结构、调控、蛋白合成

膨饰，加工、转运相关、抗病防御、转录相关和信号转导等生命过程。

在获得的123个差异表达EST中，至少有44个(约35．8％)参与了马铃薯的抗青枯病反应。这

些EsT对应的基因涉及到信号识别、信号转导、转录调控、过敏(HR)反应、系统获得性抗性(SAR)、

细胞自救与抗病防御等抗病反应的基本过程。这些抗病相关基因中大部分与已知基因高度同源，

预示着这些基因较为保守，在不同植物种的抗病反应中可能具有重要的作用。

3．构建了一个富集青枯病抗性相关基因的SMART eDNA文库。以青枯病菌小种3号(P041)

诱导24 h}1148 h的马铃薯高抗青枯病二倍体基因型EDl3的叶片为材料，利用SMART和LD．PCR技

术相结合构建了一个富集青枯病抗性相关基因的全长cDNA文库，为进行重要基因全长cDNA的克

隆奠定了基础。所建文库的原始文库和扩增文库滴度分别为4．4x106和1．8)‘10”pfu／ml，重组率为

96％，插入片段大小分布在400-1800 bp，平均大小为700-1000 bp。

4．获得了三个基因的全长cDNA、四个基因的RACE产物及它们的诱导表达模式。利用RACE



与LD．PCR方法和cDNA文库相结合，快速获得了三个具有完整开放阅读框架基因的全长cDNA

(受用、StPMEI和StDnaJ)和四个抗病相关基因(zJJ、L77’L181和耶62)cDNA的5’和3’RAcE

的PcR产物，同时研究了这些基因的诱导表达。具体为：

StPI编码116个氨基酸，与马铃薯蛋白酶抑制子I前体cDNA有较高的同源性(核苷酸和

氨基酸序列的同源性分别为89％和74％)。该基因受青枯病菌的诱导和JA的调节，均为上调。

推测StPl基因是马铃薯蛋白酶抑制子基因家族的重要成员，在马铃薯的抗青枯病的反应中可能具

有重要作用。该基因已在GenBank注册，序列号为DQ822994。

StPMEI编码198个氨基酸，与烟草果胶甲脂酶抑制子基因具有较高的同源性(核苷酸和氨

基酸序列的同源性分别为85％和78％)。StPMEI基因的表达受青枯病菌侵染的抑制，可能与病

菌侵染早期促使果胶甲脂酶(PME)表现活性，加固细胞壁有关；但该基因又受JA的诱导可能

与病菌侵染后期细胞肇的扩展和新细胞壁的建立有关。该基因已在GenBank注册，序列号为

DQ822993。

StDnaJffi码177个氨基酸，与拟南芥DnaJdlke基因的部分核苷酸具有84％的一致性，与其编码

的氨基酸序列具有59％的一致性。该基因受青枯病菌的诱导，也受JA的调节。但JA诱导后其上调

表达明显比青桔病菌诱导提前，且其维持高表达水平的时间也明显缩短。该基因已在C,eaBank注

册，序列号为DQ885360。

LSI(methyl-CpG-bindingdomain-enntainingprotein)和L77(putativelyencoding receptor-like

kinase RHGl)均受青枯病菌的诱导，但它们的受诱导速度不同。L5j在6-12d、时内表达最即达到

最高；L77约需48小时才可达到最高表达量。这两个基冈均不受JA的调节。

L181(phosphata∞2C)同时存在于抗病基因璎和感病基因型中，在抗病基因型EDt3中受青

枯病菌的诱导下调表达，与此相反却受JA的诱导上调表达；在感病基因型ED25中，该基因不受JA

调节。预示着对于L181而言，病菌处理和JA刺激可能采用不同的调节途径，并且该基因在抗病材

料中因受诱导下调表达而参与抗病反应。

妇62(proteinkinasePtil)同时受青枯病菌的诱导和JA的调节，其表达模式与StDnaJ相似，

均为上调表达。在处理24小时之前该基因的mRNA积累晕即达到最高，并且L362在JA诱导后

其上调表达明显比青枯病菌的诱导提前。Ptil基因为Pto基冈的下游基因，参与番茄的抗病反应，

推测1．362也可能参与了马铃薯的抗青枯病反应。

总之本研究不仅为我们提供了一些有益的数据(EsTs)，还有助于提高我们对马铃薯与青枯

病菌互作本质的认识，并且有些EST将可能被转化为分子标记进行马铃薯抗青枯病的标记辅助育

种。

关键词：马铃薯青枯病，eDNA文库，抗病相关基因，基因表达
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Abstract

Potato(SolanumtuberosumL．)asooeoftopfourimportantcropsintheworld afterwheat,tom and

rice。plays more and more important role in food secudty．Bacterial wilt caused by Ralstonia

solanacearum(J妇)is one of devastating diseases of potato．As a soil-borne disease,there are no any

efficient chemical methods to control it．Probably，the most promising way is to deveiq，resistant

cultivars．During the past years，research mainly focused on pathology，taxonomy and epidemiology of

the pathogen．The genetics of host resistance and the mechanism of potato-Rs interaction along with

regulation of gene expression m still poorly understood．In this smdy．gene expression of the

incompatible inteq'actien of pomto-Ra Was surveyed．The main results of this investigation are as

foⅡoWS：

1．A fleW inoculation method,named雒‘"Stem Culture in Bacterial Solution Method'’was

established．Two conventional methods and the new method we∞used to evaluate the resistance against

西in two potato populations勰well勰in seven tomato fines．The results showed that the new method is

more economic and reproducible，simpler and easier to operate than the two conventional methods．Six

Rs-resistant and seven Rs·susceptible potato genotypes were obtained．Six genotypos(e．g．the most

resistant clone EDl3 and susceptible clone ED25)have been used as parents to enns仃Ilct mapping

populations．which are useful t0 study the inheritance ofRs-resistance in future．

2．A subttactive eDNA library of Rs-resistant potato at early stage Was constructed using

suppression subtractive hybridization(SSH)and macroarrays．Totally 123 differentially expressed

uni-gene fragments were identified．Ninty-nine ESTs(80％)have high similarity with genes(fragments)

in the NCBI database(o(E-value<10‘0)，sixteen(13％)have low identity(E-value>10"10)，eight(8％)

have no match．The genes with low identity and nO match tO known genes may represent novel genes．

Seventy percent of 123 ESTs were related tO the primary metabolism,energy，cell sh"aetore，gene

regulation，protein synthesis，protein modification and processing，transporters，disease defence,

transcription and signal transduction．etc．while the remaining 30％we∞function unknown or

unclassified．

Fourty-four ESTs out of the 123 differentially expressed fragments wcl"e considered∞

Rs-resistance related ESTs and were classified into six groups，which arc involved in basal disease

resistance process，including signal recognation，signal transudation，hypersensitive response，systemic

acquired resistance。cell revue and protection，and resistance or defense，clc．Most of these ESTs shared

high similarity with known genes．indicating that these genes may be conservative in fuction and play

important roles in disease resistance in different plant species．

3．A full-length eDNA library of Rs-resistant potato WaS constructed based on SMART(switching
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n∞．chanism at 5。end of RNA transcript)and LD-PCR(10ng distance PCR)techniques。The titers of

unamplifiedand amplifiedeDNAlibrarywere4．4x106pfu／mland 1．8x1010pfatral respectively．The rate

of recombination was 96％．The length of inserted fragments was 400-1800 bp and the avemge size was

700-1000 bp．

4．Three full—length cDNAs(StPL StPMEI and StDnaJ)with completed open reading frame(ORD

Wel"e cloned from Rs-resistam potato leaves using RACE method combined with LD—PeR and eDNA

library觞well∞four other genes’RACE PCR p删ucts．Expression patterns of these genes were also

confwmed using Northern blot and semi-quantitative RT-PCR．

StPI gene encodes a protein of 1 16 amino acids，and shares 89％identity with potato proteinase

inhibitor I precnrgor in nucleotide and 74％in anlino acid．StPI gene was induced by船and also

regulated by JA．StPI gene is one of the members in potato pmteinaso inhibitor gene family，and may

p王ay an important role in potato's resistance to Rs．This gene has been registered in GanBaak and the

accession number is DQ822994．

StPMEI gene encodes a protein of 198 amino acids，and shares 85％identity with tobacco

invertase／peetin methylesterase inhibitor in nuclentide and 78％in amino acid．The expression of

StPMEl was inhibited by Rs，which might result in improving the activity of pectin methylesterase

fPME)and stiffening the cell wall in early stage post Rs-invasion．Whereas StPMEI gene was

up-regulated by JA，which may he related to cell wall extension and building up in later stage．This gene

has been registered in GenBank and the accession number is DQ822993．

StDnaJ gene encodes a protein of 177 amino acids，and shares 84％identity with DnaJ．1ike 20 of

Arabidopsis thaliana in nucleotide and 59％in amino acid．StDnaJ gene was induced by Rs and also

regulated by JA。This gene was induced earlier and its high expression level persisting time was

obviously shorter treated with JA than that infected by Rs．StDnaJ gene has been registered in GenBank

and the accession number is DQ885360．

L51(methyl-CpG—binding domain-containing protein)and L77(encoding receptor-like kinase

RHGI)have different Rs-induced expression patterns．L51 reached the highest expression level in 6-12h

p．i．while L77 did go in 48h p．i．These two genes were not regulated by JA．

L181(phosphata∞2C)exists both in resistant and susceptible genotypes．This geae Was

down-regulated by Rs in resistant genotype，whereas up-regulated by JA，but w鹞not regulated b，IA in

susceptible genotype，indicating that Rs invasion may have different signal transduetion pathway with

JA-treatmant for this gene and this gene show its function due to slress induction．

12162(Protein kinase Ptil)WaS up-regulated by Rs and JA，and its expression pattern was similar to

that of StDna2．The mRNA accumulation of L362 reached the highest level before 24h post treated by

Rs and JA．Also this gene Was induced earlier treated with JA than that infected by Rs．Ptil gene is
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located downstream of Pro and involved in disease resistance in tomato．suggesting that L；62 may also

play an important role in Rs-resistnce reaction in potato．

This investigation，althouglI far from being exhaustive，has provided llew molecular insights into

the natllre office potato-Rs interaction in potato leaves．The ESTs reported here may provide useful data

for improving our knowledge of potato resistance to pathogens，and may also be used as candidate

genes for developing molecular max蛔'8 tO assist potato genetic breeding in future．

Key words：potato bactcrial wilt,eDNA library，resistance-related gene，gene expression

V



缩略语

VI



独创性声明

本人声明所呈交的论文是我个人在导师指导下进行的研究工作及取得的研究成果。尽我所知，除

了文中特别加以标注和致谢的地方外，论文中不包含其他人已经发表或撰写过的研究成果，也不

包含为获得中国农业科学院或其它教育机构的学位或证书而使用过的材料。与我一同工作的同志

对本研究所做的任何贡献均已在论文中作了明确的说明并表示了谢意。

研究生签名： 李于梧 时间：

关于论文使用授权的声明

本人完全了解中国农业科学院有关保留、使用学位论文的规定，即：中国农业科

学院有权保留送交论文的复印件和磁盘，允许论文被查阅和借阅，可以采用影印、缩

印或扫描等复制手段保存、汇编学位论文。同意中国农业科学院可以用不同方式在不

同媒体上发表、传播学位论文的全部或部分内容。

(保密的学位论文在解密后应遵守此协议)

研究生签名：垂7．稻

⋯名：尾舌办
时间：步一歹年／矿月lO日

时间：渺6年／D月13：日



第一章前言

1．1课题的提出

马铃薯主要起源于南美洲安第斯山区，散见于中美洲加勒比地区、墨西哥及美国南部地区，

目前发现的野生种和栽培种超过220个，新“种”的发掘和鉴定工作还在继续进行中(Hawkes，

1990)。用于生产的仅8个种，除普通栽培种(&tuberosum ssp．tuberosura)在世界各地广泛种植

外，其他种限于安第斯山区(Huam／m。1986)，栽培马铃薯17世纪引入中国(佟屏诬等，1991)。

马铃薯以其适应性强、产量高、营养全面、适于加工等特点，在世界各地迅速推广种植，已

成为继小麦、玉米、水稻之后的世界第四大作物，种植面积达到1865．24万公顷，年总产量为

32197．42万吨，平均单产为17．26吨，公顷(F舳，2005)。中国马铃薯栽培面积最大达440．15万公

顷，占世界的23．6％{年总产量为7377．65万吨，为世界的22．91％；平均单产为16．76吨，公顷(FAO。

2005)。自1961年至今，马铃薯在发达国家的栽培面积总体呈下降趋势，觚1961年的1879．93万

公顷减少到了2005年的914．92万公顷；而在发展中国家却呈增长趋势，从1961年的334．87万

公顷增加到了2005年的950．32万公顷，平均年增长13．68万公顷；但由于生产水平的提高，世

界马铃薯总产量仍然呈逐渐上升趋势。据国际马铃薯中心(c口)和国际粮食政策研究所(IFPRI)

预测，1993至2020年，全球马铃薯产量的平均年增长率为2．7％，远高于水稻、玉米、小麦等作

物，世界人口达到高峰时，马铃薯和其他块根、块茎类作物将成为世界粮食安全保障体系中的重

要作物(Gregory,et a1．2000)。

尽管目前我国的马铃薯种植面积和产量均居世界首位，但单产与世界发达国家相比(如单产

最高的英国为45．00吨／公顷(EAO，2005))还有相当大的差距，并且我国各地区的生产水平也

很不均衡，发展潜力巨大，同时马铃薯品质也有待进一步提高。专家预测，中国将成为哑太地区

最重要的生产中心(屈冬玉等，2001)，是21世纪全球最大的马铃薯快餐食品消费市场，由此可

见马铃薯加工领域的巨大潜力也不容忽视。

由青枯病痛原菌(Ralatonia solanacearum饵．F．Smith)comb．nov．，原名为Pseudomonas

aolanacearum， 以下简称为青枯病菌)引起的马铃薯青枯病(Bacterial wn)是世界性的细菌性

病害(Yabuuchi，etal．1995)，其危害程度仅次于马铃薯晚疫病，可通过土壤，灌溉、植株、种薯

等进行传播。该病菌寄主范围，“，可侵染50个科的数百种植物，尤其是茄科植物，如马铃薯、

番茄等(Martin，etal．1985)，防治非常困难，特别是在温暖潮湿的环境中，发病率更高，严重者

可使马铃薯减产80％，甚至绝产(He，1987)，严重威胁着我国乃至世界的马铃薯生产。

此病目前尚没有行之有效的化学药荆防治办法，尽管与其他作物轮作、间套作及调整播种时

期等综合防治措施在一时间可较有效的防治该病的发生和蔓延，但防治马铃薯青枯病的根本手段

还是培育抗病品种。长期以来，国内外科技工作者对马铃薯青枯病的研究和探讨主要集中在该病

的病理学机制、分类学及流行病学、品种资源评价及杂交筛选等方面，但在抗性遗传机制方面却

知之不多，控制马铃薯对青枯病的抗性基因种类和数量以及它们的表达调控机制还不清楚。同时

由于可供利j{；i的抗病育种材料有限，普通四倍体葳培品种遗传背景复杂，又缺乏优良酌抗病基因

源，严重影响了抗病育种工作的进程。因此深入研究马铃薯的抗青桔病机制和进行抗病相关基因



的分离将有助于了解和揭示复杂的抗病防御反应机理。对确定更有效的抗病育种途径，培育高抗

青枯病的马铃薯新品系(品种)具有重要的理论与实践意义。

1．2青枯病研究进展

1．2．1青枯病菌的研究概况

1．2．1．1病菌的分类

青枯病菌具有明显的生理分化或菌系多样性。不同地区或寄主植物来源的分离物在寄主范围

上、致病力强弱上或细菌学特性上并不完全相同。目前国际上公认的主要有两个亚分类系统。一

是美国的Buddenhagen、sequeim和Kelman于1962年根据不同来源菌株对不同植物种类的致病

性差异，将青枯病菌划分为三个生理小种(Racc)：可高度侵染茄科植物(包括马铃薯、番茄、

茄子、辣椒和烟草等)和其它植物，寄主范围较广的为小种l号；只侵染香蕉、大蕉和海里康

(Heliconia)的为小种2号；只侵染马铃薯和偶尔侵染番茄、茄子的为小种3号。另一个亚分类

系统是澳大利亚Hayward根据不同菌株对3种双糖和3种己醇氧化产酸能力的差异，将青枯病菌

划分为四个生化变种(Biovar，原先称生化型Biotype)，即：生化变种l一不能氧化3种双糖和3

种己醇；生化变种2一只能氧化3种双糖，不能氧化3种己醇；生化变种3一能氧化3种双糖和3

种己醇；生化变种4一只能氧化3种己醇，不能氧化3种双塘。后来又发现两个生理小种4、5

和一个生化变种5。生理小种和生化变种之间的对应关系如图1．2。

卧鼍扣
图1．2生理小种和生化变种之间的对应关系

ng．1,2 Corresponding relationship between two classified system(race and blovar ofRahton／a solanacearum)

两种分类之间无一一对应关系，如小种1号包括三个生化变种l、3和4，而这三个生化变种

又分属于三种生理小种1、2、4，为进行青枯病抗病研究和国际间的信息交流带来了困难，并且

这两种分类方法都不符合通用的细菌命名法(CodeofNomenclatureofBacteria)。因此统一和系统

分类青枯病菌及弄清所研究病菌分属于哪个生理小种和生化变种是必要的，未来青枯病菌的分类

可能会分为2个或更多的哑类(Hayward，1991)。目前为害我国马铃薯的优势菌(系)是生化变

种2，它是一个低温型菌系，在低温下生化变种2(小种3)比生化变种3和4更具有侵染力(Ciampi。

甜a／．1980)，严重威胁着马铃薯生产。

1．2．1．2病菌的检测

随着青枯病菌的寄主越来越』“泛及其本身的高变异性，诊断技术对于青枯病的鉴定、栽培材
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料的带菌检测和控制病害蔓延传播等具有重要作用。近年来国内外的专家学者对其进行了大量的

研究和探讨，并建立了多种方法用于土壤、水、杂草等的青枯病菌检测。20世纪90年代，随着

在西欧和北欧陆续发现青枯病菌小种3号(生化变种2号)，Wullings等(1998)建立了一种基

于FISH的检测马铃薯青枯病菌的新方法：用特异探针RSOLA和RSOLB可有效检测污染地区

的土壤、水及杂草寄主根组织中的青枯病菌。为提高病菌检测的灵敏度，Poussier等(2002)优

化了病菌提取程序，采用简单的PCR方法可有效检测来源不同的低含量的青枯病菌。同年，Caruso

等利用特异单克隆抗体8B一ⅣLA可与168个典型的青枯病菌系发生反应，而与174个其他病原

或源自马铃薯的未知病原不发生反应的特性，建立了富集双抗体夹心间接ELISA法。该方法引入

了一个病菌富集过程，灵敏度可达l一10 cfu／ml(马铃薯块茎提取物)，可有效检测马铃薯块茎中

的病菌。2003年，Schonfcld等在Poussier等报道的PCR检测方法基础上，进一步发展了Rsol-fliC

PCR系统，该方法不仅可快速检测低含量的青枯病菌，而且对于不同地理起源的青枯病菌的检

测同样有效。同年Caruso等也对PCR方法检测青枯病菌的灵敏度和检测方法简单化方面进行了

卓有成效的改进：根据16s rRNA序列设计3个PCR引物，利用Co-PCR(在同一个反应体系中

进行多对引物的PCR扩增)法可在一个反应中同时对水中青枯病菌生化变种1、2和4号进行特

异检测分析，灵敏度可达lcfu／ml。表1对不同检测方法的性能进行了比较。

表1检测青枯病菌不同方法的性能比较

Tablel ComparisionofdifferentmethodsinRalstonia solanaceanan detection

我国在青枯病诊断技术方面也做了大量研究，20世纪80年代初主要是采用显微镜检视组织

菌溢，不同部位人工接种以及多抗血清技术等一些传统方法，虽取得一定成效，但未用于生产实

践。1985年，中国农科院植保所与生物技术中心合作，研制出了单克隆抗体试剂，采用ELISA

方法和免疫荧光抗体(Ⅱ’A)方法进行青枯病菌的马铃薯潜伏侵染检测，取得很好的效果。单克

隆抗体技术较之传统的兔抗血清技术具有更好的特异性，准确性更强，灵敏度更高。应该说，随

着分子生物学技术的不断发展，虑用于病菌检测的更灵敏、更经济有效的方法也将应运而生，同

时，该技术也将有广阔的应用前景。

1．2．1．3病菌的分子生物学研究进展及致病机制

青枯病菌的基因组一般由两个复制子组成，一个3．7Mb染色体和一个2．1Mb的大质粒，菌

株GMll000就是典型代表(Salanoubat,etaL 2002)，这种双向的基冈组结构是大多数青枯病菌的

共有特征。这两个复制子在分布和组成等方面很相似，并且它们在组成和SSR上的微小变化即可

能导致基因表达量的不同，并进而影响相关基因的表达调节。因此Coenye等(2003)认为这两

个复制子具有相似的进化史，2．1Mb的大质粒是其最初染色体的一部分，而不是通过横向基因转

移来自其它生物。青枯病菌的大质粒(2．1 Mb)上存在有金属抗性基因，这与Ralstoniametallidurans

CH34基因组中也含有金属抗性的大质粒pMOL28和pMOL30很相似(Mergeay,etaL 2003)。对
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CH34的研究还揭示：大量的金属抗性基因座不仅存在于质粒pMOL28和pMOL30上，在染色体

上也存在，这种金属抗性基冈的存在使得青桔病菌更能适应金属富集环境。

由hrp基因编码的Ⅲ型分泌系统在青枯病菌致病中起着关键作用，其组成基因popB、popC

位于popA基因的下游，并与popA基因共同组成一个操纵元，popABC操纵元的表达受hrpB基

因的调控和植物悬浮细胞共培养的诱导，这种特异性诱导依赖于特异信号受体PrhA(Gueneron，et

aL 2000)。进一步的研究表明：PrhA是植物细胞壁的非扩散信号第一个细菌受体，该受体可激发

细菌毒性基因的转录活性(Aldon。etaL 2000)。hrpB基因有两个启动子hrpY和popABC，研究发

现其活性是由一个称作hrp(n)box(Trccm 16TrCG)的25nt的DNA单元赋予的，该25nt的DNA

单元在其它hlp启动子中也存在(Cunnac，etaL 2004)。在启动子hrpr的下游还存在两个hrpB调

节基因hpaZ和hpaB，其中hpaB基因对于青枯病菌的致病性和诱导植物产生过敏反应是必须的

(M蛐ara,et al,2004)。青枯病菌致病因子蛋白通过Ⅲ型分泌系统进入寄主植物细胞。但它
们又受到hrpB依赖或非依赖的调节(Cunnac，et以2004)。

胞外因子在青枯病菌的致病过程中起着十分重要的作用。很多致病因子受一个复杂的两络控

制。该网络的核心是一个五基因Phc系统，调控着胞外多耱、细胞壁降解酶和其它与自体信号分

子相应的因子，这些因子监视着病菌的生长及生长环境；在病菌中另一个关键系统是Prh系统，

它通过6基因的复合装置激活Ⅲ型分泌系统来传导植物细胞获得的信号(Schell，2000)。胞外多

糖是青枯病菌致病因子的主要因子，可阻碍植物导管内水分的运输，从而引起萎蔫症状。胞外多

糖的合成与epsl操纵元密切相关，磷酸化的EpsR可特异结合epsl启动子，并对epsl操纵元具有

调控作用，其调节能力与EpsR本身的磷酸化程度有关(Chapman，etaL 1998)。青枯病菌可产生

3种胞外多糖PchA、PehB和PehC，pehC突变体对番茄的致病力与野生型病菌无明显差别，奇

怪的是pehA／B／C缺失突变体的毒力稍高于pehA／B突变体(GonzalezET．andAllenC．，2003)，pehC

的作用值得进一步研究。

在胞外蚩白方面，康耀卫等(1995)获得了青枯病菌胞外蛋白外输基因缺失突变体，并克隆

了相关基围，证明胞外蛋自在致病过程中起着1#常关键的作用。Denny等(1996)也曾报道青枯

病菌的28kDa的胞外蛋白与其它毒蛋白基闻的转录有协同关系。刘焕利等(1999)在康耀卫等

研究的基础上，采用转座子的方法获得了胞外蛋白结构基因同时发生缺失的突变体菌株，并通过

基因互补的方法获得了能完全互补突变株PM2644所缺失的胞外蛋白和聚半乳糖醛酸酶活性的克

隆pLCQ2，并恢复了其致病力。进一步的研究表明：聚、仁乳糖醛酸酶和PM2644所缺失的62．5 kDa

胞外蛋白共同存在时对于青枯病菌的致病性有着明显的作用(罗天宽2002)。Ozawa等也于2001

年分离了编码71 kDa的杀菌蛋白基因P4282，该基因序列保守，在大肠杆菌中的表达产物具有杀

菌活性，且具有对几种青枯病菌系的广谱抗性。研究表明，青枯病菌还可产生两种与海藻糖具有

不同亲和力的凝集素：RSL和RS—IlL．RS，IlL与海藻塘结合凝集素pA-IIL高度同源，并能识别

海藻糖，但对甘露糖和果糖却具有非常高的亲和力(Sudakevitz，etaL 2004)。

在青枯病菌对寄主植物的入侵和定居的早期。其运动性对于它的毒力也是至关重要的。青枯

病菌的蠕动需要Ⅳ型菌毛系统的参与，Ⅳ型菌毛对于青枯病菌的表面吸附及其毒性是非常重要

的(Kang．etal．2002)，其装配需要HrpV和HrpX蛋白的参与(Van Gijsegerll．etal．2002)，蠕动

所需的很多基因也非常保守(Liu。et aL 2001)。当青枯病菌一旦进入植物的木质部导管后就基本

上不再运动，为确定运动基因什么时间和怎么表达，Tans—KerstenJ等(2004)克隆并突变了青枯
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病菌的运动调节基因flhDC。研究表明：flhOC基因突变体在番茄和拟南芥上不能运动。且致病

力明显下降，该基因在体外和在寄主中有着明显不同的表达模式。flhOC基因在体外的表达依赖

于病菌的一个早期致病因子的调节子PehSR，而在番茄寄主eOflhOC基因在野生型菌株和pehR突

变体卣株中均能表达，但PehSR是病菌运动所必须的。flhOC和pehSR在培养基中和在寄主植物

中同样受诱导表达，然而在flic表达的细胞中却没有发现有细菌运动。在寄主体内，flhOC和鞭

毛蛋白基因的表达对于细菌的运动性是各自独立的，这表明在寄主发病过程中还有其它的信号和

调节途径抑制了细菌的运动。应该说青枯病菌的致病机制比较复杂，仍然需要更多的研究和证据

来解释它们的致病因子的具体功效和其编码基因的表达调控机制。

1．2．2植物抗病机制及病原与植物的互作

植物病害的发生是一个植物、病原、环境互作的极其复杂的过程。植物．病原互作的本质是植

物与病原基因组及其产物间相互识别和相互作用，最终导致植物表现抗病或感病。植物经过长期

的进化，已经发展了自己的防卫反应机制，来保卫自身，免遭病原的浸染。在长期的病原和寄主

互作中，经过基因的进化和重排，植物获得了抗性基因，而病菌则获得了相应的无毒基因(Flor,

1942)。很多抗性基因是小种专化性的(Ellis，ctal．1998；Bent,1996)，并且大多数抗病基因具有

富亮氨酸重复结构域(LRR)，该结构域可介导蛋白和蛋白之间的相互作用(Kobe,etal．1995)，

并在基因对基因模型中具有重要作用(Bent,1996： Jones，et a1．1997)。然而基因对基因学说无

法解释许多由隐性基因介导的植物抗病性。大麦隐性基因mlo突变体对真菌的多种株系具有广谱

抗性，并且mlo基因编码一类新的植物特异性膜蛋白(Btlschges，etal．1997；Devoto，etal．1999)；

拟南芥隐性基因edrl突变体也表现出了对一些细菌和真菌病原的高度抗性(Frye。et a1．1998)，

edrl基冈编码的类raf是具有分裂索活性的蛋白激酶，该激酶与mlo基因编码产物一样也是作为

抗病的负调控子(Frye，etal．2001)。隐性基因突变体具有对病原的商抗性揭示了植物抗病机制的

复杂性。

目前描述植物与病原关系的遗传互作模式主要有两种：①与不亲和因子相关的互作模式，也

称基因对基冈学说(Flor,1971)。病原与其寄主的关系分为亲和及不亲和两种，亲和与不亲和的

病原分别含有毒性基因(v／r)和无毒基因(avr)，而亲和与不亲和的寄主分别含有感病基因(，)

和抗病基因(R)。当携带无毒基因的病原与携带抗病基因的寄主互作时，二者表现不亲和，寄主

表现抗病。其它情况下，二者亲和，寄主感病。寄主与病原间的互作关系取决于病原产生的无毒

因子的变异性和寄主对该因子的敏感性，无毒因子通过改变寄主的生理特性起作用；②与亲和因

子相关的互作模式。病原与互作有关的基因的作用是导致病原与其寄主仅发生亲和性互作，亲和

因子通过改变寄主的生理特性而使其易受病原侵染，而抗病寄主含有相应的抗病基因，其基因产

物使亲和性因子失活而不起作用(Briggs，etaL 1994)。不同植物一病原互作中诱导产生的防御反应

有所不同，但矗基因介导的防御反应有很多共同点：某特定的尺基因的功能依赖于病原的表型，

即R基因产物与病原之间存在专一性识别，病原在侵染寄主时产生很多潜在信号，其中的一些信

号被寄主识别而诱发寄主产生抗病反应(Keen，1990；Dewit,1992)。由于目前人们对于马铃薯抗

青枯病的遗传特性及马铃薯与青枯病菌的互作模式尚不清楚，马铃薯与青枯病菌的互作是否属于

上述互作模式中的一种尚需探讨。
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1．2．3抗青枯病研究进展

1．2&l抗病研究

环境对寄主植物的青枯病抗性具有重要影响．通常情况下，提高温度可引起寄主植物的发病

率提高。寄主植物的青枯病抗性对温度敏感且特异(Krausz．etal．1975；Tung，eta／．1990)，在低

温下表现为抗病的植株，多数则在高温下表现为感病，是否是由于病菌的致病因子只在高温下才

能完全表达或寄土植物的抗病基冈在高温下表达受到抑制尚不明了(Tung，etaL 1990)。光照也

可影响寄主植物的青枯病抗性，如在26．6。C下光密度降低对于番茄品系1169的LB．6抗性无影响，

但在29，4"12却使其抗性明显降低，并且缩短光周期也可明显降低其抗性(Krausz，et以1975)t在

马铃薯中，高光强(2000ft-c)下比低光强(1300a-c)下更易表现出抗性(Sequeira,eta／．1969)。

植物对青枯病的抗性机制比较复杂，目前人们对它的理解仍然不够深入，对于植物抗青枯病的研

究也主要集中在烟草、番茄、拟南芥和马铃薯等几种植物上。

烟草(Nicotianat晒aclgm)抗青枯病研究l烟草hsr203基因产物是一个丝氨酸水解酶，具有

脂酶活性，与程序性细胞死亡密切相关，该基因的表达对于不同病原及邻近细胞死亡触发引起的

程序性细胞死亡都是有用的标记(Pontier,甜以1998)。hsr203反义基因抑制在烟草过敏性细胞

死亡和防卫机制上具有多效性，并且能够增加烟草对不同病原的抗性(Tronchet，et以2001)。

Belbahri等(2001)创造了hsr203J基因的病原诱导启动子控制青枯病菌popA基因表达的转基因

烟草植株，由于PopA本身也可诱导hsr203J启动子，转基因植株的病原浸染位点快速积累病菌

激发子。另有研究表明：Papa(一种青枯病菌)的浸染可启动popA在烟草中的迅速表达，致使

细崮增殖和运动受到抑制，最终导致其毒力丧失CKanda,etal．2003)。在可引起过敏反应的非致

病性病原青枯病菌8107接种的烟草叶片中，hsr203J基冈只在病菌接种区域表达，但在病菌接种

区域却检测不到PR—la和PR．1b基闻的表达，而在接种区域附近确发现有过敏反应，看来这些

PR-J基因的表达调霄依赖于距接种区域的远近，因此可推测这些信号可能由产生过敏反应的细胞

产生，并向周嗣细胞传播，进而引起PR基因的表达。进一步研究指出烟草对8107的抗性是水杨

酸依赖性的，具有与对CMV的获得性抗性不同的抗性机制(Kiba，etal．2003)。

在分子标记方面也做了相关研究，Nishi等(2003)利用AFLP从W6(源自日本当家品种

的具有青桔病抗性的烟草品种)、Hatano和Michinoku 1(商业用野生感病品种)中鉴定筛选出了

117个DNA标记，包含10个连锁群，并找到了一个W6抗病QTL和与之相关的DNA标记，该

QTL可解释30％以上的青枯病抗性。

番茄(Lycopersicon esculentum)抗青枯病研究：番茄对青枯病菌的抗性是由多基因控制的，

Danesh等(1994)采用不同的接菌方式研究了番茄对青枯病菌的抗性，结果表明番茄中有3个与

青枯病抗性相关的基因庵，且基因座对抗性的相对影响与接种的部位有关，接种根的植株表现抗

性的基冈座位于第6和第10号染色体上，而接种芽的植株表现抗性的基因座则位于第7号染色

体上。6号染色体的基因座与青枯病抗性紧密相关，起着关键作用(Mangin，et a／．1999)。进一

步的研究表明在12号染色体上也存在青枯病抗性基因座，并且该基因庠对小种1号。生化变种3

号Pss4(台湾的地方株系)具有专化抗性(Wang，etal．2000)。目前已经建立了包括1000个标记，
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平均遗传豳距为1．2 cM(约900kb)的番茄高密度分子连锁图谱(Tanksley,et 02．1992)。并分

离和鉴定出了多个与青枯病抗性相关基因和基因座。这些墓冈和基冈座对青枯病抗性均具有较高

的贡献率。

拟南芥(Arabidopsis thaliana)抗青枯病研究：1998年Deslandes等通过对感病的Col-5和抗

病的Nd-I的杂交后代分析鉴定得知，拟南芥对青枯病菌菌株GMll000的抗性是一个简单的隐性

遗传。并利用Col-5和Nd-1的重组自交系F9代筛选出了一个位于5号染色体上的起决定性作用

的青枯病抗性标记RRSl。进一步的研究表明：显性基因RRSl．S和其等位隐性基因RRSl．R编码

长度不同、但结构高度相似的蛋白质。这些蛋白质具有NBS．LRR抗性蛋白的结构域和植物转录

因子的WRKY区域。尽管遗传上认定RRSl-R为隐性基因，但在转基因植物中它却具有显性抗性

功能。对RRSl-R的序列分析表明RRSI-R基因上有几个区域对于其抗性是必需的，并且RRSl．R介

导的抗性是水杨酸依赖性的，这无疑说明具有专化抗性的抗性基因所控制的抗性具有相似的信号

传导途径(Deslandes，etaL 2002)。PopP2是青枯病菌的一个Ⅲ型受体，属于YopJ／AvrRxv蛋自

家族，编码与拟南芥RRSl-R基因褶匹配的无毒基因决定簇，popP2是YopJ／AvrRxv蛋白家族另

一成员popPl基因产物趋异进化的结果，且全长的popP2基因是RRSl-R和RRSI—S蛋白存在于

核的必要条件(Deslandes，etal．2003)。进一步的研究表明；RRSI-R和popP2间基因互作是分子

连接蛋白使RRSI—R和PopP2形成了复合体(Lahaye，2004)。与番茄的抗青枯病遗传研究结果相

似，拟南芥的青枯病抗性至少由三个座位控制(Godiard，et02．2003)。

马铃薯抗青枯病研究：马铃薯抗青枯病基因与耐热基因之间存在着密切关系，有些耐热无性

系，虽然没有抗性基因存在，但在高温条件下对青枯病的抗性反而比虽有抗性基因但不耐热的无

性系强。研究认为：这种适应性基因可能参与调控抗性基因的表达，且这两种基因都有主效基因

和微效基因的存在，耐热基因与抗性基因之间的高度互作效应表明了有大量有益非加性基冈作用

的存在；研究还发现基因的适应性与基冈赋予寄主植物的青枯病抗性高度相关，亲本赋予后代的

青枯病抗性依赖r亲本本身的抗瘸能力和适应环境的能力，耐热亲本赋予后代的青枯病抗性可能

性更犬(Krausz，et菇1975；Tung。etal．1990)。两此增加遗传上的抗病和环境适应能力，特别是提

高耐热性对丁二培育抗青枯病的马铃薯具有重要作用。尽管马铃薯的青枯病抗性比较复杂。目前对

其研究仍然取得了一定进展。

四倍体普通栽培种中只有极少数耐病或中等抗病，因此，二十世纪60年代以前未见有关马铃

薯抗性遗传研究的报道。60年代末到70年代初，Rowe和Sequeira等人曾利_}}j青枯病菌小种1号

不同菌株对富利亚薯的4个抗青枯病无性系进行了研究：富利砸薯对青桔病菌(K60菌株)的抗

性由3个独立的显性基因控制，且存在着修饰性基因；并且其抗性还受少数加性基因(包括对青

枯病菌不同菌系(Strains)的专化抗性基因)控制。80年代末到90年代初期间，Tung等人以含

有不同抗源(包括富利亚薯，AVRDC一1287．19等)的无性系或品种为试验材料，研究了寄主(不

同抗源、不同适应特征马铃薯材料)—病原(青枯瘸的不同小种或菌系)一环境(不同温、光条

件)的相互作用对马铃薯的抗性影响，指出马铃薯对青枯病的抗性为部分显性抗性；加性基因和

非加性基因的作瑁对抗性表达都有贡献。在马铃薯抗青桔病的分子标记方面，国内外则报道较少。

郜刚等(2000，2002)从源于Solariumphureja和S．vernei等高抗材料的两个分离世代群体(CE和
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DE)中筛选出了三个RAPD标记和一个SSR标记，最短遗传图距为9．5cM，这也是目前遗传图

距最短的马铃薯抗青枯病分子标记。同时他认为二倍体马铃薯青枯病抗性至少由三对隐性基因控

制。要真正弄清马铃薯抗青枯病的遗传尚需进一步研究，尤其有必要发掘更多的抗病种质资源和

在抗病分子机制上来阐明马铃薯对青枯病抗性的遗传本质。

现已发现马铃薯二倍体野生种、原始栽培种及四倍体野生种中很多材料具有对青枯病不同程

度的抗性和耐性(Qu，1996)。为丰富我国马铃薯抗青枯病的种质资源，屈冬玉等(1996)利用产

生2n配子的材料进行4x-2x有性多倍化，筛选出了既能高频率产生2n配子又具有青枯病抗性的

二倍体种质，并且利用2n配子将Solarium phureja的抗青枯病基因转移到四倍体栽培种中，获得

了MS42．3xCDl045，A、哏Dcl287×EDl022，B927017xCDl045，W2xD-2-1等一批茼抗青枯病的

四倍体组合及后代材料。何礼远等利用Mira与来自国际马铃薯中心(c口)的材料377852．2和

800928组配杂交组合，从中筛选出了895010和898006两个抗病高产的优良品系。湖北恩施南方

马铃薯研究中心也从中筛选出了800935、385233—3、388193．21等14份抗病材料。利用细胞工程

技术如组织培养、离体再生，并加以抗性筛选等(何礼远，1990)也可创造一些抗青枯病的材料。

Fock等(2000)通过原生质体融合将马铃薯二倍体栽培种BFl5与二倍体原始栽培种So／anum

phureja进行体细胞杂交获得了10个抗青枯病马铃薯品系。DNA分析表明：其中6个四倍体，2

个混倍体，1个双倍体和1个8倍体。在温室中这些杂交种均表现较强的生命力。青枯病菌的接

种试验表明：除两个体细胞杂种外，其余均对青枯病菌小种l号具有耐性。另外基因工程技术如

转基因(贾士荣等，1998；梁成罡等，2002)也是一条非常有效的方法，但需要有好的抗性基因，

相信，随着抗病基因的不断发掘，这条途径将越发显示出其优势。

在抗青桔病菌蛋白研究方面，中国农科院植保所(Yuan，etal．1998；高音，1999；刘焕利等，

1999：梁成罡等，2002：Feng，etal．2003)分离了抗菌相关蛋白并克隆了相关基因。Yuan等(1998)

首次从富利亚薯的杂交后代材料中分离纯化了一种抗青枯病菌蛋白APl。冯洁等(1999，2003)

从马铃薯叶片的eDNA表达文库中利用抗API抗体和RACEPCR获得了该蛋白的编码基因，该

APl蛋白对5种源自马铃薯和其他作物的青枯病菌系和源自马铃薯的2种真菌病原Rhizoctonia

solani和Alternaria solani均具有较好的抑菌活性，同时该基因的原核表达产物具有与源自马铃薯

的APl蛋白同样的抑菌活性。之后，梁成罡等(2002)构建了API蛋白编码基因的植物表达载

体，通过农杆菌介导法将其转入马铃薯和烟草，获得了马铃薯和烟草的转基因植株，转基因植株

对青枯病菌具有不同程度的抗耐性。同时他们还利用芽孢杆菌制剂GP7．13和0702在田间条件下

对马铃薯的防病增产效果进行了初步研究，防病增产效果明显(徐进，2003)。

1．2．3．2抗青枯病相关基因分离

马铃薯的基因组较大，高度杂合，高抗或免疫的材料较少，且马铃薯抗青枯病基因与耐热基

因之间存在着高度互作，人们对其抗病机制的理解仍然不够透彻。从基因克隆的方法上也主要采

用转座子标签法和l璺l位克隆法，而在马铃薯上又缺乏高密度的抗青枯病分子标记等。这些都为从

马铃薯上分离和鉴定抗青枯病基因带来了困难，因此目前对于青枯病的研究也主要是从青枯病菌

本身和拟南芥、番茄等植物入手，来分离和鉴定抗病相关基因及贡献率较大的基因座位(表1．2)。
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袤1．2青枯瞒抗性榴关基因及其结构

Tablel．2Ra／sWn／a solarmcearumm醯s纽n∞related掣∞andtheirstructure

1．2．4问题与探讨

深入研究马铃薯，不断提高其品质和产量对世界粮食安全问题无疑会起到巨大的作用。但目

前仍然存在的一些问题：

1．马铃薯抗青枯病基因与耐热基因之间存在着密切关系，且这两种基因都有主效基因和微效

基因的存在，耐热基因与抗性基因之间的高度互作效应表明了有大量有益非加性基因作用

的存在。这两种基因是如何互作的仍然不得而知。

2．深入了解马铃薯抗青枯病机制是解决马铃薯抗青枯病问题、培育抗青枯病品种的关键，由

于国内外在此领域的研究相对薄弱，因而人们对此仍然知之甚少。

3．马铃薯的基因组较大，高度杂合，高抗或免疫的抗青枯病材料较少。尽管已经建立了马铃

薯基因组的高密度分子图谱。但在马铃薯抗青枯病分子标记方面仍然需要迸一步加密。

4．长期以来人们对马铃薯青枯病的研究和探讨主要集中在病菌的病理学机制、分类学、流行

病学等方面，而在马铃薯本身的抗病遗传特性，马铃薯青枯病抗性相关基因的种类、数量

及其表达调控途径等还不清楚。有关马铃薯与青枯病菌之间的互作研究有待进一步加强。

随着技术的不断进步，从以下几个方面对马铃薯的抗性研究将成为可能：

1．现已在番茄、拟南芥等模式植物上得到了一些抗性相关基因和基因座。并有了马铃薯的商

密度连锁图谱，可将生物信息学和比较基冈组学相结合分离抗病相关基因。

2．引入Gene Shuffling概念，将所有可能的专化性抗病相关基因片段切割打乱后重新整合，有

可能获得具有水平抗性的基因片段，进而进行基因转化获得抗病转基因植株。

3．目前已有近40种抗病基因从lO余种作物中被分离和鉴定(张祥喜等，2003)，其中包括自

马铃薯分离的具有广谱抗性的抗晚疫病基冈(Song，etaL 2003)。植物抗病基因的编码蚩白

具有类似的结构(如：NBS-LRR,PK等)，可以利用其保守序列设计简并引物，PCR扩增

抗性相关基因片段，进而研究其功能。
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4．现已克隆出只在马铃薯匍匐枝的皮层表达的特异启动子(Trindade,et aL 2003)，因此可将

一些源自病菌的抗病基因在马铃薯中进行特异表达，尽可能避免生物安全闻题，以尽快培

育出抗病品种，进入环境释放。同时寻找、构建新的、强的特异启动子。

5．加大外源基因在转基因植物中的定点整合和多个基因协同表达的研究，打破基因沉默，提

高其表达效率。

6．继续发掘马铃薯抗青枯病基因和抗病相关基因，加强植物抗性机理研究，寄主与病原的互

作研究，寻求创造抗病植物新途径，这也是本文的研究目的所在。

总之，随着技术手段的不断提高，新的抗病基因的发掘也将逐渐加速，人们对于植物的抗病

机理和植病互作的理解也会更加深入，将会制定出更有效的抗病育种策略，加速获得高抗青枯病

新品系(品种)的进程。

1．3植物抗病基因的克隆方法

基因克隆的途径有两种：正向遗传学和反向遗传学。正向遗传学是以目标基因所表现的功能

为基础，通过鉴定其产物或某种表型突变而进行的基因克隆途径；反向遗传学则着眼于基因本身，

通过特定的序列或在基因组中的位置进行。

进行基因克隆主要从三个水平上进行：基因组水平，转录水平和蛋白质水平。基于基因组水

平的基因克隆方法主要有图位克隆法(map based cloning或positional cloning)、转座子标签法

(transpo∞n tagging)和抗病基因类似序列法(又称候选基因克隆法，resistance-gone analogs．

RGAs)。基于蛋白质水平的基因克隆方法主要有两条途径，一条是分离纯化已知的蛋白质或多肽，

制备该蛋白的特异抗体，继而利用该特异抗体为探针筛选由表达型载体建立的基因组文库或者

cDNA文库，通过免疫杂交筛选到重组克隆，并最终克隆目的基因；第二条途径是将蛋白质纯化

后测定其N端一段氨基酸序列，根据蛋白质密码子编码规律和密码子偏爱原则，反向推算出mRNA

序列，然后据此人工合成一段寡核菅酸作探针，利用同位素或其它方法标记后筛选基冈组文库或

cDNA文库，并最终克隆目的基冈。该方法对于目的基因序列未知，但其编码产物的生理生化及

代谢途径研究得比较清楚的基因特别有用，由于很多基因的产物及表达调控特性尚不清楚，因此

在一定程度上限制了该策略的应用。基于转录水平寻找和分离基因的方法主要有：差别杂交筛选

(Tedder,etal．1988)、差减库构建(Hexlrick,eta／．1984)、代表性差别分析(Lisitsyn，etaL 1993：

Hubank,etaL 1994)、差异显示(Liang，eta／．1992)、传统cDNA阵列杂交(Schummer,eta／．1997)、

基因表达系列分析(Velculesu，et aL 1995；Zhang，et a1．1997)、eDNA扩增长度多态性(Vos，ef aL

1995；Baehem,et aL 1996)及抑制差减杂交(Diatchenko，et a／．1996)等。

1．3．1图位克隆

图位克隆(map-based cloning)技术主要是根据目的基因在染色体上的位置进行基因克隆，
其基本原理是：功能基因在基因组中都有相对较稳定的基因座，遥过对目的基因精细定位和构建

目的基因所在区域的物理图谱，进行染色体步移(chromosome waRing)逐步逼近目的基因或利

用染色体登陆(chromosome landing)方法找到目的基因，继而进行基因功能验证。该技术自Alan

Couslon于1986年提出后，随着各种分子标记技术的发展、遗传图谱和大片段基冈组文库的构建
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(包括YAC，BAC，TAC或Cosmid等)，现已成功用于拟南芥、水稻、大麦、小麦、玉米、马

铃薯、番茄等30多种植物，并成功克隆出130多个基冈，包括马铃薯的抗晚疫病基因Rpi-blbI、

Rpi—bib2和R3a(vando"Vossen。eta／．2003；VanderVossen．eta／．2005；Huang，etaL 2005)，应该

说图位克隆技术已成为一种常规的基因克隆技术．

由于在进行图位克隆时，需要构建完整的基因组文库，建立高分辨率分子标记连锁图和完善

的遗传转化体系，冈此该技术对于基因组较大、标记数量不多而重复序列较多的生物效率较低，

目前I璺I位克隆技术也主要用于拟南芥、水稻、番茄等模式植物。随着比较基因组学的兴起和高多

态性的以PCR为基础的分子标记日渐成熟的背景下，图位克隆技术必将有更广阔的应用前景。

1．3．2转座子标签法

转座子(transposon)又称转座因子，最早是在1951年由美国遗传学家Mc Clintoek在研究玉米

籽粒色斑不稳定现象而提出来的。转座子是染色体上一段可以移动的DNA序列，可以从一个基因

座位转移到另一个基因座位，当转座子插入到某个功能基因内部或邻近位点时。就会便插入位置

的基困失活并诱导产生突变型，进而通过杂交筛选野生型植株的基因组文库，最终获得目的基因。

根据转座子分离植物基冈的物种范围不同。转库子标签法可分为两大类：同源转座子标签技术和

异源转座子标签技术，异源转座子标签技术更具有应用前景。

用于基因克隆的转座子有很多，如：细菌的插入序，IJ(insertion sequence)、复合转座子

(composite transposon)、TnA转座子家族(TnA family)，果蝇的P成分、FB(foldback)成分和玉米

的AcJDs(Activator／dissociation)、En／Spm(Enhancer／suppressor mutator)系统等。但研究得比较清

楚且应用较多的是玉米的AdDs、En／Spm和金鱼草的Tam3转座子。目前利用转座子标签法克隆的

异源植物基因至少有25个，且主要集中在拟南芥、番茄、矮牵牛，烟草和亚麻等物种，所用的转

座子也仅限于Ac，Ds和EIl，Spm转座子。随着可利用转座于的不断增多，转座子标签系统的不断改

进与完善，转座子标签技术将会得到更为广泛的应用。

1．3。3抗病基因类似物法

根据已克隆抗病基因编码蛋白的保守结构及其在细胞中的位置，可将植物的抗病基因分成

NBS—LRR、eLRR-TM、eLRR-TM-pkinase、s唧其他五大类，其中以NBS—LRR类抗病基因为主
(Ellis，甜a1．2000)。NBS-u汛类抗病基因编码蛋白～般存在于细胞质中，NBS结构域能结合ATP

或GTP，LRR结构域则可能作为受体，结合病原产生的某种诱导物，从而在植物的抗病反应中起

重要作用。NBS．LRR类抗病基因又可分成三个亚类。即皿NBS．u浓亚类、TIR-NBS．LRR亚类和
NBS—LRIq：弧类。

抗病基因类似物法(resistance gene analog，RGA)是根据抗病基因的保守核苷酸序列设计简

并引物，对含有目的基因的基因组(文库)进行扩增、获得抗病基因类似序列，进而找出与抗病

基因爨密连锁或带有抗病基因的同源序列，并以此为探针筛选基冈组文库，获得侯选抗病基因。

该方法自1噼报道以来(Yu，aaL 1996)已在lo余种植物上扩增出一大批抗病基因同源序列(易
图永等，2002)。由于在植物基因组中，并非只有抗病基因具有这些保守结构域，囡此在基因组

水平上利用RGA进行抗病相关基因的分离将会出现一些假阳性，给后续工作带来不便。在实际克



隆过程中将RGA与图位克隆技术结合使用或应坩于反转录合成的cDNA_L，可以提高克隆的速度

与准确性。

1．3．4转录水平上几种常用方法的比较

生物的生长、发育、衰老和死亡等生命过程伴随着复杂的生理生化变化，也是生物体内基因

在时空上有序表达和调控的结果，即基因的选择性差异表达的结果。因此分离和克隆差异表达基

因对于了解和揭示生物的生命活动规律，进而进行生物的改良、抗逆、抗病等研究具有重要的理

论和实践意义。目前进行基因差异表达研究的方法很多，主要为两类：基于PCR的方法和基于

杂交的方法。这些方法均已成功用于植物病理、胚胎发育、形态发生、信号转导、抗逆、抗病等

众多领域，并成功地分离了病理、植物抗逆、抗病、组织特异性表达等相关基因。这些方法并非

非常完善，而是各有优缺点，因此，对一项具体研究而言，选择合适的方法是十分重要的。为了

更好的理解和使用这些方法，表1．3对转录水平上主要基因分离方法进行了比较和分析。

表1．3．转录水平上主要基因分离方法的比较与分析

Tablel．3ComparisionandanalysisofseveralgemisolationmethodsOiltranscriptionlevel

技术 优点 不足

F．STsequencing 1数量町知 成本高

2勿需已知基时序列信息

3可与已有序列库比较

SAGE 1数量可知 I需要较大的参考数据库

2可与已有序列库比较 2短标签随机性大

3比lESTsequencing成奉低

DDRT-PCR 1低成本 1假阳性高，重复性差。

2操作简便，灵敏度高 2需进一步分离片段和测序

3需要进行大量的引物筛选工作、得到的特异

cDNA片段往往是3端的菲编码穿列。

cDNA-AFLP 1低成本 l需要较大的参考数据库

2采用特异的引物组合克服了DD的不2需进一步分离片段和测序

足

cDNA-RDA 1靶序列可在三轮杂交后得到百万倍 1需要商质量的cDNA．

以卜富集。 2当靶序列浓度较低时．其富集受抑制等。

2避免丁引物错配问题．假阳性低。 3操作繁琐，实验周期长、成本高。

SSH 1速度快、效率高：一轮SSH过程仅需 1与RDA相比，SSH只进行一轮杂交循环。差异基

3～4天，且一次可分离几十至上百个 因的富集程度仍然不够充分，特别是当Tester

差异表达基因。 与Driver两群体间的差异较小时．仅一轮杂交

2阳性率高：廿I高达94％(VonleinOD， 将造成假阳性率升高。

“aLl997；BertramJ．甜aLl998) 2所需RNA量较大(一般为几微克)。

3灵敏度高：可使低丰度mRNA得以高 3 SSH中两次dfiver-cDNA均过屋。可能掩盖

于1000倍的富集。tester-cDNA中某些有表达差别的eDNA。

4实验结果易于分析。
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1．4抑制差减杂交

抑制差减杂交(SSH)是一个基于抑制PCR和差减杂交技术，由CLONTECH实验室建立的

简单有效的方法，通过一次差减杂交可使低丰度表达的序列(mRNA)得以高于1000倍的富集，

有效的选择性扩增目标序列，同时抑制非目标序列的扩增，因此在分离基因特别是分离低丰度差

异表达基因方面具有更广阔的应用前景。

1．4．1抑制差减杂交技术的基本原理

抑制筹减杂交技术运用了杂交二级动力学原理，即高丰度的单链cDNA在退火时产生同源杂

交的速度要快于低丰度的单链cDNA，因而在试验方(tester)和驱动方(driver)的cDNA变性

后再复性的过程中，原来在丰度上有差别的单链cDNA达到均一化。同时，由于试验方的cDNA

在进行杂交之前等分的两份加有不同的接头，因此杂交时将产生5种不同类型的分子，在采用与

两个不同接头序列互补的引物进行PCR扩增时，只有目标序列得到有效扩增，而非目标序列因

两端存在反向重复序列，退火时易产生类似“锅柄”的结构，无法与引物配对，扩增受到抑制。

抑制筹减杂交(SSH)技术的关键步骤：(DcDNA的合成与酶切；②试验方cDNA分成两份，

并与两个不同的接头连接；③试验方与过量的对照组(或称驱动方)杂交；④与接头相连的试验

方cDNA分子的选择性PCR扩增；⑤克隆PCR产物，构建差减cDNA文库；⑥筛选文库。

1．4．2抑制差减杂交技术的发展

差减杂交是一种富集差异表达基因的有效方法，该方法最早在20世纪60年代中期已用于纯

化T4噬菌体mRNA(Bautz，et a1．1966)。但差减杂交的应_【lj受其所需的mRNA量人的限制。后

来Duguid和Dinaucr(1990)对该方法加以改进，在cDNA中引入了一个普通接头，使得在杂

交循环中选择性扩增试验方cDNA(tester eDNA)。1996年Diatchenko等在此基础上对其进一步

完善，建立了抑制差减杂交PCR(SSH PCR)技术，使得差异表达基因在一次杂交中得以均一化

和高于1000倍的富集。这为分离低丰度的差异表达基因提供了方便。1999年Diatchcnko等以睾

丸为材料介绍了SSH库的构建及筛选的具体细节。同年，Yang等(1999)将SSH与eDNA微阵

列筛选技术相结合实现了快速有效的鉴定大量差别表达基因，但此方法仍存在明显不足，如：微

阵列筛选对丁：cDNA插入片段小，丰度太低的mRNA不太有效，特别是对于5’端小短序列不易

检测到。SSH方法自建立以来，尽管该方法已被广泛使用，但人们对其实际功效和潜在局限性的

理解还不够深入。为研究确定影响SSH效率的因素．Ji等(2002)基于假定eDNA杂交符合理

想的二二级动力学原理，提出了一个理论模型。并以纤维原细胞cDNA为材料，加入敷174DNA作

为差异表达基囡进行了实验研究指出：影响SSH PCR效率的关键冈素是目标基因在两个eDNA

样品中的浓度比例，差异表达基因是否得到有效富集主要取决于这个浓度比例，浓度比例越大，



富集越有效；一般来讲，为了得到差异表达基因的有效富集，目标基因的浓度应高于0．01％，并

且目的基因在两个样品中的浓度比铆也应达到5倍以上。

限制酶的酶切效率和接头的连接效率是SSH成功的关键。接头连接后用磁珠分离纯化试验组

(方)内已经连上的片段可大大提高差减的效率，用这种改进的SSH方法分离EBV中差异表达

基因，在表达差异大的44个cDNA克隆中有20个基因的表达差异达3倍，且其中有7个是EBV

基因(Kiss，et a／．2003)。尽管SSH是分离差异表达基因的最有效的方法之一，然而SSH库中仍

然有非差异表达的转录本背景克隆。MOS(Mirror orientation selection)方法的建立为解决转录本

背景克隆问题提供了可能，它基于目标克隆和背景克隆的差异(每种背景克隆分子都只有一个与

SSH中两个不同的接头序列相应的方向，而真正差异表达的目标cDNA片段都具有两个序列方

向)，只选择那些镜像分子，从而达到减少背景克隆的目的(Rebrikov,盯aL 2000)。目前SSH与

MOS相结合已经用于差异表达基因的快速鉴定，得到良好的效果(Boengler,ela／．2003)。

为拓展SSH的应用范围，Levesqae等(2003)在SSH法的基础上建立了一种基于片段大小

进行SSH差减库的筛选、克隆全长cDNAs方法。该方法首先用SSH-cDNA作为印标记探针，

采用Northern方法检测基因表达的水平和模式，并获得相应的cDNAs；然后。在琼脂糖凝胶上

将大小不同的cDNAs分开，建立不同大小的cDNA质粒库，并用SSH-cDNA片段进行杂交筛选。

该策略对于特殊目标基因的分离及功能基因组研究具有特殊功效。

SSH方法不仅可在转录水平上研究基因的差异表达并分离基因片段，在基因组水平上也有其

独到的应用，Lj等(2004)将SSH和DNA微阵列技术相结合，从Dendrobrium的5个种

D．aurantiacum Kern,D．offzcinale Kimura et Migo,D．nobile Lindl,。D．chrysotoxum Lindl．和

D．fimbriatum Hook中找到了区分它们的种特异性探针，并对它们进行有效的区分和鉴定。其主要

策略为：首先通过SSH在两个种间得到差异基因组DNA片段，然后用所得到的不同的基因组

DNA片段与多个不同种的完整基因组的DNA阵列杂交，来筛选某一个种特有的基冈组DNA片

段，筛选出的特异基因组DNA片段即可被Hj来作为种特异性探针来区别、鉴定不同的种。

最近的研究表明；SSH方法可以作为基囡芯片研究基因转录谱的有效补充方法。特别是在新

基冈的发现和低丰度转录本研究上更能显示其优越性(Cao，et a1．2004)。同一年，比利时安特

卫普大学针对SSH差减库所获得的差异表达片段。设计了SSHSuite软件，该软件包括四个部分：

SSHHandlcr,SSHOverview，SSHAnalysis和SSHCompare。可对SSH库的片段进行操作存储、分

析比对，为从事SSH差减库构建的研究人员提供了方便(Weckx，et a1．2004)。

1．4．3 SSH方法在植物基因分离上的应用

目前SSH方法已成功用于细胞分化、发育、再生、衰老等的研究中(罗文波等，2000)和分

离不同器官组织之问、个体不同发育阶段以及受外界冈子作用而差异表达的基因(Guan。et a1．，

1998；Kuang，ela／，1998)等方面，相关论文近400篇，且主要集中在动物和人的研究上(李广

存等，2004)。尽管该方法在植物上的应用起步较晚，自1999年首次应用该方法以来，也已有近

100篇有关该方法在植物上应用的报道，涉及到水稻(Cho，et以2004；Hall，etaL 2004)、玉米(Gao。

dal．2003；Zheng，etal．2004)、小麦(王转等。2003)，马铃薯(Brich，ela／,1999；Tian。ela／．2003；

Faivre-Rampant,ela／．2004)、大豆(Liao，ela／．2003)、拟南芥(Hinderhofer,etal．2001：IOng,eta／．

2003)等20余种植物(GenBank，http：／／www．ncbi．nlm．n．h．gov／)，并显示出其诱人的应用前景。
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总之，SSH方法已成为研究生物或非生物逆境信号诱导表达的相关基因，生物的生长、发育、衰

老、死亡等生命过程的最有效的方法之一。

1．4．4小结

抑制差减杂交方法具有其独到的优越性，但它也存在一些局限性，因此深入细致地了解该方

法的特点及使用要求是有效使用它的前提。SSH方法一般只用于两个样品的差异比较分析，样品

问的差异不宜太大或太小，而对于多个样品则无能为力，这在很大程度上限制了它的应用。在进

行基冈差异表达的研究中，tester RNA的提取时期非常关键，首先要根据不同的研究目的确定取

材的最佳时期，取材时期不当将会给试验带来意想不到的困难，或许只得到很少几个差减克隆或

根本得不到克隆，或得到一些非目的克隆。从技术本身讲，提取的testerRNA和driverRNA及从

中分离的mRNA的质量、限制酶的酶切效率、接头的连接效率、第二次PCR产物的转化效率及

差减克隆的筛选方法等关系着试验的成败。SSH所需的起始RNA量较大，一般为几个微克。对

于一些珍贵稀有的不易获得足够RNA的材料要慎重使用。

SSH方法在研究植物基因的差异表达方面己得到有效应用，该方法在应用范围和深度上可迸

一步拓宽和加深：①利用SSH方法研究生物(如细菌和真菌等)和非生物逆境(如干旱和寒冷等)

对植物的影响及生物与寄主植物的互作时，可进一步提早取材时期(如逆境诱导后的6小时或更

早)和缩短取材间隔，以获得植物差异表达基因的表达动态和进行有关转录因子等方面的研究，

进而获得植物与逆境互作的关键点，更好的理解其互作机制，为从分子水平上定向培育抗旱、抗

寒、抗病等作物提供更可靠的理论依据。②将获得的一些差异表达基因片段转化为分子标记，进

行标记辅助选择，进一步为育种服务。③衰老、凋亡同生长、发育一样也是植物的重要生命活动

过程，利用SSH研究了解作物的衰老、凋亡机制，适当有效的延长或缩短作物的生命周期，对于

提高作物的生物产量和经济产量均具有重要意义。就马铃薯育种研究工作而言，工作重点主要集

中在抗逆(如抗病、抗旱等)、品质及产量等方面，利用该方法可进一步了解其机制，将所获得

的相关基冈转化为分子标记等，可加速马铃薯抗逆、品质改良和产量等方面的育种研究进程。④

基因的协同表达是植物分子生物学研究的一个重要领域，SSH方法在转录水平上作为研究生物基

因表达的重要方法，可为研究者展示所研究生物某一特定时期的基因表达轮廓，此领域的研究将

成为今后植物分子生物学研究的一个热点。

随着分子生物学技术的不断发展和完善，将会涌现出越来越多的新技术和新方法，SSH与其

它新技术和新方法的有机结合将不失为一种分离和鉴定差异表达基因的良策，如SSH与eDNA

微阵列技术及MOS方法相结合对阳性差减产物进行快速、有效的筛选等已经显示出其优越性。

总之，随着SSH技术的进一步改进和提高，它将在新基因的分离和克隆及研究基因的表达调控和

植物的生长发育等方面发挥更大的作用。

1．5本研究的目的和预期目标

研究目的：分离和克隆马铃薯青枯病抗性相关基因，为进一步开展马铃薯的抗青枯病机制及

抗性基因的表达调控提供理论基础和技术体系，为确定更有效的抗病育种途径。改良和培育高抗

青枯病的马铃薯新品系(品种)进行基础性探索。

预期目标：筛选携带有抗青枯病基因二倍体材料；利用SSH方法分离青枯病抗性相关基因片
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段(EST)，了解特定时期参与马铃薯青枯病抗性的相关基因种类与数量，初步建立特定时期马

铃薯青枯病抗性相关基因表达谱：SSH与RACE技术及cDNA文库相结合分离和克隆青枯病抗

性相关基因全长。研究部分候选基因的诱导表达模式，为后续基因克隆、功能研究和抗病机理的

深入研究建立技术平台．

1．6总体设计

抗青枯病材料的筛选和鉴定

Jr
总RNA的提取及mRNA的分离

上 上

l富集马铃薯青枯病抗性相 富集差异表达的马铃薯青枯病

l关基因的全长eDNA文库 抗性相关基因的cDNA文库

i
反向Northern筛库

l
I RACE I 测序、比对生物信息学分

析，找出候选基因片段

， Jr
获得抗性相关基I ．I诱导表达
冈全长cDNA I 7I模式研究
J

建立马铃薯

相关基冈t--1 D基N因A组 再生体系

； l

： 工
mRNA的剪接机制 基因的功能验证
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2．1引言

第二章几种马铃薯抗青枯病鉴定方法的比较

马铃薯青枯病是仅次于马铃薯晚疫病的一种细菌性病害。该病菌传播快，寄主广，防治困难，

发病率高，严重者可使马铃薯减产80％，甚至绝产(Yabuuchi，etaL 1995；He，1987)。进行马铃

薯抗青枯病种质资源的鉴定主要分为室内鉴定和田间鉴定。室内鉴定可为田间鉴定提供参考，具

有一定的优越性：可人工控制生长环境，进行工厂化作业和管理，保持条件的一致性，不易受外

界因素干扰；可对育种研究初期获得的杂交后代或无性系的试管苗等进行早期大量鉴定和筛选；

也可在标准化条件下采用多个菌系(小种或致病型)和不同接菌量接种进行马铃薯的抗病性鉴定

和评价。目前进行马铃薯抗青枯病鉴定所采用的接种方法主要有灌根法(伤根土壤接种法、不伤

根土壤接种法)和茎部毛细管菌液滴注法，另外还有水培法等。但这些接种鉴定方法所需时阋周

期较长、要求条件高。本文将在此基础上报道一种快速的青枯病菌接种鉴定方法(取名为茎枝菌

液共培养法)，并与传统方法进行比较和探讨：同时为进行后续的抗青枯病相关基因的分离和表

达研究筛选出高抗青枯病材料。

2．2材料与方法

2．2．1供试青枯病菌株及材料

青枯病菌小种3号P041和小种1号TM60n}{中国农科院蔬菜花卉所植保室提供。马铃薯E1)和

CE分离群体的亲本为C(USW5337)，D(USW7859)和E(772102．37)，其中E来源于二倍体抗

青枯稿原始栽培种s phureja和野生种S．vemei。其遗传背景见文献(Qu，1996)。抗病对照植株

(MS42．3)源自国际马铃薯中心(International Potato Cenlgr,CIP)。番茄植株由中国农科院蔬菜

花卉所番茄组提供，其中抗病番茄392(CLN2366A)、393(cLN2366B)、395(CLNl314G)和

419(CLNl466-65-40-15-0-12-0)来源于亚洲蔬菜中心，感病番茄D3(早粉2号)、D5(中蔬6号)

和D14(中蔬5号)为中国农科院蔬菜花卉所育成品种。

2．2．2青枯病菌的培养

取一环保存在灭菌蒸馏水中的菌种悬浊液，在TZC平板(牛肉汁培养基(葡萄糖109、蛋白

胨59、牛肉浸膏39、琼脂17—209、蒸馏水1000ral)+0．5／L2,3，5一氯化三苯基四氮唑)上划线，

在30"C培养48小时。挑选致病力强的单菌落在TZC培养基上培养48小时后，用无菌水将细菌

制成悬浊液，分光光度计测定其OD∽吸光值，调整菌液浓度分别为lxl02～lxloMu／ml备用。

2．2．3青枯病菌接种

2,2,3,1青拮病菌小种3号接种马铃薯

茎枝菌液共培养法：取生长正常、旺盛、整齐、无其它病虫害的块莘繁殖的马铃薯植株。待

植株长至7．8片展叶时，去除主茎顶芽，促使侧芽生长至5．6片展叶时，用锋利的手术刀片垂直

17



切取带有415片展叶的主茎或侧枝，首先存放于自来水中保湿，待取完全部所需的主茎或侧枝后，

同时插入盛有不同浓度(Ixl矿、lxl扩、Ix／07、IxlOScfu／m1)的青枯病菌小种3号菌液的容器内

进行共培养，做好详细标记，并于共培养后第3、5、7、10、14天逐个材料、逐枝详细调查发病

期和严重度。

灌根法和毛细管菌液滴注法接菌所用菌液浓度为Ixl08 cfu／ml。灌根法的菌液接种量为30ral，

且所使用的器具、土壤等均进行相应的消毒灭菌处理，毛细管菌液滴注法接种量为30m。所有接

种后的马铃薯植株或茎枝置于2832可控温室内，空气相对湿度为70％以上，灌根法和毛细管菌液

滴注法的土壤湿度为土壤最大持水量的60％，调查方法同上。

三种接种鉴定方法均丁二不同时间连续鉴定同～批马铃薯基因型植株3次，每次鉴定所用的每

个基因型均设置3个重复，每个重复至少lO株(或茎枝)，且每个重复内植株或茎枝分别来自同

一基冈型的不同植株。

22．3．2青枯病菌小种1号接种番茄

分别采用茎枝菌液共培养法和伤根灌注法对已知抗、感病番茄植株基因型进行鉴定，每个基

因型5棵番茄主茎或植株，两种接种方法均设三次重复，操作方法同2．2．3．1。接菌后的番茄植株

培养在30"C，其它培养条件及调查方法同上。

2．2．4抗病性评价方法和标准

供试材料接种后，从第二天开始持续观察发病情况，以发病高峰期且最能反应抗，感病差异

的调查记载数据。参照文献(孙惠生．2003)将植株发病严重度分为5级：I级：无症状，健康；

2级：l～2个叶片萎蔫；3级：3～4个叶片萎蔫；4级：全部叶片萎蔫；5级；茎枝死亡。

2．3结果与分析

2．3．1茎枝菌液共培养法与灌根法和毛细管菌液滴注法鉴定马铃薯的比较

2．3．1．1茎枝菌液共培养法接菌鉴定结果

不同的共培养菌液浓度之间存在苇枝发病早晚的差异，菌液浓度与发病早晚存在高度相关，

菌液浓度越高，茎枝发病越早(表2．I)。以菌液浓度IxlO％fu／ml为例，接菌后第3天，感病植

株的茎枝开始出现萎蔫，第4天萎蔫程度明显加重，个别高感植株的革枝已大部分萎蔫，第5天

高感植株的茎枝已全部萎蔫，商抗植株的茎枝也出现萎蔫症状，第7天抗病植株的茎枝萎蔫程度

明显加重，高抗植株的苇枝萎蔫程度基本不变；第lO天高抗植株茎枝萎蔫症状减轻，有的已基

本恢复健康，而感病植株的茎枝则腐烂死亡，第14天高抗植株的茎枝己恢复健康，个别的已开

始生根。试验中不同浓度的共培养菌液共培养植株笔枝所得的抗、感结果一致，且每个基因型内

不同植株茎枝的抗病表现也基本～致，因此该方法对于种质资源的抗病筛选、资源评价和抗病锻

炼具有重要的指导意义。同时在试验中还发现抗病植株苇枝与菌液共培养后，在其受菌液浸泡部

位形成了一些瘤状乳突结构(图2．I)，抗性级别越高的植株茎枝所形成的瘤状乳突结构越多，且

共培养菌液变得澄清；而在感病植株的茎枝上来发现有瘤状乳突结构的形成，且其浸泡菌液的末

端发生褐变，共培养菌液变得混浊，推测这可能是由于抗病植株所产生的瘤状乳突或摹枝本身能

够释放一种抑菌物质所致(冯洁等．1999；Feng．etal．2003)。
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襄z1不同接菌浓度下3次鉴定马铃薯茎枝的综合统计结果(部分)
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圈2．1马铃薯茎枝与青桔病菌液共培养后瘤状乳突形成

Al感病植株的茎枝Bl抗病植株的茎枝Q高抗病植株的茎枝
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因此，根据植株茎枝与菌液共培养后所形成的瘤状乳突结构的有无、多少及共培养菌液是否

变得浑浊也可以对相应植株的抗病性进行初步预测。比较不同浓度菌液接种后马铃薯的抗病表现

认为：共培养菌液的浓度以lxl06efu／mi为宜，以第4或第5天调查结果为标准进行评价；若提

高共培养菌液的浓度，则适当提前调查时间。

当接菌浓度为107cfu／ml时，接菌后48h感病植株的茎枝即出现萎蔫症状；7211萎蔫程度明显
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加重并达3级；而抗病植株的茎枝无明显症状。推测由于病菌的侵染刺激，在接菌后24h马铃薯

茎枝中已有大量的基因被启动，并发生了复杂的植病互作效应；到48h时由于感病植株中不含有

抗病因子或含有少量的抗病因子，但未被激发而产生感病症状。而在抗病植株中因含有抗病因子，

且被激发而表达，从而无明显萎蔫症状。

2．3．1．2茎枝苗液共培养法与灌根法及毛细管菌液滴注法鉴定结果的的比较

多年的实践证明，灌根法及毛细管菌液滴注法对于马铃薯抗病性的筛选和评价是有效的，这

些方法所需时间较长，特别是灌根法需要3周时间，无疑会加大资源评价的成本，从三种方法的

比较中发现：茎枝菌液共培养法同灌根法及毛细管菌液滴注法的评价结果是一致的(图22)，同

时研究中还发现茎枝菌液共培养法接种后，植株茎枝抗病表现的变异范围小于伤根灌注法和毛细

管滴注法(表2．2，图2．3，2．4)，这可能是由于茎枝菌液共培养法接种时茎枝所受伤害基本一致，

避免了伤根灌注法伤根程度不同和毛细管滴注法对不同粗细的植株茎枝所造成的伤害程度不同

等引起的植株抗感表现的差异所致。综合三种方法的鉴定结果，从77份=倍体材料中筛选出了6

份抗或高抗青枯病=倍体材料和7份高感青枯病材料(表2．3)．

田2．2不同接种方法接种相应马铃薯檀株(茎枝)的结果对比

I；茎枝菌液共培养法接菌鉴定II，毛细管菌液滴注法接菌鉴定m，灌根法接菌鉴定

A：感病基因型ED25 B：抗病基因型EDl3 e抗病对照MS42．3 D：抗病亲本E

n昏2．2Results缸硼m删h附曲m蛐methods缸m'mmeddpotatep岫t(erram)
I：lnoculationwith s锄culturein bactet6nn solutionmethodfor5正
Ⅱ：1,100llafiollwitha硼l埘methodfor7d． Ⅲ：hooJ]atioDwithwotmd-rootmethodforl0也

A：Ss-sesxptablcgenotypeED25 B：IIighRs-resimam genotypeEDl3

e Rs-resistant control MS42．3 D：Rs-fesistant parent E
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寰2．2．三种接种方法接菌后马铃薯(茎枝)的发病情况(部分结果)
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表2．3筛选出的抗病和感病基因型

Table2．3ListofRs-nsismtw。eandRs-smceptablegenoty_pe

基阑型 抗性 摹因型 抗性

E(patent) MR B011 HS

MS42．3(contr01) FIR ED25 HS

EDl3}珉 ED43 HS

EDl勰 R EDl镐 HS

EDl78 R EDl59 HS

ED7．2 R CBloo HS

CEl55 R CE276 HS

CEl71 R

2．3。2茎枝菌液共培养法与灌根法及毛细管菌滚滴注法鉴定番茄的比较

2．3．2．1茎枝菌液共培养法接菌鉴定结果

与马铃薯鉴定结果相似，不同的共培养菌液浓度之间也存在茎枝发病早晚的差异，菌液浓度

与发病早晚同样存在高度相关，菌液浓度越高，茎枝发病越早。以菌液浓度1x104cfu／ml为例，

接菌后第3天，高感植株的茎枝萎蔫程度已达3级，抗病植株的茎枝则刚开始有萎蔫症状；第5

天感病植株的茎枝已经全部萎蔫，抗病植株的茎枝萎蔫程度加重；第7天抗病植株茎枝的萎蔫症

状减轻，而感病植株的茎枝却已部分死亡，第10天高抗植株的茎枝已基本恢复健康，仍然存活

的感病植株萃枝的萎蔫症状也有所缓解；到第14天，高抗植株的茎枝已恢复健康，仍然存活的

感病植株苇枝也基本恢复健康(表2．3，图2．5，2．6，2，7)。说明当植株受病菌浸染后，感病植株因

不含有抗病因子，无法抵御病菌的浸染而发病，甚至死亡，而抗病植株由于含有抗病因子。病菌

的浸染刺激激活了其体内抗病基圉韵表达，抗病基因的表达产物对病菌在植株体内的存活和扩散

具有一定的抑制作用，二者经过一段时间的互作，虽然高抗植株黾初也表现出感病，但最终仍能

恢复健康，这与前人的分析是一致的(va,gse。“a1．1995)。如果接菌浓度太高，抗病基因的表达不

足以抑制病菌在植株体内的的存活和扩散，抗病植株也将感病，且无法恢复而最终死亡。利用该

方法进行抗病鉴定时，每个基因型内不同植株茎枝的抗病表现基本一致，表2．4列出了不同基因

型植株荜枝的综合评价结果。

2．3．2．2茎枝菌液共培养法与灌根法鉴定结果的比较

茎枝菌液共培养法与灌根法对于番茄的评价结果是一致的。综合两种方法的鉴定结果，对于

番茄而言，共培养菌液的浓度以lxl04cfu／ml为宜，以第5—7天调查结果为标准进行评价；若要

筛选高抗植株，则可适当提高菌液浓度(如lxl0Scfu／m1)，根据接菌14天后植株的茎枝是否可以

恢复正常进行筛选。与马铃薯一样，若提高共培养菌液的浓度，则适当提前调查时间。



表2,4不同菌液浓度下番茄茎棱三次重复的编台评价结果(部分结果)

A№Z4h姻乒削胛时椭删tof伽擀由：p时of细岫咖h啦l'lmt∞耻蛐细唯咂
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片死亡．

田2．5抗病番茄(393)在不同接酋浓度下的抗睛表理

从左至右：接菌浓度依次为0、l扩、I旷、107、lOScfu／nd．
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豳2．6不同浓度下抗病番茄393浸泡10天时的生根表现

从左至右，接菌浓度依次为10|、1以1醇叠u^nL

孺“知“口明也缸m咽涵h瞳细∞幻-断h曲时衄如钟山啦垤"d岍
Fromlefttoright：h曲砸mconccntrat／oni‘l护、1旷、tOScfu／mt

田2．7抗病性不同的番茄接菌后14天的抗痔表现

从左至右，依次为感病番茄133、1314、I)5，抗病番茄393、395、419。接菌浓度为1#cfu／m1．

H瞄．7叠哪蜘t删Iof删量Eftm细n咖—田吐岫啦rh嘶时哪虹o∞I蚰蚰14days
From left to right：suscq蚵ble岫a幻D3、D14、D5：置争胛si螂tomato 393、395、419．
1noo．dafion bacterium con∞ntrafion is lOs,：fe／m1．

2．4讨论

茎枝苗液共培养法的实质就是将同一个植株或遗传背景相同的不同植株的主茎或侧枝插入

盛有不同浓度菌液的容器内进行共培养，以观察其抗(感)病情况，并且可根据需要调整共培养

茁液的浓度，提前或推迟抗(感)病的表现．也可将要研究的多种病原菌按比例混合进行混合接

种。该方法不仅适用于马铃薯青枯病的抗性鉴定和筛选，对于其它易于水培的茄科作物(如番茄、

烟草等)的抗性筛选和鉴定，特别是病菌诱导产生抗性的抗(感)病植株的快速鉴定及其幼苗的

先期快速筛选等同样适用。本研究采用三种方法对马铃薯ED和CE群体进行了筛选和鉴定，筛

选出的部分高抗青枯病材料和高感青枯病材科(如EDl3、ED25等)已被用于亲本构建杂交作图

群体，为构建分子标记连锁图谱及抗青枯病基因定位莫定了基础，同时也为进行后续的抗青枯病

研究提供了高抗青枯病材料(如EDl3)．

茎枝菌液共培养法属于室内鉴定法，与其它传统的室内接种方法相比具有独到的优越性：①

简单易行：该方法只需将生理年龄一致的同一基因型不同植株的茎枝或同一植株的主茎和侧枝剪
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下，共培养在含有一定浓度的菌液中即可，不需将整个植株进行伤根浸染，保证了实验试材生理

年龄的一致性，也增加了鉴定的准确性。②可操作性更强，照加经济：可通过去掉植株顶芽使其

产生大蕈侧枝的方法获得足够数晕的茎枝，无需培养大鼍植株，降低了工作量；同一个容器内可

共培养多个植株的萃枝，节省了空间，并有利于控制发病条件，更加便于管理，有利于犬量不同

材料和不同基因型的鉴定；可通过改变共培养菌液的浓度人为控制发病的速度，节省时间，降低

能耗。③鉴定结果的一致性和重复性更高：由于对每一个茎技在菌液共培养前均经过同样的锋利

刀片的垂直切割，所受到的伤害基本～致，避免了伤根灌注法伤根程度不同和毛细管滴注法对不

f司粗细的植株茎枝所造成的伤害程度不同的弊端及由此引起的植株抗感表现的差异(Peru-a,elaL

1992)t同时共培养所用菌液均匀一致，减少其他条件的干扰，保证了鉴定结果的一致性和可重

复性；并且同～植株的多个茎枝可同时进行鉴定，增加了单株鉴定的准确性，这对于无性繁殖的

作物具有重要意义。④适用对象广：大田生长的植株。组培幼苗，小气候环境下的植株(开放环

境下的盆栽植株和温室内盆栽植株)，植株的主枝和次生枝等均可采用该方法进行鉴定；同时对

所要鉴定的群体丈小没有严格的限制，只要每个基因型的植株茎枝能够满足5个以上即可。⑤可

人为控制发病时间的早晚：增加所使用菌液的浓度。可进行植株抗病性的快速鉴定；降低共培养

菌液的浓度。则可推迟发病时问，按照传统的调查方法进行调查后，确定植株的抗病级别。⑥鉴

定后的植株可直接应用：由于用于鉴定的是植株的茎枝，所剩余的植株没有接触病菌，因此可直

接应用，而灌根法和毛细管法则不能，这对于珍贵稀有的植株材料的保存和繁殖具有重要意义。

⑦适用范围广：不仅适用于马铃薯的抗病评价，对于其它茄科作物(如番茄)的抗病性筛选同样

适用。

茎枝菌液共培养法与传统的灌根法及毛细管菌液滴注法等一样，与大田环境仍然存在～定的

差异。因此要最终确定种质资源的抗病性，尚需结合大田鉴定方法共同确定。但该方法与其它室

内鉴定方法相比更加简单、便捷和经济，可操作性更强，对于资源材料的先期评价和筛选具有重

要的指导价值和实践意义。



第三章青枯病菌胁迫下的马铃薯早期基因表达

3．1引言

植物经过长期的进化，为了保卫自身，免遭病原的侵染，已经发展了较为完善的自身防卫

反应机制，包括产生抗菌肽、次级代谢物、细胞溶解酶、膜反应蛋白及自身细胞壁的加厚等

(Schecl。1998；Karin．eta／．2000)。寄主植物中抗病基因的有无和侵染病原中无毒基因的存在与

否决定着寄主与侵袭病原间的亲和性互作和非亲和性互作。根据基冈对基冈学说(Flor,1971)，

无毒基因编码产物可直接或间接的作为抗病基因编码产物(受体)的配体识别抗病基因产物，

从而产生非亲和性互作，引发寄主植物复杂的抗病防御反应(Gabriel,甜以1990)。

近年来人们开始对抗病基因和数营性状位点(Quantity Trait Locus。QTL)进行分离和鉴定，

并利用异源抗病基因对马铃薯进行转化，现已扶不同植物种中分离或鉴定了多个抗病基因和抗

病QTL，如拟南芥的RRSl和Q7k(QRSl，QRS2和QRS3)(Dcslandcs，et a／．1998；Godiard．

etaL 2003)，马铃薯的API(Feng，eta／．2003)，番茄的Q7k(BW-I，Bw-3,BW-4和BW-5)

等(Dancsh，etal．1994；Thoquct，etal．1996)以及相应的无毒基因(Deslandes，etal．1998)。在

用于马铃薯转基因的外源基因中，如几丁质酶基因(Lofito．etaL 1998)，防卫基因defensins(Gao,

盯a／．2000)，抗菌肽(Jia,et a／．1996)，只有很少几个基因是来自马铃薯，如snakin．J基因和

snakin-2基因，这些基因提高了马铃薯对青枯病菌的抗性(Bcrrocal．Lobo，eta／．2002；Gebhardt，∥

aL 2001)。尽管已经克隆和鉴定了一些功能基因，但是人们对参与马铃薯与青枯病菌之间的亲

和性和非亲和性互作的遗传因子的理解仍然不甚明了。

人规模进行基因表达分析是有效探索植物．病原互作的重要手段。抑制差减杂交是一种构建

均一化cDNA文库，富集差异表达基因的有效方法(Dia“：henko，∥a1．1996；Brich。et a1．1999；

Tian，eta／．2003；Faivre,-Rampant，etaL 2004；Sun，盯aL 2005)，尽管该方法也存在一些诸如产生

假阳性的不足，但通过与MOS(Mirrororientation selection)方法的有机结合为解决转录本背景

克隆问题和减少假阳性提供了可能(George，el aL 1999；Rebdkov,et aL 2000；Bocngler,“aL

2003)。本研究拟利用SSH和cDNA宏阵列(cDNAmacroarray)筛选相结合研究马铃薯与青枯

病菌非亲和性互作过程中的基因表达，获得大量参与抗病反应的基因表达信息，初步揭示早期

反应的马铃薯抗病相关基冈的种类和数量，为今后的分子植物育种提供理论依据。

3．2材料与方法

3．2．1试验材料与处理

植物材料为高抗青枯病二倍体基因型EDl3，病原菌为青枯病菌小种3号P041，接菌方法采用

茎较菌液共培养法接种，具体见2．2．3。1。限制性内切酶、DNA连接酶、Taq DNA聚合酶、DNA分

子量标准、各种生化试剂及试剂盒等分别购flCLON'rECH公、Invitrogen公司、promega公司、



TAKARA公司及北京天为时代公司等。

3．2．2总RNA的提取及mRNA的分离

盎

总RNA的提取采用Ⅱ哑DL⋯Regent--步法抽提试剂盒(Invitrogen。USA)，依试剂盒说明书

分别提取接菌处理和对照水处理0、6，12、24、36、48、72、96h的叶片总RNA。并按mRNASY

离试剂盒(QIAGEN)说明书分离所提取的接菌处理和对照水处理6h和1211样品总RNA的mRNA。

3．2．3 SSH文库的构建

以接卣处理材料的eDNA为试验方(Tester)，水处理的为驱动方(Driver)，利用抑制差减

杂交技术，参照Clonteeh PCR-SeleetTM eDNA Subtraefive Kit(Clontech公司)说明书进行SSH文

库的构建，其步骤简要叙述如下：

3．2．3．1 ds-cDNA的合成

分别取2 pg接种处理与对照水处理的mRNA，加入l I‘I cDNA合成引物(100【tool／L)，使用

试剂盒提供的AMV逆转录酶合成eDNA第一链：用第二链合成酶混合物合成第二链。合成的双链

eDNA用苯酚：氯仿：异戊醇(25：24：I)充分抽提纯化。纯化产物经95％乙醇沉淀后溶于50m

ddH20中，取出6 Itl保存于-20"C以用于Rsa I消化后ds--cDNA的电泳对照来检测Rsa I酶切效果及

ds-cDNA的产量、大小和合成效率(3．2．3．2)。

3．2．3．2 ds-cDNA的Rsa I酶切及cDNA合成效率检测

分别在剩余的接种与对照ds-cDNA中(约为43．5 Itl)加入5 u1 10x Rsa I Restriction Buffer和

1．5“1 Rsa I(10 units／ttl)，37"C温育6 h以完全酶切。取出5 It!进行琼脂糖凝胶电泳检测酶切效果，

其余的j{j苯酚：氯仿：异戊醇(25：24：1)和氯仿：异戊醇(24：1)抽提纯化，乙醇沉淀后溶

于5．5¨l ddH20中，以进行后续接头连接。

根据已报道的^删n基困(Drouin，以矗1990)第3个外显子核酸序列设计5’端引物Actin-F：

5’-GATGGTGTCAGCCACAC-3’和3’端引物Actin—R：5'-ArrccAGCAGcnccA，几℃c．3’。且这

两个引物之间的Actin基因第3个外显子区段内无R∞I酶切位点，可用于双链-cDNA与接头连接效

率的检测(3．2．3．3)：Actin-F与Actin．R配对可以扩增出约420bp长的片段，Actin-R与接头引物配

对可以扩增出约350 bp长的片段。

利用Actin基因的特异引物Actin．F和Acdn-R对所合成的接种处理与对照水处理的ds-cDNAJ挂

行PCR：J广增，P(x扩增体系为5叽l，在PcR扩增过程中分别于第20、25、30和35个循环取出51xl，

最后进行I．5％琼脂糖凝胶电泳检测cDNA的合成效率。

北-33接头连接

接菌处理和对照水处理的经Rsa I酶切的ds．cDNA分别与接头1和接头2连接，分别记为：

Tester-I，-2和Driver-1、-2。具体为：

a，分别取经Rsa I消化的接菌处理和对照承处理的ds-cDNA各1 m，用5山无菌尔稀释。

b．在0．5ml离心管中混合以下成分。准备Ligation Master Mix。



perrxn

SterileH20 3 ul

5X Ligation Buffer 2山

T4 DNA Ligase(400 units／p．1) l u1

c．对于每一个试验tester cDNA和对照Driver eDNA，在0．5ml离心管中依次加入以下成分。

并用移液器充分混匀。(对于正向库的构建：接菌处理的ds-cDNA为Tester，对照为Driver：

对于反向库的构建：对照ds-cDNA为Tester，接菌处理为Driver)。接头引物序列见附录D。

Component Testerl(ttl)Tester2(ttl)

diluted tester eDNA 2 2

Adaptor l(10ttM) 2 一

Adaptor211(109M) 一 2

MasterMix 6 6

Final volume 10 10

d．取2“lTester-1和2ttlTester-2于一个新的无菌离心管中混合起来。(连接反应完成后。该

混合物即作为未差减对照1．c)。

e．短暂离心，16℃温育过夜。

f．加I ttl EDTA／Glycogen Mix终止连接反应。

g．72℃温育5 min使连接酶失活。

h．短暂离心。

i．从Tester-1、-2和Dciver-1、-2中各取1¨l稀释于lml ddH20中用于后续的接头连接效率检测，

同时取出1 ttl未差减对照(1-c)稀释至1 ml无菌水中，以用于PCR扩增(3．23．5)和差

减效率的检测(3．2．3-6)。

j．将样品储存于．20℃。

分别采用两种引物组合Aetin—F+Actin—R和Actin-R+接头引物对连有接头的ds-cDNA和未

连有接头的ds-cDNA进行PcR扩增。PCR反应体系为：l“l稀释连接产物，2．5 m 10xPCR Buffer，

2 Ix!MgCl2(25 mmot／L)，lⅢdNTPs(2 mmol／L)，0．25 gl Taq Polymerase(5 lI，ttl)，Actill-F与

Actill—R各1 gl或Actin-R与接头引物各1山(引物浓度均为50ttmoFL)，补加无菌水至终体积25

¨l。PCR扩增条件为：94℃3 mill；94℃30S，56"C 45s，72℃1 mill，30+循环；7212延伸5 min。

根据两个引物组合扩增产物量的多少来估测接头的连接效率。

3．2．3A差减杂交

a．在0．5ml离心管中将每一个实验和对照的连接产物依次加入下列各组分。

． ．Hybridization Hybridization
1

sample l(p1) sample2(ttl)

Rsal digested driver eDNA 1．5 1．5

Adaptor 1-Igated Tester-I 1．5 一

Adaptor 2R-lgated Tester-2 — 1．5

4xHybridizatioll Buffer 1．O 1．0

Finat volume 4．0 4．0



b．加一滴石蜡油，短暂离心。

c．将样品在PCR仪上98℃加热1．5 rain，68"C温育过夜(8—10 hr)。

d．在无菌离心管中加入以下试剂：

DrivercDNA 1 ul

4×Hybridization Buffer 1 ul

SterileH20 2ul

e．取1山上述混合物于0．5 lIll离心管中，上面覆盖一滴石蜡油。

f．PCR上98"C加热1．5 raln。

g．从PcR仪上取下新鲜变性的drivercDNA，并将其与样品1、2混合起来。(注意：三者需同时

混合)

h．短暂离心后。68"C温育过夜。

L加200 ttl dilufion bu虢雌E匀，68℃继续温育7 min后存于—20℃。

3．2．3．5选择性PcRj广增

首先采用接头外侧引物对每一个正向、反向差减产物和相应的未差减对照进行第一次选择性

PCR扩增，由于双链cDNA：分"子经过差减杂交后，只有差异表达基因片段两端分别带有两个不同

接头，因此在进行PCR扩"增时只有差异表达基丙片段得到有效扩增，从而达到选择性扩增的目的。

PCR扩增条件为： 94"C 25s1 94℃10s，66"C 30s，72'C 1．5min，27个循环。将第一次PCR产

物稀释lO倍后，利用接头的内侧引物进行第二次选择性PcR扩增，P(象扩增条件为：94℃10s，

66℃30s，72℃1．5min，10-12个循环。

3．2．3．6差减效率的检测

本实验通过检测组成性表达基冈在差减产物和未差减对照的第二次PCR产物中丰度变化来

推断差减效率。具体为：将差减产物和未差减对照的第二次PCR产物稀释1000倍u后，利用Actin

基因的特异引物进行VCR}r增，PCR扩增条件为：94℃3min；94℃30s，56℃45s，72℃lmin，

35个循环；72"C延伸5 mill。在PCRf增过程中分别于第20、25、30和35个循环取出51xl，最后进

行1．5％琼脂糖凝胶电泳检测cDNA的差减效率。

3．2．3．7差减cDNA文库的质量评价

将第二次PCR扩增产物利用QIAquick PCR purification kit纯化回收后，通过T．A克隆插入到

pMDIS-T载体上(TAKARA公司)，转化大肠杆菌Topl0感受态细胞(天为时代公司)，通过篮

白斑筛选阳性重组子。随即挑取20个白斑茵落作为模板，分别进行菌落PcR扩增，PCR；扩增条件

为：94℃3rain；舛℃30s，55℃45s。72℃lmin，35个循环；72℃延伸5 min。

3．2．4测序及序列分析

随即挑取阳性重组子，由北京擎科公司测序。去除载体和接头序列后，利用BLASTN和

BLASTX(Basic Local Alignment Search T001．BLAST)在NCBI(National Center for Bioteehnology

Information，http：／／www．ncbi．nlnLnih．gov／)和TIGR(The Institute for Gcnomic ReⅫch CI'IGR)．
http：／／www．tigr．org／)的数据库中进行比对分析。



3．2．5差减文库筛选

32．5．1探针制备

为了尽可能降低和消除接头共有序列对杂交信号的影响，减少背景和假阳性的产生，在进行

探针标记前，分别利用Rsa I酶切以去除正向与反向差减产物的接头序列。探针标记参照Roche

公司DIGHighPrinⅢDNAlabeling andDeteI：donStarterKitI的操作说明进行。

3．2．5．2 Reverse-Northern

3．2．5．2．1 PeR扩增：

以阳性重组子的菌液为模板，利用接头内侧引物进行PCRj广增，电泳检测插入片段的大小和

产量，剔除插入片段小于100 bp以及双带产物，并依据电泳条带强度调整P(m产物浓度使其趋于

一致。

文2522 macarray制备；

取5 pl P(聚产物(约100rig)与5山新鲜配制的0．6mol／L NaoH混匀，用排枪将1．2山样品点于

尼龙膜(Nylon membranes，positively charged，Boehringer Mannheim)上。点膜完毕，将尼龙膜用

0．5mol／L Tris-HCl(pH 7．5)中和5min，然后用双蒸水漂洗。凉干后于80℃烘烤2小时，以固定DNA

于尼龙膜上。

3．2．5．2．3存液与显色

杂交依照DIGHig}lPrimerDNALabeling andDetection StarterKitI的说明进行，探针量约为35

ng，IIll，40℃杂交过夜。室温下用2xSSC(0．1％SDS)洗膜两次，每次15min。然后于68℃用0．5xSSC

(O．1％SDS)继续洗膜两次，每次15耐n。杂交显色采用该试剂盒的NBT／BCIP体系显色，时间

为4_5h，显色完毕用足量TE(pH 8．O)洗膜两次，凝胶成像系统在可见光下扫描显色结果。

3．2．6 Northern印迹

分别取不同时间点的总RNA 35峙进行1．5％甲醛变性凝胶电泳，碱上行法转膜(Hybond^r

尼龙膜， Anzrsham)，然后120。C烘烤30min。特异探针的制各参照Roche公司DIG High Primer

DNA Labeling and Detection Starter Kit I的操作说明进行。杂交与显色同Reverse-Northern。

3．2．7半定量RT-PCR验证

根据所测基因片段的序列设计合成特异引物，引物序列见表3．1。利用Superscriptll(Invitrogen)

逆转录酶， oligoMT(18)为引物(购自上海生工公司)，青枯病菌处理O、6、12、24、36、48、

72、96h的总RNA为模板，逆转录合成eDNA第一链。具体PcR扩增条件为：94℃3rain；94℃30s，

52--58"C 30s，72℃30s，20-35个循环；72℃延伸5 min。P(=R产物进行1．5％的琼脂糖凝胶电泳，

根据扩增的DNA条带的亮度来判断所分析基因在不同时间点的表达水平。



表3．I半定量RT-PCR所用引物及序列

Table3．1 Primersandtheir sequencesusedinSemi·quanfltyRT-PCR

名称 序列(5：～3‘)

L51．F

L51．R

L358-F

L358．R

L瓢F
L496-R

L284_F

L2S4．R

L77-F

L77．R

L24s．F

L248．R

L362-F

L362．R

AAGGAA咖GGAGAAGGAG
CCCFrGTCCI℃CA．n’I℃从CrT

GCCFFACCCITCTrCAC唧
CACCCATl℃CAACATCAGAC

GGAGTCGG一7删刀jS，Ij一弼
ATITGGAACCrI_【1UG耵^1℃

CITGGrC,CJC丌ATGGGAl_GC

CGGTGGAACTI'GATGGTI'GG

AGGGClIACATrAOAAGATGGCTATTCTCATCCTrG粼
ACCACCCAGATGTITCACCC

TGCCAACGATrCTIcCArI℃Ac

ACACAGrAACC从GC从CT℃
CCTGCGrrGH℃m啪J啪

为使所分析基因在不同时间点的表达具有可比性，首先利用看家基因Actin-exon 3的特异

引物对所有不同时间点的cDNA第一链进行PCR扩增，根据其Pc=R扩增产物量的不同调狴起

始eDNA第一链的浓度，使其趋于一致。其次在进行PCR扩增时，扩增循环数停止于指数增长

期，使其PCR扩增为不饱和扩增，以保持所分析基因的起始差异。

3．3结果与分析

3．3．I试验材料的选择及取材时间的确定

选择什么材料及病菌诱导后什么时间取材至关重要，本实验首先利用传统方法和改进方法进

行多次鉴定，选出高抗青枯病基因型后，进而采取改进的青枯病菌接种方法对抗病基因型进行接

菌(接菌浓度为107cfu／m1)发现：感病材料在接菌后3．4天叶片萎蔫。部分高感病材料接菌后2天

叶片就已经萎蔫，但抗病材料(如EDl3)则无明显萎蔫症状。为了获得马铃薯与青枯病菌非亲和

互作的早期信息，本研究采取接菌后6h和12h取材，提取总RNA和分离mRNA，并以这两个时期

的混合mRNA反转录所得的cDNA池构建SsH文库。

3．3．2总RNA的提取及mRNA的分离

赢

高质量的总RNA是构建cDNA文库的首要前提，本试验采用TRmOL。Regent--步法抽提试剂

盒提取的总RNA 28s和18s rRNA条带清晰、无拖尾，且28s带的亮度约为18s的2倍(图3．1)；紫

外分光光度计测定OD2√OD280为1．9-2．0，说明所提取的总RNA纯度较高，质量较好。科用

Oligomx@(QIAGEN)mRNA分离试剂盒分离纯化的mRNA电泳检测显示为smear状，28s和18s

31



rRNA条带变得模糊不清(图3．2)，且lTlRNA的分子量丈小主要分布在500bp以Jz，紫外分光光度

计测定oDm幻Dm为!．9-2．1。表明实验分离得到的mRNA质鼙合格，满足eDNA合成要求。

田3．I总RNA的电泳结果

M：DNAmarke=r MDll3 l-3：总RNA

玎昏3．1Eleetrophoresis resultottotmRNAOill．5％agrodegel．

M：DNA marker MDll3 1-3：Total RNA

围3．2mRNA的电泳结果

M：DNAmarkerHI lj源自稍菌处理材料的mRNA

2：源自对照处理材料的mRNA 3：分离出mRNA后的总RNA

n磐弘Eledrophm劬resultofisolatedmRNA∞1．5％agrosegel．
M：DNAmarkerIll l：rnRNAfromun-岫：a‘cd sample

2：tuRNAfromRs-trcated sample 3：E1)13totalRNAafterisolatedtuRNA

3．3．3 eDNA的合成及合成效率检测

参j!l(Clontech PCR-SelectT”eDNA Subtraction l(it说明书厶成cDNA，并根据持家基因(Actin)

的PcR扩增情况对eDNA的合成效率进行了检测(圈3，3)。以病菌处理的和对照样品的cDNA为

模板，PcR扩增25个循环均可检测至她ctin基田的PcR扩增带，30+循环带型清晰且浓密。说明

cDNA的合成效率较高。
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图3．3 cDNA合成效率检测

M：DNAmark既I

14；m处理样品cDNA的第20、25、30和35个循环的扩增产物

5-8；对照水处理样品cDNA的第20、25、30和35个循环的扩增产物

n玉3．3EfficiencydetectionofeDNA synthesisonl-5％agarosegez

M：DNAmarkerl

1--4：PCRp“xluctof20．25．雏35 cyclesfords-cDNAofRs-treaied sample
5—8：PCR productof20，25，30，35 cycles fords-cDNAofcontrol sample

3．3．4接头连接效率及差减杂交效率检测

实验中以组成性表达的Actln基因为内参，利用Actin基因的特异引物}IISSH文库构建试荆盒提

供的引物相结合，相应的cDNAs为模板，进行PCR扩增以监测般链eDNA与接头的连接效率和消

减杂交的效率。对于双链cDNA与接头的连接效率的检测，以连有接头的cDNA样品为模板，分

别利用引物组合PCR NI+Actin．R和Actin-F+Ac$ill。瞄行PCR扩增，30个循环后，所得扩增片段
的强度基本一致(图3．4)，说明接头的连接效率较高。

囤3．4接头连接效率检测

M：DNA marker I l，3：引物组合Actill．F+ActiIl—R的PCR产物

2A：引物组合PCR primer Nl+Actin-R的P(：R产物

Fig．3A Ligaflon effideney detection

M：DNAmarkerl l，3：PCRproducLsofActin-F+Actin-Rpritlx!rpⅢn

2A：PCRproductsofNI+AcI-R primer廊

经过差减杂交和两次选择性PcR扩增，差异表达基因片段得剑高度富集，且最初的丰度不同

的转录本已基本得到均一化。对于消减杂交效率的检测，以消减的和未消减的cDNA样品为模扳，

利用Actin的特异引物进行扩增，对于未消减的cDNA样品，只需25个PCR循环即可获得清晰的扩

增产物，但对于消减后的cDNA样品，35个循环后扩增产物才可检测到，要比对未消减的晚10个
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循环(图3．5)，表明：经过差减杂交后Actin基因和其它组成性表达基因的丰度已大大降低，差

异表达基因得到了富集和均一化。

豳3．5差曩杂交效率检澍

M；DNAmarkerI

l--4：消减cDNA文库第20、25、30}n35个循环的^ct／n基因扩增产物

5—8；未消减eDNA文库第∞、25、30和35个循环的Actln基爵扩增产物

Fig．3．5 Sublraclive emoleney evaluation ol 1-5％agrexe擘eI

M：DNAmarkerI

1-4：PeR products ofActin in 20．25，30，35cycles for subtracted cDNAs

5-8：PCRproducts ofActinin 20，25，30，35cyclesforun-subtraoedcontrol

33．5差减产物克隆及文库质量评价

将纯化同收的第二次PCR产物通过T-A连接插入到pMDl8-T载体上，转化大肠杆菌T(，p10感

受态细胞，共获得约1000个阳性重组子(图3．6)，随即挑取20个白斑菌落进行菌落PCR扩增。结

果表明：插入片段的大小约为100bp-600bp，平均为300bp(图3．7)符合识别绷基的Rsa I酶切片
段大小。

图3．6差异表达基因片段克隆(白斑菌落占总菌落数的百分比约95％)

Fig．3．6Clonesofdifferentiallyexpressedgenefragments

(Rateofrecombinationis about95％1



围3．7阳性克隆插入片段大小的检测

M：DNA marker I I-10z不同阳性克隆的PcR产物

№3．7 Size e训mH∞ofinserted fragnmnts
M：DNA marker I l一10：PCR PfodIlcb ofdifferent positive clones

3．3．6测序和差异表达片段的筛选

从所获100(价重组克隆中随即挑取60阶克隆利用ABl3730钡9序，结果表明这些克隆的插入片
段大小为100至700bp，平均大小为300bp。去除载体_郓接头序列，利用BLASTX或BLASTN在

NcB【和11GR的数据库中进行比对分析，共获得216个非重复ESTs。在所测的600％克隆中只检测

到1个Actin基因，进一步说明了经过消减后Actin基因和其它组成性表达基因被有效的去除。差异

表达基因得到了有效富集和均一化。

所有216个非重复ESTs均点在带正电荷的尼龙膜上进行差异筛选，为了减少背景的干扰和假

阳性的产生，在标记探针前，首先去除实验方(tester)cDNA和驱动方(driver)cDNA的接头序

列，接头去除效率的检测表明：PCR扩增30％循环，引物组合Nl+Acfin—R无扩增产物，而引物组

合Actin-F+Actin．R则有较强的扩增带，说明接头已经基本去除，保证了后续反向Northem筛选

的可靠性。

为了减少人为因素的影响，根据探针的标记效率调整杂交反应中探针用量，使用于杂交的探

针量基本相同。反向Northern结果表明：在216个克隆中有123个cDNA克隆与正向差减cDNA

(Forward-subtracted cDNA)探针有较强的杂交信号，而与反向筹减cDNA(Rcversc-sublmctcd

cDNA)探针无杂交信号或杂交信号较弱；或者与反向差减cDNA探针有较强的杂交信号，而与正

向差减cDNA探针无杂交信号或杂交信号较弱(图3．8)。

圈3．8部分样品的反向Northern#k交筛选结果

左侧；与正向差减探针杂交结果 右侧：与反向差减撵针杂交结果 箭头所指：差异表达的克隆

Fig．3．8Partial resultsofReverseNorthernblotscreenlng

Left：Hybridization resultwith forward-subtracted probe Right：Hybridization result with reverse-subtracted probe
Arrow：indicale differential expressed clones



进一步分析表明这123个差异表达克隆的插入片段平均大小为295 bp，除3个克隆(2．4％)的

插入片段小于loobp(去除接头序列)外，其余120个克隆的插入片段大小均大于toobp。BLASN

和BLASX在NCBI{tlTIGR数据库中比对分析发现：99+克隆(80％)可找到与其具有较高同源性

的序列(o<E—值<lff”)。16个克隆(13％)可找到较低同源性的序列(E-值>lff”)，8个克隆

(7％)无同源序列。研究中还发现在123个差异表达的克隆中有21个克隆(17％)杂交信号非常

强，且大部分克隆(插入片段大小为120-650bp)与已知植物基因序列具有较高的同源性(E-值

<e-30)。冗余序列分析表明：在所有600+测序的EST中有8个高丰度的EST出现131次(约21．8％)，

这些高丰度的EST主要为细胞结构成分(如胞壁蛋白)、细胞自救和防御、细胞代谢、蛋白质的

合成与加工以及功能未知蛋白等(表3．2)。这些高丰度的Es佑反l占lNorthem中均具有较强的杂交
信号，且出现的频率越高，杂交信号越强。BLAST比对分析还发现在差异表达和非差异表达的序

列中有18个EsTs尚未在马铃薯中报道(时间：2006年6月)，占所测序EST的3％(表3．3)，这些

ES币可能代表马铃薯新基因。

裹3．2出现频率较高的EST

Table 3．2 The most freq,mt ESTs in the SSH library．

·在所测序的600+克隆中所占百分比



寰3．3本试验获得的GenBaak}gl TIGR率尚未在马铃薯中报道的ESTs‘

翌坐翌堡婴型坚!苎垫堡些!些!型里璺墨塑塑!苎竺垫些鬯!墅塑
EsT编号EST长匹配序列号 同源基因(BLASTXandBLASTN)及来源 一致性sco陀值 B值

度(bp)

差异表达的ESTs

L77 301 AAM44274．1 receptor-like kinase RitGI【Glycine max]

L434 315

L5 42l

L15 157

L136 112

L139 120

L185 155

L214 278

L367 208

L423 329

非惹异表达的ESTs

L52 100

L17

57

150

217

269

318

104

95

249

321

102

123

NP_199009．3 PwD(PHOSPHOGLUCANWATER

DIKINASE)；catalyze【Arabidopsis thalianal

Nomatch

Nomatch

Nomatch

Nomatch

Nomatch

Nomatch

Nomatch

Nomatch

74／99 153

(74％)

70／104 154

(67％、

2e-36

1e-36

NP 193605．1 CIPKl2(CBL-inⅢrting protein kinase l 2)；ATP卅蛳 97．1 2e-19

binding／kinase／proteinkinaseJprotein (93％)'

scrin砌mIline kinase／protein-tyrosine kinase
【Arabidopsis thaliana]

Nomatch

Nomatch

Nomatch

Nomatch

Nomatch

Nomatch

340 100 Nomatch

‘由于在11GR数据库中，TC号所代表的序列为多十EsT的拼接而来，一般具有较长的序列，因此经比对后大部分在GenB衄k

中尚束在马铸薯中报道的差异表达的ESTs．而在TIGR数据库中姆可以找到其对应序列，因此在这两个数据库中都无同源序列的较

少。这些序列应该代表新基因．



3．3．7差异表达片段的NonIlem和RT-PCR验证

为进一步验证反向Northern结果的可靠性，挑选8个基因进行No,hem印迹和半定量

RT-PCR分析。采用接菌后不同的时间点(对于Northern采用接菌后oh、6h、24h、36h和48h：

对于半定量RT-PCR采用oh、6h、12h、24h、48h、72h和96h)来研究候选基因在抗青枯病的

马铃薯叶片中的表达模式。Northern杂交和RT-PCR结果表明：8个基因中7个受青枯病菌诱导

表达，但它们的诱导表达强弱存在明显差异，诱导表达模式也各不相同(图3．1la，图3．1lb)。

u8』(putativeproteinphosphatase2C)为下调(图3．1la)，预示着植物受青枯病菌浸染后

可能产生一种抑制因子，该抑制因子抑制了L181的表达。对于半定量RT-PCR分析方法，首先

利用组成性表达基因Actin为内参，调整了用于PCR扩增的所有时间点的样品模板量，使其起

始模板量一致，同时通过优化循环参数，使所有扩增均处于对数增长期。半定量RT-PCR结果

表明：除I_358(ADP-ribosylation factor)外，其它6个均受青枯病菌的诱导(图3．1lb)。／．,51

(methy|-CpG-binding domain-containing protein)受青枯病菌的快速诱导，在6-12小时内即达

到最高表达水平，然后回到其自然低水平。L362(protein kinase Ptil)和L248(DnaJ．1ike protein)

与／．,51具有相似的表达模式，但是D62需24h尚可达到最高表达水平，比zJJ稍推迟一些，

并且该基因在正常情况下维持低水平表达；1．,248在约12h达到最高表达水平后缓慢降低。与以

上不同的是L496(putatively encoding kunitz-type trypsin inhibitor)和L77(putatively encoding

receptor-like kinase RHGl)对于青枯病菌的诱导反应较慢，约需48h才可达到最高表达量，然

后逐渐下降。L2觯与烟草N基因的3’端具有较高的一致性，该基因具有独特的表达模式，受青

枯病菌的强烈诱导，在6-12h内表达量达到晟高。然后维持高水平表达36h后，逐渐降低。这

些片段不同的表达模式预示着这些基因在病原与寄主互作中起着不同的作用。

Northern印迹和半定量RT-PCR分析结果还表明这些基因均在12h之前就已经受诱导而启

动表达，与反向Noahem的筛选结果是吻合的，也迸一步证明了差异筛选结果的可靠性。当然，

在反向Northern筛选时有少数片段也可能被遗漏。未进行验证的片段中，少数片段也有假阳性

的可能，对于需要深入研究的片段，尚需进一步验证。

豳3．1la不同时间点L181转录水平的NorthcmEp迹分析

总RNA分别来自接菌处理o，6'24．36和48h的样品；根据核糖体RNA的量来调整电泳总RNA上样量。

H争3．1la No,ahem blot anal徊s of L181 transcript levels at different time-point post-inoculated with
RalMonia solanacearum．Total RNAs wefe extraeu蚰from potaw J∞v∞harvested 0，6，24，36 and 48h p．i．

ThequantityoftotalRNAloadedineachag口osegelchannelwa$modulatedequal accordingtotheir rRNA．



圈3．1lb差异表达基因的RT-PCR分析

右侧标出每个克隆可能编码的蛋白质，RT-PCR模教来源于不同接种时期(o'6，12，24，髓．72和96h)群

品经反转录台成的eDNA第一链，并根据持家摹因Actin的PCR扩增量来调整模板用量。

rig．&lib RT-PCR analysis of transcript levels of potato genes diffcrentiany expressed in potato leaves

inoculated with Ralstonia solanacearum．Clone designation is indicated to the right of each panel．cDNAsⅥ，erc

synthesized from RNAs of potato l∞ves harvested 0．6．12．24,48，72 and 96h p．i．using oligo(dT)．Palmers for

Atria．ex．on．3 gone were used to verifv that ouantitv ofcDNA temnlate for samnles w6Te eoual

3．3．8基因的功能分析

根据所获得123个差异表达EsT可能的生物学功能，可将其分为12个功能组(图3．10)，具体

见表3．4，其中23％的EST与细胞自救和防御有关(如：几丁质酶、细胞色素P450、富亮氨酸重复

蛋白家族等)，9％的与信号转导相关(如：14—3．3蚩白，类受体激酶RHGl、乙烯受体等)，4％

的为转录因子(如：nal!q．1ike蛋：t4、GAMYB结合蛋白等)，9％的参与代谢，13％的参与蛋白的

合成与加工，22％的未分类或功能未知。BLAS啦索结果还表明，得分较高(o<E-值<104)的
绝大部分ESTs(共81个)来源于马铃薯(39个)．其次为烟草(8个)、番茄(7个)、拟南芥(7

个)和其它(20个)等。



圈3．10差异表达片段的功能分类

根据BLA．STX的比对结果，将所获得的123个礤滑按照与它们同源的基因的生物学功能分为12类．

1q11．3．10 ESTcias蚰estion according tO pm咖缸ologi耐function following the Expressed Geae Anatomy
database∞Ⅱd村mlc dj蝎商匡cadm s曲c蛳(WhiteandKedavagc,1996)basedonhomologiesto钾q∞埘瞄of
known function detected by BLASTX searches．

3．3．9抗病相关基因

根据已发表的抗病研究资料推测在差异表达的123个ESB中，至少有“个(约35．8％)

参与了马铃薯的抗青枯病反应，分类整理后列于表3．5。这些片段涉及到抗病反应的基本过程，

包括信号识别(如L284)、信号传导和转录因子如类受体激酶RHGl(L77)、乙烯受体的同

源物(L349)、锌指蛋白Lsdl(L332)和转录因子RAUl(1373)等，参与过敏反应如热激蛋

白70-3(L160)和细胞色素y450(ial91等，系统获得性抗性中的病程相关蛋白如几丁质酶(L58、

L251)和甲基CpG结合蛋白(L51)等，参与细胞保护机制如液胞加工蛋白(L480)、富甘氨

酸蛋白(L13．L241)、类金属硫因子蛋白(L229)、果胶甲脂酶(L107)及果胶甲脂酶抑制子

(L222,L380)等，以及其它抗病防御相关基因(如半胱氨酸蛋白酶I．,84和L283，过氧化氢酶

L126等)．它们中大部分与已知基因高度同源，如：ham-like蛋白4(I．221)、果胶甲脂酶抑

制子蛋白(L380)及过氧化氢酶(L126)等。这种高同源性预示着这些基因非常保守，在不同

植物种的抗病反应中可能具有重要的作用．

40



表3A与已知基因同器性比较结果‘

Table3．41kresultsofEST similari够analysisfromcomparingwiththe^H州∞identified辨∞

F_ST编号EST长度(bp) 匹配序列号 同源基囡(BLASTX和BLASTN)及来源一致性Score值。 B值。

Metabolism(11)

L26 159 1℃115342

1名7 245 P31542

L203 366 CAA49416．1

L231 567 BAC23042．1

k2毽6 292从L29212l

驺2l ”1 AB髓7031．1

L335 200 AAZ08349，1

315

Energy·related(5)

L172 239

L233 567

L26B 76

[So／anumtuberosum]weakly similarto

UPIQ8S9A7(Q8S9AT)Glucosyltrmuferase-2，

partial(32％)Izngth=1643

[Lycopersicon esculentuml ATP钠dent
Clp protease ATP-binding sulmnit clpA

homolog CIMB．chloroplast precursor

lkta-galactosidase【Lycopersicon esculentuml

Asparagme symhetase ILycopersicon

escutentum]Length=243

Ribulose bisphosphate caCooxyh∞【Solwmm

tuberosura】

NADP-dependem inane enzyme【Solarium

tuberosum]

Putative acyr-CoA synthetase【Caps／cure

annuum】

Alpha／beta hydrolase fold [Medlcago

truncatula]

Xyloglucan ffrldotran吲ycosylase舳ydrolase

16 prolein【Lycopersicon esmdentum]

Len垂h=266

Clp pmtease 2 proteolytic subunit

【Lycopersicon esculennun]

PwD(PHOSPHOGLUCAN WATER

DIKINASE)；catalp．ic【^rabidopsis thaliana]

CAA67696．1 23 kDa oxygen evolving protein of

photosystemⅡ【$olanum tuberosum】

AAK82651．1 RSH—like protein【Capsicum annuion】

NP_568913．1 34-dihydroxy-2-butanone-4-phospbale

symhasc]GTPcyclohydrolase II【^rabidop5is

龇j妇叫

53／53 272 9．2e-23

(1∞％)

81／81 161 7e_39

(100％)

61．6

94．7

97．1

140

186

145

142

92／104 187

(88％1

70／104 154

(67％、

59／61 92．8

(96％1

184／188 392

(97％)

24／24 52．4

(1∞％)

le-08

le-18

2e-19

3e-32

2e-46

7e-34

3e，33

2e-46

le-36

4e_18

4eIl嘴

6e-06
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表3．4(续)

EST编号EST长度 匹配序列号 同潭基因(BLASTX和BLASTN)及来源一致性Score值 B值

42



袁3．4(续)

EsT编号EST长度 匹配序列号f_J源摹因(BLAsTX和BLASTN)及来源一致性scofe值 E-值

L255 258 ABB29931．1 P40-like protein[So．van tuberosum】 36／51 49．3 5e-05

(70％)

L256 380 CAA49693．1 NtpHl0 IN／cot／am m‰um] 24／25 56．6 3e437

L289 360 CAA55641，1 Translation initiation factor(eIF-4A)

[Nicotiana tabacum】

L363 244 ABB72816．1 Ribosomal protein L24-1ike protein【So／anum

tuberosum]

U64 X570 BAC23049．1 Elongation factor I-alpha【So／anion

mberosum]t∞gm--44s

Cellulartransportandtransportmechanisms(s)

L175 421 TCl22089 Weakly sindlar to UPIQ8T6H4(Q8T6H4)

ABC tr,msporter ABCC．5(Fragment)partial

(3％)kmgtll=597[Sot,mum tuberosum]

L176 X435 NP_569032．1 ATFOLTl；binding／fofic acid transporter

【^rabidopsis thaliana】

L314 526 CAA70968．2 Aminoacid transpoaer【Solarium zuberosum]

L382 254

1．494 474

CAA71785．1 Plasfidic ATP／ADP-transporter【So／anum

tuberosuml

CAA54045．1 H(+)-transporting ATPase 【$olanum

tuberosum】

Molecularchaperonln(2)

L248 525 AAP24498．1 DaaJ—like protein[Arabidopsis thaliana]

1．378 289 CAA63965．1 DnaJ protein脚hM tuberomun]

TransctlpaOil factor伪

L55 285

L115 305

ABB87130．1 Putative transcription factor BTF3．1ike

[Solarium tubemsum】

AAZ38969．1 GAMYB-binding protein【Gtycine max]

277 AAM34767，I Nam-likeprotein4【Petuniaxhybrida]

(96％)

“9，120

(99％)

7l，75

(舛96)

136／136

000％)

24l 5e-63

151 9e-36

273 3e-72

115／140 550 l 6e-52

(82％1

10Ⅳ147

(68％)

102，115

(88％、

69，75

(92啪

56／56

(100％1

64，105

(60％)

73，85

(85％1

92／94

(97％)

43／56

(76％)

84／92

(91％)

190 2e-47

219 3e-56

145 拓34

112 融24

129 5e-29

116 3e．25

183 2e-45

80．9 2e-14

188 5棚

L332 134 CK716927 Zinc-finger protein Lsdl [Arabidopsis 43144 247 2．4e-20

曲日妇叫partial(15％)Length=622 (97％)

L373 193 1℃120214 Transcription factor RAUI partial(36％)48／49 278 8．6e-31

墅鲤：!!塑【墅丝竺坐兰竺型 !!!兰
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表3．4(续)

EST编号EST长度 匹配序列号 同源摹囡(BLASTX和BLAsTN)及来潭一致性 Score值 B值

Si掣山tnmsduction(11)

lJ7 301 AAM44274,1 Receptor-like kinase RHGI【G／yc／ne max]

L152 N163 Y11688．1

L18t 110 NP_180926．1

So／anum l如^，目堋tuRNA for 14-3-3 protein
isolate 35G Longth---'958

Catalytic，protein phosphatase type 2C7

protein sefine／thrennine phosphatase

【^rabidopsis t蛔liana]

Annexin p34-like【So／anwn ruberosum]

L247 342 ABB86244．1 Unknown【Solanwn mberosum】Longth=548

吻2 219

AAZ32878．1 Putative ABl3·interacting protein[Medicago

sativa]Length=IS3

NP_195118，1 Catalyticlproteinphosphatasetype2C

【^rabidopsi3 thaliana】

L293 109 TCll7177

L330 301 AAR83888．1

L349 137 从D12777．1

L358 N284 DQ228333．1

L13 253 X55691．1

翰0 322 BAD0701 l|1

WD-40 repeat family protein／zfwdl protein

(zlaNm) ideaticat to d确dl 1wotein

(GI：12057164)【^rabidopsis t删iana]paflial
(17％)Length=758

Auxin—i℃pressed protein ARPI【Capsicum

annul#n】

Ethylene receptor homolog【So／anum

tuberosum]

Solarium tuberoswn clone 145All

ADP—ribosylation factor I-like protein mRNA

complete cds．Length=1025

Protein kinase P61【Glycine max]

Tomato mRNA fora glycine-rich protein

(clo∞wl一8)Length；619

Peroxidase【Coffea arabica】

L5l N362 'I'C127470 Weakly sinmm"to TIGR_AthlIAt3915790．1

68416．m01999 n,,Ⅻhyl-CpG-binding

domaln-containing protein contains Pfam

profile PF01429：Methyl-CpG binding

74／99 153 2e．36

(74％)

70f／0 139 3e-30

26／36 59．3 5e-08

O粥吣

52，53

(98％1

l9，19

(1㈣
281，拟
(98％)

60，8 2棚

226 2e-58

130 le-29

65．9 5e．10

179 2．8e-13

116 3e-25

41．6 7棚

543 le-151

94，111 191 8绷
(84％)

7l仍

(92％1

7吖106

(73％、

781106

(73％1

99．6 4e一18

163 2e-39

368 1．2e-33

domain partial(31％1 Length=1476

些!!竺堂!竺竺!
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表3．4(续)

EST编号EST长度 匹配序列号f可源基困(BLASTX和BLASTN)及来源一致性Score值 B值

L58 265 1℃111772

422 BAA96501．1

618 B从10929．1

L9l N181

L107 334

L118 424

Lll9 146

L126 48l

L129 128

L155 253

L15B 341

L160 434

L16l 203

L222 405

1．224 Nll8

L229 352

L24l 650

AAF238921

CAA634821

1℃113130

AAR97905．1

DQl68314．1

CAD29291．1

BAD37413．1

从R17080．1

1℃120079

BAA95794．1

z48736．1

C从92243．1

Similar to嘞6KW5(Q76KW5)Claasl
chitina∞(F∞舯I)partial(95％)Length=
1319【Solarium luberosuml

Cysteine protease【Nicotiana tabacumJ

Length=360

Cytochmnt P450 like_TBP[Nicotiana

tobacura]

50／5l 260 L0e-21

(98％)

129，140 240 1e-62

(92％)

119，153 207 2e．52

(77％)

Solanum mberosum catalase(CAT2)mRNA 1411146

complete cds Length=1761 (96％)

Pectin methyl e$te／ase【So／anwn tuberosum] 111／111

(100％)

Glycolateoxidase【Lycopersiconescutenuan]1331138

(96％1

Cytochrome P450 partial(39嘲Length=758 46／48

tSotanum mberosum] (95％)

Catalase【曲＆№∞tuberosum] 160／100

(100％)

Solaman W．berosum clone 028F07 protcinase l唧111
inhibitor l ptvcmsm mRNA complete cds(98％)

Length--467

Alcohol NADP+oxidoreductase【Solarium 61／63

tuberosum】 (96％)

Pmeaive senescence-associated protein 5 49／69

[Oryzasaava OaPOniCacultivar-group)】 (71％)

Heat shock protein 70-3[Nicotiana tabacum]107／109

(98％)

Sinfilart0'riGR-Athl【Atl915740．1 64／67

68414．m01888 leucine-rich mpem family (95％)

protein paaial(14％)1．ength=870

tSotanum tuberosum]

DCI．2 homologug【Nicotiana tabacum] 58炳

(87％)

L．esculenwzn cyp-3 gene for pre-pro-cysteine 60／61

proteinase Lenglh=1388 (98％)

Metallothionein—bb protein【Lycopersicon 27／27

250 1e，63

236 3e-61

260 1§6s

239 1．4e_19

346 2e-94

204 5e-50

137 le-3I

93．6 2e-lS

209 4e-53

334 9．Be-30

98．6 7e-20

113 le-22

67．8 1 e-lO

esculentum] (100％)

TCll5984 SimilartoTIGR_AthllAt4930450．1 73／99 353 1．6e-51

68417．m04324 glydne-6ch protein partial (73％)

坚!塑坚!坐：!翌【墅塑竺丝竺竺型
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袁3．4(续)

EST编号EST长度 匹配序列号 同源摹困(BLASTX和BLASTN)及来源～致性Score值 B值

L251 156

l。263 468

L283 396

L284 42l

咖96

L34S 306

L380 462

螂307

L档0 387

L496 111

P52403 Endochitinase l precursor 50／52

(96％)

BADl5331．1 CytochromeP450[eanaxg／nJeng] 751127

(599∞

CAB53515．1 Cysteine pro(ease【Solarium tuberosum] 93／93

(100％)

AAR21295．1 Bacterial spot disease resistance protein 4 32／86

[L妒opersiconesculennun]Length=1146 (37％)

BADl2594．1 N protein[Nicoacma tabacum】Length=1128 20／26

(76％)

ABl20513．1(N)Nicotiana tabacum N mRNA for N protein 56／61

partial eds Length=3385 (919吣

Tcl28390 Weakly similar to UP[Q75WV4(q75wv4)N 27／30

protein(Fragment)partial(6％)tength=645 (90％)

Similar to哟SWV4(Q75wv4)N protein
112128391(Fngm∞t)partial(9％)tength=718 1351169

(79％)

AF243378 Glycine mox glutathione S-transferase GST 7Q倍3

23 mRNAcomplete cds Length=1290 (“％)

NP_194457．2 FMN binding，oxidoreducta∞【^rabidopsis 92／101

thaliana】 (91％)

AA012869．1 putative qdinone reductase 【Vitis 93／101

v／n／／eralLength：166 (92％)

AAX20046．1 DCl．2-likeICapsicumannuum] 122／152

(80懦'

NP_194457．2 FMNbinding／ox／dor州uctase(Arabidopsis 87／96

thalianal(90％)

BAC54828．1 Vacuolar processing enzyme-lb[Nicotiana 71／75

tabacum】 (94％)

AB061ml Solanurn tuberosum StKTItuRNA for 101／103

kunitz-type trypsin inhibitor,paaial cds(98％)

tength=802

115 Be-25

165 6e-40

213 2e-54

51．2 1e-05

48．5 9e-05

81．8 2e-12

141 8．Be-25

479 2．8e-27

56，0 2e-05

167 le-40

167 2e-40

240 2e-62

156 2e_37

1“ 1e-36

188 2e-45

F恼c．j∞unknown and tme．]as删pmteim(功
LOT 395 TCll8913 Similar to TIGR_Athl[At4914900．1 131／131 692 4．7e-68

68417．m02288 hydroxyprofine-rich(100％)

glycoprolejn family protein．Partial(76％)

Length=1868 fSo／anum B卤Ⅲw蝴
L10 N282 BT013941．1 Lycopersicon esculentum clone 132964F 217／235 319 3e-84

唑!垒塑!竺些塑璺生!坐 !!型
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表3．4(续)

EST编号EST长度 匹配序列号 同源基囡(BLASTX和BLASTN)及来源一致性Score值 B值

L11 N115 AB061265．1 Solanura tuberasum StLTSR mRNA for low 37／38 60

L14 431

L16 117

temperature told salt responsive protein(97％)

completecds．tmgth--469

YP_173415．I Hypothetical protein NitaMp073【Nicotiana 50／52 110 7p32

tabacuml

NP_195300．1 Unknown protein【^rabidopsis thaliana]

L18 420 AF542504．1

IA2 25l AAT39006．1

L116

120 TCl21148

Solanwn sogarandinwn dehydrin—like proton

(d18)mRNAcomplete eds Length--417

AMLI[Sohuan mbero∞zn]

Wealfiy similar lD LVI(汐XIC8(Qgxic8)

F23M19．10 p自stial(13％)Length=1867

[Sotanum tubemsum]

Drm3-1ikepf汹[Sotanumtuberosura]

L131 318 AAX20042．1 Proline-rieh protein【Capsicumannuuml

L137 155 TClll753

L145 392 ABA91466，1

L170 451 BAA06153．1

L236 N295 AJ320154．2

L259 309 TCl27349

L264 384 CAJ30047．1

L271 N329 AB061241．1

Km 276 XP_482181．1

si嘣lⅢto UPlQ)gLKW3(QgLKW∞

Dehydration-induced protein ERDl5 partial

(88％)Length=1 103【Solarium tuberosum]

Helix—halrpin-helix motifputative【Oryza

salivafjaponicaeulfivⅡ一笋Dup"

CR9ICucumbjatim,s]

Solarium tuberosum p硎aI ds2 gene and

promoterregion Length=2522

Sil面l盯to TIGR_Osal|9636，m01010

expressed protein[raaial(46％)Length=534

[Sotanum tuberosum]

Conserved hypothetical prolein

[Magnetospirillum gryphiswaMense]

Solarium tube，口sum tuRNA for a“a劬

partial eds Length=797

Membraneprotein-likeIOryza sofiva

(iaponieacultivar-group)]L∞glh465

L310 230 AAD28682．1 Hypothetical protein【Arabidopsi．f thatlana]

45145

(100％)

78／100

(78％'

49／50

(98％)

83／100

(B3％)

80，142

(56％)

125，126

(99％)

85，88

(96％)

49．3 5e-．05

236 5}59

133 3e-30

20S 1．0e-15

52．8 5e-06

130 2e-29

25， 9．9e-22

169 4e4l

124 2e．27

242 5e．．61

43l 7．6e--40

23，36 47．8 3e棚

(63％)

323，329 597 9e--168

(98％、

72丹1 66．6 3e一10

(79％)

37烈 68．2 le-10

=器=黑一



袁3．4(续)

‘首先在GenBa|Ik中进行BLA,STx比对，无同源性序列的断继续进行BLB心TN比对；其放对仍七同深性序列的断在T16R中进行

札^S体比对和BWTN比对．

表中用黄色标出的EsTs为本试验获得的GenBdIIk中尚未在马铃薯中报道的差异表达的E虮s，如蝴。
。指命中序列和查询序列之间的联配值．联配值越高，命中序列和查询序列之问的相似性就越高．

。用来衡量命中序列和查询序列匹配的显著程度，E一值越小，命中序列和查询序列之佃J的相似性仅仅是出于髑然的机会就越小。



表3．5马铃薯青枯病抗性相关基因

EST编号 抗病相关同源基因 EST编号 抗病相关同源基因

Signal rm：o嘶don L25l Endochitinase l precursor

【2“ Nprotein魄nmt u52 Putative vacuolar protein sorting；Vps29p

Signal transducfion and transcription kl[or System rescue and protection

L55 TnmscdpdOll factor BTF3·like L13 Tomato mRNA fora glycine-dch protein

L77 Receptor-Iike kin∞e RHGI L107 Pectin methyl es“zm

LIl5 GAMYB-bindingprotein L158 Sencsc．ence-associated protein 5

L152 14．3—3 protein isolate 35G L222 [Nicotiana tabacum]DCI．2 homologuc

L181 CawJ蜘c，protein phosphatase type 20 L229 Melallothioncin·like protein

protein sedne／threonine phosphatase

L22I Nam-llkeprotein4 L241 si面I口to g}ydne，richprotein

L244 Annexill p34-1ike L3踟 【Cap咖annuum】DCl．2．1ike
L293 WD-40 repeat family protein L4舳 Vacuolar processing enzyme-lb

L330 Auxin—repressed protein ARPl Otl№r relatedimthogen．i genes
L332 Zinc—finger protein Lsdl L20 Peroxidase

L349 Ethylene receptorhomolog L94 [Nico锄mhw刎cysteine protease
L358 ADP-ribosylation factor I-like protein L9l Catalase fCAT'2)

L362 1)rotein IdBase Pbl Ll 18 Glycolate oxidase

L373 Transcri埘on factor RAUI L126 Catalase

Hypersensitive Hspm，Hit L129 Proteinase inhibitor I precursor mRNA

LgO 【Nicodana mbacumlc”ochrome P450 like L155 A】cohol NADP+oxidoreductase

TBP

LIl9 [Solaman tuberosum]Cytochrome P450 L161 Similar to leucinc-dch repeat family protein

L160 Heat shockprotein70-3 L224 Pre-pro-cysteinc pfoteinaluo

L263 【Pana．。ginsengl cytochrome P450 L283 [So／anum tuberosum]cysteioc protease

Systemacquired resistance L292 Glutathione S-trm馗ferase

L51 Methyl-CpG-binding domain-comain／ng LA09 FMNbinding，oxidoreductase

protein

L58 Classl chitlna∞(FragmenO 1-496 Kunitz-type trypsin inhibitor



3．4讨论

3A．1基于SSH方法所得结果的可靠性

为了获褥马铃薯与青枯病菌非亲和性互作中早期诱导表达的抗性相关基因，本研究采用抑制

差减杂交技术构建了富集青枯病抗性相关基冈的cDNA文库。SSH方法通过差减杂交，引入均一

化步骤和两次选择性PCRj旷增，使得低丰度表达基因得以高于1000倍的富集，增加了低丰度表达

基因(EST)的检出效率。同时采_}{j改进的青枯病菌接种方法对马铃薯茎段进行接菌处理，感病

基因型在接菌后2天即表现出萎蔫症状。而抗病基因型无明显症状，这不仅可使抗感基因型尽快

区分出来，而且还增加了取材时期的准确性。本实验采用接菌后6h和12h作为取样时间点来研究

马铃薯受青枯病菌侵然后早期基雨的表达，与采用改进的接菌方法接菌处理抗感基囡鼙的表现也

是吻合的。

在进行的8个基因Northernl印迹和半定量RT-PCR验证结果表明：它们中有7个基因受病菌的诱

导，且在12h之前就已经启动表达，不仅与反向Northem的筛选结果吻合，也与接菌后6h和12h作

为取样时间点相符，同时也进一步证明了差异筛选结果的可靠性。Actin基因在所测序的600+克

隆中仅出现1次，说明经过消减后Actin基因和其它组成性表达基因被有效的去除，预示着所建SSH

文库中大部分基因应为差异表达基因。

在文库构建过程中，尽管已经对样品中不同丰度的转录本进行了均一化，但仍然发现在所

构建的SSH文库中有些EsT的出现频率远远高于其它的EST，这与反向Northern的结果是一致的，

出现频率越高的EST，其反向Northem的杂交信号也越强，这是否预示着这些基因在马铃薯的抗

病反应中起着重要的作用尚需进一步研究。

3．4．2 SSH是获得新基因和低丰度表达基因的有效方法

自上世纪90年代中期以来，陆续出现了基于转录水平的相关技术和方法，如：DNA微阵

列(Schcna,etal．1905)、eDNA扣除杂交及基因表达系列分析(Serial Analysis ofGene Expression．

SAGE)(Velculescu，etal．1995)等。DNA微阵列和SAGE具有高通量、大范围等优点，并已

经广泛应用于动物、植物、微生物和人等不同的领域，但由于受检测灵敏度的限制，对于低丰

度表达转录本的研究并非十分有效(Evans，el a1．2002)。对于DNA微阵列，由于受探针和互

补RNA(DNA)杂交效率的影响，甚至有些高丰度的转录本也有可能检测不到(Cao，eta／．2004)。

SSH技术由于引入了均一化步骤，目标群体内的转录本得到相对的均一化，使得检测低丰度的

转录本成为可能(Diatchenko，etaL 1996)。Cao等(2004)通过研究单核细胞分化成骨髓细胞

过程中转录模式的变化，比较了SSH和GeneChip在基因发现上的应用：利用差减后的cDNA

制作cRNA探针，采取基冈芯片技术对SSH cDNA进行了筛选，结果表明在SSH文库中已鉴

定的基冈中有多于一半的基因在基因芯片中未能检测出来。这些基因中有些基因为新基因，有

些为芯片中不存在这些基因探针的基因。并且有些基因尽管在芯片中存在相应的探针，但仍有

相当一部分基因不能被检测到。因此，在转录模式研究中，特别是在新基因发现和低丰度转录

本的鉴定方面，SSH是有效的，并可被用来作为基因芯片的备选方法或互补访法。本试验利用
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SSH方法获得的差异表达基因(EST)中，有13％的基因(EST)只能找到与其具有较低同源

性的序列(E-值>lo．10)，并且7％(8个克隆)的无同源序列，这些基因可能为新基因或低丰

度表达基因。

3．4．3信号识别相关EST

植物受到病原浸染，首先发生病原与植物的识别，继而引发大量的信号传导。N基因是一个

典型的NBS—LRR类抗病基因，它作为一个受体特异的与病原无毒基因的表达产物(配体)进行识

别，从而限制病原的复制和运动引发抗病反应，符合典型的基因对基因假说(FIor,1971：Whitham,

甜a／．1994；Erickson，et aL 1999)。N基因受烟草花叶病毒(n-fv)的强烈诱导，在TMV接种后30h，

其mRNA的积累晕相当于未接种对照的38倍，40h后积累量F降，并且这种诱导具有特异性，如

它不受马铃薯Y病毒的诱导(Michal kvy，etal．2004)。本研究中获得的EST L284与N基因3’端23

个氨基酸具有82％的一致性，与其3’端51个核苷酸具有94％的一致性，可能是N基因的同源物，

髓剐受青枯病菌的诱导，其表达模式与TMV诱导的N基因的表达模式是一致的，说明青枯病菌的

侵染和烟草花叶病毒的侵染可能具有类似的信号途径。JA是抗病反应中的重要的信号分子，具有

引发植物抗病反应的作用，但舱84ta不受JA的调节(数据未列出)，有关该ES恻应基因的详细
功能，尚需进一步探讨。

3．4．4信号转导和转录因子

344．1信号转导

信号转导是植物与病原互作过程中重要的信息传递过程，在此过程中将会引发一系列的抗病

防御反应，如过敏反应，系统获得性抗性，细胞自救和自我保护等。本研究中至少有14个基因参

与了信号转导过程，如：L181(磷酸酯酶2c)、L77(类受体蛋白激酶RHGl)、1．349(乙烯受体

蛋白)、L152(14．3—3蛋白)、1362(蛋白激酶Ptil)等。

渗透胁迫下，磷酸酯酶2C(proteinphosphatase2C，PP2C)在有丝分裂蛋白激酶途径中起重

要作用(Shiozald andRussell，1995；Meskiene，etal．1998)。并且FsPP2C1(一种新的磷酸酯酶2C)

受ABA的诱导，但干旱胁迫却对其不起作用。而当用G越莲行处理时，该基因表现为。F调(Oscar,

et aL 2001)，本实验所获EST L181与磷酸酯酶2C高度同源，青枯病菌处理后该基因下调表达，

推测它可能通过与GA相似的途径来调节磷酸酯酶2C基因的表达。

14-3—3蛋白(L152)家族高度保守，存在于几乎所有研究的真核生物中，可结合200多种磷酸

化蛋白。14-3—3结合的配体(binding partner)几乎涉及到细胞的每一个过程，并且14．3—3蛋白在

这些过程中起着芙键性的作用。14-3．3蛋白首先从人的丈脑中被分离出来，是识别转录后修饰的

磷酸化蛋白的第一个蛋白(Muslin。etaL 1996)。在人体中1413．3蛋白可与致癌基因产物及人类疾

病相关蛋白互作，这种互作的中断将会导致一系列疾病的发生，如癌症等(Benzinger．etaL 2005；

vall Heusden，2005)。乙烯是一种非常重要的植物激素，参与植物的整个生长发育过程，同时它

还参与植物对生物逆境和非生物逆境的响应(Bleecker,etaL 2000)。乙烯信号可被膜蛋白受体

感知，如拟南芥中的受体ETRl／ETR2。ERSI／ERS2和EIN4可感知乙烯信号并作为受体对乙烯具

51



有负调控作用(Chang，et aL 2001；Guo，et a1．2004)，本研究中L349是一个乙烯受体的同源物，

可能参与对乙烯信号的识别。

3．44 2转录因子

转录因子在植物的抗病反应起着重要的作用(Robatzck。et以2001；Vailleau．et a1．2002；

Mengistc。甜以2003；Oh，eta／．2005)。并且有些转录因子受病原或水杨酸的快速诱导，如：WRKY

基因(Eulgem,et aL 1999；Robatzek aud Somssich，2001；Ulker,et a1．2004；Liu，甜以2005)，推测

本研究所获的5个转录因子(L55，L332，LI 15，L221和L373)可能在马铃薯抗青枯病反应中也具

有重要的作用。AMYB(LIIS)是目前研究的最为透彻的转录因子，该转录因子调节淀粉酶基因

的表达(Gubler,et a1．1995)，在大麦的糊粉层细胞中其转录和翻译均受赤霉素(GA)的诱导(Gublcr,

订a／．1995，2002)，近来研究认为GAMYB可能作为转录复合体的一部分，在基因转录和翻译两

个水平上均受调节(Fiona,etal．2003)。LSDI(1．332)编码锌指蛋白，与GATA类转录因子同源，

在抗病反应过程中首先表现出负调控作用，即限制抗病反应的启动和HR的扩展，当信号强度超

过一个阀值(threshold)时，该基因被完全激活引起类HR的细胞死亡而参与抗病反应(Dietrich．d

aL 1994；Dietrich．etal．1997；Rustdrucci，etal．2001)。最近研究发现水稻中LSDI的同源物OsLSDl

也是一个锌指蛋白，对程序性细胞死亡和细胞分化也具有调节作用(Wang，et以2005)，

3．4．5过敏反应与系统获得性抗性

过敏反应是植物抗击病原侵染的基本的植物细胞保护机制，细胞色素P450基因可能参与HR

反应中抗病复合物的生物合成(Zhou，etal．1999；Fernandez，etaL 2004)。并且lISP7D基因家族的

成员也是植物抗病信号转导的基本成分(Kanzaki，etal．2003)。曾有研究报道PAD3基因是拟南

芥抗Alternariabrassicicola反应中抗病复合物合成所必须的(Zhou，盯矗1999)，本研究中1,119

和啪及L160分别与细胞色素P450禾1热休克蛋白70-3高度同源，因此可以推测L』J9和L2卯及L160
也可能参与了马铃薯的类过敏反应。

过敏反应后信号的传递将引发植物的系统获得性抗性(system acquired resistance，SAR)和

相应的细胞自救和自我保护反应(Ryals．et01．1996)。系统获得性抗性将赋予植物非特异性的广

谱抗性。本研究中发现至少4个基因可能参与了此过程(表2)。IJJ可能编码含有甲基化cpG结

构域的蛋白，研究表明：在真核基因组中二联体cpG中胞嘧啶的甲基化是一个非常普遍的特征，

DNA基化与基因的失活密切相关，甲基化将导致基因的表达受到抑制，并且甲基化和去甲基化

调节着基因的表达(Razin，1998)，如在胚胎发生过程中，看家基因保持非甲基化状态，而组织

特异性基因则被甲基化，当组织特异性基因被诱导转录时则被去甲基化(Bergman，etal．1998)。

几丁质酶(L58)是一个众所周知的病程相关蛋白，在植物体内通常维持低水平表达，但当植物

受到真菌、细菌或其它病原的侵染时，将强烈的受到诱导而表达(Ncuhaus，1999；van Loon，1999)，

并且几丁质酶也可通过间接释放寡糖作为激发子(elicitors)来引发其它植物的抗病反应(Shibuya，

甜aL 2001)。



3．4．6马铃薯与青枯病菌互作中的抗病防御

植物经过长期的进化已经发展了自身复杂的抗病防御体系，当受到病原侵袭时首先表现为抗

侵入，即结构系统的阻碍作用如细胞壁的加厚，角质化、胼胝质的形成、加尉和木质素沉积；继

而引发一些局部抗病反应和产生系统获得性抗性等。和其它的植物与病原互作一样，马铃薯在与

青枯病菌的互作中，其本身也启动了一大批防‘卫基因和多重防卫反应来干扰和阻止病原的入侵，

如细胞壁蛋白的快速积累、代谢酶活性的提高、病原物酶抑制剂产生、FIR反应和SAR的产生及

其它抗病相关基因的表达(表3．4)等。在马铃薯中尽管已发现了许多抗病相关基因，但这些基

因在植-病互作中扮演何种角色目前还不十分清楚。

果胶甲基酯酶(Pectin methyl estcrase，PME)作为作用于果胶的第一个酶，不仅在植物生理

上起着重要的作用，在其它方面也具有重要作用(Giovane，et a1．2004)，如：PM陆植物细胞壁
上可以作为烟草花叶病毒运动蛋白的受体，这对于该病毒粒子在胞间连丝间的运动是必须的。果

胶甲基酯酶抑制子(Pectin methylesterase inhibitors，PMEIs)作为果胶甲酯酶的调节子。同样参与

了植物的抗病防御来阻止病毒粒子的转运和繁殖(Dorokhov。甜aL 1999)。本研究中L380与果胶

甲基酯酶抑制子蛋白高度同源，可能是其蛋白家族的一个成员，在马铃薯抗青枯病防御过程中与

果胶甲基酯酶抑制子具有相似的功能。

植物的液泡NS-酶(Vacuolar processing enzyme(“8D)，VIE)与动物的半胱氨酸蛋白酶

caspasc具有相似的功能，VPE的缺乏对植物过敏反应中的细胞死亡和胚胎发生早期的限制层细胞

(1imited cell layers)的死亡具有阻lt作用。植物不像动物那样具有巨噬细胞，因此死亡细胞的清

除必须依靠自身降解来完成，并且VIE在植物的抗病防御和生长发育过程中具有调节溶解酶系的

重要作用(Hara-Nishimura，et a／．2005)。同时研究表明，vPE在病毒诱导的HR反应的细胞死亡

中也具有重要作用(Hatsugai．et02．2004)。

在很多植物种中。有关富甘氨酸蛋白(L241)的报道也比较多，该类蛋白不仅受病原的诱导，

还受生长素、ABA、水杨酸、损伤等的诱导(Sachetto—Martins，et以2000)，如：在大麦和真菌病

原Erysiphegraminis和Rhynchosporiumsecalis的亲和性和非亲和性的互作中，Hvgrp．2和Hvgrp．3

基因均分别被诱导，并且它们受JA和乙烯的调节(Molina,eta／．1997)。

金属硫因子对重金属具有较强的结合能力，并参与动物和真菌细胞解毒过程，同时它们还与

几种大脑疾病有关(Ebadi，etal．1995)。在植物中目前仅有少数儿篇有关类金属硫因子的报道：

如类金属硫因子基因的表达受损伤和烟草花叶病毒侵染的诱导(Choi，et以1996)或受重金属和

硫肼药物(thioloxidising drug dianfidc)的影响(C,iritch，et a／．1998)等，表明这些基因也可能在

植物生理上扮演着重要的角色，本研究所分离的类金属硫因子片段(L229)的功能尚不清楚，需

进一步研究。

本研究共获得216+tP重复EST，反1甸Northern筛选得到123个差异表达的EST中，除22％的

功能未知或已知功能而未分类和8％的无同源序列外，其余70％的EsT分属丁二初级代谢、能量代谢、

细胞结构、调控、蛋白合成，修饰／力Ⅱ工、转运相关、抗病防御、转录相关和信号传导等生命过程。

其中至少有44个(37％)参与了马铃薯的抗青枯病反应，如L58、L119(Neuhaus,1999；Fernandez。



d缸2004)等。除利用反向Northern筛选得到的123个差异表达EST#f’，其它93个非重复EST中

也有可能部分为差异表达，只是由于它{fj表达差异较小，而未能利用反向Northern筛选出来，这

些基因中的部分基因也可能在马铃薯的抗病防卫反应中具有重要的作用。总之这些EST的分离初

步展示了马铃薯与青枯病菌非亲和性互作过程中早期表达的抗病相关基因的种类和数量。目前为

止。除少数几个基因，如：StSN2和API在马铃薯上报道过与青枯病抗性有关(Berrocal-lobo．et

aL 2002；Feng，et a1．2003)外，未见有其它相关的报道。尽管还有很多工作要做，但本研究已为

我们提供了一些有益的数据，对于我们理解马铃薯与青枯病菌的互作，提高对马铃薯青枯病抗性

的认识等具有重要作用，同时有些EST也可能被进一步转化为分子标记用于标记辅助育种。
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第四章马铃薯青枯病抗性相关基因

cDNA的分离及表达分析

在植物中普遍存在依赖于茱莉酸，乙烯(JA／ethylene)的信号传导途径，而JA在植物一病原互

作中，又是寄主抗病防卫系统中极为重要的信号分子，有研究表明：JA对于马铃薯晚疫病的基本

抗性(basal resistance)也是非常重要的(Halim,etal．2006)。前文通过构建SSH文库已获得了一

批青枯病抗性相关基因的EST片段，并对部分基因的青枯病菌诱导表达模式进行了研究。为了进

一步获得这些基因的相关信息，本文拟在前文研究的基础上，采用RACE方法，对感兴趣的部分

青枯病抗性相关基因，进行3'-RACE和5"RACE扩增，以期获得全长eDNA，并进一步利用半

定量RT-PCR方法研究其JA诱导表达模式，为后续的功能研究奠定基础。

第一节马铃薯青枯病抗性相关基因(全长)eDNA的获得

4．1．1引言

克隆目的基因cDNA的方法有多种，以核酸杂交技术为基础的cDNA文库筛选法是较为常用的

一种方法，该方法较为繁琐，假阳性率往往较高，所获得的克隆有时不够完整，但是它可避免PCR

非特异性扩增或错配，因此仍然被认为是一种准确可靠的eDNA克隆方法而受到研究者的青睐。近

年来，RACE(rapid amplification ofeDNA ends)技术的提出为快速克隆全长cDNA提供了方便。该

方法不需接头连接合成烈链cDNA，而直接以单链eDNA为模板进行扩增，避免了合成取链cDNA时，

转录本丰度差异的放大，对于获得低丰度转录本的全长eDNA较为有效。由于在利用BD

SMART⋯RACE cDNA Amplification Kit合成eDNA时，在引物末端加入了少数几个dG，使得反转

录酶到达RNA的末端时，只有带dC的RNA才能被进一步的延伸，从而最大限度的保证了完整5’端

的获得。本文既是采用该方法对来自青枯病菌侵染马铃薯叶片的总RNA合成eDNA单链，进行RACE

Ⅸ：R扩增以获得全长eDNA，为今后该基因的表达模式研究和功能研究奠定基础。

4．1．2材料与方法

4．1．2．1试验材料与处理

采用茎枝菌液共培养法接种处理二倍体高抗青枯病基因型EDl3，所用病原苗为青桔病菌小种3

号P041(具体接菌处理方法见2．2．3．1)，分别于病原菌处理6h和12h时取样，液氮冷却后，一80℃

保存。所用试剂和药品同3．2．1。

4．1．2．2总RNA的提取及cDNA第一链的合成

矗

总RNA的提取采用TRIZOL9 Regent--步法抽提试剂盒(Invitrogen，USA)，依试剂盒说明书
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进行。提取接菌处理6h和12h的马铃薯叶片的总RNA，等量混合后分光光度计测定其OD值，并电

泳检测所提取总RNA的质量。参照BD SMARTTMRAC'E cDNA Amplification Kit(Clontech公司)的

操作说明书，以l pg总RNA为模板，利用试剂盒提供的逆转录引物(SMART NTM Oligonucleotide：

5'-AAGCAGTGGTAl℃AACGCAGAGTACGCGGG一3’；5'-CDS Primer"5‘-(D25VN·3’；Y-CDS Primer

A：5'-AAGCAGTC珏TATCAACGCAGAGTAC(T)30VN．3t)，在BD PowerScriptTM逆转录酶作用下

合成5．-RACE-Ready cDNA和Y-RACE-Ready cDNA第一链。

4．1．2．3 RACE

不同大小的EST，采用不同的全长cDNA克隆策略(图4．1．1)，较短的EST采用图4．1_1A策略，

较长的EsT采用图4．I．1B策略。具有3‘末端的EST只进行5'-RACE的PCR扩增，具有5‘末端的EST只进

行3．-RACE的PCR{r增。因此在进行引物设计时，充分考虑EST的长度，依据EST片段的测序与检

索结果，分别在LSl、L77、L129、L18t、L222和1362序列内部设计基冈特异引物(GSP)，引物

序列见表4．1．I。分别利用Universal Primer A(SMARTTMRACE cDNA Amplification Kit)和GSP2；『

物扩增cDNA 5端；Universal Primer A和GSPl日I物扩增cDNA 39岗。最后根据扩增片段与已有EST

的重叠区将cDNA 5，和3端拼接起来。PCR反应体系参见SMARTTM RACE cDNA AmplificationⅪt

说明书。

A：较短EST的全长cDNA克隆策略

．· 里茎垦 h

一 !：：!!竺兰望垦 i ．i
： ： ：T-RACE扩增区：，———————————卜————————————'
5I⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯。g娑生⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．；⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯。。AAA-d
3—————==●————?———————罱==f———————一NNTTTTT-5’CDNA 第链 ；’一’

} 哪 os啤

B：较KEST的拿长cDNA克隆策略

，i。旺懈r重墅■i．兰’，～懈
!．——————1———_，————1——————一
5t．i⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯。j⋯⋯⋯⋯⋯．i⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．b=：：t⋯⋯．．：⋯⋯⋯⋯．2qNAAAAI．3·

3：!●●：—■—·蕊吲——————■————卜—。。-r一”TT-5’
。DN“第一链 } GsP2i EsT i i

图4．1．1 RACE克隆全长eDNA簧略

晦4,1．1 Strategiesfarfull-lengtheDNA dl碰玛byRACE
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表4．1．1用于RACE的基因特异引物

Table 4．1．1(；enP specific primn used for RACE

4．1．2．4 PCR产物的克隆与测序

采_I{jQIAquick Gel Extraction Kit(QIAGEN)回收、纯化特异的PCR扩增产物，通过T_A连接插

A．NpMO-18T载体上(大连宝生物公司)，转化大肠杆菌TOPl0感受态细胞(北京天为时代公司)，

蓝自斑法筛选阳性重组子并进行PCR鉴定，确证阳性克隆后，单菌落培养菌液送上海生。【：公司瓤4序，

所得序列利HjBLAS礅件在NCBI上比对分析。

4．1．3结果与分析

4．1．3．1总RNA的提取

所提取的马铃薯叶片总RNA经电泳检测，如图4⋯1 2 18s和28s rRNA带犁清晰可辨，紫外分光
光度记检测oD脚№在1．9-2．O之闻，证明抽提的RNA质量和纯度符合要求。

圈4．1．2总RNA电泳质量检测(考B分)

M：DNA marker Ill 1-3：青枯病菌处理样品6h的总RNA 4-5：青枯病菌处理样品12h的总RNA

n昏4．1．2 Electrophoresls detet蚰on oftotal RNAon 1．5％agrose gel

M：DNA marker m 1-3：Total RNA of 6h post Rs-inoculated samples 4-5：Total RNA of 12h post

Rs-inoculated samples
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4．1．3．2 RACE．PCR产物分析

分别取5—5'-RACE和3’-RACE扩增产物进行1．2％琼脂糖胶电泳，图4．1．3示出了对应于不同
EST的RACE扩增结果：多数RACE-PCR扩增特异性较好，但也有部分扩增呈smear状：或多带，如图

4．1．3D中181-5为多带(两条主带)。

图4．1．3 5'-＆呦3’．RACE结果
A：LSI的5'-和3'-RACE产物 B：L77的5i和3’．R^cE产物 c：L129的3'-RAcE产物
D：L181的5：和3'-RACE产物 E：L222的5'-RACE产=物 F=1．362的5L和3'-RAcE产物

彤毒4,1．3 5'-RACEand3'-RACE results．

A：50andY-RACEproductsofL51 B：5'-andy-RACEproductsofL77 C：3'-RACEproductsofLl29
D：5'-and3'-RA(毫productsofLl81 E．5LRACEproductsofL222 F．5'-andy-RACEproductsofL362

4．1．3．3序列分析

将所得的5'-RAC聃3’．RACE的PCR产物克隆测序，去除载体序列和引物序列后，在NCBI上进
行BLAST比对分析，若比对结果与对应EST)芋列在NCBI上的BLAST比对结果一致，则认为所获得

的RACE扩增产物与该EST为同一个基因的不同片段，并通过它们的重叠进行拼接，若比对结果不
一致，则认为是不同的基因片段。将拼接后的序列再次在NCBLI=进行BLAST比对分析，并与对应

Esl'序列的BLAST比对结果进行比较以进一步验证。

L，29包含一个完整l；f勺351bp的开放读码框架(Open Reading Frame，ORF)，5’端有18bp的非翻

译区(un-translate region,UTR)，3’端具有完整的PolyA尾，PolyA上游有加尾信号AATAAAA



(Rothine,1996)，编码区编码116个氨基酸(图4．1 J4a)，并且该基因5’端具有跨膜区和信号肽，

符合典型的蛋白酶抑制子结构。该基因已在GenBank注册，登记序列号为DQ822994，该基因暂命

名为StPI,StP!cDNA序列与马铃薯蛋白酶抑制子I前{agcDNA(GeIlBank序列号：DQl68314．1)

核苷酸序列有89％的同源性，与其编码的氨基酸序列(GenBank序列号：AAZ94182．1)有74％的同

源性(图4．1．4b)。同时氩基酸序列的同源性比对还表明，StPl基因与马铃薯蛋白酶抑制子I基因

的5‘端同源性较高，而与其3’端同源性较低，可能是该类基因的5’端较为保守，而其3。端相对是

易变的，尚需探讨。

ATAA从TA^AAGc从^ATG GAG GGA从6^GT ATG crc^A6 TTA TcT CAT GTG CTT GCT TTc TTG CTT

M E G K S H L K L S H V L ^ F L L

T 6cAl℃A Crrm C从TcA CTG^TG GcA AGA GAT TT6 ATc AGT“T GGC ATA GAA GTA cTG C从
A S L F O S L M A R D L I S D 6 I E V L Q

T cTG G从从T G从^Tc C从GAT GT^TTG TGc Cc^GGTM6 C从TcA TGG CLT G从cTT GTT G6G

L E N E I Q D V L C P G K Q S ■P E L V G

G 0cA 6cA GAA T^T GO"AA6 A址ATA矗TT G轰G&蜒G勰矗^T ecc ATA C把T CAT GAT A町AGA GtT

K P^ E Y A K K r I E K E N P I A H D I R V

^m CcT GGT^瞄m^G6 0cA彻AAt TAT GTT TGT GGT^GA GTT rrT cTG G竹GTT GAc TGG
F P G M L R P S N Y V C G R V F L V V D 冒

G GcC ATT GTT从^^TT AcT coc ATA ATG GGT T“TT^^TTⅣ肼ATGGGAACAJ丌ATGTTATG从从盯A
E A I V K I T P I M G }

!丛6鱼!鳗6坚616盟6丛1616垒!盟盟堑8塑6盟卫6盟6旦堡丛§61丛6王丛丛盟丛!盟幽AA从^^从从从A
A虬UA时L^AA^^AA¨A“LAA耵LAA¨^AA^

圈&lAa$tPl基因核酸序列及推断氨基酸序列

推导氨基酸序列标示于相应核苷酸之下；加尾信号用黑体标出；非编码区用下俩线标出；}标示终止密码子。

F毽4．1Aa Nudeofide sequence and the deduced anflno acid sequence ofthe potato StPI gene
The nucleotide sequence is numbered oft the left．The deduced amino acid sequence is shown underneath the corresponding

nucleofide sequence．The un．．coding region is underlined．A putative polyadenylation signal is bolded．Stop code indicated

witIl‘．

s#Pi摊

pl-I 1

s￡Pl 196

pl-I 61

MBGKSM强LS孵LAFLLLASLF蕊慨RDLISDGIEWLOI-LENEIODVLcPGKOS即EL
醴EGKSMLKLSWLAFLLLASL冈LMARDL[SDG[EV∞++EN++y CPGKQSWPEL

腿6KS虬KLSIIvLAFLLLASL阳PLl4ARDLISDGIEvLQLPVENDGEFvF'CPGK。SWPEL

VGKPAEYAl(1(II既ENPI^lIDIRVLFPGMLRPSICfVCGRVFLWDWEAIVKITPlMG

VGK A YAK十+IEKEN I H++十+LFPGM+P NYVCGRVFLVv+H+V十十TP MG

VGKSAGYAKflVIEKENSIVHEVl【LLFPGIIPKPLNYVCGRVFLV"／NFKLW'QVTPSMG

195

60

366

117

围4．1．4b马铃薯研P廛因氨基酸序列与马铃薯蛋白酶抑制子I前体氨基酸序列比较

Fig．4．1．4b Comparison of deduced amine acid sequenc8 of potato StPI gene'rith potqto proleinase inhibitor I

precursor

L222包含一个完整的594bp的开放读码框架(Opcn Reading Fram,ORF)，5’端有66bp的非翻译

区(un-translate region．UTR)，3’端具有完整的PolyA,[毳，编码区编{f马194+氨基酸(圈4．1．5a)，

并且该基因与stPI相似，在其5’端也具有跨膜区和信号肽，符合典型的蛋白酶抑制子结构。该基因

已在GenBank注册，登记序列号为：DQ822993，该基因暂命名为StPMEI。StPMEIcDNA序列与烟
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草果胶Ep,q目酶抑制子DCI．2 cDNA(OenBankl芋歹U号：AB009888．1)的核苷酸序列有85％的同源性，

与其编码的氨基酸序列(GenBank序列号：BAA95794．1)有78％的同源性(图4,1．5b)。同时氨基酸

序列的同源性比对还表明，StPMEI基因与烟草果胶甲脂酶抑制子基因的3‘端同源性较高，而与其

5‘端同源性较低，可能是该类基因的3’端较为保守，而其5’端相对是易变的，尚需探讨。

1 §61￡6￡6￡!鼬6盟8笠韭16§Ⅱ611Q6幽丛必丛8坐68垡丛丛Q盟!蟹6鲢丛￡6￡6坠丛TG GAA G6T TGT TGT

H E G C C

82 枷T^T A^C CAT TAC A^Cm CTC ACT 6TCm c1TA竹TT^TT^Gcc吼^cT^ct GCA GCA AGG
N Y N H Y N F L T V F L I L L A F T T A ^ R

148 OcA GAT TcG GGA GAA AcA AAT AGA G^G TTT ATA CGA ACA TCA聪T AAG Tc^Ac^A凹TAT OcT AAC

P D S 6 E T N R E F I R T S C K S T T Y P N

214 CTA TGT TTC AGT Tc^TTA TcA AGc CGT Tc^AGT GcT ATT GGA GTTl℃T ccA CAA C订CTA GCA CAT

L C F S S L S S R S S A I G V S P O L L A H

280 G从TCC CTC TCC GTT AGC ATC 6AA ACA GCC CAA TeA ACA TCC^cc A下G ATG ATc^AG GT6 GCA CAc

E S L S V S I E T A Q S T S T M M I K V A H

346 AGT C从GC,C^TG^cG 0cT AG^GA6 GTA GGc Gcc ATG CAA GAC TGT GTG G^G 6A／t TT^^GT GAC^cA

S Q G M T P R E V G A ■ Q D C V B E L S D T

412 G住AGT GAA CTC AGA从A 1研T强6GA 6触式TG itAG C娃TTA瞄GGA^GA GAT T町GAC^T6 AA盂
V S E L R K S L G E H K 0 L R G R O F D M K

478 ^TG AGT G^T ATT CAA ACA咖GTA^GT 6cr Gcc m^。c AAC GAA GAc Acc 1优AC,G 6AA GGG玳
H S D I Q T ■ V S A A L T N E D T C T E G F

54．4 GcC GGA AA／t GcG ATG AAC G6G A从G丌AM,ACA GT^GTA^GG GAA AA6 ATA CTT 6AA GTT GcA CAT

^ G K A M N 6 K V K T V V R E K I L B V A H

610 ATG^cG AGT AAT cur TTG GcT rTG A亿AAC AGA CTT Gcc 6cT CTT CAC GGCTG从GTAATTTGAAAcGACA

M T S N A L A L I N R L A A L H G }

681 ATT从ATAT^TATACATA"ITAATGn竹^^TcGAT唧cTrMGAAMAA从^GTATACTTAATTC^黼AAGTTGAtTGTTGTAA
769 TAGATA从GATGATTGTTTGTGATGAATTTGTTAMTcAAAATATTCCATATGcAT”GTTG从AAAA从AA^AAAA^MAAAAAA从

857 A^AMAA^^A^

图4．1．5a StPMEI基因核酸序列及推断氨基酸序列

推导氨摹酸序列标示于相应核苷酸之下；非编码区用下嘶线标出；+标示终止密码于。

Fir,．4．1．5a Nudeotide sequence andthe deduced amino add sequence of the potato StPMEl日e％
ne nucleofide 8cqtlellc．e is伽mbcrI甜On岫left．ne deduced amino acid$eqll即ce is shOWTI

underneath the corresponding nuclcotide seI∞艋nce，The un-coding region is underlined．Stop co—cle

indicated with’．

st凇f嗨

0ci．2 、

St眦I 224

Dcl．2黾Q

st陇f 404

Dci．2 120

stPjlEI 584

豫1．2 180

MEGCCI㈣FL"IVFLILLAFTr——』IARPDSGETNIi盱I盯ScI【sTTYPNLcF
MEG CN N+F T+FLIL+FT+ AARP+廿}TN EFIRTSCKSTTYPNLCF

MEGTCN—NltSHI硷TIFLILVVFTSSSFTESVSAARPVAGDTNTEFI盯Scl【STTYPNL腰

SSLSSRSsAIGVSPQLLAHESLSVSIETAOSTS'IⅧIKVAHSOGMTPREVGAMODCVEEL
SSLSSR++AIGVSPoLLAI{ESL+VS+ETAQSTS M+++AH QCaTeRE十GAM DO／EELSSLSSRATAIGVSF'OL姗L秆SLETAQSTSVTMVE删TPREIGAMt脱WEEL
SDTVSELRKSLGEMKOUiGRDFDMKMSDIQq'WVSAALTNEIYFCTEGFAGKAMNGKVKm
SD V ELRKSLGEMKQLRG+DFI)+KMSDIOTWVSAALT+EDTCTEGFAGK MNGKVKnⅣ

SDAWELRKSLGFAⅡiQLRGKDFDLKMSDIO俐SAALTDEDTCTEGFAGKVMNGKVKⅢ

胚KILEvA哪sN^LALlNIl㈨LIIG 66l
R+IL+vAI丑ITSNALALIN LAA HG

RGRILDVAitMTSNALALI陋LAAFHG 205

223

59

403

119

583

179

图4，1，5bStPMEI；]量因氨基酸序列与烟草果胶甲腈酶抑制子IYCl．2氨基酸序列比较

Hg．4．LSbComparisonofdeducedaminoacid sequcncesof$tPME!gene刚恤tobaccoDCl．2homologue
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u』只在氨基酸水平上与MBDIl(DNA结合蚩白)具有较低的同源性(图4．1．6)。未找到与

之同源的核酸序列；￡77与水稻类受体激酶RHGl(GenBank}芋列号：AF506517．1)的核苷酸具有

80％的一致性，与其氨基酸具有69％的一致性(图4．1．7)。推测UJ剩ILTT可能代表新基因。>—￡i115232694kefl—NP 188200．11 MBDII；DNA binding[Arabidopsis thalimm]Score=123 bits(3傩)'Expect
=Ie．-26 Identities=651102(63％)，Positives=72／102订O％)，caps=2／102(1％) Frame=+2
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239

∞

VEILPAAPLSWKKLLMPKKGVRAKKNEWFVAPTGEEIP．NKROL雕YLKTHNGN咖SEFD
VELPA P S骶l【L P K 陆EWFvAPTGEEI N++0LE+1IrLK+H GNP十+EFD

VELPA—PSSWKKLFWNKVGSVKKTEWFVAPTGEEISNRKOLEQYLKSItPGNPMAEFU

耵AGEAPRRS^RISOKVKAMPLPAVL]EPAKK舶RTSY^T旺K 364

耵 PRRSARIS+K l【A P P 砰雠R liT 臁

耵TSGTPRRS胍ISEKTl【^TPsPD-l【EPP麟RGRTl【sⅣS“l∞

238

鹋

圈4，1．6马锋薯巧J编码氨基酸摩劲与MBDII'氨基酸序列比较

Fig．4．L6ComparisonofdedueedaminoaddsequeneesofpolatogeneLSI’rithMBDII

>垂睦1231382蚀l丛丛盟2丛!J receptor-like kinase RHGI【Glyeine maxl
gil2123938019blAAM44273．11 receptor-like kinase RHGl【Gtyeine max】

Length--S55 Score=355bits(911)，D‘p。ct=2e．96 Identities=188／274(68％)．Positives=221／274(80％)．Gaps

=11／274(4％)Frame=+l

口7 1

冠HGl 582

L77 181

删G1 642

￡77 346

置啪J 698

l，7 526

RHGl 758

L77 706

尼阱J 817

"IVrYRATLEDGSOVAVKRMREKITKV{3REFEKEVNVLGKII御NLLAIRAYYLGTKGEKLL
下vY“LEDGSQV“KR+REKI K REFE Ev+v璩K1R咿N+LA+llAYln正KGEI【LL

TVYKAILEDGSQVAVKI札REKIAKGItREFESEV,SVLGKII船NVLAL鼬YYLGPKG既LL

IFDYblPKGSILS；NFLHARGP哪I胂PT瑚RIAKGmDOcTSYY∞HHS——髓”ss
+FDYⅥKGSL++FLH 6+T IDWPT删+IA +D +c H TSS

vFD啪KGSILAtSFLHGGGTETFl姗RMKIA-一-QDLARGLFCLHS。E；NIIHGNL,TSS

WLLDENTDAIllDYGvSRWTAAANSWIVtAGALGY融WELl稠’KKANvKTDy硌LGV

NvLL盹NT+A I D+G+SR卅州SNvI TAG^mYR^PEL+K KK^N Kr叶YSLGv
NvLLDENTNAl【l^DFGLSR吣TTANSNvI^TAG^∞yRAPELSKLKKAHTKTDIYSLGV

IILELLTG_；SPGE^VNGVVDLPREVASIVKEEGTKEVFDLEIj0吼SIIGDELLⅥu(¨

I+LELLT KSPG++NG+DLP+VAS+VKEE T EVFD+uI+DAS+GDELL T“L^

ILLE!LLTRKSPGVSI删G-LDLPOI『vASWKEEW'州EvFDADuIREASTVGIDELLNTLKLA

UtCVDPSPSTP,PEL∞VLRQLEDIR!iE—TPTA6P 804

LItCCDPSPS RPE+QvL+QI．．E+IR E+TA P

LItCVDPSPSARPEVHQVL∞LEEIREEI娼VTASP 850

180

64l

345

697

525

757

705

816

围4．1．7马铃薯工77编码氨基酸序列与水稻类受体激酶基因RHGl的氨基酸序列比较

Fig．4．1．7Comparisonofdeducedantiuoacid sequencesofpotatogeneL77耐thRIIGI

电泳和测序结果表明：StPl希dmP时E：伪全长eDNA，其它4个因测序未成功或序列太长并存在

复杂结构未测通，尚未获得对应基冈的全长eDNA(表4．1．2)。
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襄4．1．2 RACE的最终总结

Tatale 4．1．2矸nal resultsofIUCE

’已获得RACEP(=l己结果，但铡序来成功或序列太长并存在复杂结构来涮逼．

4．1．4讨论

RACE技术自(Frohman，etal．1988)首次报道以来，已被成功地虑用于植物基因克隆中，如：

获取全长eDNA(Reddy，etal．2001；Lingle，etaL 2001)，制备筛选eDNA文库的探针(Chert，et以

2000)，克隆已知片段的旁侧序列(陈渝萍等，1999)，分离调控元件或被选择性剪接的特殊转录

物等(Klein，etal．1998)。但是该技术也存在一些局限：①对于较长的基因，一次RACEj艮难获得全
长eDNA；②由于RACE扩增时所用引物只有一端是基因的特异引物，因此在RACE的PCR产物中，

可能会有一些非特异性扩增产物，使得扩增结果出现多条带或smear状，致使目的片段的选择变得

较为困难，特别是对于多基因家族更是如此，因此如何提高扩增的特异性至关重要。

合理的设计引物是成功RACE的重要因素。较高的GC含晕(55-70％)和较高的Tm／t直(70℃
以上)是提高PcR产物特异性的必要条件，设计引物时尽量避开保守区，准备材料时应尽量选择目

的基因高表达组织和高表达时间取材；遇到非特异性扩增时应进一步利用巢式引物进行PCR扩增，

以获得特异的目的产物。对于较长片段的获得，可使用LD—PCR(10ngdistancePCR)方法或采用

多次循环RACE方法进行。本试验通过不同的基因采用不同的RACE策略，快速获得了两个基因的
eDNA全长和四个基因eDNA的5’和3’RACE的PCR产物。

RACE所得的片段与对应的EST拼接后所得序列在NCBI上的比对结果与对应EST的比对结

果是一致的，说明通过RACE所获得的EST两侧序列与对应EST为同一个基因不同的片段。
BLAST比对和功能预测结果表明：这些EST所对应的基因在非亲和性植．病互作过程中分别参与

信号识别、信号传导、抗病防御等，在马铃薯抗青枯病反应中很可能具有重要的作用。其中已获

得全长eDNA的两个基因(L，29和L222)分别与马铃薯蛋向酶抑制子基因和烟草果胶甲脂酶抑

制子同源。蛋白酶抑制子参与植物的抗病防御及植物程序性细胞死亡等，而果胶甲脂酶抑制子与

果胶甲脂酶可协同作用调节细胞壁的稳定性和参与细胞壁的重建。
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4．2．1引言

第二节马铃薯青枯病抗性相关基因的诱导表达

马铃薯对青枯病的抗性研究目前仍处于初级阶段。相关的文献报道较少，因此人们对于马铃

薯的青枯病抗性的了解也较少，马铃薯抗青枯病机制及病菌入侵后的信号传导途径尚不清楚。为

探讨青枯病抗性相关基因可能的信号转导途径，本实验拟采用半定量RT-PCR的方法对感兴趣的

几个基因在不同时间点的青枯病菌和JA的诱导表达进行分析，为进一步的功能研究获取更多有益

的信息。

4．2．2材料与方法

4．2．2．1试验材料与处理

青枯病菌接菌处理：采用茎枝菌液共培养法接种处理二倍体高抗青枯病基因型EDl3，所用病

原菌为青枯病菌小种3号P041(具体接菌处理方法见2．2-3)，分别丁：病原菌处理0h、613、12h、24h、

48h、72h和96h时取样，液氮冷却后，--80℃保存。

JA诱导处理：取生长正常、旺盛、整齐、无其它病虫害的块茎繁殖的二倍体马铃薯抗病基因

型EDl3植株和感病基冈型ED25，待植株长至7—8片展叶时，用50 ttmol／L的JA进行喷洒，同时以喷

水作为对照。分别于oh、3h、6h、12h、24h、48h和72h取样。液氮冷却后，一80℃保存。

所增试剂和药品同3．2．1．

4．2．2．2总RNA的提取及eDNA第一链的合成

分别提取青枯病菌处理oh、6h、12h、24h、48h、72h、96h，JA和水处理oh、3h、6h、12h、24h、

48h、72h的马铃薯叶片总RNA。提取方法及总RNA质量检测同5．1．2．2。采)羽SuperscriptⅡ(Invitrogen)

逆转录酶，以oligo-dT(18)为引物(I-海生工)逆转录合成cDNA第一链。

4．2．2-3青枯病菌和JA诱导表达

依据所获得的两个全长eDNA序列(舯玮】S}PMED及已有青枯病菌诱导表达模式的基因(EST)
序列和它们相应的RACE结果，分别设计＆P，，StPMEI，L51，L77，LJ引和L362的正向和反向基因

特异引物(表4．2．1)。gtActin基因作为内参(引物序列见3．2．3．2)，采用半定量RT-PCR方法研究

其青枯病菌和JA诱导表达模式。PCR扩增条件为：94℃3min：94℃30s，52-56"C 45s，72。C 60s，

17—35个循环；72"C延伸5 min。PCR产物进行1．0％的琼脂糖凝胶电泳，根据扩增的DNA条带的亮度

来判断基因在不同时间点的表达水平。为了使所分析基因在不同时间点的表达具有可比性，首先

对起始eDNA第～链的用量进行了调整(见3．2．7)。
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衰4．2．1用于RT-PCR的基因特异引物

Table4．2．1 GenespecificprimersusedforRT-PCR

qI物名称 引物序列(5f_一31)

StPI．F

StPI．R

S伊M口-F

StPMEI-ll

L51-F

L51．R

L77．F

L77．R

L181-F

L181．R

L362-F

L362-R

TGCr兀℃1．nj0几℃T眦玳
TrI'～ACA^：兀j0CCI．【瑚A('1℃

CAAGCCGTT℃AAGlBCTATIbCGToCAGGT唧℃GnB
AAGGAA唧GAGAAGGAG
CCCr】阳ToC【℃CAr几『CAACTr

知商Xn吣m畸K^6K瞄
CI．ATn玳An’(1．rGl．HX℃

睑K瞄嫩§aGAAC}aKTC
oCArIjGCCAl℃AAAGAC

ACACAGT从CC从GCAAl01C
阳mGT-r‘了n：r兀啪AI℃

4．2．3结果与分析

4．2．3．1两个具有全长cDNA基因的青枯病菌及JA诱导表达

StPF／基因同时受青枯病菌和JA的诱导，在6-12／J、时内即达到最高表达水平，然后回到其自然低

水平，但r二者又有明显不同。相对而言，StPF基因受青枯病菌的诱导较慢(图4．2．IA)，而受JA的

诱导较为强烈。在JA处理3h表达量即明显升高，6-12h迅速升至最高(图4．2．1B)，相反在水处理

对照中该基冈的表达鼍没有明显变化(图4．2．IC)。说明正常情况下该基冈在植物体内维持低水平

表达，以调节其基本的代谢，当受到病原入侵或非生物胁迫时，该基因受到进一步的激活，从而

表现出表达量的升高，推测该基因可能参与马铃薯对青枯病的抗病反应，同时也说明对于该基因

而言，病菌处理和JA刺激可能采用相似的或同一个信号传导途径。

StPMEI基因受青枯病菌诱导表现为急剧下调，在船处理24h后，几乎难以检测到＆PM酣

基因的表达(图4．2．2A)，这可能由于青枯病菌的侵染对该基因的表达具有抑制作用。相反，该

基因受JA的强烈诱导，JA处理6h，己明显上调表达，12h．24h表达量急剧上升而达剑最高，48h

后又下降至自然低水平(图4．2．2B)。预示着对于StPMEI基因而吉，青枯病菌的侵染刺激和JA

处理具有不同的信号途径，同时也说明该基因在植物细胞中可能具有多种功能。图4．2．2C示出了

水处理对照中该基因的表达情况。
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图4．2．1青枯病菌处理不同时间下StPI基因的RT-PCR分析。

RT-PCR模板来源于不同处理、不同接种时期样品反转录合成的eDNA第一链，并根据持家基因Actin的PCR

扩增量来调整模板用量。A：青枯病菌诱导处理的样品。B：JA诱导处理的样品。c；对照水处理的样品．

tag．4工1RT-PC'RanalysisoftramcriptlevelsofStPIgeminpotatoleaves．

eDNA was synthesized吲l培oligo(dT)．Primers for Actin gene were used to veilfy that quantity of cDNA template

for each sample was酬．Different time pointsm indicated∞the top of the figure．A：inoculated with Rs at
different time voints．B：treated with JAat different time∞im．C：Ueau蚵with water at difforent time points．

图4．2．2青秸病菌处理不同时间下StPMEI基因的RT．PCR分析

RT-PCR模板来源于不同处理、不同接种时期样品反转录合成的cDNA第一链，并根据持家基因Actin的PCR

扩增量来调整模板用量。A：青枯病菌诱导处理的样品。Bs JA诱导处理的样品。c：对照水处理的样品。

Fig．4．2．2RT-PCRanalysisoftranseriptlevelsofStPMEIgeneinpotatoleaves．
eDNAwits slmthesized using otigo(dT)．PrimersforAcfin genew∞usedto vetifythatqumn．ity ofeDNAtemplate
for each sample was equal．Different time points ale iedicated on the top of the figure．A：inoculated wlth Ralstotlia
solanacearum atdifferenttimepoints．B：treatedby JAatdifferenttimepoints．C：treatedwitllwatef址differenttime
points．

4．2．3．2尚未获得全长eDNA基因的JA诱导表达

本研究利用半定量RT-PCR方法研究了LSl、L77，L，舢和1．362的JA诱导表达模式，从电泳图谱
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(图4，2．3)可以看出，它们在不同的材料中表达各异：

／．51在JA处理和对照水处理的抗瘸基因型EDl3中均无PCR扩增产物，在JA处理的感瘸基因型

ED25中，pCR扩增呈Smear状，无明显的特异条带，推测￡JJ可能不受JA的诱导。

L77只在JA处理的抗病基因型EDl3中有特异PCR扩增产物，且不受JA的调节，而在对照水处

理的抗病基因型EDl3和JA处理的感病基因型ED25中扩增均呈Smear状，并且在感病基因型中sfrlear

状产物的分子量较目标PCR产物稍小一点，可能是在感病基因型中不存在类受体激酶L77，由PCR

非特异性扩增所致。

围4．2．3 JA诱导后几个基因的RT-PCR分析

^：JA处理后抗病基因型EDr3中的摹因表达B：水处理后抗病摹冈型EDl3中的基因表达

c：JA处理后感病蕞凶型ED25中的基崮表迭

耶磬4．2．3 RT-PCRanalysisofseveralpotatogenesinmfferentJA-treatedpotatoleaves．

A：C．mlle expression analysis ofpotato disease-resistance genotype EDl3 treated with JA．

B：Cloneexpression analysisofpotatodisease-resistancegenotypeEDl3treated witllwater．

CI Genc expression analysis ofpotato msceptible genotype ED25 treated谢th JA．

u8，在抗病基因型中受JA的诱导，JA处理后34,时已明显开始上调表达，但12h后其表达量又

逐渐降低(图4．2．3a)，这与利用青枯病菌处理后该基因的下调表达(图3．1la)恰好相反，预示着

在抗病基因型EDl3中，对于L181而言，病菌处理和JA刺激可能采用不同的调节途径。在对照水处

理的抗病基因型中无PCR扩增产物，可能是由于该基因的丰度太低所致。在JA处理的感病基因型

ED25中，该基因不受强调节。说明该基因在抗病和感病材料中均存在，只是由于在抗病材料中受

诱导表达而行使其功能。
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L362{E抗病基因型中受JA的诱导，为上调表达，并于6至12d,时内达到最高，而后又逐渐降低，

这与利用青枯病菌处理后其诱导表达模式(圈3．1lb)相似，但JA诱导后该基因上调表达明显提前，

而其维持高表达水平的时间也明显缩短。该基因在对照水处理的抗病基因型和JA处理的感病基因

型中的表达呈波浪型，究其原因，尚待进一步研究。

4．2．4讨论

4,2．4．1蛋白酶抑制子在植物的抗病反应中具有重要作用

蛋白酶抑制子是一类小蛋白，几乎存在于所有的生命体中(Fritz，2000)，并且它不仅存在

于植物种子、块根、块茎等储藏器官中，也存在于非储藏器官中，如叶、花和根(Brzin and Kidric．

1995；De Leo，et a／．2002；Sin and Chye,2004)。植物蛋白酶抑制子参与植物的抗病防御和植物内

源蛋白酶的调节(Mosolov，etaL 2001；Birk 2003)，其参与植物的抗病防御主要是通过抑制参与

致病过程的外来病原的蛋白酶或消化酶活性，从而导致病原缺乏必须氨基酸的供应而达到抗病防

御的目的(De Leo，et a／．2002)，也可通过干扰外来病原的生理生化过程，如干扰病毒的复制、

酶的活性等(Gutierrez-Campos，el a1．1999)来起作用。自第一个蛋白酶抑制子从大豆中分离出来

后。现已有495个蛋白酶抑制子从129个不同的植物中相继被分离和鉴定(DeLeo，etal．2002)。

植物抵御病原的最好办法是加强自身的防卫能力。蛋白酶抑制子是植物体内自然存在的病程

相关蛋白，特别是在植物种子和一些受胁迫的特异组织中，植物受到病原侵袭时所发生的最为普

遍的抗病防御反应就是激活这些基因来赋予植物自然抵抗能力(Koiwa,et a1．1997；Fan，et以

2005)。利用蛋白酶抑制子基因，特别是源自植物的抑制子基因进行基因转移创造具有抗病虫性

的工程植株具有广阔的前景(Boulter,1993)，如转Vigna unguiculata的胰蛋白酶抑制子基因(trypsin

inhibitorgene)的烟草植株具有对病虫的广谱抗性(Hilder,etal．1987)。蛋白酶抑制子在植物对

真菌侵染中的抗病防御及调节植物程序性细胞死亡中也具有重要作用(Solomon，et aL 1999；

Soams-Costa,efaL 2002)。根据蛋白酶抑制子的同源性及其二硫键和起功能作_Hj位点的拓扑关系

可将其分为几个基因家族，其中丝氨酸蛋白酶抑制子是植物中普遍存在的。也是研究的较为透彻

的一类(Haq，etaL 2004)，该基因家族中的成员对于植物抗病防御具有重要作用。

在植物的抗病信号转导中研究的较为深入的两个信号转导途径为水杨酸(SA)途径和茉莉酸，

乙烯(JA／Et)途径，二者在信号转导通路中既有重合又相对独立(Bostoek,2005)。但目前人们

对SA在马铃薯的抗病反应中所起的作用尚不十分清楚，有研究表明：JA处理可增加马铃薯对晚疫

病菌的基本抗性(basal resistance)(Halim,etal．2006)。植物蛋白酶抑制子在马铃薯叶片中的表达

存在两个独立的调控途径：JAit径和ABA途径(Fan，eta／．2005)，但JA和AaA又可对于某些基因

进行协同调节，这依赖丁：具体的基因和反应(Chao，甜a／．1999)。本研究所获得的StPl基因与马铃

薯蛋白酶抑制子I前体的核苷酸具有89％的一致性，与其编码的氨基酸序列具有74％的一致性，

说明研P，基因也是马铃薯蛋白酶抑制子基因家族的成员，在马铃薯的抗青枯病的反应中也可能具有

重要作用。研P瑾因在马铃薯中同时受青枯病菌的诱导和JA的调节，均为上调。推测在信号转导中

青桔病菌侵染刺激与JA处理可能共用某一成分。或采用相似的信号转导途径来调节该基因的表达，

但StPI基因是否也受SA的调节或受JA-ABA的协同调节及其在植物中的详细功能及确切转导途径

尚需进一步探讨。
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4．2A．2 PMEI与PME协同作用调节细胞壁的稳定性和参与细胞壁的重建

果胶甲酯酶抑制子(PMEI)对于果胶甲酯酶(Pectin methyl esterase，PME)具有抑制作用，

而PME是作_I}l于果胶的第一个酶，不仅在植物生理上，在其它方面也具有重要作用(Giovane，et

a1．2004)，如参与植病互作(Chen，et aL 2000；Chert and Citovsky,2003)。自第一个PMEI从猕

猴桃(kiwi fruit)中分离出来后(Camardella,et以2000：Giovane，et a1．2004)，PMEI陆续从其

它植物种中被分离和鉴定(Wolf，et a1．2003；Raiola,et a1．2004)。PMEI具有热稳定性，如自香蕉

中分离的PMEI在开水中温育3h仍然有80％的抑制酶活性(Wu，etal．2002)，随着人们对于PMEI

研究的深入，PMEI也已被应用于许多方面，如在橙汁中加入PMEI将会阻止橙汁中围形物的丧

失，从而可在5℃下保存9个月(Castaldo，etal．1991)。

果胶甲脂酶作用于细胞肇可能存在两种相对的方式：成熟PME自高尔基体分泌出来进入细胞壁

后，一方面通过线性(1inearly)作用于同型半乳糖醛酸(植物)，使得催化产生的具有非酯化的羧

基基团(blocksofunestefified carboxylgroups)与细胞壁中Ca2+作用形成不溶性的果胶酸盐(脂)，

致使细胞壁中的内源多聚半乳糖醛酸酶的活性受到了限制，从而加周细胞壁；另一方面通过随机

(randemly)作用于同型半乳糖醛酸(如在细菌和真菌中)，引起质子的释放，促使内源多聚半乳

糖醛酸酶表现出活性，从而使得细胞壁变的疏松(Nail。et a1．1986；Moustacas,甜吐1991；Micheli，

2001；Vorwerk,etaL 2004)。研究表明：同型半乳糖醛酸的去甲基化程度不仅可直接影响细胞壁的

稳定性(Michdi，2001)和根发育、茎延长及果实成熟等重要生理过程(Frenkel,etal．1998；Wen，et

aL 1999；Pilling．et a1．2000；BrummeU and Harpster．2001)，还可作为烟草花叶病毒运动蛋白的受

体参与植—病互作(Chen。etaL 2000；ChertandCitovslq,．2003)。

果胶甲基酯酶抑制子(Pectin methylesterase inhibitors，PMEIs)通过作用于果胶甲酯酶形成l：1

的非共价可逆复合体而起作用，这种复合体的稳定性受pH的强烈影响，二者的亲合力随pH的降低

而升高，致使PME的活性受到抑制。同时pH的降低也使得细胞中的糖营酶和糖基转移酶被激活，

而糖苷酶和糖基转移酶对丁二细胞肇的扩展和建立具有重要作用(Ricard，etal．1986)，这预示着PME

的活性可以通过直接调节pH或PME与PMEI的亲和力来实现(Giovane，et a1．2004)。

本研究所获得的所刖犯瑾冈的表达受青枯病菌侵染的抑制，这可能会导致因PMEI的量不足而

无法形成足够的非活性状态的PME：PMEI复合物，从而使聊旺表现出活性，通过催化产生的具有非
酯化的羧基基团与细胞Ca2+作用形成不溶性的果胶酸盐(脂)，加固细胞壁达到早期防御病原侵

染的目的。同时该基因又受JA的诱导而上调表达，推测这可能会使得PME以非活性的PME：PMEI

复合物形式存在，引起细胞内pH的降低，展终使得细胞中的糖苷酶和糖基转移酶被激活，这对于

细胞壁的扩展和新细胞擘的建立具有重要作用。PME的功能铰为复杂，而pMEI究竟如何通过抑制

PME而起作用尚不十分清楚，有关本研究所获得的StPMEF#A囡在马铃薯中所扮演的角色正在进一

步研究中。

4-2A．3植物类受体激酶参与抗病防御

植物类受体激酶(L77)属丁．RLK／PelIe基因大家族，受体激酶在动物中具有重要的生理作用，

如动物的内毒素受体激酶不仅在动物生理上起着重要作用．而且具有先天性的免疫反戍以防御外

来病原的入侵(o’Neill，2002)。与动物相似，植物中的类受体激酶在植物的生长、发育和抗病防

御反应等方面也起着重要的作用(Tbrii，2000；Becraft，2002；DievartandClark，2003)。植物中第一



型垩些垡鐾鲨鲨尘垒，，，，。』坠坠些茎些鱼些尘丝坚尘尘些些垒些
个类受体激酶是从玉米中发现的(WalkerandZhang。1990)，后来又陆续在其它很多植物种中被发

现，耳前已知仅在拟南芥基因组中就有至少600+类受体激酶(Shiu，et a1．2004)，面在变形虫和

动物中只有l—6个RLK／Pelle基因成员(Shiu and Ble，ecker,2003)，并且尚未在真菌中发现RLK／PelIe

的同源物。典型的植物类受体激酶具有信号序列、跨膜区和C--末端(vanderGeer,et4￡1994)。

研究发现在拟南芥中，大约75％的类受体激酶具有信号序列和跨膜区，但也有一些不具有信号序

列(SilvaandGoring，2002)。本研究获得的RHGl一like受体激酶(L77)受青枯病菌的诱导(图3．1lb)，

但却不受JA的调节，推测RHGl-like受体激酶也可能作为受体参与了信号识别和抗青枯病反应。

4．2．4．4磷酸酯酶2C对JA的响应

渗透胁迫下，磷酸酯酶2(2(protein phosphatase 2C,PP2C)在有丝分裂蛋白激酶途径中起重

要作用，并且FsPP2CI(一种新的磷酸酯酶2C)受ABA的诱导，但干旱胁迫却对其不起作用(Shiozaki

andRussell，1995；Meskiene,etaL 1998)。而当用GA=进行处理时。该基因表现为F调(Oscar,etaL

2001)，本实验所获ESTLl81与磷酸酯酶2C高度同源，受青枯病菌的诱导呈下调表达(图3．1la)，

推测它可能与GA通过相似的途径来调节磷酸酯酶2C的表达，但该基因在JA的处理下表现为上调。

看来要弄清u引的调控机制尚需迸一步探讨。

4．2．4．5蛋白激酶Ptil类似物可能功能

植物的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶Pto和细菌的无毒基因产物AvrPto的特异识别引发了番茄对细

菌病原只syringae的抗病反应，符合典型的基因对基因学说。Ptil与Pro相似，也是一个丝氨酸，苏氨

酸蛋白激酶基因，位于尸缸基因的下游，在体外其编码产物可被脯异磷酸化，在体内参与HR反
应，并且该基因的过量表达将增加植物抵御病原侵袭的HR反应，从而赋予植物抗性，因此，Ptil

基因在Pto基因介导的抗病反应具有重要作用(Zhou，etal．1995；Sessa,etal．1998)。近来，Tian等

(2004)从大豆中分离了一个Pti基因的同源类似物GmPtil，GmPtil基因的编码蛋白也具有

Ser／Thr／Tyr结构域，该基因受水杨酸和损伤的诱导。本试验获得的蛋白激酶Ptil类似物(L362)同

时受青枯病I封和JA的诱导，均为上调表达，与上述报道相符，推测该蛋白激酶Pti!类似物在马铃薯

的抗青枯绢的反应中发挥着重要作用。



第五章cDNA文库结合RACE方法克隆马铃薯

DnaJ-like基因全长eDNA

构建富集抗病相关基因的马铃薯SMART-eDNA文库，对于系统研究马铃薯与青枯病菌互作

分子机理和从中获取抗病相关基因的全长eDNA非常重要。而RACE方法又提供了快速获得全长

eDNA的策略。因此，本文拟通过构建SMART-eDNA文库结合RACE方法克隆分子伴侣DNAJ-like
基因的全长eDNA，并对其在茉莉酸诱导下的表达动态进行研究，为深入探讨该基因的功能奠定

基础。

第一节富集青枯病抗性相关基因SMART-eDNA文库的构建

5．1．1引言

经典cDNA文库的构建方法都是采用Gubler-Hoffman方法或者Gubler的引物一接头改良法

(Gubler-Hoffrnan。1983)，但是该方法较为繁琐，因此本实验采用SMART(swiShing mechanism at

5'endofRNAtranscdpt)(Chcnchik．etal．1994)和LD—PCR(10ngdistancePOt)(Bames，eta／．1994)

技术进行eDNA文库的构建。SMART方法主要有两个优点：第一，在起始第一链的合成时，引入

末端转移酶活性，当反转录到达5。端时，末端转移酶将在eDNA新合成链的3t末端加上几个核苷酸

(dc)止好与引入的SMARTIVOligo配对，然后逆转录酶将转换模板(以所引入的SMARTIVOligo

为模板)继续进行复制直至寡聚核甘酸的末端，从而达到提高全长cDNA获得率的目的。第二，在

eDNA的3’和5’端引入了不对称的sfi I位点，Sfi I酶切后，大小不同的片段可用CHROMA SPINTM

Colunms进行分离，并可直接与Sfi I消化后的幻墨plEx2“载体相连。

根据茎枝菌液共培养法对马铃薯的接菌凭价结果(第二章)可推测：在接菌后24h至48h寄主

马铃薯植株内将有人量的基因被启动，并与侵染的病菌产生互作，此时应为抗病相关基因的高表

达时期；同时第三章(3．3．7)的半定量RT-PCR结果也证实了上述推测的可靠性。因此本研究拟利

用青枯病菌接菌后24h和48h样品的混合mRNA合成cDNA，构建eDNA文库，为青枯病抗性相关基

因全长cDNA的克隆及探索马铃薯抗病分子机理研究奠定基础。

5．1．2材料与方法

5．1．2．1试验材料与处理

植物材料为高抗青枯病基因型EDl3，病原菌为青枯病菌小种3号P041，接菌方法采用茎枝菌

液共培养法接种，具体见2．2．3．1。所用试剂和药品同3．2．1。

5．1．2．2双链cDNA合成

采用rnuzoL@Regent一步法抽提试剂盒(InvitI．ogen，USA)，依试剂盒说明书提取接菌处理
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241评1148h的叶片总RNA，等量混合。参照Clontech SMARf⋯Library构建试剂盒操作说明逆转录第

一链：在0．5ml DEPC处理离心管中加入1 Ixl(1pg)总RNA，l pl SMARTⅣOligonucleotide，l lll

CDSIIF3‘PCR primer，2¨D熨蒸水，72"C温育2 rain后迅速置于冰上。依次加入以下成分：2．o lll

5×Fimt-Swandbuffer，1．0ltlDTr(20nunol／L)，I．0ILldNTPs(10mmoJ几)，1．0山PowerSeriptReverse

Transeriptasc，混匀后置于PCR仪中42"(2 1．5h，逆转录合成cDNA第一链。

LD．P氓法合成双链eDNA：在PCR管中加入2 IIl eDNA第一链逆转录产物，80 pl ddH20，10¨I

10xAdvantage 2 PCR buffer，2．0山dNTPs(5‰I／L)，2 Ixl 5’PCR primer，2 Itl CDSⅢ，3‘FCR
primer，最后加入2 ttl Advantage 2 polymerase Mix，轻轻混匀，加入2滴矿物油。PCR反应在Irl'L卫00

(Biometra，Germany)PCRR_I：进行，扩增条件如下：95℃40 s，95℃10s，68℃6 min，21个

循环。PcR扩增完毕，取5¨l扩增产物进行1．1％琼脂糖电泳检测eDNA合成情况。

5．1．2．3双链eDNA的酶切与连接

取LD-PCR法合成的双链eDNA50I‘l，加入2}ll蛋白酶K(20p∥p1)，置45℃水浴中酶解20min

后，加入50¨I ddH20，用等体积苯酚，氯仿，异戊醇(”：24：1)和氯仿／异戊醇(24：1)溶液分别

抽提一次，加入10“13mol／LNaAc(pH4．5)。1．3“l糖原(20Ix∥p1)和260Ⅲ的95％乙醇沉淀cDNA。

空气干燥t05Y钟后，溶解于79ttlddH20，加入10ttltoxsfabuffer，10ttlSfa(20u／l‘1)，l*1100xBSA

50"C酶切2h。加入2ttl l％的二甲苯兰作为指示剂，然后用CHROMA SPIN-400柱进行双链eDNA

的分级分离，收集16滴单滴，分别取3 ILl在1．1％琼脂糖胶上电泳检测每个组分的ds．-cDNA的片段

大小，根据需要合并部分组分的单滴，加入糖原和2．5倍的95％的乙醇沉淀eDNA，室温干燥后将其

溶解于7“l双蒸水中。分别以cDNA与XTfipIEx2载体臂(St／l-digested arms)的比例为0．5：1、1：l、

1．5：1建立5 Ill连接体系，加入T4DNA连接酶和ATP，16"C温育24h。

5．1．2．4噬菌体的体外包装

噬菌体包装采用Packagene@Lambda DNA Packaging System(Promega)。自·70"C冰箱中快速

取出2管包装抽提物，冰上解冻，分装每管为25 4I，加入连接产物，混匀，30。C温育90mi[1。再次

加入解冻的提取物，每管25“l继续于30"C温育90rain。每份包装混合物中加入500 IIl lxLambda

phage dilution buffer，25¨1氯仿，混匀。

5．1．2．5效价测定与文库扩增

用l×噬菌体稀释液做梯度稀释后，转染E coli XLI—Blue，铺平板测定原始文库滴度，同时在

X-gal／IPTG的平板上测定重组率(方法参照文库构建试剂盒说明持)。随机挑取20个单噬斑作为模

板进行PCR扩增，PCR反应条件为：94℃变性3min；94℃，30 s，60℃，45s，72℃，2．5 min；35

个循环，最后72"C延伸5 min。扩增产物进行1．2％的琼脂糖凝胶电泳检测插入片段大小。

根据原始文库的滴度，以每m16-7x104噬菌斑数，在150 mm平板上铺板，待噬菌斑生长融合

时。每皿加入12ml Ix噬菌体稀释液，置4"C过夜。然后在水平摇床上以～50fpm转速轻摇2 h，收集

全部洗脱液，加入】挣唪积氯仿振荡2rain，7000rpm离心lO min后，收集上清即为扩增文库。加DMSO

至终体积的7％，分装为l rnl小份-70"C保存，避免多次反复冻融。将扩增文库稀释102x、104X、106x。

铺板后确定扩增文库滴度。
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5．1．3结果与分析

5．1．3．1总RNA抽提

蝴TRIZOL@Regent一步法抽提试剂盒抽提马铃薯叶片总RNA，经电泳检测。18s和
28s rRNA带型清晰可辨(图5．1．1)，紫外分光光度记检测oD260，oDm在1．9-2．O之间，证明抽提的

RNA质量和纯度符合文库构建要求。

围5．1．1马铃薯叶片总RNA电泳质量检翻

M：DNA m缸ker MDI 13 1-3：总RNA

Fig．曼1J助钟唧ho岫deh证ionofto纽lRNAonlA％雒瑚egd
M：DNA marker MDll3 l一3：Total RNA

5．1．3．2双链cDNA合成及分级分离

由于SMART技术克服了普通cDNA合成方法中逆转录时完整mRNA还没有转录完，转录即停

止的缺陷，从而大大提高了合成全长cDNA的获得率。LD—PcR法合成的双链cDNA经电泳检测，

大小约分布在200-2700bp，呈sn℃ar状，且主要集中在800bp附近，对照为人的cDNA，也符合预期

大小，表明cDNA合成质罱较好(图5．1．2)。利用CHROMA SPIN-400柱对双链cDNA进行分级分

离，收集16个组分(单滴)，每个组分取3“避行1．1％琼脂糖胶电泳(图5．1．3)，选取组分8-1 1作

为迸一步建库的cDNA样品。

图5．1．2 LD-PCR法合成的双链cDNA

M；DNA markerHl 1：样品的双链cDNA 2；对照人的双链cDNA(SMART试剂盒提供)

Fig．5．1．2Electrophoresisdetectionofds-cDNAonl．1％agr06egel．

M：DNAMarkerHI l：ds-cDNAofpotato sample 2：controlds-cDNAofhumm(providedbySMARTkit)



围5．1，3双链cDNA分级分离

M：DNA markerm 1-16：马铃薯样品的16个双链cDNA(It分

H磐5．1．2Electmphoresisdetectionofdifferemfractionofds-cDNAoRl．1％agr06egel．

M：DNAmarkerIR 1-16：16ds-cDNAfractionsofpomm sample

5．I．3．4文库质量检测

参照文库构建试剂盒说明书测定原始文库滴度，三个连接反应的结果分别为4．4x106、2．4x106

和2．oxl06 pfa／ml。蓝白斑筛选法测定文库重组率为96％。随机挑取2卟原始文库单噬斑，PcR鉴定
插入片段大小分布在400．1800bp左右。平均约在700．1000bpZl同(图5．1．4)。用滴度为4．4x106pfu／ml

的原始文库进行扩增，最后所得扩增文库的滴度为1．8x10”pfu／ml。以上结果表明，本实验构建的

cDNA文库滴度、重组率和插入片段大小，均基本符合cDNA文库构建要求。

5．1A讨论

图5．1．4 eDNA文库插入片段大小检测

泳道h DNA mad∞rⅢ 泳道2一16：不同噬菌斑的PCR自"增产物

Fig．5．1．4Leng山detectionofInsertedfragmentsineDNAlibrary

Lane l：DNAmarkerm 2-16：PCRproductsofdifferentphagesoftheeDNAlit,ray

病原菌的侵染刺激将会引发植物一系列的反应，包括抗病基因和防御基因的表达及信号分子

基因的转录等。在真核植物基因组中只有部分基因得到表达，构建富集青枯病抗性相关基因全长

eDNA文库．将大大有助r全长cDNA的寻找和分离。
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由丁二利用传统方法建立eDNA文库，所获得的eDNA 5端往往不完整，缺乏5—30+核甘酸，对

后续基嗣克隆带来不便。SMARTL．-PCg方法，是最近发展起来的基于PCR技术的简便、快速建

库方法。该技术可产生出更高比例的全长：eDNA，同时低丰度转录本也得到有效提高(Chenehik,et

吐1998)，这将为以后克隆全长抗病相关基冈提供一个有利条件。同时，构建文库所用的克隆载

体LTriplEx2变换宿主菌后，可通过Cre-loxP位点专一性重组很容易环化为质粒载体，更便于操作，

并且载体A．TriplEx2在多克隆位点上游不同读码框架内有两个翻译起点和一个核糖体滑行位点

(dTl3)，插入的eDNA可以进行三种阅读框架的表达。本研究利用该方法所建文库的滴度和插入

片段大小均符合cDNA文库构建要求，为今后利用该eDNA文库进一步分离和克隆青桔病抗性相关

基因奠定了基础。



5．2．1引言

第二节马铃薯DnaJ-tike基因全长cDNA的克隆

在生物体内，多肽合成后将获得一系列必要的信息来指导其正确的折叠以发挥其必要的功

能，然而在细胞内有限的环境中存在大量的其它分子成分，将会大大降低这些多肽的折叠效率或

减慢其折叠的速度，因此需要另外一些分子来辅助它进行快速有效的正确折叠，避免聚集造成危

害。分子伴侣是一类与其它蛋白不稳定构像相结合并使之稳定的蛋白，其本身并不含有有关蛋白

质正确折叠的任何特定信息，而只是通过疏水键阻止非天然状态的蛋白分子间或分子内的不正确

相互作用，从而增加正确折叠的产率。分子伴侣在生物体内广泛存在，是细胞内蛋白质折叠和组

装的重要调节者。自1991年第一个分子伴侣hsp70(DnaK)从&pistillata分离出来以后，陆续

有Hsp40(DnaI)，hsp90，hsp23(grpE)等被分离和鉴定(Walsh，et aL 2004)。DnaK和DnaJ

分别作为分子伴侣和协同分子伴侣(eoehaperone)可通过促进部分变性的蛋白复性(重新折叠)

来保护胁迫损害的细胞并使其恢复正常功能(Glover and Lindquist．1998；Guagliardi，et a1．1994；

Macado and de Macario．1999；Weber-Ban，et以1999)。不同的分子伴侣具有不同的亚细胞定位，

也具有不同功能：参与蛋白折叠、翻译起始(Translation initiation)、mRNA剪接(mRNA splicing)，

蛋白质转移(translocation)及降解等(Walsh，et以2004)。前文SMART-cDNA文库的构建己为

获得全长eDNA奠定了基础，本文拟采用RACE策略，在eDNA文库的基础上克隆分子伴侣

DNAJ-like基因的全长cDNA，为深入探讨该基因的功能奠定基础。

5．2．2材料与方法

5⋯22 l试验材辩与处理
所用材料为二倍体马铃薯高抗青枯病基因型EDl3。JA诱导处理方法及取样时间同4．2．2．1。所

用试剂和药品同3．2．1。

5．2．2．2目的基因5’端序列的扩增

依据SSH文库所得ESTL248(含有完整的3味端)的测序结果，在其序列内部设计基因特异引

物GSP．R：5’．c11'G从cccGAATAAAca厂rI'GGG．3’。以噬菌体cDNA文库(见本章第一节)为模
板，利用SMARTTM cDNA Library ConstructionⅪt提供的5’测序引物和GSP．R引物扩增该基因的

eDNA 5，端。PER产物克隆、测序后，根据扩增片段与已有EST的重叠区将cDNA 5’和3’端拼接起来。

PeR反应体系参见SMARTTMRACEeDNAAmplificationKit说明书。

5．2．2．3茉莉酸诱导表达

总RNA提取及eDNA第一链合成同4．2．2．2。依据所获得的1．,248全长eDNA序列设计其正向

引物L248．F： 5’ ACCACCCAGATGTIWCACCC 3’和反向引物L248．R： 5’
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TGCCAACGATItSTrCCATrCAC 3’。以Actin基因为内参(引物序列见3．2．3．2)，采用半定量

RT-PCR方法研究其JA诱导表达模式。PCR扩增条件为：94℃3mira 94℃30s。56"C 45s，72

℃60s，17．35个循环；7212延伸5 min。PCR产物进行1．0％的琼脂糖凝胶电泳，根据扩增的DNA

条带的亮度来判断基因在不同时间点的表达水平。

为了使所分析基因在不同时间点的表达具有可比性，首先对起始cDNA第一链的用镶进行了

调整(见3．2．7)。

5．2．3结果与分析

5．2．3．1马铃薯DnaJ-like基因的分离

采用RACE策略，以噬菌体cDNA文库为模板进行L248(分子伴侣DnaJ-like)的5’-RACE PCR

扩增，取5 HI 5'-RACFA广增产物进行1．2％琼脂糖胶电泳(图5．2，1)。5'-RACE扩增片段特异性较好，

大小约为400bp，去除接头序列的45bp，所扩增cDNA的5’端大小约为350bp。

8115．2．i马铃薯分子伴侣D，ln』．触P基因的5，．RACE结果
M：DNA Marker 11 I：5'-RACE,72物

Fig．5．2．1 5'-RACE result ofDnaJ．Uke gene in potato

M：DNA Marker ll 1：Y-RACE product

5．2．3．2序列分析

将所得5’．RACE的PCR产物克隆测序，去除载体序列和引物序列后，在NCBI上进行BLAST比

对分析，并通过与EST 1_248的重叠区进行拼接。拼接后的序列再次在NCBI上进行BLAST比对分析，

并与对应EST序列的BLAST比对结果进行比较以进一步验证。

L248／包,含一个完整的531bp的开放读码框架(Open Reading Frame，ORF)，57端有25bp的非翻

译区(Un—translate Region，UTR)，3’端具有完整的eolyA尾，编码区编码177个氨基酸(图5．2．2a)。

该基因已在GenBank注册，登记序列号为DQ885360，该基因暂命名为StDnaJ。StDnaJcDNAF移U与

拟南芥DnaJ-like 20 eDNA(GenBank序列号：NM_179045．2)的部分核苷酸序列有84％的一致性，

与其编码的氨基酸序列(GenBank序列号：NP_193119．1)有59％的一致性(图5．2．2b)。



1 丛丛卫匹6￡丛丛6§丛丛丛丛丛％T^T CIA AGA ACC CCA ATA GAT cGT GTA CTA TTT TCC CCA TCA

M Y L R T P I D R V L F S P S

7l TAT ccA C从m代A^GA^cT C从AAA GGG仰丌G AG^GTT C^T1℃AMA crT A^C AAC从T G他ATA

Y P Q F S R T Q K G S L R v H S K L N N N V I

140 G从ATT^GT G从TcA AAA^Gcm TAT 6AG cTT耵G GGT^丌C从GM^cT GTT TcT TTA TTA GA^ATC

E I S E S K S F Y E L L G I Q E T V S L L E I

209从^C从GcG TAT A从C从”A GcA AGA AAG T^c C^c OcA G^T GTT Tc^CcT coG GGT cGG GTC G从G从

K Q A Y K Q L A R K Y H P D V S P P G R V E E

278从T^cc CAA^GG TrT^TT∞G GTT CA^GAA Gcr TAT G^G^cA TTAl℃G GAT 0cT AM TcA AGA G^T^T6

N T Q R F I R V Q E A Y B T L S D P K S R D M

347 T^T 6^T A从G^T ATG TcT从A GGT CTT CAc CTT 6cA TTc研C凹cGT AG^从G TGc CAA^^T 6^T G^G

Y D K D M s K G L H L A F S P R R K C Q N D E

416 Tc^^丁G GAG GAc^cT GGT 6从1BG从G A矗T cGTT蕊CAT僦C^G鳓T0c G^G TTG AAA AGA^GA蹴
S M E D T G E W K N R W H S O L S E L K R R N

485 ^c^C^c AAG G^c TcT GGT从C AAT ATG Tc^TGG GGT Gc^0GT A％cGT AGA CAA^GG从T GA^_^c^Tc^

T H K D S G N N M S w G A R M R R Q R N E T S

554 TTA l撇cGAATAATc唧TTATATAG册ATATATl㈣T^TATT^G^TATATAATTGGAAGT6丌TGGTT^GcAmATGTr
L’

64-2 ATAAGT^6TGTAACAAcTATGTAAGAGcTA^cc从^TATAGGcAAcTGTTTGTATAGAGTTA竹TG^ATcMG嘲A竹TTAAccA
730 M^A^^A^A^^^^^AA^A^A刖L^^^^A^^AM^AA

图5．2．2a StOnaJ{妻因核酸序列及推断氨基酸序列

推导氨基酸序列标示于相应核廿酸之下；非编码区用下岫线标出；}标示终止密码子。

Fig．502aNudentide scqilenceandthededucedal商uoacid sequellceofthepotatoStOna／gene

The帅clcotide sequfilCil is numbered Oil the left．The deduced endno acid sequence is shown underneath the

correspondingnucleotidesfqueilce，The un-coding regionisunderlined．Stopcodeindicated with+．

>gill52363551retlNP 193119．1I J20(DNAJ-LIKE20)：heat shockproteinbinding／unfoldedproteinbinding

【Arabidops妇thalianalLength=197 Score=184bits(467)，Expect=3e-45 Identities=971164(59％)'Positives=

128／184(76％)，Gaps=51164(3％)Frame=+2

StDnaJ 68 SYPQFSRTOKGSLRVHSKL—NNNVIEISESKSFYELLGfOETVSLLEIKOAYKQLARKYH 244

SYP+RT+S R+S+L+++++SE SFY+Ln E+V+L EIKOAYKOLARKYH
DnaJ-I／ke 20 37肛TRTRFSSTRIQSRLTI仍DPVKQSEDLSFYDLLGVTESVTLPEIKOAYKoLARKYll 94
StDnaJ 245

DnaJ-l／ke 20 95

StDnaJ 422

Dna3-1／ke 20 155

PDvSPPGRVEENTQRFIRVQEAYETLSDPKSRDMYDK蹦SKGLHLAFSPRRKCQND-ESM 42l

PDvSPP RV髓T RFIRVQEAYETLSDP+R+yD+D+S G +FS RR++D E+

PDVSPPDRVEEYTDRFIRVQEAYETLSDPIlRRvLYDRDLSMGFSFSFSGRRONRYI)QEW 154

EDTGEWKNRWHSQLSELKR心TF毗DsGNⅢS％A附R舳RNETS 553

E+E眦+W+QLS L+RR+KD+N MSW ARgRRO+E+S

EEKSEWKAKWQTQLSGLRRRSNQI(DN—NTMSWAARMRR瞄ESS 197

图5，2．2b马铃薯鲥知。基西氨基酸序列与拟南芥DnaJ-like 20氨基酸序列比较

Fig．5．2．2bCompari∞nofdeducedaadnoacid sequencesofpotatoStDnaJgenewithDn03-Uke20 0f^thaliana
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5．2．3．3马铃薯附船跨咽的诱导表达
马铃薯DnaJ-likeJ萎因($tDnaJ)在抗病基因型中受JA的诱导，为上调表达，并于6至12,1,时内

达到最高，而后又逐渐降低，这与利用青枯病苗处理后该基冈的诱导表达模式(图3．1Ib)相似，

但JA诱导后其上调表达明显提前。JA处理3h时。其表达量即明显升高，6-1211迅速升至最高，且维

持高表达水平的时间也明显缩短。＆D，n，基因在对照水处理的抗病基因型和JA处理的感病基因型

ED25中的表达呈波浪型，究其原因。尚待进一步研究。m5．2．3示出了＆西l甜基凼的JA诱导表达模式。

围5．2．3马铃薯叶片中StDnaJ基因的JA诱导表达

A：JA处理后抗病摹因型EDl3中的基因表达B：水处理后抗病基因型EDl3中的基冈表达

c：JA处理后感病举斟型ED25中的基凶表达

Fig．5．2．3JA·induced expressionofStDnaJgeneInpotatoleaves．

A；Gene expression ofpotato di卵ase．化嘶stan∞genolype EDl3 treated witll JA．

B：GⅢexpressionofpotatodJse．ase-resistancegenotypeEDl3treatedwithwater．
C：CreIleexpressionofpotatn susceptible genotypeED25Irlxlledwith JA．

5．1．4讨论

DnaK是热激蛋白hsp70家族的成员，所编码的蛋白较为保守，并被认为是在进化中最保守

的蛋白之一(Gupta，1998；Gupta and Singh，1994；Rensing and Maier,1994)。但并非所有物种中

都存在hspT0(Bult，etal．1996)，是什么替代了hspT0来行使其功能尚不清楚。DnaJ是热激蛋白

hsp40家族(也称为J蛋白家族)的成员，该家族的成员对hsp70家族成员的活性具有调节作用。

hsp70首先结合于未折叠(如初生肽链)多肽的疏水区，促进蛋白的装配(Bukau and Horwich，

1998)，同时它也具有促使蛋白解装配(disassembly)的功能：例如蛋白穿膜移位过程中的解装配

(Jensen and Johnson，1999)：当一些多肽变性后无法复性时，将可能聚集而成为对细胞的有害成

分，此时分子伴侣也将参与蛋白的降解作用(Ciechanover,1998；Herman andD’Ari．1998)。hsp40家

族的成员可以作为hsp70家族成员的耦合因子(coupling factors)来促使ATP水解，以调节hspT0

的活性。

基于序列的组成结构不同可将DnaJ分为三种类型，通常所说的DnaJ同源物是指I犁J蛋白
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(Cheetham and Caplan，1998)。唾蛆蛋白具有三个结构域(domain)：J结构域、锌指结构域和C末

端结构域(carboxy-terminal domain)。J结构域通过富甘氨酸区域与锌指结构域相连，锌指结构域

和C末端区域能与非自身底物反应。Ⅱ埤!J蛋白具有J结构域和c末端结构域，二者通过富甘氨酸区域

相连。Ⅲ型J蛋白只具有J结构域。J结构域是hsp40家族的基本特征。本文所获得的StDna堪因也具
有典型的J结构域，可能为马铃薯分子伴侣hsp40家族的重要成员。目前研究认为，分子伴侣可能通

过一个thhsl00，hsp70，Hop，hsp*0和p23五个蛋白组成的类固醇受体：hsp90的复合物装配模型来

起作用。在这个复合物模型中，hsp40通过激活hspT0的ATP酶活性而扮演着重要的角色(Fan。et aL

2003；Dittmar,etaL 1998；Kosano，etaL 1998)。研究表Nhsp40在受到热激后上调表达(Clarens，etaL

1995；Conway deMacario,etaL 1995)，本研究中，＆西刎基因在青枯病菌和JA的胁迫下也均为上调，

这是否预示着该基因与舾一D相似，在青枯病菌和JA胁迫下具有促使胁迫损害细胞内蛋白恢复活性

的功能尚需探讨。



第六章结论

1．建立了马铃薯抗青枯病鉴定新方法。采用传统的灌根法、毛细管菌液滴注法和改进方法

(取名为茎枝菌液共培养法)对马铃薯二倍体CE和ED群体、抗病番茄392(Cu42366A)、

393(CLN2366B)、395(CLN'1314G)和419(CUql466-65_4m15．0．12_0)和感病番茄D3(早

粉2号)、D5(中蔬6号)和D14(中蔬5号)的青枯病抗性评价和鉴定表明：茎枝菌液共培

养法更加简便快速和经济，同时重复性更好，对于茄科作物的种质资源抗病性评价和筛选，特

别是对于病菌诱导产生抗性的抗(感)病植株的快速鉴定及其幼苗的先期快速筛选具有重要意

义。

2．鉴定出了13份抗或高抗青枯病和高感青枯病材料。灌根法、毛细管菌液滴注法和茎枝菌

液共培养法三种青秸病鉴定方法相结合，增加了所鉴定材科的可靠性，并筛选出了6份抗或高

抗青枯病材料和7份高感青枯病材料(表2．4)。其中6份材料(如高抗青枯病基因型EDl3和

高感青枯病基因型ED25等)已被用于亲本构建杂交作图群体。为进一步抗青枯病基因(座)

的定位、分析和最终克隆奠定了基础。

3．构建了富集差异表达基冈的SSH-eDNA文库，初步明确了在马铃薯与青枯病菌非亲和性互作

中，早期青枯病抗性相关基因的种类和数量，并获得了44个马铃薯与青枯病菌互作的早期抗病相

关基因，同时发现了一批可能新基因。利用抑制差减杂交技术(SSH)和微阵列相结合，共获得

123个差异表达的非重复的早期抗病相关基因的EST片段，其中有13％(16个)的EST只能在公用

数据库(NCBI和TIGR)中找到较低同源性的序列(B值>10”)，7％(8个克隆)无同源序列。

这些无同源序列或具有较低同源性的ESTf移tJ可能代表新基因。在123个差异表达的EST中，除功

能未知和已知功能而朱分类及无同源序列外，其余70％的EST分属于马铃薯基本生命过程的各个

环节：初级代谢，能量代谢、细胞结构、调控、蛋白合成，修饰，加工、转运相关、抗病防御、转

录相关和信号传导等。参与马铃薯抗病反应的44个EST的预测功能表明，这些EST的对应基因涉

及到抗病反应的基本过程，包括信号识别、信号传导和转录调控、过敏反应、系统获得抗性及细

胞自救和抗病防御等。

4．构建了富集青枯病抗性相关基因SMART-eDNA文库。原始文库和扩增文库滴度分别为

4．4x106和1．8×10”pfu／ml，重组率为96％，插入片段大小分布约在400-1800 bp，平均大小为

700-1000 bp。

5．利用RACE技术与重叠延伸和eDNA文库构建相结合从马铃薯抗病基因型中获得了三个病

程相关蛋白基因的全长eDNA(分别命名为StP!，受冈l彤和StDnaJ)和四个基因eDNA的5’和3’

RACE的PCR产物，并对其诱导表达模式迸行了RT-PCR分析。&P，编码116氨基酸，与马铃薯蛋白

酶抑制子I前体核苷酸序列有89％的一致性，与其编码的氨基酸序列有74％的一致性；StPMEI编
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码198个氪基酸，与烟草果胶甲脂酶抑制子基因核营酸序列有85％的一致性，与其编码的氨基酸序

列有78％的一致性；StDnaJ．编码177个氨基酸。与拟南芥DnaJ-like 20基因的部分核营酸序列有84％

的一致性，与其编码的氨基酸序列有59％的～致性。这三个基因均受青枯病菌和JA的诱导。但具

有不同的诱导表达模式，推测它们可能参与了马铃薯的抗病反应或促使胁追损害细胞蛋白恢复活

性的功能。另四个基因的表达模式也各不相同：

LSI(methyl-CpG-binding domain-containing protein)和L77(pumfively encoding receptor-like

kinaseRHGl)受青枯病菌的诱导，但均不受JA的调节。L181(phosphatase2C)在抗病基因型EDl3

中受凰诱导下调表达，相反却受JA的诱导上调表达；在感病基因型ED25中，该基因不受JA调节。

推测对T-L181而言，在抗病基冈型中病菌处理和JA京IJ激可能采用不同的调节途径，并且该基因在

抗病材料中冈受诱导下调表达而参与抗病反应。L362(protein kinase Ptil)同时受船诱导和JA的

调节，均为上调表达。该基冈在JA诱导后其上调表达明显比船诱导提前，且其维持高表达水平的

时间也明显缩短。Ptil基因为Pro基因的下游基因，参与抗病反应。

尽管本实验所得数据尚不足以揭示马铃薯青枯病抗性的全貌，但病菌侵染早期马铃薯抗青枯

病相关基因的分离，初步揭示了参与马铃薯抗青枯病的早期基因的种类和数量，为进一步克隆重

要基因进行基冈功能分析、深入开展马铃薯抗青枯病的分子机制研究及利用抗性资源进行抗病品

种选育奠定了基础。

后续工作展望

本研究通过SSH技术与微阵列杂交筛选相结合从二倍体高抗青枯病的马铃薯中已获得了一

批青枯病抗性相关基因片段，但这些基因的调控和表达模式及分属丁二何种信号传导途径等尚不清

楚，这些基因的真正功能也无从知晓，进一步研究这些基因片段在植一病互作中所扮演的角色及

功能，建立整体的基因交叉互作网络，对于全面了解马铃薯的抗病机制具有重要作用。后续研究

可从以下几个方面进行：

1．马铃薯的抗青枯病机理及表达调控研究：横向研究这些基因在不同的青枯病抗性材料和及

其相近的感病材料中的生物和非生物(如：SA、JA、Eth等信号分子及渗透和伤害等)胁迫下诱

导表达模式；纵向研究这些基因片段在马铃薯受青枯病菌侵染不同时期和非生物胁迫不同阶段的

表达动态。建立这些基冈的交互诱导表达调控网络，分析这些基因片段可能参与的信号转导途径，

寻找关键的调控节点，为调控马铃薯的防卫系统，增强抗病性提供研究思路。

2．重要基冈的深入探讨：对研究中所获得的一些重要的基因片段(如抗病基因类似物、转

录因子等)进一步研究，包括全长基因克隆，时空和诱导表达模式、基因定位、功能注释以及基

因的上游调控元件和下游响应因子的研究。基冈的选择性剪接研究等，为最终获得基冈的全貌，

进行基冈应用提供依据。

3．基冈片段转化为分子标记研究：在所获得的基因片段中，有些基因片段可能与抗病基因
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(紧密)连锁，可根据这些基因片段的序列开发分子标记用于标记辅助育种。

4．植物与环境的互作研究：重点研究温度和光照等对寄主植物(马铃薯)抗青桔病的影响，

整合植物一病原互作与植物一环境互作的数据。探讨马铃薯青枯病抗性与耐热的相关性及基因问

的内在联系，为更合理的制定马铃薯抗青枯病分子育种策略提供理论依据。

5．基因芯片与SSH相结合探讨马铃薯一病原的亲和性互作与非亲和性互作中的抗病基因表

达，从整体上反应植物一病原互作中的关键问题。

本实验已为上述研究打下良好的实验技术基础，相信随着后续研究的深入开展，对马铃薯青

枯病抗性分子机理的认识将得到不断深入和拓展。
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附录

附录A：九TriplEx2载体转化为质粒载体图

Appendix A：Converting九TriplEx2 to pTriplEx2

卜—————————一盯riplEx2(42．3 kb)————————一
MCS

L—f

H日h-efficiency，single·step eonverslm

via site-specific recombination at J；口驴sites
Iin E co／iBM25．81

●船Swiihim甘t

Conver$ion of a recombinant盯riplEx2 to me corresponding pTriplEx2．
The ATriplEx2 MCS is located within an embedded plasmid。which is flanked bV IOxP sites at

the九iunctions．Tmnsduction of a盯dplEx2 lysate Into E．coli strain BM25．8 promotes Cre

mcombinasemediated release and circulanzation of pTripiEx2 at the IoxP sites．pTnplEx2

carries the bla gene for ampiciliin resistance and the pUC ori for autonomous replication in E．

coil。The MCS provides several unique restriction sites flanking the Sf．I A&B sites to facilitate

the subcIoning and analysis of inserts．See Appendix C for a restdction map of盯riplEx2．．
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附录B：cDNA文库XTriplEx2载体酶切位点图

Appendix B：Restriction Map of XTriplEx2
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附录C：pTriplEx2载体信息

Appdix C：pTriplEx2 vector information

·●●P,aoian 0fmuhIDkt糟noa“∞
sran$10PLib a rd引10 ste

‘5UTR阳州
—·T7吖0m0伯r

警 ． 墨釜鳖 譬饼黜错熘譬笔斧潞从丌紫焉甲n。竺坐需孚型!
陆“。¨”。蔷搿i 6们耳¨’_孚而稚蕊；=：=石F：=

Restriction map and multiple cloning site(MCS)of pTriplEx2．

Description：Unique restriction sites are bold．pTdplEx2 has the E coil lac promoter and operator to

provide regulated expression of inserts in E coli hosts expressing the／ac repressor(tacIq)．ne 5．

untranslated region(trrR)from the E coil ompA gene stabilizes the mRNA．thereby increasing expression．

pTriplEx2 incorporates a triplereading—Dame translation cassette consisting of translation initiation signals

from the E．coli ompA and／acZ genes。in two different rending fi'ames，followed by a

transcription／translation slip site．Downstream of this cassette is the pTdplEx2 MCS which is embedded

嘶tIIin the／acZ a—peptide allowing clones with inserts to be identified by blue／white screening in all

appropriate host strain．1rhe”RNA polymerase promoter tiownstream of the MCS allows production of

single—stranded RNA in vitro for u∞as a probe．In the畔ncc of helper phage，the fl origin in pTriplEx
packages the noncoding strand of the／acZ gene into phage paxticles，and this single-stranded DNA can be

used for sequencing or mutagenesis procedures．‰arnpieillin resisUmca：gene and pUC origin ofreplication
allow selection and propagation。respeetivdy。ofpTriplEx2 in￡coil
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附录D：差减文库所用接头信息

Appdix E：Adaptor information of subtractive library

cONA synlhesis

prnnw

Rsal HindII

5’一TTTTGTACAAGCTT3。NiN一3

T7 Promoter 墅!兰监趔Rsal 1／2．si担
5’-CTAATACGACTCACTATAC-GGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT一3

2 人、、二!!二∑
PCRp扁H酊'5--CTAATACGACTCACTATAGGGC一3厂]． 5’一TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT一3

Nested PCR primer 1

旦g!』i丝I Rs—a I 112‘site
5’-CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCC G．糊T一3

17 Promoter
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