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东方山羊豆盐诱导抑制差减杂交文库构建
及其表达序列标签分析

宋清晓1，王学敏1，高洪文，Dzyubenko Nikolay2，Chapurin Vladimir2，韩永增1，杨冬梅1，李玉坤1

(1中国农业科学院北京畜牧兽医研究所，北京100193；2俄罗斯瓦维洛夫全俄植物栽培研究所．圣彼得堡190000)

摘要：为筛选东方山羊豆盐诱导差异性基因，以250 mmoL／L NaCI处理的东方山羊豆eDNA为实验组，未经诱导刺激的为

驱动组。利用抑制性消减杂交技术(SSH)构建消减文库并对其部分阳性克隆进行了ESTs序列分析。该消减文库克隆的重组

率为92％，插入片段大部分集中在O．2—1kb之间。随机挑取500个克隆进行测序及同源性分析。获得258个cleanESTs，经聚

类、拼接，去除冗余序列，共获得132个Unigene，其中舍有32个eontigs和100个singlets，该文库的冗余度为24％。对其进行

功能预测及分类，得到大量参与信号转导、转录调控、渗透和代谢调节、机体防御以及光作用等过程的相关基因。随机选择非

重复的4个差异表达的序列设计引物，以半定量PCR方法验证其消减效率，结果显示，诱导组的表达量显著高于非诱导组，表

明该文库有较高质量，且所采用的技术手段有助于快速发现东方山羊豆新功能基因。
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Abstract：Subtractive cDNA library was constructed by suppression subtractive hybridization(SSH)using cDNA

from G口匆弘orientalis treated with(tester)or without(driver)250 mmoL／L NaCI．The library contained 92％recom-

binants with insert sizes ranging from 0．2 to 1 kb．Five hundred positive clones were randomly sequenced and ana—

lyzed，and 258 cleanESTs were obtained．By the aid of cluster and phrap software，132 Unigene wel'e identified which

consisted of 32 contigs and 100 singlets．The redundancy rate of the library wag 24％．Function prediction analysis

classified them into several sections，such幽signal transduction，transcription regulation，osmotic and metabolic regu—

lation，host defense，and the photosynthesis．The subtraction efficiency of the SSH eDNA library was confirmed by ran—

domly testing 4 independent sequences using semi·quantitative RT-PCR，of which differential expression was detected．

These results suggest that SSH is an effective technique to identify novel genes in Galega orientalis．

Key words：Galega orientalis；Salt treatment；Suppression subtractive hybridization(SSH)；Expressed se—

quence tags(ESTs)；RT—PCR

耐盐性是目前抗性研究中的一个重要方面，但

多集中在耐盐植物和模式植物上㈣3。Takahashi

等⋯从耐盐的芦苇中克隆了高亲和K+转运子

(PhaHKTl)，并将其转入参与Na+外排的钾转运子
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缺失及P类ATP酶缺失的酵母中，其转化子可以在

100 mmol／L的NaCI条件下生长。Xiang等¨1将水

稻钙调B类蛋白互作激酶OsCIPKl5转入水稻中过

量表达，提高了水稻的耐盐性。

抑制性消减杂交技术(suppression subtractive hy．

bridization，SSH)是依据消减杂交和抑制PCR发展的

一种分离差异基因的新方法，可有效地分离不同细胞

系、不同组织间或同一细胞系、同一组织在不同条件

下有差别表达的基因。应用SSH技术建立抑制性差

减文库，已经获得了大量与非生物胁迫相关的差异表

达基因，如与渗透胁迫。“、极端温度胁迫冷旧。、热¨1、

水分胁迫。8 J、激素刺激“10 J等胁迫条件相关的基因，

这些结果大大丰富了抗性基因资源⋯。

东方山羊豆(Galega orientalis)作为一种多年生

的豆科牧草，品质好、产量高、抗病抗逆性强、使用年

限长，反刍家畜青饲食用不得臌胀病，并具有促进奶

牛泌乳等功能，广泛种植于俄罗斯、白俄罗斯等

国H2。。近年来我国将其引进，并在天山草甸草原

区、阿尔泰山山前地带以及平原井灌Ⅸ种植，生长发

育良好。1“。东方山羊豆在我国主要种植在西北地

区，而这一地区不少地方土壤盐碱化问题严重，使其

推广应用受到了很大的限制。

本研究用抑制差减杂交技术，构建了东方山羊

豆盐胁迫cDNA文库，富集盐诱导差异表达基因，对

揭示东方山羊豆耐盐分子机制，为牧草抗逆分子育

种提供候选基因具有积极意义。

1材料与方法

1．1 材料

东方山羊豆为中国农业科学院北京畜牧兽医

研究所牧草资源研究室收集保存。将东方山羊豆

种子种皮磨破，氯气灭菌24h。培养皿灭菌，将种

子平铺在用无菌水浸湿的滤纸上，人工光照培养

箱培养，温度24。C，相对湿度70％，光照强度

5000Lx，光照12h／黑暗12h，直至种子萌发。将萌

发的种子转入装有蛭石和珍珠岩(3：1)的花盆中

继续培养30d。以浓度为250mmol／L的NaCI浸泡

幼苗根部2、6和10h，在各个时间点分别取等量的

叶片混合作为处理，清水处理叶片为对照，置于

一80℃冰箱中保存备用。

1．2总RNA提取与mRNA的分离、纯化

采用TRIzolReagent试剂盒(Invitrogen)提取东

方山羊豆叶片总RNA。琼脂糖凝胶电泳检测总

RNA完整性，紫外分光光度计检测总RNA的浓度

及纯度。利用Oligotex mRNA Spin．Column Kit(Qia．

gen)从总RNA中分离mRNA。纯化的mRNA分别

用醋酸钠和异丙醇浓缩，作为构建SSH文库的起始

材料。

1．3文库构建与序列分析

利用Clontech PCR—Selectl”cDNA Subtraction

Kit(Clontech)构建东方山羊豆盐胁迫与对照的

cDNA抑制差减文库，以盐处理为实验组(tester)，

对照为驱动组(driver)。具体操作方法见操作

手册。

将获得的文库PCR产物利用PCR产物纯化试

剂盒(Promega)进行纯化。得到的纯化产物连接

PMD．18T Vector载体(Takara)，转化大肠杆菌E．CO—

li DH50t感受态细胞(天根公司)，涂板，得到SSH文

库。通过蓝白斑筛选、随机挑选阳性克隆，提取质

粒。用套式PCR引物1和2R进行PCR扩增，鉴定

文库插入片段，并进行测序。

人工校正不确定碱基并去除载体和引物序列

后，用cluster和phrap软件进行聚类和拼接，得到非

冗余序列。首先在NCBI的非冗余蛋白(nr)数据库

进行BLASTx比对，然后对其进行GO(Gene Ontolo—

gY)、COG(Cluster of Orthologous Groups of proteins)

等生物信息学分析。

1．4文库质量分析

随机选择消减文库不重复的4个有效序列进行

RT—PCR验证。PCR引物序列见表1，以Actin基因

为对照。PCR扩增程序如下：94℃预变性5rain；

94℃变性30s，55℃退火30s，72℃延伸lmin，30循

环；最后72℃延伸lOmin。

表1半定量PCR扩增鉴定引物

Table l Primer used of RT．PCR

编号No． 引物Primer sequences

2

Conti8‘19

S3-49

^cl讥

S：5’一GTAATGTTGTTGTCGGACTAAATG0’

AS：5’-TGTTCACCAGGCTCATAGAGG-3’

S：5’一TACAGTGCTC,CATCACCTGAATTAAC．3’

AS：5’-ACCCATTATCCAAGAAACAACCAC-3’

S：5’一C,GTCCAAC,GAGAAACCTCTACCTAAG一3’

AS：5’一CAACACCATAGATCACATAGCCAC-3’

S：5’一CCCTCTGGGGACCCTAAC-3’

AS：5’．AGCTACCGTGCGTTGGATTATG-3’

S：5’．CACATCTGTTCGAAGGTGCTGAGGG-3’

AS：5’-TGACAGGATGAGCAAGGAGATTAC-3’
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2结果与分析

2．1 总RNA以及mRNA的质量

将提取的总RNA利用0．8％琼脂糖凝胶进行

电泳(图1)，可看出28 S和18 S两条亮带，亮度比

约为2：l，边缘清晰，没有弥散现象，表明提取的

RNA未发生降解，从而保证了RNA具有较好的完

整性。纯化后mRNA用ND．1000紫外分光光度计

(Nanodrop)检测其质量和浓度(图2)，tester盐处

理和driver对照mRNA浓度分别为0．22斗g／¨l和

0．25¨g／斗l，两者浓度基本一致，且都达到建

厍要习之。 图1对照和盐处理总RNA电泳图

Fig．1 Electrophoresis of control and the treated total RNA

图2紫外分光光度计检测和纯化后的mRNA

Fig．2 Tester and driver mRNA wns investigated by UV

2．2 消减产物第二次PCR结果 2．3 Actm检测消减效率

消减产物两次选择性PCR扩增反应检测结果

条带清晰，扩增片段主要分布在0．2—1．0 kb之间，

呈比较均匀的弥散状，与试剂盒所要求的预期大小

符合，表明接头连接效率较高(图3)。

图3消减产物第二次PCR扩增结果

Fig．3 The跎condary PCR products of subtracted

M：q)X174一HaeⅢdigest

通过PCR方法检测消减与未消减第2次PCR

产物中管家基因Actin表达丰度的变化来判断消减

效率，结果瞳示，未消减产物中Actin基因的表达在

18个循环时已出现，而消减产物中Actin基因的表

达在33个循环时才出现，要比对照晚15个循环，而

且33个循环时未消减产物Actin表达分度远高于消

减产物。由此可见，消减产物中管家基因表达丰度

已大大下降(图4)，消减杂交已有效完成。

图4 PCR分析消减效率

Fig．4 PCR analysis of subtraction efficiency

M：mXi74一Haem digest；I-8：PCR products ofActin：

Subtracted eDNA(1-4)，unsubtracted eDNA(5-8)
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2．4抑制消减cDNA文库的扩增及初步鉴定

从文库中随机挑取24个阳性克隆，利用套式

PCR引物1和2R进行阳性克隆的PCR鉴定，22条

克隆扩增出相应的片段，文库的重组率高达92％，

插入片段的大小分布在0．2—1．0kb范围内(图5)。

图5 PCR检测消减cDNA文库阳性克隆插入片段大小

Fig．5 Identification of the inserted cDNA fragments in subtractive cDNA library by PCR

M：DNA Ladder DL 2000：1．24：24 randomly picked clones from the subtractive cDNA library

2．5测序及序列分析

2．5．1 cDNA文库测序 随机挑取500个阳性克

隆，用套式PCR引物l和2R进行PCR扩增，选择

插入片段大小>0．2kb的克隆进行测序，对所测序

列经DNAstar软件查找PCR引物1和引物2，去除

载体和引物序列，以及低质量序列后，获得258个

表2部分盐胁迫相关基因

Table 2 Part of the stress relative genes

cleanESTs；经聚类、拼接，去除冗余序列，共获得141

个Unigene，其中含有32个contigs、100个singlets，

该库的冗余度为24％。

2．5．2 BLASTx结果对Unigene进行BLASTx比

对分析，其中功能已知的基因93个，功能未知基因

48个，部分已知功能盐诱导相关基因见表2。

gbIAA089238．1I

gbIAAF61434．1

embICAA43779．1 l

gblACG69484．1I

embICAA53078．1 I

gblABB30163．1 l

gbIACX46987．1|

reflXP_002513951．1

gbIAAZ32865．1I

gbIABR25685．1

gbIAB020851．1

gblACH87553．1

embICAG44505．1 l

sbIAAQ23176．1

gbIAAB24398．1

refl XP_002316182．1

emb CAB43505．1I

dbjIBAE71240．1 l

gbIAARl0812．1

reflXP_002529385．1

gi 1255537884 l

emb CAR82238．1I

gblACX37460．1
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25．3 GO分类GO(Gene Ontology)在细胞定位(eel-

lular location)、分子功能(molecular function)和生物学途

径(biological process)大类中对ESTs进行注释。

注释结果由图可知，该库ESTs在功能分类中占

比例较大的为与盐胁迫相关坜能物结合以及发挥催

化活性，这说明在盐胁迫下，相关功能基因通过催化

和结合耐盐活性物质来调节生物过程，以对其逆境

做出反应。

cellulat location Moleeulm"function Biological plroi3e'ss

圈6 GO分类

Fig．6 Go classification

2．5．4 COG分析通过与所有COGs(Clusters of

Orthologous Groups of proteins)中的蛋白质进行比

对，可以把它归人适当的COG家族。明确了它们

在信号存储与加工、细胞生理过程和各类代谢中

的作用。将比对结果阈值低于1e-05的79个EST

进行功能分类(图7)，其中东方山羊豆盐胁迫表

达基因涉及氨基酸(10％)、碳水化合物(8％)、脂

肪(8％)等物质的代谢过程，以及无机离子转运和

代谢(8％)、辅酶转运和代谢(3％)、信号转导

(4％)等多种生理生化过程。物质和能量代谢类

基因所占比例最大为33％，说明能量代谢和物质

代谢对于植物抵御盐胁迫具有重要意义。物质代

谢能为细胞内提供大量的渗透调节剂，维护细胞

内的渗透平衡；而能量代谢能够为抗盐过程中离

子的主动运输提供能量。

2．6消减文库质量鉴定分析

采用半定量PCR对随机选择的消减文库不重

复的4个有效序列在实验组和对照组中的转录丰

度进行检测(图8)。结果显示，管家基因Actin在

实验组和对照组中表达量一致。其他4个基因在

实验组中的表达量均高出对照组2倍多，属于诱

导性差异表达基因。由此说明所构建消减文库质

量较高，达到了克隆和发现差异表达功能分子

的目的。

盅8锄-o矗D善Z
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图7 COG功能分类

Fig．7 COG function classification

图8 RT．PCR检测消减文库的消减效率

Fig．8 Detection of subtractive efficiency by RT·PCR

C：对照；T：处理

C：control：T：treatmenr

3 讨论

核酸和蛋白质序列进行对库检索所提示的结果

是否具有生物学上的意义是一个很重要的问题。由

于DNA编码的冗余特点，编码区的DNA序列在进

行对齐之前可以先被翻译成蛋白质分析。当分析的

核酸序列不是编码区时，序列一致性的结果是否具

有生物学意义上的显著性则很难给出明确的结论。

经验提示，DNA序列具有75％以上的同源性才可能

具有潜在的生物学意义。而蛋白质对齐分析的标准

就要低得多，一般的结论是：如果蛋白质序列之间在

至少80％左右的区域中具有25％或更高的同源性，

那么它们一般具有相类似的生物学性质。低于这个

标准，两条序列可能具有相似的功能，也可能是性质

完全不同的蛋白质。因此为了得到更确切的基因功

能分析，我们对蛋白质数据库进行了BLASTx比对，

结合GO和COG分析结果，将获得的功能基因分为

以下4类。

第1类，与代谢及渗透调节物质合成相关基因。

如肌醇一l一磷酸合成酶(Myo．inosit01．1-phosphate

(MIP)synthase)、2一磷酸·3一脱氧庚酮糖醛缩酶

(Phospho-2一dehydro一3一deoxyheptonate aldolase)等。

其中，Myo一肌醇是肌醇八种异构体中最普遍的一种。

肌醇在生物代谢的几乎所有的生物系统中扮演非常

重要的角色，肌醇的衍生物在生长调控、质膜生物发

生、渗透抗性、信号转导中发挥重要作用¨“。当然，

肌醇及其衍生物在质膜转移以及信号通路中也发挥

重要作用‘”1。

第2类，转录调控及信号转导相关基因。Ca“／

H+逆转运蛋白(Ca2+／H+antiporter)11“、受体蛋白激

酶(Receptor protein kinase)[171、钙依赖而钙调素不依

赖的蛋白激酶(Calcium dependent protein kinase)¨驯

在胞内调节和细胞信号传导中扮演了重要角色。

第3类，光合作用相关基因。叶绿体色素a／b

(Chloroplast chlorophyll a／b，CAB)结合蛋白是叶绿

体类囊体中光合系统I和II的光捕获复合体(LH．

Cs)的主要成分。有报道表明CAB结合蛋白在冷胁

迫中上调表达¨⋯。

双半乳糖二酰基甘油合成酶(Digalactosyl dia．

cylglycerol synthase，DGDG)是光合膜中惟一的双半

乳糖脂类，在光合膜的不同膜区均有分布。DGDG在

维持光系统II捕光色素蛋白复合体的寡聚体结构、

调控光系统II和光系统II核心复合物的放氧活性

等方面起着重要作用E20]。

第4类，机体保护相关基因。谷胱甘肽过氧化

物酶(Glutathione peroxidase)是一个同工酶家族，通
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过还原型谷胱甘肽催化H：O：以及脂质过氧化物还

原，以此达到防止氧化损伤对有机体造成的伤害。

大部分的非生物胁迫如干旱、寒冷、高盐等胁迫都会

引起活性氧的产生，所以氧化胁迫是这些非生物胁

迫引起的次级胁迫一1|。非生物胁迫能增加来自光

合作用、呼吸作用以及NADPH氧化过程中产生的

活性氧，从而对植物造成伤害一“。

水通道蛋白(Aquapofin，AQP)除了作为水通道

以外还有其他转运功能一“。它能够高效地有选择

地转运水分。拟南芥的rd28基凶编码的水通道蛋

白在一些胁迫下表达，通过增加水从质体膜的透水

性来行驶功能。⋯。

过氧化物歧化酶基因(Superoxide dismutase)能

有效地清除代谢过程中产生的活性氧，使生物体活

性氧维持在一个低水平上，从而防止活性氧引起的

膜脂过氧化及其他伤害过程拉“。

综上所述，东方山羊豆对盐胁迫存在着一个复

杂的抗逆信号应答和代谢调控网络。东方山羊豆在

盐胁迫下，启动了防御反应机制，加强防御蛋白基因

表达，一方面合成多种抗逆蛋白抵御逆境，增强其耐

盐能力，另一方面防御蛋白的合成又进一步加强植

物体内信号的转导以及代谢的调节作用，使植物体

内光合作用、呼吸作用等多种代谢活动增强，为东方

山羊豆在盐胁迫下生长提供了必不可少的代谢流和

能量，同时也反映了东方山羊豆对盐胁迫的代谢适

应。下一步可以通过大规模测序以及获得基因全

长，转基因等研究获得更多的关于东方山羊豆盐诱

导基因的信息。
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