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黄瓜抗黑星病相关基因的差异表达分析
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　 　 摘要:以抗黑星病黄瓜材料 ＨＸ１ 为试材ꎬ接种黑星病菌(Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ)２ ｈ、８ ｈ、２０ ｈ、３２ ｈ 和 ７２ ｈ 的叶片作为

试验方(Ｔｅｓｔｅｒ)ꎬ相应的未接种叶片作为对照方(Ｄｒｉｖｅｒ)ꎬ利用 ＳＳＨ 技术ꎬ构建了黑星病菌侵染初期的正向和反向 ｃＤＮＡ￣ＳＳＨ
文库ꎮ 用巢式引物 ＰＣＲ 检测插入片段ꎬ获得了 ２００ 个阳性克隆ꎬ通过测序ꎬ除去重复序列ꎬ共得到 １０５ 个 Ｕｎｉｑｕｅ ＥＳＴｓꎬ其中 ５０
个为 ｓｉｎｇｌｅｔｏｎꎬ５５ 个为 ｃｏｎｔｉｎｇｓꎮ 与非冗余蛋白数据库进行 ＢＬＡＳＴｘ 比对ꎬ结果显示ꎬ１７ 条 ＥＳＴｓ 未找到同源序列ꎬ８８ 条非重复

序列和已知基因的同源性较高ꎬ占全部 ＥＳＴｓ 序列的 ８３. ８％ ꎬ其中 ８６ 条 ＥＳＴｓ 与非冗余蛋白数据库已知功能的蛋白具有高度

的相似性ꎮ 结合高密度点阵膜杂交差异筛选ꎬ阳性率为 ７５. ０％ ꎮ 经初步分析这些序列的功能ꎬ差异表达的 ＥＳＴｓ 功能涉及能量

和基础代谢、信号转导、蛋白和核酸代谢、光合作用及逆境中特异表达的基因等方面ꎬ为研究黄瓜抗黑星病基因提供了依据ꎮ
　 　 关键词:黄瓜ꎻ黑星病ꎻ抑制性消减杂交ꎻ差异表达

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｒｅｌａｔｅｄ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｇｅｎｅｓ
ｔｏ Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ ｉｎ Ｃｕｃｕｍｂｅｒ

ＬＩ Ｑｕａｎ￣ｈｕｉ１ꎬ２ꎬＬＩ Ｘｉ￣ｘｉａｎｇ１ꎬＷＡＮＧ Ｈａｉ￣ｐｉｎｇ１ꎬＱＩＵ Ｙａｎｇ１ꎬＳＯＮＧ Ｊｉａｎｇ￣ｐｉｎｇ１ꎬＺＨＡＮＧ Ｘｉａｏ￣ｈｕｉ１ꎬＳＨＥＮ Ｄｉ１

( １ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ ａｎｄ ＦｌｏｗｅｒｓꎬＣｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＢｅｉｊｉｎｇ １０００８１ꎻ
２ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅꎬＱｉｎｇｈａｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ＦｏｒｅｓｔｒｙꎬＸｉｎｉｎｇ ８１００１６)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ａ ｆｏｒｗａｒｄ￣ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅ￣ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ
ｃｕｃｕｍｂｅｒ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ＨＸ１ ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈｌｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ. Ｔｈｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｌｅａｖｅｓ ｉｎｏｃｕｌａ￣
ｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ ｏｎ ２ ｈ、８ ｈ、２０ ｈ、３２ ｈ ａｎｄ ７２ ｈ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ Ｔｅｓｔｅｒꎬａｎｄ ｔｈａｔ ｆｒｏｍ ｕｎｔｒｅａｔｅｄ
ｌｅａｖｅ ａｓ Ｄｒｉｖｅｒ. Ｔｏｔａｌｌｙ ２００ ＳＳＨ ｃＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｎｅｓｔｅｄ ｐｒｉｍｅｒ ＰＣＲ. Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎ￣
ｃｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｎｄ ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｒｅｍｏｖｉｎｇꎬ１０５ ＥＳＴｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ５０ ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ ａｎｄ ５５ ｃｏｎｔｉｇｓ ｗｅｒｅ ｏｂ￣
ｔａｉｎｅｄ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｓｅａｒｃｈ ｉｎ ｎｏｎ￣ｒｅｄｕｎｄａｎｔ (Ｎｒ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｔａｂａｓｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ １７ ＥＳＴｓ ｄｉｄｎ􀆳ｔ ｈａｖｅ ｈｏｍｏｌｏ￣
ｇｏｕｓ ｇｅｎｅꎬ８８ ＥＳＴｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｗｉｔｈ ｋｎｏｗｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ８３. ８％ ｏｆ ａｌｌ ＥＳＴ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬｏｆ
ｗｈｉｃｈ ｏｎｌｙ ２ ＥＳＴｓ ｗｅｒｅ ｕｎｋｎｏｗｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ＥＳＴｓ ｗａｓ ７５. ０％ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＤＩＧ
Ｎｏｎｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ Ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ. Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ＥＳＴｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｅｎｅｒｇｙ ａｎｄ ｂａｓ￣
ｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎꎬｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬａｎｄ ｇｅｎｅｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｕｎｄｅｒ ｃｅｒｔａｉｎ ｓｔｒｅｓｓꎬｅｔｃ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｇｅｎｅｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ
Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｕｃｕｍｂｅｒꎻ Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍꎻ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ( ＳＳＨ )ꎻ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

收稿日期:２０１２￣０８￣３０　 　 　 　 修回日期:２０１２￣０９￣０６　 　 网络出版日期:２０１３￣０４￣０２
ＵＲＬ:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / １１. ４９９６. Ｓ. ２０１３０４０２. １７３６. ０１６. ｈｔｍｌ
基金项目:国家科技支撑计划项目(２０１３ＢＡＤ０１Ｂ０４)ꎻ农业部园艺作物生物学与种质创制重点实验室资助

作者简介:李全辉ꎬ助理研究员ꎬ从事蔬菜遗传育种研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｌｉｑｕａｎｈｕｉ＿２００８＠ １６３. ｃｏｍ
通信作者:沈镝ꎬ副研究员ꎬ主要从事蔬菜种质资源收集保存、鉴定评价及优异基因挖掘ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｓｈｅｎｄｉ＠ ｍａｉｌ. ｃａａｓ. ｎｅｔ. ｃｎ

　 　 黄瓜是我国乃至全世界的重要蔬菜作物之一ꎬ
我国黄瓜的年播种面积及总产量均居世界首位ꎮ 由

瓜枝孢酶(Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ Ｅｌｌ. ｅｔ Ａｒｔｈｕｒ)
引起的黄瓜黑星病是一种世界性病害ꎬ给黄瓜生产



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １４ 卷

带来巨大损失ꎮ 目前ꎬ有关黄瓜对黑星病的抗性大

多集中在组织结构、生理生化[１￣２] 以及分子标记和

基因定位等方面研究ꎬ对黄瓜和黑星病互作的分子

机理了解甚少ꎬ因此从分子水平上对黄瓜与黑星病

菌互作过程中基因的差异表达进行研究ꎬ对揭示黄

瓜与黑星病的互作机制有重要意义ꎮ 在分子标记及

基因定位的研究方面ꎬ张桂华等[３] 筛选到与黄瓜抗

黑星病基因连锁的 ＡＦＬＰ 标记 Ｅ２０Ｍ６４ꎬ距离为 ４. ８３
ｃＭꎻ王惠哲等[４]筛选到与黄瓜黑星病抗病相关基因

紧密连锁的 ＳＳＲ 标记 ＣＳＷＣＴＴ０２Ｄꎬ距离为 ３. １ ｃＭꎮ
２００９ 年研究人员成功地以较低的成本绘制了黄瓜

基因组的精细图[５]ꎮ 利用基于全基因组开发的大量

ＳＳＲ 标记ꎬＳ. Ｐ. Ｚｈａｎｇ 等[６]构建了黄瓜栽培变种内的

遗传连锁图谱ꎬ并将黄瓜黑星病抗病基因 Ｃｃｕ 定位在

黄瓜的第 ２ 条染色体上ꎬ与两端标记 ＳＳＲ０３０８４ 和

ＳＳＲ１７６３１ 的距离分别为 ０. ７ ｃＭ 和 １. ６ ｃＭꎮ 这些研

究结果为进一步克隆该抗病基因奠定了基础ꎮ
抑制性消减杂交 ( ＳＳＨꎬ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅ

ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ)是近年来发展起来的一种差减杂交技

术ꎬ是快速克隆基因差异表达 ｃＤＮＡ 的有效方法ꎮ
由于具有高度敏感性、操作简便、快速、高效、假阳性

率低、ｍＲＮＡ 需要量较少ꎬ目的序列富集程度高ꎬ且
丰度相对一致等突出优点ꎬ目前该技术已广泛应用

于植物领域ꎬ已从小麦等多种植物中成功克隆了 ４８
个抗病基因[７]ꎬ在不同逆境胁迫下差异表达基因的

研究方面也有广泛应用ꎮ 诸多研究表明ꎬＳＳＨ 技术

现已成为有效分离差异表达基因的重要方法ꎮ 截至

目前ꎬ尚未见抑制差减杂交技术用于黄瓜抗黑星病

过程中差异表达基因的研究报道ꎮ
本研究以高抗黑星病的黄瓜品系 ＨＸ１ 为试材ꎬ

通过构建黑星病菌诱导黄瓜早期抗性的 ｃＤＮＡ￣ＳＳＨ
文库ꎬ筛选与黑星病抗性相关基因的 ＥＳＴ 片段并进

行功能分析ꎬ以期从表达水平了解黄瓜对黑星病抗

性的分子机制ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 试验材料

以高抗黑星病黄瓜品系 ＨＸ１(ＤＩ ＝ ５. ０％ )为供

试材料ꎬＨＸ１ 是一个以国外品种 ３７３ / ８５、北京刺瓜

和东北地方品种 ８９７０ 为亲本材料ꎬ经杂交选育的高

代自交系ꎬ表现为高抗黑星病ꎬ抗霜霉病、枯萎病和白

粉病ꎮ 黑星病病原由中国农业科学院蔬菜花卉研究

所病理课题组提供ꎮ 试材于 ２００８ 年 １１ 月底播种在

中国农业科学院蔬菜花卉研究所日光温室中ꎬ待幼苗

长至 １ 叶 １ 心时ꎬ将其转移至定温温室ꎬ试验方接种

黑星病菌ꎬ对照方喷清水ꎬ室内保持恒温 ２０ ℃ꎮ 分别

于接种后 ２ ｈ、８ ｈ、２０ ｈ、３２ ｈ 和 ７２ ｈ 时摘取接菌幼苗

及对照的叶片ꎬ迅速置于液氮中并保存在 － ８０ ℃
备用ꎮ
１. ２　 试验方法

１. ２. １　 总 ＲＮＡ 的提取与 ｍＲＮＡ 的分离　 分别取

接菌及对照材料不同时间点的叶片ꎬ用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂

(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)提取总 ＲＮＡꎬ然后分别将接菌处

理及对照各时间点的总 ＲＮＡ 等量混合ꎬ采用 Ｐｒｏ￣
ｍｅｇａ 公司的 ＰｌｏｙＡＴｔｒａｃｔ ｍＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ Ⅳ方

法进行 ｍＲＮＡ 的分离纯化ꎬ用 １％ 的琼脂糖凝胶电

泳检测ꎮ
１. ２. ２　 抑制消减杂交(ＳＳＨ) 　 采用 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ ＰＣＲ￣
Ｓｅｌｅｃｔ ＴＭ ｃＤＮＡ Ｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒构建 ＳＳＨ 文

库ꎮ 以接菌处理 ＨＸ１ 的 ｃＤＮＡ 为试验方(Ｔｅｓｔｅｒ)ꎬ
对照处理 ＨＸ１ 的 ｃＤＮＡ 为对照方(Ｄｒｉｖｅｒ)ꎬ进行正

向和反向的消减杂交ꎮ
１. ２. ３　 消减 ｃＤＮＡ 文库构建及差异筛选　 将 ＳＳＨ
第 ２ 次 ＰＣＲ 产物纯化后ꎬ采用 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司的

ｐＧＥＭ ®￣Ｔ Ｅａｓｙ 载体系统试剂盒进行产物的连接

与转化ꎬ在氨苄青霉素的 ＬＢ 平板上进行阳性克隆

筛选ꎬ挑取白斑菌落在氨苄青霉素液体培养基中

３７ ℃振荡过夜培养ꎬ用 Ｎｅｓｔ ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒ １ (５′￣ＴＣ￣
ＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＣＣＧＧＧＣＡＧＧＴ￣３′)和 ２Ｒ(５′￣ＡＧＣＧＴ￣
ＧＧＴＣＧＣＧＧＣＣＧＡＧＧＴ￣３′)进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ２％ 的琼

脂糖凝胶电泳检测ꎮ
１. ２. ４　 差异表达基因测序与序列分析　 菌液 ＰＣＲ
验证后获得的阳性克隆送至中国农业科学院作物科

学研究所 Ｏｐｅｎ Ｌａｂ 进行测序ꎬ用 Ｐｈｒａｐ 软件去载

体ꎬ进行序列拼接ꎬ对获得的 ＥＳＴ 片段进行 Ｇｅｎｅ
Ｏｎｔｏｌｏｇｙ(ＧＯ)分类分析ꎮ ＰＣＲ 产物进行点阵膜杂

交ꎬ分别以正向消减杂交和反向消减杂交为探针ꎬ差
异筛选的探针用地高辛标记ꎬ与高密度点阵膜杂交ꎬ
杂交方法按照美国罗氏公司地高辛核酸标记指示系

统试剂盒进行ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 总 ＲＮＡ 与 ｍＲＮＡ 的检测

对试验方和对照方的总 ＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 进行

１％琼脂糖凝胶电泳检测(图 １)ꎬ结果显示ꎬ在 ２８Ｓ
和 １８Ｓ 处有各有 １ 条完整的条带ꎬ没有弥散ꎬ说明提

取的总 ＲＮＡ 具有良好的完整性ꎮ 纯化后的 ｍＲＮＡ
在 ２８Ｓ 和 １８Ｓ 处条带明显减弱ꎬ成弥散状ꎬ且条带主

２０５



　 ３ 期 李全辉等:黄瓜抗黑星病相关基因的差异表达分析

要集中于上部ꎮ 分光光度计检测结果显示:试验方

ｍＲＮＡ 和对照方 ｍＲＮＡ 的 Ｒ(ＯＤ２６０ / ２８０)值分别为

１. ９８３ 和 １. ９６５ꎬ浓度分别为 ０. ５８３ μｇ / μＬ 和 ０. ５４７
μｇ / μＬꎬ符合建库对 ｍＲＮＡ 的要求ꎮ

１:试验方总 ＲＮＡ ꎻ２:试验方 ｍＲＮＡ ꎻ
３:对照方总 ｍＲＮＡ ꎻ４:对照方总 ＲＮＡ

１:Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｏｆ Ｔｅｓｔｅｒꎬ２:Ｔｅｓｔｅｒ ｍＲＮＡꎬ
３:Ｄｒｉｖｅｒ ｍＲＮＡꎬ４:Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｏｆ Ｄｒｉｖｅｒ

图 １　 总 ＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 的琼脂糖凝胶电泳检测

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ａｇｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｔｏｔａｌ ＲＮＡａｎｄ ｍＲＮＡ

２. ２　 ｃＤＮＡ 的合成及酶切效果分析

将试验方 ｍＲＮＡ 和对照方 ｍＲＮＡ 分别反转录为

ｃＤＮＡꎬ并用 ＲｓａⅠ酶酶切ꎮ 酶切前后的 ｃＤＮＡ 在 １％琼

脂糖凝胶电泳上进行检测ꎮ 由结果图 ２ 可以看出ꎬ酶
切前试验方和对照方 ｃＤＮＡ 的片段在 ２００ ~ ４５００ ｂｐ
之间ꎬ而酶切后片段主要集中在 ２００ ~ １５００ ｂｐ 之间ꎬ
说明酶切效果较好ꎬ符合进行下一步试验的要求ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｋｅｒ Ⅲꎻ１:Ｔｅｓｔｅｒ ｃＤＮＡꎻ２:酶切后 Ｔｅｓｔｅｒ ｃＤＮＡꎻ

３:Ｄｒｉｖｅｒ ｃＤＮＡꎻ４:酶切后 Ｄｒｉｖｅｒ ｃＤＮＡ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｋｅｒ Ⅲꎬ１ ａｎｄ ３:Ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ ｏｆ Ｔｅｓｔｅｒ ａｎｄ Ｄｒｉｖｅｒꎬ

２ ａｎｄ ４:Ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ ｏｆ Ｔｅｓｔｅｒ ａｎｄ Ｄｒｉｖｅｒ ａｆｔｅｒ ＲｓａⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

图 ２　 酶切前后 ｃＤＮＡ 的琼脂糖凝胶电泳检测

Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ ａｇｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ａｎｄ ｎｏｎ￣ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｃＤＮＡ ｗｉｔｈ ＲｓａⅠ

２. ３　 ＳＳＨ 结果分析

对 Ｔｅｓｔｅｒ 和 Ｄｒｉｖｅｒ 进行差减杂交和两次巢式

ＰＣＲ 扩增ꎮ 第 １ 次 ＰＣＲ 扩增 ２５ 个循环ꎬ第 ２ 次

ＰＣＲ 扩增 １２ 个循环ꎮ 将 ２ 次 ＰＣＲ 扩增产物在

２􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳上检测ꎬ结果见图 ３ꎮ 经第 ２
次扩增后条带呈现均匀的弥散状态ꎬ片段大小主要

集中在 ２００ ~ １０００ ｂｐ 之间ꎬ且小于未消减的扩增产

物ꎬ其亮度也低于未消减的扩增产物ꎬ说明消减杂交

的效果较好ꎬ可以进行差减文库的建立ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｋｅｒⅢꎻ１ ~ ４:差减杂交后的第 １ 轮 ＰＣＲ 产物ꎻ
５ ~ ８:差减杂交后的第 ２ 轮 ＰＣＲ 产物ꎻ１、５:未差减的

Ｔｅｓｔｅｒ ｃＤＮＡꎻ２、６:未差减的 Ｄｒｉｖｅｒ ｃＤＮＡꎻ
３、７:差减的 Ｔｅｓｔｅｒ ｃＤＮＡꎻ４、８:差减的 Ｄｒｉｖｅｒ ｃＤＮＡ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｋｅｒⅢꎬ１￣４:Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｆｉｒｓｔ ＰＣＲꎬ
５￣８:Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄ ＰＣＲꎬ

１ ａｎｄ ５:Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｕｎｓｕｂｔｒａｃｔｅｄ ｔｅｓｔｅｒ ｃＤＮＡꎬ
２ａｎｄ ６:Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｕｎｓｕｂｔｒａｃｔｅｄ Ｄｒｉｖｅｒ ｃＤＮＡꎬ
３ａｎｄ ７:Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｓｕｂｔｒａｃｔｅｄ ｔｅｓｔｅｒ ｃＤＮＡꎬ
４ａｎｄ ８:Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｓｕｂｔｒａｃｔｅｄ Ｄｒｉｖｅｒ ｃＤＮＡ

图 ３　 差减杂交后两轮 ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ. ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｕｂｔｒａｃｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｆｔｅｒ
ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ＰＣＲ

２. ４　 ＳＳＨ ｃＤＮＡ 文库的构建

随机挑取消减文库中阳性克隆ꎬ利用巢式引物

进行 ２％琼脂糖凝胶电泳检测结果如图 ４ 所示ꎬ获
得克隆片段主要集中于 ２００ ~ １０００ ｂｐ 范围内ꎬ符合

建库要求ꎮ 从正向和反向 ＳＳＨ 文库中分别挑取 １５０
条和 ５０ 条筛选效果好且大于 ２００ ｂｐ 的片段共计

２００ 个阳性克隆送至中国农业科学院作物科学研究

所 Ｏｐｅｎ Ｌａｂ 进行测序ꎬ共获得 １９８ 条高质量 ＥＳＴꎮ
２. ５　 序列分析

对测序后获得 １９８ 条高质量 ＥＳＴｓ 用 Ｐｈｒａｐ 软

件去载体、序列拼接后ꎬ共得到 １０５ 个 Ｕｎｉｑｕｅ ＥＳＴｓꎬ
其中 ５０ 个为 ｓｉｎｇｌｅｔｏｎꎬ５５ 个为 ｃｏｎｔｉｇｓꎮ 将这些 ＥＳＴ
与非冗余蛋白数据库进行 ＢＬＡＳＴｘ 比对(表 １)ꎮ 结

果表明ꎬ８８ 条非重复序列和已知基因的同源性较

高ꎬ占全部 ＥＳＴ 序列的 ８３. ８％ ꎬ其中 ８６ 条 ＥＳＴｓ 与非

３０５
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Ｍ:ＤＮＡ ｍａｋｅｒ Ⅱꎻ１ ~ １７:随机挑取克隆的 ＰＣＲ 扩增片段

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｋｅｒⅡꎻ１￣１７:ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｒａｎｄｏｍ ｃｌｏｎｅｓ

图 ４　 差减文库中部分随机挑取克隆的 ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ. ４　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｃｌｏｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＳＳＨ￣ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ

冗余蛋白数据库已知功能的蛋白具有高度的相似

性ꎬ占全部 ＥＳＴ 序列的 ８１. ９％ ꎬ仅有 ２ 条 ＥＳＴｓ 功能

未知ꎮ 在其余的 １７ 条 ＥＳＴｓ 序列中ꎬ有 １５ 条在非冗

余蛋白数据库中没有找到与之相匹配的蛋白质ꎬ可
能为未知基因或相关片段ꎮ 另外有 ２ 条同源性比对

结果的 Ｅ 值大于 １. ００Ｅ￣１０ꎬ可信度不高ꎮ 在这 ８６
个已知基因中ꎬ包括了一些已经报道的与抗病相关

的基因ꎬ如过氧化氢酶(Ｃａｔａｌａｓｅ) [８]、锌指蛋白(ｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒ ) [９]、 脯 氨 酸 脱 氢 酶 ( ｐｒｏｌｉｎｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ￣
ａｓｅ) [１０]、肌醇半乳糖苷酶 ( ｇａｌａｃｔｉｎｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ) [１１]

等ꎬ在一定程度上证明了所构建消减文库的可靠性ꎮ
这些同源基因中ꎬ３７. ５％ 来自蓖麻ꎬ２５％ 来自拟南

芥ꎬ９. ７％来自黄瓜ꎬ９. ７％ 来自水稻和玉米ꎬ１３. ９％
来自其他作物ꎮ

表 １　 ＳＳＨ 文库中部分 ＥＳＴ 片段的 ＢＬＡＳＴｘ 比对结果

Ｔａｂｌｅ １　 ＢＬＡＳＴｘ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓｏｍｅ ＥＳＴ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｎ ＳＳＨ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ

克隆号Ｃｌｏｎｅ Ｎｏ􀆰 长度(ｂｐ)Ｌｅｎｇｔｈ 同源比对结果 ＢＬＡＳＴｘ ｒｅｓｕｌｔ 来源 Ｓｏｕｒｃｅ Ｅ 值 Ｅ￣ｖａｌｕｅ
ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ１２ １７４ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ＳＥＴ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ ２. ００Ｅ￣１０
∗ ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ１４ ２１５ ｎｕｃｌｅａｒ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ １. ００Ｅ￣２３
ｓｉｎｇｌｅｔｏｎＴ２３ ４３０ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬｐｕｔａｔｉｖｅ Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ ３. ００Ｅ￣０７
ｓｉｎｇｌｅｔｏｎＴ１５７ ２９４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｐｕｔａｔｉｖｅ Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ １. ００Ｅ￣２２
ｓｉｎｇｌｅｔｏｎＴ１５９ ２４９ Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ ２７Ｃꎬｐｕｔａｔｉｖｅ Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ １. ００Ｅ￣２９
∗ ｓｉｎｇｌｅｔｏｎＴ１７２ ３３１ ｎｕｃｌｅａｒ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｐｕｔａｔｉｖｅ Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ ４. ００Ｅ￣３９
∗ ｓｉｎｇｌｅｔｏｎＴ１７７ ３２２ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ ３. ００Ｅ￣３９
∗ ｓｉｎｇｌｅｔｏｎＴ１９２ ５０５ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ＩＩ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ＳＲＢ７ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｌｉｋｅ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｇｒｏｕｐ １. ００Ｅ￣３０
∗Ｃｏｎｔｉｇ８ ４１５ ４０Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ７ꎬｐｕｔａｔｉｖｅ Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ ７. ００Ｅ￣３１
∗Ｃｏｎｔｉｇ４０ ８４４ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｓｉｇｍａ ｆａｃｔｏｒ ｒｐｏＤ１ꎬｐｕｔａｔｉｖｅ Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ １. ００Ｅ￣１３
∗Ｃｏｎｔｉｇ４４ ６１７ ｇｌｏｂａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ ３. ００Ｅ￣４８
Ｃｏｎｔｉｇ５２ ５８１ ｔｒａｎｓｌｏｃｏｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｔａ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｌｉｋｅ Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ １. ００Ｅ￣５４
∗Ｃｏｎｔｉｇ２６ ６２４ ＤＥＡＤ / ＤＥＡＨ ｂｏｘ ｈｅｌｉｃａｓｅꎬｐｕｔａｔｉｖｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ １. ００Ｅ￣７４
∗Ｃｏｎｔｉｇ３９ ６０９ ５０Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌ１ｐꎬｐｕｔａｔｉｖｅ Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ ４. ００Ｅ￣４３
∗Ｃｏｎｔｉｇ４１ ７１１ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌ２９ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ １. ００Ｅ￣３８
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ｋｉｎａｓｅ １ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒꎬｐｕｔａｔｉｖｅ
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２. ６　 功能分类

在 Ｓｗｉｓｓｐｏｒｔ 蛋白数据库中对获得的１０５ 条Ｕｎｉｑｕｅ
ＥＳＴｓ 进行 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ(ＧＯ)分类分析ꎬ结果表明ꎬ这
些Ｕｎｉｑｕｅ ＥＳＴｓ 分别属于细胞组分(ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ)、分
子功能 (ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ) 和生物过程 ( ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ)ꎬ其中与细胞组分相关的 ＥＳＴｓ 共有 ２５ 条ꎬ占

总数的 ２３. ８％ꎬ与分子功能相关的 ＥＳＴｓ 有 ３６ 条ꎬ占总

数的 ３４. ２％ꎬ与生物过程相关的 ＥＳＴｓ 仅有 ２ 条ꎮ
在二级分类水平上可以看出ꎬ在细胞组分分类

中ꎬ与细胞、细胞组分、细胞器相关的 ＥＳＴｓ 分别为 ９
条、９ 条、７ 条ꎻ所占的比例分别为 ３６％ 、３６％ 、２８％ ꎮ
在分子功能分类中ꎬ分子绑定( ｂｉｎｇｄｉｎｇ)及催化功
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能(ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ)相关的 ＥＳＴ 数量最多ꎬ分别为

２２ 条、９ 条ꎬ所占比例分别为 ６０％和 ２５％ ꎬ此外还有

与抗氧化活性( ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ)、结构分子活性

(ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ)、转录调控活性( ｔｒａｎｓｌａ￣
ｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ)、转运活性(ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ)
等相关的 ＥＳＴꎮ 在生物过程分类中ꎬ与细胞过程

(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ)和代谢过程(ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ)相

关的 ＥＳＴ 各有 １ 条ꎮ 通过分类可以看出ꎬ在黑星病

菌侵染后寄主在细胞组分及生物代谢中发生了明显

的变化ꎬ许多具有绑定功能和催化功能的基因大量

表达ꎬ使细胞进程、生理代谢和刺激反应加强ꎬ而这

些基因的表达与抗性紧密相关ꎮ
２. ７　 差异筛选 ＳＳＨ ｃＤＮＡ 文库

利用斑点杂交技术筛选并验证黑星病菌侵染黄瓜

初期的差异表达基因ꎮ 将菌液 ＰＣＲ 产物为单一条带的

９６ 个 ＰＣＲ 产物点膜ꎬ分别以 Ｔｅｓｔｅｒ ｃＤＮＡ 和 Ｄｒｉｖｅｒ ｃＤ￣
ＮＡ 标记后探针进行斑点杂交筛选ꎮ 可以与正向消减

探针杂交ꎬ不能与反向消减探针杂交ꎬ即正向杂交点信

号强于反向杂交点信号的克隆就是差异表达基因ꎬ对
应杂交点信号强度相同或反向杂交信号强于正向信号

的视为假阳性克隆ꎮ 通过 ２ 个标记探针的 ２ 次重复杂

交ꎬ结果如图 ５ 所示ꎬ在 ９６ 个 ＰＣＲ 产物的斑点杂交试

验中ꎬ共有 ７２ 个为差异表达基因ꎬ阳性率为 ７５. ０％ꎮ

１:以 Ｔｅｓｔｅｒ ｃＤＮＡ 为探针ꎻ２:以 Ｄｒｉｖｅｒ ｃＤＮＡ 作为探针

１:Ｔｅｓｔｅｒ ｃＤＮＡ ｕｓｅｄ ａｓ ｐｒｏｂｅꎬ２:Ｄｒｉｖｅｒ ｃＤＮＡ ｕｓｅｄ ａｓ ｐｒｏｂｅ

图 ５　 斑点杂交筛选结果

Ｆｉｇ. ５　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｄｏｔ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

３　 讨论

本研究为系统地阐述黄瓜对黑星病的抗性机

制ꎬ构建了 ＳＳＨ￣ｃＤＮＡ 文库ꎬ共获得差异表达的 ＥＳ￣
Ｔｓ １０５ 个ꎬ其中 １７ 条 ＥＳＴｓ 未找到同源匹配ꎬ８８ 条

非重复序列和已知基因的同源性较高ꎬ在已知基因

中ꎬ其功能涉及能量代谢、防御反应、信号转导及基

因的表达调控等多个方面ꎮ
在构建的差减文库中ꎬ发现了一系列和光合碳

代 谢 相 关 的 酶 和 蛋 白ꎬ 如: Ｒｕｂｉｓｃｏ 活 化 酶

(Ｃｏｎｔｉｇ６)、核酮糖￣１ꎬ５ 二磷酸羧化酶 /加氧酶(Ｃｏｎ￣
ｔｉｇ４)、碳酸酐酶(ｓｉｎｇｌｅｔｏｎＴ１６７)等ꎮ Ｒｕｂｉｓｃｏ 是植物

光合碳代谢中的关键酶ꎬ参与调节光合作用和光呼

吸的关系ꎬ对净光合速率起着决定性作用ꎬ病原物侵

染及非生物胁迫均可使之在植物叶片中的含量下

降[１２￣１４]ꎬ导致光合效率显著降低[１５]ꎮ 在喻修道等[１６]

构建的小麦与条锈菌亲和互作的差减文库中有 １３ 个

ＥＳＴｓ 编码此酶ꎬ在苹果与黑星病菌亲和互作的 ＳＳＨ￣
ｃＤＮＡ 文库中有 ５７ 个 ＥＳＴｓ 编码此酶[１７]ꎮ 在本文构

建的差减文库中也发现了 Ｒｕｂｉｓｃｏ 活化酶(Ｃｏｎｔｉｇ６)ꎬ
Ｒｕｂｉｓｃｏ 活化酶在体内对 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的活性起着重要的

调节作用[１８]ꎮ 碳酸酐酶(ｓｉｎｇｌｅｔｏｎＴ１６７)也是一个重

要的光合作用酶ꎬ通过催化 ＣＯ２和 ＨＣＯ３￣之间的相互

转化反应来降低 ＣＯ２ 在叶肉细胞中的扩散阻力ꎬ为羧

化反应提供底物ꎬ叶片中的高碳酸酐酶活性使植物在

逆境条件下仍能维持较高的光合速率[１９]ꎬＭｇ￣原卟啉

ＩＸ 单甲酯环化酶(Ｄ３０)是叶绿素 ａ 生物合成中间环

节的催化酶[２０]ꎮ 此外ꎬ还发现叶绿素 ａ / ｂ 结合蛋白

(Ｄ１８)ꎬ叶绿体光调节蛋白(ｓｉｎｇｌｅｔｏｎＴ１６３)等一系列

和光合作用相关的酶和蛋白ꎮ 综上所述ꎬ黄瓜在遭受

黑星病侵入时ꎬ可能调动一系列和光合作用相关的酶

和蛋白ꎬ促进光合作用ꎬ增加光合效率ꎬ以实现对病原

菌的抗性ꎮ 光合作用可能和作物的抗病性密切相关ꎬ
至于其作用机理还有待深入研究ꎮ

在黄瓜与黑星病菌的互作中ꎬ植株会合成一系

列和信号转导相关的蛋白参与抗病过程ꎬ如丝氨酸 /
苏氨酸蛋白激酶(Ｄ１１)、酪蛋白激酶( ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ４)、
信号肽 ( Ｃｏｎｔｉｇ４５ ) 等ꎮ 促分裂原活化蛋白激酶

(ＭＡＰＫꎬｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ) 是普遍存

在于真核细胞的一类保守的丝氨酸 /苏氨酸类蛋白

激酶(Ｄ１１) [２１]ꎮ 在抗病反应中ꎬＭＡＰＫ 可以介导信

号的传递[２２]ꎮ 在小麦抗白粉病研究中ꎬ发现 ２ 个与

ＭＡＰＫ 类似、促分裂原活化蛋白激酶家族(ＭＡＰＫ)
的成员ꎬ均为保守的丝氨酸 /苏氨酸类蛋白激酶ꎬ在
多种信号传递系统中起着重要作用[２３￣２４]ꎮ 除了信

号传递外ꎬ还可以调控抗病基因表达和转录因子的

活化[２５]ꎮ 还发现了一种酪蛋白激酶( ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ４)ꎬ
酪蛋白激酶在许多物种的细胞分裂及分化过程中都

有重要作用ꎮ 刘炜[２６] 以经油菜素内酯处理(ＢＲꎬ
ｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ)的水稻幼苗为材料ꎬ通过 ｃＤＮＡ 微矩阵

的方法得到了一个全长 １９３９ｂｐ、编码蛋白产物为 Ｉ
型的酪蛋白激酶(ＣＫＩｓ)的 ＯｓＣＫＩＩ 基因(Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ ＡＪ４８７９６６)ꎬ该基因的表达受油菜素内酯和

脱落酸(ＡＢＡꎬａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ)的诱导ꎬ并且通过 ｃＤＮＡ
芯片技术研究了受 ＯｓＣＫＩＩ 调节的基因表达谱ꎬ结果

显示该基因的缺失影响了参与信号转导及激素代谢
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途径的许多基因的表达ꎮ
在构建的文库中还发现一系列与抗病及逆境相

关的酶和蛋白ꎬ如过氧化氢酶(Ｃｏｎｔｉｇ９)、锌指蛋白

(Ｃｏｎｔｉｇ２７)、泛素(Ｃｏｎｔｉｇ３０)等ꎮ 在病原菌侵染初

期ꎬ植物体内会出现短暂的活性氧爆发[２７]ꎬ其中活

性氧或直接抵抗病原物ꎬ或诱导细胞壁加厚ꎬ或激发

植物局部细胞过敏性死亡ꎬ也可调节与植保素合成

相关基因的表达[２８]ꎮ 黑星病菌对黄瓜植株的侵染

过程中ꎬ过氧化氢酶(Ｃｏｎｔｉｇ９)可能参与调解 Ｈ２Ｏ２

在植物体内的平衡ꎬ从而参与抗病过程ꎮ 在构建的

文库中还发现了锌指蛋白(Ｃｏｎｔｉｇ２７)ꎬ是由半胱氨

酸和组氨酸组成的能够结合锌原子的局部多肽结

构ꎬ存在于许多转录因子中并在与其他分子的互作

中起关键作用ꎮ 在拟南芥基因组上鉴定出了 ２ 个含

锌指蛋白基因 ＬＯＬＩ 与 ＬＳＤＩꎬ编码植物特有的转录

因子ꎬ二者通过拮抗作用调节铜锌过氧化物歧化酶

(Ｃｕ￣ＺｎＳＯＤ)的积累来决定细胞的命运[９]ꎮ 同时来

自拟南芥的 ＲＡＲ１ 和 ＨｖＲａｒ１ 锌指类蛋白基因的

Ｃ３Ｈ 基元已被证明是抗病基因比较密集的部

位[２９￣３１]ꎮ 王丽娟等[３２] 在水稻中也克隆了一个含锌

指蛋白的基因 ＯｓＬＳＤｌꎬ该基因的过量表达可以加速

稻瘟菌侵染引起的过敏反应ꎮ 泛素(ＵｂｉｑｕｉｔｉｎꎬＣｏｎ￣
ｔｉｇ３０)以及由泛素介导的泛素￣蛋白水解酶复合体通

路是最近几年发现的新的植物防卫反应类型[３３]ꎬ是
细胞质和细胞核内依赖于 ＡＴＰ 的非溶酶体途径的

蛋白质降解通路ꎬ高效并高度选择性地对细胞内的

蛋白进行转换和修饰[３４]ꎬ参与细胞周期调整、细胞

生长与凋亡、细胞信号感受、转录催化、离子通道、免
疫应答以及抗原呈递等多种生命过程[３５]ꎮ 此外ꎬ在
文库中还发现脯氨酸脱氢酶(Ｃｏｎｔｉｇ４３)、木葡聚糖

转葡糖苷酶 ( ＸＥＴꎬ Ｃｏｎｔｉｇ５)、醌还原酶家族蛋白

(ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ２２)等酶和蛋白ꎬ诸多研究表明ꎬ这些基因

都和植物的抗病性密切相关ꎮ
本研究中有 ２ 条 ＥＳＴｓ 在 ＢＬＡＳＴｘ 上找到匹配序

列ꎬ但功能未知ꎬ文库中 １７ 条 ＥＳＴｓ 未找到任何序列与

之匹配ꎬ推测可能为新基因ꎬ这些功能未知的 ＥＳＴｓ 序

列可能包含一些与黄瓜对黑星病的抗性有关的基因ꎬ
还有待进一步研究ꎬ以便为抗病基因利用提供依据ꎮ
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