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休眠解除过程中牡丹花芽均一化酵母杂交文库的构建

盖树鹏，穆 平，张 风，董 磊，郑国生
( 青岛农业大学生命科学学院，青岛 266109)

摘要:以不同低温处理的牡丹花芽为试材，采用 DSN( duplex-specific nuclease) 均一化技术结合 SMARTTM ( switching mecha-
nism at 5'end of RNA transcript) 建库技术合成 cDNA，cDNA 与 pGADT7-Rec 重组并转化酵母 AH109，构建了冬季牡丹低温累积

进程中的花芽均一化 cDNA 文库。经检测，原始文库滴度为 1. 77 × 106 cfu /ml，库容量为 2. 3 × 108。对管家基因 18S rRNA 均一

化前后丰度检测表明，均一化程度 ＞ 26，随机挑取了 188 个克隆，PCR 方法测得文库重组率大于 95%，插入片段平均长度

1200bp，构建的文库质量较高。该文库为进一步通过酵母杂交技术筛选低温解除牡丹休眠进程中受低温调控的转录因子和互

作蛋白，进而为构建低温解除休眠的基因调控网络奠定了基础。
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Abstract: To obtain full-length genes related to dormancy release and provide resources for tree peony ge-
nomic study，flower buds of different chilling duration were used to isolate mRNA of tree peony． A normalized
full-length yeast hybridization cDNA library was then constructed by DSN ( duplex-specific nuclease) normaliza-
tion method in combination with SMART ( switching mechanism at 5'end of RNA transcript) technique． The am-
plified cDNA was recombined with pGADT7-Rec and transformed to the yeast strain AH109． The titer of un-am-
plified cDNA library was about 1. 77 × 106cfu /ml，which contained 2. 3 × 108 independent clones． The results of
PCR and Tanon GIS analysis indicated that the abundance of transcripts 18S rRNA decreased by 26 in normalized
cDNA library compared with that in non-normalized samples． The average size of cDNA inserts was 1200 bp with
a recombination rate of over 95% ． These results indicated that the normalized yeast hybridization cDNA library
has been successfully established with high quality，which is convenient to screen transcription factors and inter-
action protein regulated by chilling temperature，and finally to develop gene regulation network during dormancy
release in tree peony．
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牡丹( Paeonia suffruticosa Andr． ) 是原产于中国

的特有名贵花卉，具有较高的 观 赏 价 值 和 经 济 价

值。春节催花是牡丹产业中的重要内容，全国每

年用于催花的牡丹近 200 万株，年创产值 2 亿元

以上。彻底 解 除 牡 丹 花 芽 休 眠 是 反 季 节 催 花 的

关键问题，但由于对花芽休眠解除机理的认识不

足，造成生产中催花不良甚至催花失败现象时有

发生，花 农 损 失 惨 重，制 约 了 牡 丹 产 业 的 发 展。
木本植物芽休眠解除机理是国际难题，目前虽已

筛选出一些休眠解除相关的基因，但仍不清楚导
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致休 眠 解 除 的 关 键 代 谢 过 程 和 基 因 调 控 网

络
［1-2］。本课题组针对牡丹花芽休眠解除机理进

行了大量研究，分析了低温解除休眠进程中的内

源激素、营 养 物 质、膜 脂 过 氧 化 等 动 态 变 化
［3-5］;

通过 SSH 技 术 筛 选 了 31 个 休 眠 解 除 相 关 的 基

因
［6］，并对受低温诱导的线粒体磷酸转移子基因

( PsMPT) 进行了详细研究，证明了休眠解除伴随

着 ATP 浓度升高的分子机制
［7］，进一步通过酵母

杂交技术筛选调控 PsMPT 基因表达的转录因子，

对于解析休 眠 解 除 的 能 量 代 谢 调 控 具 有 重 要 意

义。然而，SSH 文 库 筛 选 的 基 因 数 量 有 限，且 多

为 cDNA 片段，很 难 保 证 筛 选 到 目 的 转 录 因 子，

因此，有必要构建酵母杂交文库，为解析休眠解

除的基因调控网络奠定了基础。
一般而言，调控基因表达的转录因子多为低

丰度 mRNA 所编码，低丰度的 mRNA 占全部种类

的 20% ～ 40%［8］。采用传统建库方法，常导致部

分低丰度 mRNA 丢失或筛选困难。均一化 cDNA
文库( normalized cDNA library) 又称为等量化 cD-
NA 文库，即某一特定组织或细胞的所有表达基因

均包含其中且含量相等的 cDNA 文库，该文库增加

了克隆低丰度 mRNA 的机会
［9］。DSN ( duplex-spe-

cific enzyme ) 是 2002 年 发 现 的 一 种 热 稳 定 核 酸

酶
［10］，该酶能够选择性降解双链 DNA 和 DNA-RNA

杂交体中的 DNA，对单链核酸分子几乎没有作用，

已被成功用于全长 cDNA 的均一化文库构建
［11-13］。

牡丹基因组学研究起步较晚，目前未见均一

化文库的研究报道，Shu 等
［14］

构建了牡丹花芽分

化过程的 cDNA 文库，测定了 2241 个 ESTs 序列，

拼接后共获得了 1300 个 unigene，但至今 Genbank
中可检索到的 EST 序列仅有 2230 多个，信息量有

限，限制了牡丹基因组学的发展。本研究拟利用

不同休眠解除程度的牡丹花芽，通过 DSN 技术构

建均一 化 的 cDNA，并 进 一 步 构 建 酵 母 杂 交 AD
( activation domain) 文库，为进一步利用酵母单杂

交和双杂交 技 术 筛 选 调 控 休 眠 解 除 相 关 基 因 表

达的 转 录 因 子 及 克 隆 休 眠 解 除 相 关 基 因 奠 定

基础。

1 材料与方法

1. 1 试验材料及处理

所用材料 为 凤 丹 白，取 自 安 徽 亳 州 ( 该 地 大

面积种植凤丹白单一品种生产丹皮，长期品种内

授粉，遗 传 组 成 已 趋 于 稳 定 ) 。2009 年 10 月 中

旬，挑选 4 年生、整齐一致的苗木，单株入盆。至

日均温低 于 10℃ 时，将 植 株 移 入 4℃ 冷 库，进 行

低温处 理。分 别 低 温 处 理 0、6、12、15、18、24d，

移入温室观察花芽萌动及开花展叶情况，每处理

6 株，3 个 重 复。其 中 3 株 移 入 温 室 调 查 开 花 展

叶情况
［15］，用于分析花芽休眠状态，另外 3 株取

样，每株取 3 个顶花芽，剥去鳞片，液氮速冻后 －
80℃ 保存备用，用于提取 RNA。

OligotexTMmRNA Purification Kit( Midi) 购自Qiagen
公司，MatechmakerTMLibrary Construction ＆Screening Kit
( 634445) 购自 Clontech，Duplex-Sepafu Natlax ( EA003)

购自 Invitrogen，化学试剂均为国产分析纯。
1. 2 牡丹花芽 RNA 的提取、检测及纯化

称取 1g 牡丹花芽在液氮中研磨至粉末状，迅

速转移至盛有 10ml 65℃预热的 CTAB 提取液的离

心管中，65℃ 温浴 30min。加入等体积的氯仿 ∶ 异

戊醇( 24∶ 1 ) 抽提 2 次。取 上 清 液 加 入 等 体 积 的

4mol /L LiCl，4℃ 过 夜。 4℃，10000r /min，离 心

30min，沉淀用 70% 乙醇清洗。500μlSSTE 溶解沉

淀，氯仿∶ 异戊醇 ( 24 ∶ 1 ) 抽提 2 次。取上清，加入

1 /10 体积 3mol /L NaAc ( pH5. 2 ) 和 2 倍体积的无

水乙醇; 4℃，13000r /min，离心 20min，沉淀经 70%
乙醇洗涤后，加入 400μl RNase-free ddH2 O 溶解，

用蛋 白 核 酸 定 量 测 定 仪 ( Spectrophotometer ND-
1000 型) 测定 RNA 的纯度及浓度，1% 的琼脂糖凝

胶检测 其 完 整 性。利 用 OligotexTM mRNA Purifica-
tion kit ( Qiagen) 提 取 纯 化 mRNA，适 量 的 RNase-
free 水溶解使其浓度为 0. 5 μg /μl。将不同处理样

品 mRNA 等量混合，用于 cDNA 合成。
1. 3 全长 cDNA 合成

利用MatechmakerTM Library Construction ＆ Screening
Kit 中的 cDNA 合成组分合成双链 cDNA，参照试剂盒说

明书操作。合成的双链 cDNA 经蛋白酶 K 消化、酚/氯
仿抽提及乙醇沉淀后，加25μl 去离子水溶解。
1. 4 cDNA 均一化及均一化测定

利用 Duplex-Sepafu Natlax 试剂盒进行 cDNA
均一化。8μl ds cDNA( 约 1μg) 加入 8μl 2 × Hy-
bridization buffer 平 均 分 成 4 份，98℃ 放 置 2min
后，迅速转 移 到 68℃ 水 浴 锅 中 5h。将 1μl DSN
storage buffer 和 1μl DSN 酶 混 匀，标 记 为 1 /
2DSN; 3μl DSN storage buffer 和 1μl DSN 酶混匀，

标记为 1 /4DSN; 直接取 1μl DSN storage buffer，标

记为 control。取 4 个 PCR 管加入 : 4μl 杂交后的

cDNA、5μl 2 × DSN master buffer ( 68℃ 预 热 ) 和
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1μl DSN solution( 分别为 DSN、1 /2DSN、1 /4DSN、
control) ，68℃ 反 应 25min 后，加 入 10μl 2 × DSN
stop buffer 室温放置 5min，－ 20℃ 保存。

DSN 消 化 后 cDNA 经 2 次 PCR 放 大 后，用

CHROMA SPINTMTE-400 柱纯化。第 1 次 PCR 放

大产物取 5 μl 以 1. 0 % 琼脂糖凝胶电泳检测。选

择最佳均一化扩增产物进行第 2 次放大。
取等量( 约 1ng) 均一化前后 cDNA( 1 /4DSN 和

control) 作为模板，以 18SrRNA 管家基因进行 PCR，

在 10、16、22、28 个循环后各取 5μl 扩增产物，琼脂

糖电泳检测。用 Tanon GIS 软件分析扩增产物灰

度，分析均一化程度。
1. 5 cDNA 文库构建

准备酵 母 的 感 受 态 细 胞 AH109。在 一 个 无

菌预冷的 15ml 离心管加入 20μl 均一化的 ds cD-
NA、6μl pGADT7-Rec ( 0. 5μg /μl ) 、20μl 变 性 的

Herring Tests Carrier DNA，100℃ 加 热 5min，立 即

冰浴。加 600μl 感 受 态 细 胞 到 DNA 中，涡 旋 震

荡。30℃ 温 育 45min，加 入 160μl DMSO 混 合，

42℃ 水浴 20min。700 × g离 心 5min，弃 上 清 液，

用 3ml YPD Plus 液体培养基重新悬浮，30℃ 震荡

培养 90min。700 × g 离心 5min，弃上清液，用 30ml
NaCl( 0. 9% ) 溶液重新悬浮。在 SD/-Leu 平板上选择

转化子。
按照 1∶ 100、1∶ 1000 和 1 ∶ 10000 稀释悬浮液，

每平板上铺 100μl。30℃ 倒置培养直到克隆出现

( 大约 2 ～ 3d ) ，计 算 滴 度。T = N × D /V ( T 为 滴

度，N 为平板上克隆数，D 为稀释倍数，V 为涂板

体积) 。
1. 6 插入片段检测

随机挑取 188 个克隆，以 PCR 扩增插入片段( 5'
PCR Primer 5'-TTCCACCCAAGCAGTGGTATCAA CG-
CAGAGTGG-3'; 3'-PCR Primer 5'-GTATCGATGCCCAC-
CCTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACA-3') ，计算文库重

组率及插入片段大小。

2 结果与分析

2. 1 不同低温处理凤丹白的开花展叶情况

不经低温 处 理 的 凤 丹 白 花 芽 不 能 萌 动，4℃
低温处理 6d 以上的植株移入温室后花芽都有萌

动，但萌动率差异较大。低温处理 18d 和 24d，花

芽有很高的萌动率，达到 96. 1% 和 97. 9% ，成花

率达到 86. 3% 和 87. 5% ，两 处 理 间 萌 动 率 和 成

花率差异 不 显 著 ( # = 0. 01 ) 。可 见，4℃ 低 温 处

理 18d，花芽休眠已解除，本试验设置的处理可以

代表低温解除凤丹白花芽休眠的进程。
2. 2 RNA 抽提、纯化及质检

取 1μl RNA 样品进行凝胶电泳检测，结果表

明，用 CTAB 法提取的 RNA，28S、18S 和 5S rRNA
带型清晰，28S 和 18S rRNA 亮度比值约为 2 ∶ 1，说

明提取的总 RNA 无降解现象。且两条带之间无弥

散现象，蛋白核酸定量测定仪测量 A260 和 A280
的吸 光 度，A260 /A280 比 值 在 1. 8 ～ 2. 0 之 间，

RNA 的产量为 200 ～ 250μg /g 材料，说明用此法提

取的 RNA 样品产量较高，受多糖、多酚类、蛋白质

物质污染程度小，纯度较高。

图 1 提取不同时期凤丹白花芽总 RNA
Fig． 1 Total RNA extracted from tree peony

cultivar Fengdanbai
1 － 6: 低温处理 0、6、12、15、18 和 24d 样品

1 － 6: samples 0，6，12，15，18，and 24d following chilling treatment

2. 3 cDNA 合成检测

利用 LD-PCR 进行 cDNA 的双链合成，用 1%琼

脂糖凝胶检测，合成的 cDNA 在 150 ～ 2000bp 之间

有较强的荧光背景。纯化后的 dsDNA 进行均一化，

均一化后进行 1 次 LD － PCR 放大，结果显示以 1 /4
DSN 均一化效果最好，以此为模板进行 2 次 PCR
放大。
2. 4 均一化效率验证

经 DSN 处理和 2 次扩增后，ds cDNA 中代表

高丰度基因的亮带消失，呈现均匀的弥散条带，且

其大小范围没有明显的变化，表明高丰度基因的

丰度明显下降( 图 2 ) 。以 1 /4 DSN 和 control 为模

板，对 18S rRNA 管家基因进行 PCR 扩增。从图 3
可以看出，16 循环时，均一化 cDNA 未检测到扩增

产物( 图 3，泳道 3 ) ，而未均一化 cDNA 可清晰地

看到荧光背景( 图 3，泳道 4 ) ; 22 和 28 循环的均一

化产 物 荧 光 亮 度 明 显 低 于 未 均 一 化 cDNA ( 图

3，5 ～ 8泳道) 。产物经电泳后用 Tanon GIS 软件分

析灰度，显示本文库均一化后比非均一化的丰度

下降 26
倍以上。
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2. 5 文库库容和插入片段分析

采用划区的形式将平板平分成 8 个分区，取

其中的一个区进行计数，从而进一步得出 8 个分

区的 转 化 子 总 数。未 经 扩 增 的 文 库 滴 度 达 到

1. 77 × 106 cfu /ml，库 容 量 为 2. 3 × 108。随 机 检

测了 188 个克隆插入片段大小，其中 180 个克隆

( 95. 7% ) 检 测 到 了 大 于 200bp 的 扩 增 产 物

( CHROMA SPINTMTE-400 柱纯化大于 200bp 的

cDNA) ，说明 ds cDNA 已 经 插 入 pGADT7-Rec 质

粒中，文库重组率超过 95%。插入片段大小分布

范围为 0～ 5000bp，平均长度为 1200bp( 图 4 ) 。

图 4 凤丹白花芽均一化文库插入片段长度的分布图

Fig． 4 Insert size distribution of single clone
from normalized cDNA library of flower buds

from tree peony cultivar Fengdanbai

3 讨论

构建 cDNA 文库是分子生物学研究的重要技

术，对新基因发掘起着非常重要的作用。均一化

文库增加了克隆低丰度 mRNA 的机会。日本水稻

基因组计划 ( RGP) 启动的 EST 测序中，为获得足

够多的基因信息，动用了多达 15 个独立的 cDNA
文库，测 序 超 过 29000 个 cDNA 克 隆，才 获 得 近

l0000 条非重复序列
［16-17］。Ko［18］

构建了第一个均

一化 cDNA 文库，此后均一化文库的构建方法有了

许多改进和创新。DSN 酶发现之前，主要利用两

种方法进行 cDNA 文库均一化，一种是基于复性动

力学原理
［19-20］，另一种是基于与基因组 DNA 饱和

杂交的技术
［21-22］。DSN 技术利用 DSN 酶 选 择 性

降解双链 DNA 和 DNA － RNA 杂交体中的 DNA 特

性，降低高丰度 cDNA 浓度，通过 PCR 扩增提高低

丰度 cDNA 浓度。该方法操作步骤简单，所需起始

材料少，均一化效果好，具有较好的应用前景。
均一化全长 cDNA 文库质量主要从库 容 量、

插入片段 的 大 小 和 均 一 化 效 果 等 方 面 进 行。本

研究构建的酵母杂交文库的滴度为 1. 7 × 106 cfu /
ml，保证了文库的完整性与覆盖度

［23］; 文库插入

片段的平均长度达 1200bp，具有较高的序列完整

性。利用均一化的 cDNA 进行了 454 测序，经生

物 信 息 学 统 计 分 析，共 计 获 得 reads 数 目 为

625342 条，平均 长 度 为 358. 1bp，经 拼 接 后 得 到

的 contig 数 目 为 23652 条，其 中 大 于 300bp 的

Unigene 数目 为 15284 条，说 明 构 建 酵 母 杂 交 文

库的均一化 cDNA 信息量丰富，从侧面证明了构

建的文库 具 有 较 高 的 质 量。本 研 究 建 立 的 牡 丹

均一化文库构建技术，对其他物种均一化文库的

构建具有很好的借鉴意义，所构建的牡丹花芽酵
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母杂交文库 对 于 研 究 低 温 解 除 牡 丹 花 芽 休 眠 的

基因调控网络、花芽发育的基因调控网络都具有

重要意义。
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