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技术构建结缕草低温和干旱诱导
!

'()*

文库及其质量鉴定
!

王 舟4

!

!

!宗俊勤4

!郭海林4

!刘建秀4

#

4(

江苏省中国科学院植物研究所!江苏 南京
!4##47

$

!(

广西梧州市产品质量监督检验所!广西 梧州
879##4

%

摘要!为研究结缕草"

!"

#

$%&

'

&

(

")%*&

#胁迫响应信号转导途径中的关键基因!揭示结缕草抗逆分子机制!建立结

缕草功能基因组学研究基础平台!以经低温$干旱处理的结缕草为材料!采用
:;<=>;

?

技术构建了首个结缕草低

温和干旱诱导的标准
@A),

文库%文库质量分析表明!未扩增的原始文库滴度
4(6$B4#

$

C

DE

&

F0

54

!库容

6(#7B4#

$

C

DE

!插入片段平均大小大于
4GH

!重组率
"#I

%文库质量优良!可能包含大量新基因!不仅能为结缕草

功能基因组分析提供必要资源!也可为后期进行高通量
31-

测序$发掘新抗逆相关基因$制作基因芯片等研究奠

定基础%

关键词!结缕草'

@A),

文库'低温胁迫'干旱胁迫'构建'

:;<=>;

?

技术

中图分类号!

1879

J

("#9(7

$

K"78(6L

!!!

文献标识码!

,

!!!

文章编号!

4##4M#$!"

#

!#4!

%

#$M#"44M#6

$!

!!

结缕草#

!"

#

$%&

'

&

(

")%*&

%是暖季型草坪草中最

抗寒的草种!具有良好的耐旱&耐盐碱&耐践踏&耐瘠

薄&抗病虫害等特性'

4M!

(

!这决定了它拥有众多的优

良性状和丰富的遗传多样性!是很好的研究植物抗

性机制的草坪草)而如何有效发掘利用这些有利基

因一直是研究的热点!但结缕草遗传背景复杂!通过

常规的基因克隆方法获取有利基因存在许多问题!

效率极低)

@A),

文库的构建是研究不同发育阶段

和特定时期的基因表达&分离组织特异性基因以及

克隆新型细胞因子的有利工具'

9M7

(

)由于
@A),

文

库是生物体在特定发育时期转录的全部
F+),

经

反转录而成的
@A),

片段与载体连接形成的克隆

的集合!故不含有内含子'

8M$

(

)源于这些
@A),

片

段的短的&单向测定的序列片段即为表达序列标签

#

3N

C

O=PP=Q1=

R

E=S@=-;

T

!

31-

%!是一种发现新基

因和研究基因表达谱的有效工具'

6ML

(

)通过大规模

的
31-

测序分析!可以获得基因组中编码序列区的

核苷酸全序列图!并可通过已知功能基因的相似性

分析推测每条
31-

所代表基因的功能)自
!#

世纪

6#

年代中期首例
@A),

克隆问世以来!

@A),

文库

已经被广泛应用于构建遗传学图谱&分离与鉴定新

基因&基因差异表达和比较基因组学&功能基因组学

等 研 究'

"

(

) 目 前 拟 南 芥 #

+,&-%."

(

$%$/0&1%2

&)&

%

'

4#244

(

&水稻#

3,

#

4&$&/%5&

%

'

4!

(

&小麦#

6,%/%*78

&9$/%578

%

'

49

(

&玉米#

!9&8&

#

$

%

'

47

(和棉花#

:"$$

#(

%2

780%,$7/78

%

'

48M4$

(等重要植物的全长
@A),

文库已

成功构建并用于后期蛋白质表达及功能分析'

46M4L

(

)

近年来!

31-

和
@A),

文库筛选已成为一种高效

率&低成本的发现未知新基因的快捷技术'

"

!

4"M!#

(

)

特别是对非模式物种!通过
@A),

文库筛选目的基

因更具明显优势'

!4

(

)

相对于拟南芥&水稻&小麦等植物!结缕草的分

子生物学研究还属起步阶段!多集中于采用分子标

记手段进行遗传分析及亲缘关系的鉴定'

!!M!8

(

!而对

功能基因的分离研究鲜有报道)截至目前!

:=SM

U;SG

中登录的来源于结缕草的核苷酸序列仅有

4"6

条!远远落后于其他园艺观赏植物!而
QH31-

中甚至没有结缕草
31-

的登录信息记录)在这

4"6

条序列中绝大部分为叶绿体相关基因!其次为

线粒体相关基因&

),AV

脱氢酶基因等!而对这些

基因的研究多是用作分子标记为鉴定结缕草品种亲

缘关系服务的)结缕草基因的分离主要是通过蛋白

质纯化&

)

端氨基酸序列分析以及
+,.3

等方法获

得!而有关结缕草
@A),

文库方面的研究国内外尚

$

收稿日期*

!#44M#LM!$

!!

接受日期*

!#44M44M4$

基金项目*江苏省特色观赏植物资源收集&开发和服务体系建设项目#

UW!##""#8

%

作者简介*王舟#

4"L4M

%!男!广西南宁人!助理研究员!博士!主要从事分子生物学与分子遗传学研究)

3MF;X'

*
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"
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!
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*
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未见报道)

为进一步获取结缕草抗逆信号转导途径中的关

键基因信息!从分子水平深入挖掘和利用结缕草潜

在的基因资源!完善其基因组信息!本研究以坪用价

值高的优良结缕草品种
W=

?

=O

为建库材料!经低温

和干旱诱导处理!采用先进的
:;<=>;

?

技术首次成

功地构建了包含结缕草抗寒&抗旱特异性表达基因

的高质量
@A),

文库!旨在为今后大规模
31-

测

序&基因表达谱分析&分离克隆具有育种价值的抗逆

相关基因!研究其功能及代谢途径和网络提供理论

依据和技术支撑!为开展分子育种工作开辟一条新

的途径)这对改善我国草坪业的自主知识产权现状

具有重要意义)

+

!

材料与方法

+(+

试验材料

+(+(+

植物材料
!

供试结缕草品种为美国引进的优

良品种
W=

?

=O

#

!;

'

&

(

")%*&@Z(W=

?

=O

%)对在自然

条件下萌发生长
$

周的健壮植株分别进行低温和干

旱处理)

4

%低温处理*将材料置于
7[

下冷处理
8

#

$Y

$

!

%干旱处理*将材料置于
!8[

人工培养箱中!

停止浇水
7

#

8Q

!直至土壤出现龟裂)收集上述处

理材料的叶片用液氮速冻后!

5L#[

保存备用)

+(+(,

文库载体
!C

.W%

+

1*\+-$

!具有
:;<=>;

?

兼容性#

:;<=>;

?

.&F

C

;<XHX'X<

?

%!在其多克隆位点

#

WE'<X

C

'=.'&SXS

T

1X<=

!

W.1

%的双侧翼含有
:;<=M

>;

?

&//U4

和
&//U!

重组位点)

+(+(-

主要试剂
!

@A),

文库构建试剂盒#

1E

C

=OM

1@OX

C

<

-W

*';PFXQ1

?

P<=F>X<Y:;<=>;

?

-=@YS&'&

T?

D&O@A),1

?

S<Y=PXP;SQ.'&SXS

T

%&

+),

提取试剂

#

-+2]&'+=;

T

=S<

%&

F+),

分离试剂盒#

;̂P<-O;@G

!(#_X<

%&反转录试剂盒#

1E

C

=O1@OX

C

<

-W

22 X̂OP<M

1<O;SQ1

?

S<Y=PXP1

?

P<=FD&O+-M*.+

%&

A),

分子

量标记#

4GH*'EPA),0;QQ=O

%&超纯琼脂糖#

/'M

<O;*EO=

-W

,

T

;O&P=

%&热启动型
A),

聚合酶#

*';<XM

SEF-;

R

A), *&'

?

F=O;P=

%&

Q)-*

混合液#

4##

FF&'

+

0

54

Q)-*1=<

%&超纯酚
`

氯仿
`

异戊醇

'

/'<O;*EO=

-W

*Y=S&'̀ .Y'&O&D&OF 2̀P&;F

?

','@&M

Y&'

#

!8̀ !7̀ 4

!体积比%(均购自
2SZX<O&

T

=S

公司!

分子生物学用醋酸铵'

,FF&SXEF;@=<;<=P&'E<X&S

D&OF&'=@E';OHX&'&

T?

#

6(8F&'

+

0

54

%(购自
1X

T

F;

公司)

+(,

试验方法

+(,(+

总
+),

的提取
!

分别取
5L#[

下保存的低

温&干旱诱导后的两种样品各
4##F

T

混合!于加有

液氮的研钵中迅速研磨后!转移至
+);P=MDO==

的

4(8F0

离心管中!立即加入
4F0-+2]&'

提取液!

混匀后!后续的操作参照
-+2]&'

说明书进行总

+),

的提取)沉淀用
68I

乙醇洗涤!

A3*.

处理

水溶解!

4I

琼脂糖凝胶电泳检测
+),

的完整性和

稳定性!并用紫外分光光度计测定
+),

的纯度及

含量)

+(,(,F+),

的分离
!

取大于
8##

$

T

的总
+),

!

参照试剂盒
;̂P<-O;@G!(#_X<

操作说明书分离和

纯化
F+),

)

+(,(-

双链
@A),

的合成
!

取
8

$

T

的
F+),

!按照

试剂盒
1E

C

=O1@OX

C

<

-W

*';PFXQ1

?

P<=F >X<Y:;<=M

>;

?

-=@YS&'&

T?

D&O@A),1

?

S<Y=PXP;SQ.'&SXS

T

使用说明进行操作!

1E

C

=O1@OX

C

<

-W

22+-

酶合成

@A),

第
4

链)随后!参照试剂盒操作程序合成

@A),

第
!

链)

+(,(.

柱层析分级分离及收集
!

取
!8

$

0@A),

与

4#

$

0<&12

接头#

8#S

T

+

$

0

54

%!

-7A),

连接酶

4$[

连接过夜)连接产物用限制性内切酶
="/2

于

96[

酶切
9Y

!产生粘性末端)酶切产物过
@A),

1X]= Ô;@<X&S;<X&S.&'EFSP

柱#试剂盒提供%!并按

试剂盒使用说明收集前
48#S

T

的
@A),

产物)

+(,(/

连接载体
!

依试剂盒要求取
4#

$

0@A),

与

4

$

0="/2M<&12M.E<

C

.W%

+

1*\+-$

载体!在
-7

A),

连接酶作用下室温反应
9

#

8Y

或
7[

连接过夜)

+(,(0

电转化大肠杆菌
AV4#U

!

参照试剂盒说明

书!在冰上将
!

$

0

连接产物和
8#

$

0

电转感受态细

胞
AV4#U

加入电转杯)

-a3.W$9#

电转化仪上

电击条件设置为*电压
!(#G%

!电阻
!##

%

!电容
!8

$

^

)电击后迅速向电转杯中加入冰上预冷的
1\.

培养基
4F0

)将电转物全量转移至新的
4(8F0

离心管中!

96[!!8

#

!8#O

+

FXS

54振荡培养
4Y

!

获得原始文库)

+(,(1

文库质量评价

4

%滴度和库容量鉴定*取电转化后的原始文库

原液
4#

$

0

稀释
4###

倍后!从中取出
8#

$

0

涂布

于
2*-:

"

aM:;'

的
0U

平板#含
4##

$

T

+

F0

54氨苄

青霉素%上!

96[

培养过夜!次日统计菌落数)

!4"
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草
!

业
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科
!

学 #第
!"

卷
#$

期%

滴度#

C

DE

+

F0

54

%

b

平板上克隆数
涂板体积 B

稀释倍数
B4#

9

$

库容量#

C

DE

%

b

滴度
B

文库菌液总体积
转化用连接产物体积B

连接

产物总体积)

!

%插入片段大小及重组率鉴定*从原始文库中

随机挑取
8#

个单克隆!以
W49̂MW49+

为引物!

*.+

检测插入片段大小并估计文库重组率)

"8[

变性
8FXS

裂解菌体后!加入
*.+

反应混合物!扩

增反应条件为*

"7[

预变性
7FXS

$

"7[

变性
9#P

!

8$[

退火
9#P

!

6![

延伸
9FXS

!

9#

个循环$

6![

延伸
4#FXS

)

*.+

产物经
4I

琼脂糖凝胶电泳分析

插入片段的大小)

,

!

结果与分析

,(+

总
+),

的提取
!

+),

的完整度与稳定性

决定了
@A),

的质量!是构建高质量
@A),

文库的

关键)提取经低温&干旱诱导后的结缕草叶片总

+),

!取
!

$

0+),

溶液进行
4I

琼脂糖凝胶电泳)

电泳结果可见两条清晰的
!L1

和
4L1O+),

条带

#图
4

%!表明提取的总
+),

具有良好的完整度及稳

定性)紫外分光光度计检测
+),

溶液的
\A

值!

测得
\A

!$#SF

"

\A

!L#SF

b4("#

!说明
+),

纯度较好!

可以用来分离
F+),

!为建立高质量结缕草
@A),

文库奠定了基础)

图
+

!

提取的结缕草总
2)*

34

5

6+

!

78#"92)*4:89"#$;<=8>!"

#

$%&

'

&

(

")%*&

注*

W

为
A),

分子量标准$

4

为总
+),

)

)&<=

*

W

!

A),';QQ=OF;OG=O

$

4

!

-&<;'+),(

,(,F+),

的分离与纯化
!

采用
;̂P<-O;@G

!(#_X<

试剂盒从总
+),

中分离和纯化
F+),

)

电泳检测显示!

F+),

呈均匀弥散状#图
!

%!主要分

图
,

!

分离和纯化后的
>2)*

34

5

6,

!

?:89"#$;"@;

A

B=4<4$;>2)*

注*

4

为
F+),

$

W

为
A),

分子量标准)

)&<=

*

4

!

F+),

$

W

!

A),';QQ=OF;OG=O(

布在
4###H

C

以上!质量良好!符合建库的要求)

,(-

反转录与双链
@A),

的合成
!

用约
8

$

T

F+),

反转录合成双链
@A),

#

QP@A),

%!取
8

$

0

反转录产物进行
4I

琼脂糖凝胶电泳检测)电泳结

果可见!

QP@A),

呈弥散状条带!主要分布于
4###

H

C

以上#图
9

%!说明不同大小和不同丰度的
F+),

都得到了有效的反转录和扩增!满足建库的需要)

图
-

!

反转录合成的双链
'()*

34

5

6-

!

(8BC9$D:#="@;$;'()*:

&

@#E$:4F$;C

&

=$G$=:$#="@:'=4

A

#48@

注*

4

为
@A),

$

W

为
A),

分子量标准)

)&<=

*

4

!

@A),

$

W

!

A),';QQ=OF;OG=O(

,(.

文库质量评价

,(.(+@A),

原始文库的滴度和库容量鉴定
!

原始

文库滴度可估计
@A),

文库的克隆数!同时还代表

了
F+),

的复杂度)将过柱收集的
@A),

片段与

质粒载体
C

.W%

+

1*\+-$

连接后!转化到受体菌

AV4#U

)按 照
1E

C

=O1@OX

C

<

-W

*';PFXQ1

?

P<=F >X<Y

:;<=>;

?

-=@YS&'&

T?

D&O@A),1

?

S<Y=PXP;SQ.'&SXS

T

试剂盒提供的方法进行文库滴度和库容量的测定)

94"
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!

)&(#$

%

#$

"

!#4!

一个高质量的文库!其滴度应大于
4B4#

$

C

DE

+

F0

54

!库容量应大于
8B4#

$

C

DE

'

!$

(

!能保证低

丰度基因的出现频率达到
""I

'

!6

(

)原始文库稀释

4###

倍后!取
8#

$

0

涂布!获得克隆数
LL

个!经计

算得到文库的滴度为
4(6$B4#

$

C

DE

+

F0

54

!库容

量为
6(#7B4#

$

C

DE

)由此可见!本研究构建的结缕

草低温和干旱诱导
@A),

文库是一个较高质量的

文库!足以克隆到低丰度表达的基因)

,(.(,

插入片段大小和重组率鉴定
!

插入片段大小

和重组率是评价
@A),

文库质量的另外两个重要

指标)从原始文库中随机挑取的单克隆
*.+

检测

结果表明!文库重组率达到
"#I

)插入片段最大可

达
!(8GH

!主要集中在大于
4GH

的区域#图
7

%)植

物
@A),

一般为
#(8

#

9(#GH

!大多大于或等于

4GH

'

!L

(

)本研究构建的文库符合构建高质量文库

的标准!文库中长片段所占比例较大!表明插入片段

序列的完整性较好!适合以后的测序及后续筛选基

因与基因功能的研究)

图
.

!

'()*

文库插入片段大小的
HI2

检测

34

5

6.

!

HI2"@"9

&

:4:8<4@:$=#:4F$4@#E$'()*94C="=

&

注*

W

为
A),

分子量标准$

4

#

!8

为随机挑取的菌落
*.+

产物)

)&<=

*

W

!

A),';QQ=OF;OG=O

$

4

#

!8

!

*.+

C

O&QE@<P&DO;SQ&F'

?C

X@G=Q@'&S=P(

-

!

讨论

植物基因组的研究已经由以全基因组测序为目

标的结构基因组学转向功能基因组学!通过
@A),

文库筛选分离全长基因和开展基因功能研究已成为

功能基因组学研究的基本手段之一)

@A),

文库代

表了
F+),

的反转录复本'

!"M94

(

!高质量
@A),

文库

的构建是大规模
31-

测序的必要保证!也是有效研

究基因表达的基础)

@A),

文库的质量主要反映在

两个方面*一是文库的代表性!即文库中含有的
@AM

),

种类的完整性)只有足够的克隆数才能保证拥

有一定数量的低丰度表达的
F+),

!反映来源细胞

中所表达的全部遗传信息)其可用滴度和库容量的

大小来定量衡量!滴度越大表明获得目的基因的可

能性越大)二是插入
@A),

片段的序列完整性)

只有大部分克隆含有接近全长的
@A),

插入!文库

才能体现天然的&完整的遗传信息!即插入片段的大

小越大!表明分离到基因全长的可能性越大)本研

究对结缕草供试材料进行了低温和干旱的诱导处

理!可以大幅度提高目的诱导基因的表达丰度!理论

上即使是低丰度的基因也可以获得筛选)此外!从

*.+

鉴定文库质量的结果来看!

@A),

片段插入重

组率高达
"#I

!这也为今后基因分离的效率提供了

74"



#$

"

!#4!

草
!

业
!

科
!

学 #第
!"

卷
#$

期%

有力保证)

文库的滴度&重组率和插入片段的大小是鉴定

@A),

文库质量的重要指标'

7

!

9!

(

)滴度的高低是能

否通过筛选
@A),

文库获得目的基因的衡量依据!

高库容量是文库测序获得非重复
31-

的保证'

9!

(

)

一般而言!在典型的真核生物中每时每刻表达的

F+),

约占生物所有基因的
48I

!约
4(8

万种!其

中低丰度
F+),

种类约占
9#I

'

99

(

)为使文库中出

现某种低丰度的
F+),

这一事件的发生达到给定

的概率!则文库所需的独立克隆数!可以通过
.';@GM

.;OH&S

公式
=b'S

#

45>

%"

'S

#

45

?

%#

=

为实际所

需克隆数!

>

为要求的概率!

?

为
4

"

)

!

)

为某一类型

的稀有
F+),

在总
F+),

中所占的相对比例%计

算)当要求筛选到某低丰度
F+),

的概率为
""I

时!由上述公式计算出的文库所需克隆数应不低于

4(6B4#

8

C

DE

+

F0

54

!此即为有效的文库'

9!

(

)但为

满足筛选到低丰度
F+),

的要求!一般
@A),

文

库构建要求其滴度不少于
4B4#

$

C

DE

+

F0

54

'

97

(

)

构建文库过程中!片段分级分离与载体连接时!

@AM

),

片段大小与
@A),

浓度对建库的影响至关重

要!如不能有效去除小片段
@A),

!则其会优先与载

体连接!导致文库平均插入片段过小!严重影响文库

质量!但过度筛除
@A),

片段!则会造成文库的初

始滴度下降!从而丢失一些基因信息)分级分离的

标准一般是回收
8##H

C

以上的
@A),

片段'

98

(

)针

对构建文库筛选功能基因全长的目的!本研究在保

证插入片段较大的同时!兼顾了文库的滴度)经检

测!本研究所构建的
@A),

原始文库滴度为
4(6$B

4#

$

C

DE

+

F0

54

!保证了文库的完整性与覆盖度!理

论上包含了胁迫诱导后结缕草叶片中表达的所有基

因'

9!

!

9$M96

(

$插入片段的平均大小超过
4GH

!重组率为

"#I

!表明序列的完整性很高!能够包含绝大多数基

因表达的
@A),

信息!保证了在通过筛选
@A),

文

库获取目的基因时稀有基因不会被遗漏'

9!

!

9$M96

(

)由

此可见!所构建的文库达到了完整&有效并且高质量

的标准!满足分离低丰度表达基因序列的要求!可用

于后续筛选其中特异表达的低丰度基因&组织特异

性基因表达谱分析&基因组序列的功能注释以及功

能基因在转录及翻译水平上调控的分子机制等许多

领域的研究)通过
31-

测序&分子杂交&扣除法等

技术探明结缕草生长&发育&次生代谢和生化合成途

径及对环境胁迫反应的分子机理'

9LM7#

(

!不仅为后期

在分子水平上调控结缕草的生长&发育和抗逆性奠

定了实验基础!还提供了技术平台和良好的前提材

料)

本研究是利用
:;<=>;

?

技术构建的高质量全

长
@A),

文库!因此文库所分离的
@A),

克隆包含

了相对应的
F+),

分子完整的序列)此文库所用

的克隆载体
C

.W%

+

1*\+-$

!具有
:;<=>;

?

兼容

性!在其多克隆位点的双侧翼含有
:;<=>;

?

位点特

异性的重组位点#

&//U4

和
&//U!

%!

@A),

克隆位点

即位于多克隆位点内)因此!通过位点特异性重组

就可将从文库分离到的克隆快速转化至其他
:;<=M

>;

?

载体!而无需经过限制性内切酶的酶解和连接

酶的连接)

:;<=>;

?

克隆可以方便地用于
A),

测

序&

+),

探针制备或者表达重组蛋白)此外!在文

库构建的过程中第
!

链合成采用的是置换合成法!

而没有采用
*.+

扩增!能够保持材料中的
F+),

原始丰度!而不会由于
*.+

扩增效率的不同!使得

原始丰度在文库中反映失真!这使一些较低拷贝数

基因的克隆具有优势)同时!作为优化的文库系统

及后期大规模测序结果可以应用于进一步的芯片制

作)

@A),

文库筛选和
+,.3

技术是两种获得全

长
@A),

最重要的方法!其中
@A),

文库筛选还具

有高通量的特点!适合于大规模获得全长
@A),

)

在此基础上分析不同基因在逆境胁迫过程中的表

达!从中筛选出特异性表达的基因!进一步分析其功

能!并最终研究抗逆相关基因调控网络!为育种工作

奠定理论基础)与农作物#如水稻&小麦等%相比!国

内外对草坪草和牧草的开发利用!特别是分子生物

学相关研究!还处于起步阶段)本研究构建了低温

和干旱诱导的结缕草叶片
@A),

文库!文库中功能

基因的数量&基因表达的丰度与结缕草自身抗寒&抗

旱等抗逆性密切相关)目前在公共数据库中!报道

结缕草
@A),

文库尚属首次)此高质量文库的成

功构建是鉴定和克隆相关重要功能基因及开展分子

育种的重要平台!有助于深入了解结缕草遗传背景!

揭示其抗逆性的分子机理!为进一步获得拥有自主

知识产权的抗逆新品种提供了有力的保障!具有重

要的应用价值)
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