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马铃薯病毒诱导应答基因抑制消减

杂交文库构建及分析
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摘要!马铃薯病毒积累引起的种薯退化是马铃薯生产中造成产量和品质下降的重要原因之一(本研究以马铃薯病

毒病携带植株叶片
F@54

为试验组$

=<EM<L

%'脱毒种苗叶片
F@54

为驱动组$

@L,W<L

%#采用抑制消减杂交$
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%技术构建了马铃薯病毒诱导应答基因的
F@54

文库&为验证文库构建效果#从

文库中随机挑取了
Xb

个阳性克隆经
?:7

验证后测序#获得了
RS

条高质量的有效非重复序列&经与
6<.̂-.Y

进行

同源比对后发现#其中
$R

条非重复序列属于马铃薯病毒基因序列#

""

条与已知基因序列同源性较高#

X

条无同源

参考基因&选取文库中出现频率较高的
"

个
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K

L<EE<IE<

U

9<.F<M-
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#表达序列标签%用
U

7=]?:7

技术分析

发现#其表达量受马铃薯病毒侵染的诱导(结果表明#该
PP3

文库构建较为成功#为进一步筛选与马铃薯病毒

致病'防御相关的应答基因#解析马铃薯与病毒互作的分子机理#利用生物技术手段培育抗病毒马铃薯奠定了基

础(
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马铃薯$

8$#"'C(2C?*+$1C(

%为茄科茄属多年生草本块茎植物#是世界上仅次于小麦$

G+.2.:C("*12.6C(

%'

水稻$

W+

&

F"1"2.6"

%和玉米$

U*"("

&

1

%的第四大粮食作物)

$

*

#因其块茎部分含有丰富的碳水化合物'蛋白质和各

种维生素#是重要的粮菜饲兼用作物及工业原料(中国是世界最大的马铃薯生产国#总产量和人均消费量均处于

世界前列且稳步增长#但单位面积产量却远远落后于荷兰等马铃薯生产发达的国家#影响单产的因素很多#其中

病毒等病害积累引起的种薯退化是重要的原因之一)

"'R

*

(已报道的在田间条件下能侵染马铃薯的病毒有近
Q#

余

种)

R'S

*

#它们引起马铃薯植株花叶'褪绿'卷叶'矮缩以及坏死等症状#严重时导致植株生长发育异常#块茎产量下

降#特别是复合侵染时可使产量损失
b#a

以上#有些还会严重影响块茎品质和商品性)

&'%

*

(

由于马铃薯病毒病的特殊性#目前尚无有效的化学方法防治马铃薯病毒病#利用茎尖分生组织培育健康无毒

的马铃薯已成为预防马铃薯病毒病最为有效的方法之一(但茎尖脱毒组织培养技术本身具有成本高'对操作人

员技术要求高'是否完全脱毒监测困难'脱毒种薯在栽培过程中易于再次感染的局限性)

b

*

#加上受经济条件'认知

等原因的影响很难全面应用与生产(因此#培育抗病毒马铃薯品种可能是从根本上缓解这一问题的可行办法(

但由于栽培种马铃薯一般是四倍体无性繁殖材料#育种中存在基因分离复杂'花粉不育和现有栽培种基因库狭窄

等缺陷#极大地限制了可以利用的基因资源)

X

*

(以转基因'分子标记辅助育种为代表的现代生物育种技术是有效

弥补不足的可行方法#可以加速实现马铃薯抗病毒特性的改良目的#但需要对病毒入侵后马铃薯的应答反应相关

主要功能基因及其作用机理有较为清晰的认识(

抑制消减杂交$

E9

KK

L<EE,8.E9JML-FM,W<C

D
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PP3

%技术是
$XX&

年由
@,-MFC<.Y8

等)

$#

*以
G754

差异显示技术为基础建立起来的一种利用抑制性
?:7

和差减杂交技术为基础筛选差异表达基因的方法#由于该

方法具有高效和假阳性率低的特点#目前已广泛应用于植物抗病'抗逆'发育等差异表达基因筛选研究中)

$$'$S

*

#但

在马铃薯病毒病相关研究中的应用尚未见报道(

本研究以马铃薯病毒病携带植株叶片
F@54

为试验组$

=<EM<L

%'脱毒种苗叶片
F@54

为驱动组$

@L,W<L

%#构

建了马铃薯病毒诱导应答基因抑制消减杂交
F@54

文库#筛选与马铃薯病毒病致病'防御相关的应答基因并研

究其转录模式#以期在整体水平上了解马铃薯与病毒互作的分子机理'克隆抗病基因奠定基础(

$

"

材料与方法

$!$

"

试验材料与试剂

本实验于
"#$R

年
%

月
]"#$&

年
R

月进行#以甘肃省农业科学院马铃薯研究所育成品种,陇薯
b

号-$对花叶

病毒病和卷叶病毒病具有很好的田间抗性%叶片为受试材料#实验组感病植株是从田间选取#驱动组脱毒种苗取

材于马铃薯脱毒种苗繁育专用温室#均随机选取
S

株后混合取样(

供试
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D
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U

购自大连
=4j474

公司#

754

提取试剂
=7)Z8H

购自上海
).W,ML8

/

<.

公司#测序'引物合

成及克隆载体
K

*:G

'

=

'

@3S

#

感受态细胞'质粒提取试剂盒'非酶
@54

清除剂'

?:7

产物回收'纯化试剂盒购

自上海生工生物工程有限公司(

$!-

"

754

的提取!纯化及
PP3

文库构建

取约
$##G

/

马铃薯叶片于液氮中研磨后参照
).W,ML8

/

<.

公司
=7)Z8H

试剂说明书抽提总
754

#在氯仿抽提

前加一步酚
f

氯仿$

"Rf$

%纯化步骤#最后
754

溶液用上海生工非酶
@54

清除剂纯化#进一步提高了
754

的
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质量(

所获得的
754

合成双链
F@54

后#分别感病植株
F@54

为实验组#以脱毒种苗
F@54

为驱动组#按照

?:7'P<H<FM=TF@54P9JML-FM,8.j,M

$

:H8.M<FC

#

:-M!58!&Q%R#$

%试剂盒说明书进行
7E-

'

酶切消化'接头连

接'杂交'

?:7

扩增等操作#每步操作均设置
Q

个平行实验&采用
82GC?#.'

基因引物
?:7

检测杂交效率#分别在

$b

'

"#

'

""

'

"R

'

"&

'

"b

'

Q#

'

Q"

个循环取
?:7

产物进行凝胶电泳检测(利用
@54

回收试剂盒回收第
"

次
?:7

差

减产物连接到
K

*:G

'

=

克隆载体#转化大肠杆菌感受态细胞
@3S

#

(

$!E

"

差减文库的鉴定及
\P=E

测序分析

随机挑选转化平板的白斑用
K

*:G

'

=

载体
T$Q

引物$表
$

%

?:7

验证为阳性克隆后送交生工生物工程$上

海%股份有限公司测序(将测序结果用
[<FM8LPFL<<.

分离出载体序列#再对
\P=

序列进行比对后获得非冗余序

列#再用
MJH-EM_

$

P<-LFCML-.EH-M<I.9FH<8M,I<I-M-J-E<9E,.

/

-ML-.EH-M<I.9FH<8M,I<

U

9<L

D

%进行同源性搜索分析

基因功能(

$!F

"

候选基因
7<-H

'

M,G<?:7

验证

应用
).W,ML8

/

<.

公司
=7)Z8H

试剂提取对照组和处理组的叶片总
754

#应用
:H8.M<FCPT47=<L=T?:7

F@54E

D

.MC<E,Ej,M

试剂盒反转录合成
F@54

#进行
U

7=]?:7

分析#参考试剂盒说明书建成
"#

%

(

反应体系#

反应条件为
XSe

预变性
"G,.

#

XSe

变性
"#E

#

Sbe

退火
Q#E

#

%"e

延伸
Q#E

#共
R#

个循环#延伸阶段收集信

号#从
Sbe

到
XSe

#采集熔解曲线荧光信号(选取其中
"

个差异表达基因#利用
?L,G<L?L<G,<L&!#

软件分别

设计差异表达
\P=E

正'反向引物#以马铃薯持家基因
82GC?#.'

为内参#做
Q

次重复计算基因的相对表达量$表

$

%(

表
$

"

所用引物序列

J>,36$

"

9@;=6@:5:67;81066+

2

6@;=681:

引物名称
=C<

K

L,G<L.-G<

正向引物序列
Sd'QdB8LO-LIE<

U

9<.F<

反向引物序列
Sd'Qd7<W<LE<E<

U

9<.F<

82GC?#.' :4:=:4:==66=6646664:= =66:46446:=6=:466=44:6

T$Q =6=4444:64:66::46= :466444:46:=4=64::

\P=$

U

7=]?:7 =:==64=66:=4=664=4:6 :=:==:=446==4664:46=:=

\P="

U

7=]?:7 ::=64=6:66==4=646=4 64=:==66=66=46=46:4

-

"

结果与分析

图
$

"

马铃薯块茎
OKC

电泳

H;

?

&$

"

J<1>3OKC16:167,

*

>

?

>@<:6

?

63

"""

T

"

@54G-LY<L

&

$

!

Q

"驱动组总
754@L,W<LM8M-H754

&

R

!

&

"试验

组总
754=<EM<LM8M-H754!

-!$

"

754

的分离与质量检测

图
$

是用
).W,ML8

/

<.

公司
=L,Z8H

试剂盒提取马铃

薯叶片总
754

#总
754

经
$a

琼脂糖凝胶电泳检测#

其
"bP

和
$bP754

带型清晰可见#且比例适当#表明

总
754

质量好'纯度高#满足文库构建的要求(以该

754

作模板#以
>H,

/

8I=$b

为引物进行反转录获得

第一链
F@54

#再进一步合成双链
F@54

用于后续实

验(

-!-

"

双链
F@54

酶切效果检测

为了验证长片段双链
F@54

是否被充分消化成小片段#用
$a

琼脂糖凝胶电泳检测酶切前后的双链
F@54

#

酶切前双链
F@54

分布在
$##

!

"###J

K

$图
"

"

(-.<$

#

Q

%#经高频四碱基内切酶
7E-

'

酶切后#双链
F@54

分布

范围明显下移$图
"

"

(-.<"

#

R

%#说明
7E-

'

已将较长的双链
F@54

消化成带有粘性平末端的小片段#达到了实验

预期#保证了实验操作的准确性(

RS$

4:=4?74=4:*(=*74\P)5):4

$

"#$%

%

[8H!"&

#
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-!E

"

接头连接及连接效率检测

图
-

"

双链
)!KC

酶切效果验证

H;

?

&-

"

7:Q)!KC684

*

=67;

?

6:1;<86AA;);68)

*

"""

T

"

@54G-LY<L

&

$

#

Q

"未经过
7E-)

酶切的驱动组双链
F@54

'试验组

双链
F@54@L,W<LIE

'

F@54-.I=<EM<LIE

'

F@54

&

"

#

R

"经过
7E-)

酶切

的驱动组双链
F@54

'试验组双链
F@54@L,W<LIE

'

F@54-.I=<EM<LIE

'

F@54-NM<L7E-)I,

/

<EM,8.!

图
E

"

接头连接效果
9NO

验证

H;

?

&E

"

!616)1;<8<A3;

?

>1;<86AA;);68)

*

<A>7>

2

1<@

"""

T

"

@54G-LY<L

&

$

#

"

"与接头
$

的连接产物
(,

/

-E<IO,MC-I-

K

M8L$

&

Q

!

&

"与接头
"7

的连接产物
(,

/

-E<IO,MC-I-

K

M8L"7

&

$

#

Q

#

S

"

?:7

?L,G<L$

和
PM=9JH,.Qd

引物组合
?:7

产物
?L8I9FM8N?L,G<L$-.IPM

'

=9JH,.Qd

K

L,G<L

&

"

#

R

#

&

"

PM=9JH,.

引物
?:7

产物
?L8I9FM8NPM=9JH,.

K

L,G<L!

图
F

"

巢式
9NO

产物检测

H;

?

&F

"

K6:1679NO

2

@<75)1:16:167,

*

>

?

>@<:6

?

63

"

IE

'

F@54

与接头连接效率的高低是决定抑制性

消减杂交成败非常关键的一步(将经酶切验证可用的

实验组双链
F@54

分成两份#分别连接接头
4I-

K

M8L

$

和
4I-

K

M8L"7

以便于后续的消减杂交(连接产物

分别用试剂盒提供引物
?L,G<L$

和马铃薯持家基因

82GC?#.'

反向引物组合以及马铃薯持家基因
82GC?

L

#.'

正反向引物组合$扩增片段内不含
7E-)

酶切位点%

进行
?:7

扩增检测(结果显示$图
Q

%#持家基因的
Qd

反向引物与接头的外侧引物
?L,G<L$

组合的扩增片

段$连接接头的
?:7

产物%大于
82GC?#.'

正反向引物

组合的扩增片段#与预期结果一致(

-!F

"

巢式
?:7

产物检测

消减杂交后富集的差异表达基因片段再经过两次

?:7

扩增#第
$

次仅末端具有不同接头的双链
F@54

呈指数扩增#在第
"

次巢式
?:7

将进一步降低背景和

富集差异表达序列(实验结果显示#第
"

轮巢式
?:7

在扩增到
$S

个循环时已经有较多的扩增产物出现#大

小分布在
$##J

K

到
S##J

K

之间$图
R

%#可以保证后续

实验的顺利进行(

-!G

"

消减效率的
?:7

分析

用马铃薯内标基因
82GC?#.'

引物进行
?:7

验证

消减效率#结果显示在消减杂交产物中均不能扩增出

目标产物#而非消减杂交对照组在
""

个循环就有目标

条带出现$图
S

%#说明本实验消减杂交成功#消减效率

较高(

-!'

"

阳性克隆的获得与筛选

"

次
?:7

产物纯化后连接到克隆载体
K

*:G

'

=

后转化大肠杆菌感受态细胞
@3S

#

#转化后涂布在含

有
0'

/

-H

和
)?=6

的
4G

K

抗性
(̂

平板上生长
$&C

#

将其于
Re

放置
"RC

后#挑选白斑于液体
(̂

培养基

培养
$#C

(以菌液为模板
?:7

鉴定阳性克隆结果显

示#在随机挑选的
"b

个克隆中#阳性克隆为
"%

个#片

段大小分布在
"##J

K

到
&##J

K

之间$图
&

%#阳性重组

率大于
XSa

#满足随机挑选克隆测序要求#从而成功建立了马铃薯淀粉合成积累相关抑制消减杂交文库(

-!.

"

差异表达
\P=E

测序与分析

根据所获得的
?:7

产物大小随机挑选了
Xb

个阳性克隆经
?:7

验证后送交上海生工测序后#将测序结果用

[<FM8LPFL<<.

分离出载体序列#再对
\P=

序列进行比对后获得
RS

条非冗余序列#再用
MJH-EM_

$

P<-LFCML-.EH-M<I

.9FH<8M,I<I-M-J-E<9E,.

/

-ML-.EH-M<I.9FH<8M,I<

U

9<L

D

%进行同源性分析基因功能(结果显示$表
"

%#

RS

条非冗

余序列中有
X

条序列尚无同源序列#

$R

条序列属于马铃薯病毒基因片段#此外还有与植物抗病毒相关
(77

类转

录因子'衰老相关基因等#说明本文库质量较高#差异表达基因与马铃薯病毒致病及防御过程密切相关(
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图
G

"

消减效率的
9NO

检测

H;

?

&G

"

O675)1;<86AA;);68)

*

,

*

9NO>8>3

*

:;:

"

T

"

@54G-LY<L

&

3

"

3

"

>

&

$

"消减组
F@54P9JML-FM<IF@54

&

"

"未消减
F@54*.E9JML-FM<IF@54

&

$b:

!

Q":

"循环数
:

D

FH<E.9GJ<L!

图
'

"

阳性克隆
9NO

筛选电泳

H;

?

&'

"

9NO

2

@<75)1:<A

2

<:;1;M6)3<86:B0;)0B6@6:636)167@>87<=3

*

"

T

"

@54G-LY<L

&

3

"

3

"

>

&

$

!

$R

"

?:7

扩增的插入片段
=C<?:7

K

L8I9FME8NMC<,.E<LME!

表
-

"

非冗余序列
[3>:1

注释结果

J>,36-

"

K<8@67587>81:6

X

568)6[3>:1>88<1>1;<8@6:531:

Ĥ-EM

同源基因

Ĥ-EMC8G8H8

/

89E

/

<.<

\P=E

数目

\P=E

.9GJ<L

5:̂)

登录号

5:̂)7<N<L<.F<

P<

U

9<.F<

Ĥ-EM

同源基因

Ĥ-EMC8G8H8

/

89E

/

<.<

\P=E

数目

\P=E

.9GJ<L

5:̂)

登录号

5:̂)7<N<L<.F<

P<

U

9<.F<

马铃薯病毒基因
?8M-M8W,L9E

/

<.< $R 1?

3

##&S""RQR!$

核糖体
754 % j?%$b&"%!$

1?

3

##&S""RQS!$ 7,J8E8G-H754 1?

3

##X$#b"R"!$

1?

3

##&S""RQ&!$ 07

3

##$&&XS&S!$

1?

3

##&S""RQ%!$ jBRX"&XR!$

1?

3

##&S""RQb!$ \*#"X&SQ!$

1?

3

##&S""RQX!$ 41R&S%QX!$

1?

3

##$$&SQ#S!$

乙酰乳酸合成酶基因
4F<M

D

HE

D

.MC<M-E<

/

<.<" 0T

3

##&Q&$&%b!"

46PS&XX$!$ 3T$$R"%S!$

衰老相关
P<.<EF<.F<

'

L<H-M<I R 4:4Q#Q#$!$

蛋白酶抑制剂
?L8M<-E<,.C,J,M8L $ j+%bb$&$!$

0?

3

#$QRRQ##S!$

角质形成蛋白
j<L-M,.8F

D

M<

K

L8M<,. $ 0T

3

##&QS$#&b!"

0?

3

#$QRR"X&X!$

泛素载体蛋白
*J,

U

9,M,.F-LL,<L

K

L8M<,. $ 5T

3

##$"bb""%!$

B'J8_

!

(77'L<

K

<-M $ 0T

3

##&QRbb$"!" T,EF754 T,EF<HH-.<89E754 Q 07

3

##$RS%Qbb!$

醛脱氢酶家族
4HI<C

D

I<I<C

D

IL8

/

<.-E< $ 0T

3

##&QR"b&Q!" 07

3

##$R%QQ&R!$

@54

聚合酶
@54

K

8H

D

G<L-E< $ ;?

3

#SQ"Q&"bS!$ 07

3

Q&bSX#!"

未知功能基因
B9.FM,8.-H9.Y.8O. X ]

-!(

"

差异表达基因
7<-H

'

M,G<?:7

验证

选取文库中出现频率较高'片段较长而易于设计引物的
"

个
\P=E

"一个是与植物抗病毒相关
(77

类蛋白基

因$

\P=$

%#一个是
Ĥ-EM

比对无同源序列的
\P=

$

\P="

%(用
U

7=]?:7

技术#检测上述
\P=E

代表的基因在马

铃薯病毒侵染前后的表达情况(结果发现#这两个
\P=E

在脱毒种苗中表达量很低或者几乎没有表达#但是在感

染病毒的植株中表达水平急剧升高$图
%

%#两个
\P=E

在病毒侵染前后的相对表达量差异均达到了极显著水平

&S$

4:=4?74=4:*(=*74\P)5):4

$

"#$%

%

[8H!"&

#

58!$"



$

Q

\P=$

h#!###"$X

$

#!#$

#

Q

\P="

h#!###Qb

$

#!#$

%#这

图
.

"

差异表达
RLJ:

的
X

OJS9NO

验证

H;

?

&.

"

>̂3;7>1;<8A<@1067;AA6@681;>36+

2

@6::;<8

RLJ:,

*X

OJS9NO

"""

\P=$

"

(77

类转录因子
(77M

DK

<ML-.EFL,

K

M,8.N-FM8L

&

\P="

"未知功

能基因
B9.FM,8.-H9.Y.8O.

/

<.<!

初步说明上述两个
\P=E

所代表的基因参与了马铃薯

对病毒侵染胁迫的应答反应(

E

"

讨论

E!$

"

PP3

文库的构建

基因的差异表达是调控生命活动的核心#通过比

较同一植物组织在不同的病理条件下的基因表达差异

是揭示植物病害致病机理及植物对病害防御机理的重

要手段#抑制消减杂交技术的应用加快了基因差异表

达分析的速度)

$&

*

(目前为止#抑制消减杂交技术已广

泛应用于植物抗逆'抗病及生长发育相关领域)

$$'$S

*

#但

在马铃薯病毒病入侵及抗病机理方面还没有相关研究

报道(本研究以马铃薯病毒病携带植株的
754

为试验组$

=<EM<L

%'脱毒种苗
754

为驱动组$

@L,W<L

%#构建了马

铃薯病毒诱导应答基因抑制消减杂交
F@54

文库#筛选出病毒入侵前后的差异表达基因#为进一步深入研究马

铃薯病毒入侵机制#克隆马铃薯抗病毒基因并利用基因工程手段创制抗病毒马铃薯新种质奠定了基础(

但是抑制消减杂交技术也存在着一些不足#如"对实验材料的需求量较多#不适于来源困难的样品&得到的

F@54

是限制酶消化后的小片段#进一步研究还需要扩增全长序列&要求对比实验组之间的差异性较低等(此

外#实验本身的技术环节也存在不足#如酶切不完全'

F@54

与接头的链接效率不高等#都会降低消减效率#致使

消减结果存在一定的假阳性(在本文库的构建过程中#在每一个关键环节都进行了相应的验证#保证了实验结果

的可靠性#差异表达
\P=E

测序结果显示文库内含有较多的病毒基因片段#选取的两个差异表达
\P=E

在病毒浸

染后的相对表达量均显著提高#说明该消减文库构建比较成功#文库内包含的
\P=E

应该都是实验组所特有的基

因片段(

E!-

"

马铃薯抗病毒基因的筛选

由于马铃薯在生产中造成产量下降的一个主要原因就是种薯感染病毒后导致的#再加上脱毒种薯的生产成

本较高#因此#科学家一直在致力于抗病毒马铃薯新品种的培育)

$%

*

(而由于转基因技术的独特优势#科学家们也

利用了多种转基因策略创制抗病毒马铃薯新种质#尤其是在马铃薯中表达病毒外壳蛋白基因和利用病毒反义

754

技术创制抗病毒种质方面开展了较多的研究)

$b'"Q

*

#然而大多收效甚微或只能对一种病毒具有较好的效果#

应用价值不高(因此#缺乏有效的抗病毒基因是利用基因工程技术培育马铃薯抗病毒品种多面临的最大困难(

7

基因能够赋予植物对病毒'细菌'真菌等多种病原物的抗性#这种主动抗性依赖于寄主的
7

基因产物与病

毒编码的无毒因子$

4WL

%之间的特异性识别#是目前为止所知道的能够赋予植物抗病性最好的基因)

"R

*

(目前克

隆鉴定出来的植物抗病毒
7

基因中#绝大多数都是属于
5̂ P'(77

蛋白#这类蛋白因为都有保守的核酸结合位点

$

.9FH<8M,I<J,.I,.

/

E,M<

#

5̂ P

%和亮氨酸重复结构域$

H<9F,.<

'

L,FCL<

K

<-ME

#

(77

%而得名)

"S'"&

*

(

5̂ P'(77

类基因

是在植物中发现的成员最多'多样性最丰富的基因家族之一#很多植物的基因组中含有很多个
5̂ P'(77

蛋白家

族成员#有报道指出二倍体栽培种马铃薯基因组中含有
%Qb

个部分和完整的
5̂ P'(77

序列)

"%

*

(目前从马铃薯

中已克隆两个抗
?[0

基因
7_$

和
7_"

#它们均编码
::'5̂ P'(77

类型蛋白#特异性识别
?[0

的外壳蛋白$

F8-M

K

L8M<,.

#

:?

%#两者核酸序列也高度同源#转基因烟草和马铃薯也表现出了对
?[0

的极端抗性)

"b'Q#

*

(

本研究所构建的马铃薯病毒诱导应答基因
PP3

文库中就包含有一个具有亮氨酸重复结构域的
(77

类蛋白

基因#经
7<-H

'

M,G<?:7

分析结果表明#该基因在不感染病毒的马铃薯植株中不表达#感染病毒植株中高表达(

因此#该基因很可能是一个新的马铃薯抗病毒
7

基因#值得进一步深入研究(
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