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  摘要:为了研究高压处理对高等植物基因表达的影响,以萌发过程中经高压处理后的水稻

种子的mRNA作为检测子(Tester),以对照样品的 mRNA作为驱动子(Driver),采用抑制差

减杂交(SSH)结合镜像选择技术(MOS)构建了高压处理后水稻种子萌发过程中诱导表达的

差减cDNA文库,并通过蓝白斑筛选获得了580个重组克隆。菌液PCR检测结果表明,这些

克隆中的插入片段的大小主要分布在200~1000bp之间,平均大小约为575bp,其中单一扩

增条带的有效重组克隆数为542个,有效的重组克隆率为93.3%。对部分重组克隆进行测序

发现,受高压诱导表达的基因主要涉及到代谢、胁迫响应、转录调控等方面。为高压处理后水

稻种子基因表达模式变化的研究打下了基础。
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1 引 言

  高压生物学是由高压物理学和生物学发展起来的一门新的交叉学科。近年来,随着高压物理学技

术的进步和分子生物学技术的发展,高压生物学已成为一个新的研究热点[1]。高压能对生物体产生强

烈的胁迫效应,高压处理能改变生物体的染色质的结构[2],影响遗传物质DNA的完整性[3],并能引起

酵母、大肠杆菌等微生物基因表达模式的改变[4-6]。
近年来,高压作为一种新的诱变源被引入到高等植物水稻的诱变育种研究中。李桂双等研究发现,

高压处理可以诱导水稻在当代及后代中发生株高、分蘖数、生长期、叶鞘及籽粒颜色等性状的变异,并获

得了一系列可稳定遗传的突变体[7]。目前,对高压影响水稻生长发育及诱发水稻产生变异的机理研究

报道甚少。在转录水平上研究高压处理后水稻种子中基因表达模式的变化,能为高压作用的机理研究

提供有意义的信息。本研究以未经高压处理和经75MPa高压处理后的水稻种子为实验材料,采用抑

制差减杂交 (SuppressionSubtractiveHybridization,SSH)结合镜像选择技术(MirrorOrientation
Selection,MOS),首次成功地建立了高压处理后水稻种子萌发过程中诱导表达的差减cDNA文库,并
对文库中的部分重组克隆进行了测序分析。本实验为研究高压对水稻的生物学效应和在高压处理后基

因表达模式的变化提供了重要的信息。
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2 材料与方法

2.1 植物材料与高压处理

  以水稻籼稻品种粤丰占的种子为实验材料。水稻种子在30℃浸种12h后,将种子分为2份,分别

用装满水的小塑料袋密封,将一部分种子置于常压(0.1MPa)下作为对照,另一部分种子在75MPa的

高静水压下进行处理,12h后取出对照及高压处理后的种子进行液氮速冻处理,并储藏于-70℃的冰

箱中备用。

2.2 试剂

  植物“RNAOUT”试剂盒购自天泽基因公司,FastTrack® AGmRNAIsolationKits购自Invitrogen公

司,BDPCR-SelectcDNASubtractionKit购自Takara公司,pGEM T-easyVector购自Promega公

司,DNAMarker和DNAPolymerase购自Takara公司,其余的常规试剂均为国产或进口的分析纯试剂。

2.3 总RNA的提取

  水稻种胚总RNA的提取采用天泽基因公司的植物“RNAOUT”试剂盒,具体方法参考操作说明书。

2.4 mRNA的分离

  采用FastTrack® MAGmRNAIsolationKits试剂盒分离水稻种胚mRNA,具体步骤参考说明书。

2.5 抑制差减杂交

  抑制差减杂交根据Takara公司的BDPCR-SelectcDNASubtractionKit的操作说明书进行。分

别取2μg对照及高压处理后水稻种胚的mRNA,以高压处理的样品mRNA作为检测子(Tester),以对

照样品的mRNA作为驱动子(Driver),逆转录合成cDNA,并将cDNA进行RsaⅠ酶切,酶切产物纯化

后分别连接不同的接头Adaptor1和Adapter2R,并将这两种连接不同接头的cDNA按照操作步骤进行

两轮杂交和两轮PCR扩增。

2.6 镜像选择(MOS)
  具体实验步骤参考Rebrikov等[8]的方法。分别取150ng经过两轮PCR扩增后的产物,用SmaⅠ
酶在37℃消化3h,消化产物纯化后在68℃进行4h的 MOS杂交,然后采用巢式引物 NP2Rs
(5’-GGTCGCGGCCGAGGT-3’)进行扩增。

2.7 差减文库的构建

  将经镜像选择后的产物连接到pGEMT-easy载体上,通过热击法转化到大肠杆菌JM109中,形成

cDNA质粒文库,并涂于含Amp的LB/X-gal/IPTG的培养基上,通过蓝白斑筛选阳性克隆。超级感受

态的制备及大肠杆菌的转化等方法参考《分子克隆实验指南》[9]上的方法进行。

2.8 重组子的PCR检测鉴定

  挑取转化平板上的白色菌落至1mL的添加Amp的LB培养基中,37℃摇菌培养20h后,取1μL
的菌液为模板,以NP2Rs引物进行PCR反应检测插入的片段。

2.9 重组克隆的测序与序列同源性比对

  从SSH-cDNA差减文库中随机挑出63个重组克隆,寄送到上海生工生物工程技术服务有限公司

进行序列的测定,将所获得的序列在NCBI数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)中与收录的序列

进行同源性检索比对。

3 实验结果

3.1 种子总RNA的质量

  由于水稻种子中多糖含量较高,为较高质量总RNA的提取带来一定的困难,使用常规的Trizol等

试剂提取的RNA难以满足实验的需要。
在本实验中,采用天泽基因公司的植物“RNAOUT”试剂盒提取种子总RNA。提取的RNA经分

光光度计检测,OD260/OD280的值在1.8~2.2之间,说明提取的RNA纯度较高;1%琼脂糖凝胶电泳

173 第4期         刘勋成等:水稻种子萌发期高压诱导的SSH-cDNA文库构建与分析



检测结果(图1)表明,提取的总RNA未出现明显的降解,呈明显的28S、18S条带,证实提取的RNA完

整性较好。

3.2 mRNA的质量

  采用Invitrogen公司的FastTrack® mRNA分离试剂盒分离 mRNA。分离的 mRNA用1%琼脂

糖凝胶电泳进行检测,电泳图谱(图2)表明分离的mRNA呈弥撒状分布,无明显的18S、28S亮带,大小

主要分布在100~1500bp之间。

图1 水稻种子总RNA电泳图谱

(1.对照种子的RNA;

2.经高压处理的种子的RNA)

Fig.1 ElectrophoresispatternoftotalRNAofriceseeds
(1.TotalRNAofcontrolseeds;

2.TotalRNAofhighpressuretreatedseeds)

图2 分离的 mRNA电泳图谱

(M.2kbRNAladder;1.对照种子的 mRNA;

2.经高压处理的种子的 mRNA)

Fig.2 ElectrophoresispatternofisolatedmRNA
(M.2kbRNAladder;1.mRNAofcontrolseeds;

2.mRNAofhighpressuretreatedseeds)

3.3 抑制差减杂交第一轮及第二轮PCR结果

  图3、图4所示分别为抑制差减杂交后的第一轮及第二轮PCR的电泳检测结果。由图3可以看出,
经过第一轮PCR扩增后,经差减杂交的cDNA样品的电泳条带较弱,大小主要分布在200~1500bp之

间,而未经抑制差减杂交的cDNA的条带较亮,且大小的分布明显超出200~2000bp的范围。从图4
可以看出经过第二轮PCR后,在差减杂交样品的电泳图谱中可以看到数条隐约可见的条带,而未差减

的cDNA样品则呈现弥散状分布,无明显的特异条带扩增。说明在本实验中,经差减杂交的cDNA样

品在经过两轮PCR扩增后非目的片段大大减少,差异表达的cDNA得到有效地富集和扩增。

图3 cDNA第一轮PCR后的质量检测

(M.DL2000Marker;

1.差减杂交后的第一轮PCR结果;

2.未经差减杂交后的第一轮PCR结果)

Fig.3 DetectionofcDNAafterfirstPCR
(M.DL2000Marker;

1.ThefirstPCRproductsofsubtractedsample;

2.ThefirstPCRproductsofcontrolseeds)

图4 cDNA第二轮PCR后的质量检测

(M.DL2000Marker;

1.差减杂交后的第二轮PCR结果;

2.未经差减杂交后的第二轮PCR结果)

Fig.4 DetectionofcDNAaftersecondPCR
(M.DL2000Marker;

1.ThesecondPCRproductsofsubtractedsample;

2.ThesecondPCRproductsofcontrolseeds)
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3.4 镜像选择后cDNA文库的检测

图5 镜像选择后差减cDNA文库的检测

(M.DL2000Marker;1.抑制差减杂交的cDNA经过

MOS反应后的产物;2.抑制差减杂交后的cDNA)

Fig.5 DetectionofsubtractedcDNAlibraryafterMOS
(M.DL2000Marker;1.TheproductsofsubtractedcDNAlibrary
afterMOS;2.TheproductsofsubtractedcDNAlibrary)

  图5所示为抑制差减杂交的cDNA
经过 MOS反应和未经 MOS反应的电泳

图。结果显示使用 MOS技术对抑制差减

杂交得到的cDNA样品进行处理后,电泳

图谱中背景分子显著减少,同时出现了明

显的条带,说明差异表达的cDNA被进一

步地富集。

3.5 重组子的PCR检测结果

  差 减 杂 交 后 的 产 物 连 接 到 pGEM
T-easy载体并转化到大肠杆菌JM109后,
通过蓝白斑筛选得到580个重组克隆。图

6所示为重组克隆的菌落PCR检测的电泳结果。电泳图谱显示,这些重组克隆中插入片段的大小不

等,分布在200~1000bp之间,插入片段的平均大小约为575bp。经统计,在筛选的580个克隆中,

PCR检测结果为单一扩增条带的有效克隆数为542个,占全部克隆的93.4%。

图6 部分重组子的PCR鉴定(M.DL2000Marker;1~48.筛选出的重组克隆)

Fig.6 IdentificationofsomerecombinantsbyusingPCR(M.DL2000Marker;1~48.Selectedrecombinantclones)

3.6 cDNA文库重组克隆的测序结果

  在高压诱导表达的cDNA文库中,随机挑取了63个重组克隆进行测序,得到了30个有效的cDNA
序列(见表1),其中17个为功能已知的基因序列,11个为未知功能的基因序列,另外2个与已知的

cDNA序列同源性很低。由表1可以看出,这些已知的受高压诱导表达的基因主要涉及到代谢、胁迫响

应、转录调控等方面。
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表1 高压诱导表达的基因

Table1 Genesinducedbyhighhydrostaticpressure

CloneID Length/(bp) Accessionnumber Homology                

Metabolism
(Carbohydrate
metabolism,
proteinstorage
andbiosynthesis)

H47
H120
H139
H149
H388
H416

530
501
509
920
340
470

X05662
AB016501
AJ251899
AAR13692
AF156714
AF194115

GlutelintypeⅠ
Glutelin
S-adenosylmethioninedecarboxylase2
Fe2+dioxygenase-likeprotein
Prolamin(RP5)gene
Prolamin7gene

Defenseresponse
(Responseto
oxidation,protein
ubiquitination)

H9
H102
H105
H342
H407
H513
H532
H545

456
728
434
324
278
951
741
500

AK103694
D01000
AB059239
AF198626
AAU14999
AF184280
AK121978
AK101323

GlyoxalaseⅠ
Copper/zinc-superoxidedismutase(Cu/ZnSOD)
Glycinerichprotein
Copperchaperone(CCH)
MtN19-likeprotein
Polyubiquitin(RUBQ2)gene
Celldeath-relatedproteinSPL11
Heatshockprotein90(HSP90)

Transcriptional
regulation

H97
H145
H284

934
936
284

AK102071
AJ575228
AK067029

Arginine/serinerichsplicingfactor1
TA4protein
ADP-ribosylationfactor

Unknown
protein

H128
H232
H274
H334
H335
H370
H394
H467
H469
H473
H490

332
328
556
496
341
1150
496
521
802
591
662

ABF95824
AK072775
AK066751
AK240743
AP008214
AAV44205
AK122111
AK073700
AK066751
AK067080
AK067980

Novelgene
H259
H557

335
254

4 讨 论

  抑制差减杂交是Diatchenko等人[11]在1996年将杂交和PCR技术完美结合起来而建立的一种新

的筛选差异表达基因的技术,此技术应用两次差减杂交和两次抑制性PCR,在差减杂交过程中使丰度

不同的cDNA拷贝数趋于均衡,保证了较低丰度的差异表达基因也能得到有效地扩增。抑制差减杂交

技术与其它差异基因分离方法如 mRNA 差异显示(DDRT-PCR)、cDNA 代表性差异分析(cDNA-
RDA)和cDNA扩增片段长度多态性(cDNA-AFLP)等技术相比具有灵敏度高、假阳性率较低的特点,
表现出了独特的优越性[10-12]。

在本实验中,经过第一轮PCR扩增后,检测发现未经抑制差减杂交的cDNA样品的条带较亮,且
大小的分布超出200~2000bp的范围,而经差减杂交的cDNA样品的电泳条带明显较弱,其大小主要

分布在200~1500bp之间,说明在第一轮PCR扩增后经差减杂交的样品中非目cDNA片段的相对含

量大大减少;经过第二轮的PCR扩增后,检测发现未差减的cDNA样品呈现弥散状分布,而在经差减

杂交样品的电泳图谱中可以看到数条隐约可见的条带,说明高压诱导表达的基因得到有效的富集和扩

增。本研究证实了抑制差减杂交是一种有效的分离差异表达基因的方法。
镜像选择技术是 Rebrikov等人[8]提出的一种能有效降低或消除SSH文库中非差异表达的转录本

背景克隆(假阳性克隆)的方法,该技术基于目标克隆和背景克隆的差异(每种背景克隆分子都只有一个
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与SSH中两个不同的接头序列相应的方向,而真正差异表达的目标cDNA片段都具有两个序列方向)
能选择性的剔除差减cDNA文库中的假阳性克隆。在本实验中,我们将镜像选择技术作为抑制差减杂

交技术的一种改进措施,首次应用到高压处理后水稻种子萌发过程中被诱导表达的cDNA文库的构建

中。实验结果表明,差减杂交后的cDNA样品在经过镜像选择处理后,电泳图谱中出现了明显的条带,
且差减cDNA文库中的背景分子显著地减少,说明镜像选择处理降低了高压诱导表达的差减cDNA文

库的假阳性率。
在本研究中,我们利用抑制差减杂交结合镜像选择技术首次成功地构建了高压处理后水稻种子萌

发过程中被诱导表达的cDNA文库,并通过筛选获得了580个重组克隆,随机的挑取了63个重组克隆

进行测序,得到了30个有效的cDNA序列,序列比对分析表明这些受高压诱导表达的基因主要涉及到

代谢、胁迫响应、转录调控等方面。

4.1 高压诱导代谢相关基因的表达
  在本研究中,受高压诱导表达的与代谢相关的基因主要为储藏蛋白代谢相关的基因,包括Glute-
lin、GlutelintypeⅠ、Prolamin和Prolamin7。水稻种子发芽涉及到储藏蛋白的降解和能量的消耗等

一系列复杂的代谢过程。谷蛋白和醇溶谷蛋白是水稻种子中主要的储藏蛋白,分别占种子胚乳谷蛋白

总量的60%~75% 和18%~20%[13]。在种子的发芽过程中,胚乳中的储藏蛋白降解为氨基酸和其它

的简单化合物,以提供呼吸和其它代谢途径的能量[14]。在本研究中,在75MPa的高静水压处理后,水
稻种子中一些储藏蛋白代谢相关基因的表达模式发生了变化,4个储藏蛋白合成相关的基因Glutelin、
GlutelinTypeⅠ、Prolamin和Prolamin7的表达上调,该结果表明高压处理可能抑制了种子中储藏蛋

白的降解,从而减少了发芽过程中能量的供应而抑制了种子的发芽。我们在前期的实验中也发现,在高

压处理后,水稻种子的发芽率和成苗率降低,这可能与高压抑制储藏蛋白降解有关[15]。本研究为合理

解释高压处理后,水稻种子发芽率和成苗率降低的原因提供了重要信息。

4.2 高压诱导胁迫响应相关基因的表达
  在本研究中,在高压诱导表达的cDNA文库中还获得了8个与胁迫响应相关的基因,这些基因包

括GlyoxalaseⅠ、Cu/ZnSOD、CCH、GlycineRichProtein、MtN19-LikeProtein、HSP90、Polyubiq-
uitin和CellDeath-RelatedProtein。在这些基因中,Cu/ZnSOD和CCH 为氧化胁迫相关的基因,
Cu/ZnSOD属于金属酶家族基因,催化超氧阴离子形成O2 和H2O2,该基因的功能在于清除细胞中的

过量的氧化自由基,从而保护细胞防止氧化损伤[16]。CCH是一种金属酶分子伴侣,该基因能键合Cu
离子并传递给Cu/ZnSOD,在抗氧化代谢途径中起到重要作用[17]。Cu/ZnSOD和CCH的诱导表达

表明,高压处理过程中,水稻种子中可能发生了活性氧的积累和氧化损伤事件。
另外,在我们选取的测序的重组克隆中,得到了11个功能未知的基因序列,这些序列功能的探明能

为高压引起的生物学效应提供更多的信息,后续工作尚在进行之中。
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ConstructionandAnalysisofSSH-cDNALibraryInducedby
HighPressureinRiceSeedsduringGermination

LIUXun-Cheng1,2,ZHANGMei1,DUANJun1

(1.SouthChinaBotanicGarden,ChineseAcademyofSciences,Guangzhou510650,China;

2.GraduateUniversityofChineseAcademyofSciences,Beijing100039,China)

Abstract:Inordertostudytheeffectofexpressionpatternofhighhydrostaticpressureonhighplant,
aSSH-cDNAlibrarywasconstructedwithricegerminatingseedsinthispaper.Suppressionsubtrac-
tivehybridization(SSH)incombinationwithmirrororientationselection(MOS)wasperformed
usingthemRNAfromricegerminatingseedstreatedby75MPahighhydrostaticpressureastester
andthemRNAfromcontrol(seedsuntreatedbyhighhydrostaticpressure)asthedriver.580recom-
binantcloneswerepickedthroughblue/whitescreening.PCRdetectionoftherecombinantclones
showedthatthesizeofinsertsmainlyrangedfrom200bpto1000bp,andtheaveragesizeofthesein-
sertswereabout575bp.Amongthe580recombinantclones,542clones(93.3%)wereidentifiedtobe
effectivesinglebandones.Aftersequencingsomeoftherecombinantclones,itwasfoundthatthe
genesinducedbyhighhydrostaticpressureweremainlyinvolvedinmetabolism,stressresponseand
transcriptionalregulation.Theresearchpavedthewayforstudyingthegeneexpressionpatternsof
riceseedsrespondingtohighhydrostaticpressure.
Keywords:highhydrostaticpressure;suppressionsubtractivehybridization(SSH);rice
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