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糜子干旱后复水过程中基因表达谱的初步分析
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　　[摘　要 ]　为探索在干旱后复水条件下糜子抗旱种质的基因表达特点, 寻找与其复水后快速恢复生长相关的

基因, 利用抑制消减杂交 (Supp ressive sub traction hybridization, SSH ) 技术, 以糜子干旱后复水处理叶片的 cDNA

为 tester, 干旱胁迫处理叶片的 cDNA 为 driver, 构建了一个抑制消减杂交文库。在文库中随机选取 100 个克隆 (插

入片段≥250 bp ) 测序, 所获序列去除载体、引物及接头序列后, 利用N CB I 的BLA ST 序列比对分析软件分别对

GenBank 的 dbEST 数据库和非冗余蛋白数据库进行序列比对分析。序列同源性分析显示, 文库中序列的同源基因

主要以与新陈代谢、能量代谢、转录、蛋白加工、细胞信号转导及细胞组分生物合成相关的基因为主, 其中以新陈代

谢及细胞组分生物合成相关的基因数最多, 分别占到与已知蛋白同源的 EST 的 22. 4% 和 10. 3%。表明植物在干旱

后复水条件下产生一系列的信号传导, 同时启动相应的转录机制, 激活响应基因的表达, 以适应逆境的改变。
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Abstract: In o rder to invest iga te the gene exp ression p rofile of b room co rn m illet (P an icum m iliaceum

L. ) under the condit ion of rehydra t ion after seriou s drough t and find ou t the key genes rela ted to the re2
covering grow th, a sub tracted cDNA lib rary of b room co rn m illet w as con structed by m ean s of Supp ressive

Sub tract ion H yb rid iza t ion (SSH ). T he cDNA of b room co rn m illet seedling leaves du ring rehydra t ion after

seriou s drough t w as u sed as the tester and cDNA from seriou s drough t w as u sed as the driver. O ne hundred

clones w ith in sert ion equal o r over 250 bp w ere random ly p icked and sequenced. T hen the sequences of vec2
to r, p rim ers and adap ters w ere removed from the EST sequences. T he EST sequences w ere sub jected to

conduct sim ilarity searches w ith B last of N CB I to dbEST and non2redundance p ro tein database in N CB I.

T he B last resu lt show ed that the genes exp ressed du ring rehydra t ion of seriou s drough t in b room co rn m il2
let m ain ly invo lved genes rela ted to m etabo lism , energy tran sfo rm at ion, t ran scrip t ion, p ro tein p rocessing,

cellu lar comm un icat ion and signal t ran sduct ion, as as w ell b iogenesis of cellu lar componen ts, the mo st
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genes w ere tho se rela ted to m etabo lism and b iogenesis of cellu lar componen ts, ho ld ing 22. 4% and 10. 3%

in the know n EST of p ro tein homo logy respect ively. T ho se genes w ere suppo sed to p lay impo rtan t ro les

du ring the rehydra t ion p rogress after seriou s drough t and shou ld be fu rther tested. T he research w ill facili2
ta te the iso la t ion and funct ional analysis of the key genes, so as to be u sed in the imp rovem en t of drough t

to lerance of o ther cerea l crop s.

Key words: SSH (supp ressive sub tract ion hyb rid iza t ion) ; b room co rn m illet (P an icum m iliaceum L. ) ;

rehydra t ion; gene exp ression p rofile

　　植物对水分胁迫及胁迫后复水的响应是一个复

杂的过程, 高等植物对水分胁迫2复水响应方式是在

胁迫解除后进行快速生长, 以部分补偿胁迫造成的

损失。W enkert 把水分胁迫后复水引起的生长反应

称为补偿生长 (Compen sato ry grow th) [1 ]。植物干旱

复水后能继续生长是植物的一种基本特性, 它反应

了干旱条件下植物受损结构的复原与活力恢复之间

的平衡[2 ]。目前, 对于植物干旱胁迫后复水的研究主

要集中在生理、生化方面[324 ] , 从分子机制对复水进

行的研究仅限于部分复苏植物及模式植物拟南芥

上[526 ] , 而在作物上的研究尚未见报道。作物抗旱性

的全面衡量应包括作物在干旱情况下的耐受力, 同

时还要考虑水分胁迫解除后的快速修复与生长, 以

获得较好的产量。有关作物在干旱胁迫下的分子响

应机制已有大量的研究[728 ] , 而作为作物适应环境的

另一关键部分, 复水状态下基因表达的研究同样重

要。目前, 已经分离到的受复水诱导的基因有

RD 29A , 12pyrro line252Carboxyla te syn thetase (A t

P 5CS ) 及 p ro line dehydrogenase (A t P roD H ) [9211 ]

等。

糜子是一种C4 途径的禾本科作物, 具有耐旱、

耐贫瘠、高水分利用效率等特点[12 ] , 可作为其他禾

本科作物水分利用效率改良的优异基因资源。抑制

消减杂交 (SSH )技术作为研究基因差异表达的一种

手段, 已经被用于研究多种胁迫条件下的基因表达,

且被证明是较为有效的[728, 13 ]。本研究以糜子干旱后

复水处理叶片的 cDNA 为 tester, 干旱胁迫处理叶

片的 cDNA 为 driver, 构建了一个抑制消减杂交文

库, 对糜子在干旱后复水条件下的基因表达谱进行

了分析, 以期找到一些只在复水中特异表达的基因,

全面了解糜子水分高效利用的机制, 进而为作物抗

旱性的改良服务。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　以西北农林科技大学搜集保存的糜子抗旱种质

印度 790051 为试材, 于温室种植, 待长至四叶时开

始干旱处理。干旱处理 10 d 后, 叶片已全部萎蔫, 剪

取部分干旱处理叶片, 同时留部分干旱处理材料进

行复水, 复水 6 h 后剪取复水处理叶片, 将剪取的叶

片于液氮中速冻, - 70 ℃冰箱保存待用。

1. 2　方　法

1. 2. 1　总 RNA 提取及痕量DNA 的去除　采用

T rizo l 总 RNA 提取试剂 (天为时代, 北京) 提取糜

子叶片的总 RNA。提取的总 RNA 用 D nase I

(T aKaR a, 大连)去除可能存在的痕量DNA。

1. 2. 2　消减 cDNA 文库的构建及阳性克隆的筛选

　以复水处理叶片的 cDNA 为 tester, 干旱胁迫处理

叶片的 cDNA 为 driver, 构建消减杂交文库, 具体过

程参照 C lon tech 公司的 PCR Select cDNA Sub2
t ract ion K it 说明书进行。

消减杂交得到的 cDNA 经二次 (巢式) PCR 扩

增, 所得产物进行纯化浓缩, 与 pGEM 2T Easy 载体

(P rom ega,U SA ) 连接, 化学法转化大肠杆菌感受态

细胞DH 5Α, 以 SP6、T 7 为引物进行菌落 PCR 鉴定。

PCR 反应程序为: 94 ℃预变性 2 m in; 94 ℃ 30 s, 58

℃ 30 s, 72 ℃ 1 m in, 共 35 个循环; 最后于 72 ℃延

伸 5 m in, 反应后于 4 ℃保温。1% 琼脂糖凝胶电泳

检测扩增结果。经鉴定为阳性克隆的菌落加入 500

ΛL 含氨苄的LB 液体培养基, 37 ℃、225 röm in 培养

5～ 8 h, 加入 500 ΛL 30% 甘油, 于- 70 ℃保存。

1. 2. 3　差异片段的序列测定与生物信息学分析　将

PCR 鉴定为阳性的菌落进行过夜培养, 采用H. Q.

&. Q. 质粒微量抽提试剂盒 (优晶, 安徽) 提取质粒,

溶于 50 ΛL ddH 2O 中。测序采用 T hermo Sequence

L abeled P rim er Cycle Sequencing fo r U SB K it

(U SB 78500) 进行 SP6、T 7 双向测序, 测序反应及程

序依照说明书进行。测序反应结束后利用L I2COR

4200 DNA Sequencer (L I2COR 公司, 美国) 进行测

序电泳, e2Seq 软件进行数据收集与序列分析。

将测序得到的 EST 序列去除载体、引物及接头

序列后, 利用N CB I(www. ncb i. n ih. gov)的BLA ST
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序列比对分析软件, 分别对 GenBank 的 dbEST 数

据库和非冗余蛋白数据库序列进行比对分析。

2　结果与分析

2. 1　文库质量检测

　　随机挑取过夜培养的克隆进行菌液 PCR 鉴定

(图 1) , 通过对扩增结果进行统计表明, 所建文库的

阳性克隆率为 72%。文库的插入片段大小分布为

56～ 590 bp , 主要分布在 250～ 500 bp , 平均插入为

239 bp (去除载体及接头序列) , 基本符合 4 碱基酶

切的理论值 (平均 256 bp 有一个理论酶切位点)。在

文库中随机选取了 100 个克隆 (插入片段≥250 bp )

进行测序。测序结果中有 5 条为重复序列, 重复率为

5% , 表明所建文库的质量较好, 可用于后续分析。

图 1　SSH 文库插入片段的 SP6 和 T 7 检测

1～ 19. 随机挑取的克隆;M. DL 2000 M arker (从上到下依次为 2 000, 1 000, 750, 500, 250 和 100 bp)

F ig. 1　 Iden tificat ion of inserted fragm ents of the sub tracted cDNA lib rary w ith SP6 and T 7 p rim ers

1- 19. Random ly p icked clone;M. D l2000 M arker (from above to dow n: 2 000, 1 000, 750, 500, 250 and 100 bp)

2. 2　差异片段的生物信息学分析

根据测序结果去除重复序列, 将获得的非重复

EST 递交 GenBank, GenBank 序 列 号 为 DW 1772742
DW 177367, dbEST - Id 为 34781456234781540。用 N CB I

的BLA ST 序列比对分析软件分别对 GenBank 的

dbEST 数据库和非冗余蛋白数据库序列进行比对。

比对结果 (表 1) 表明, 文库中有 58 条序列与已知蛋

白同源性较高, 16 条序列没有对应的蛋白质序列而

有同源性较高的 EST , 其余的 21 条序列没有同源

性较高的 EST 序列。

将与已知蛋白质同源的序列相关蛋白数据进行

网上功能查询, 将查询结果按照最新植物蛋白质功

能 分 类 ( h t tp: ööm ip s. gsf. deöp ro jöfuncatDB ö

search - m ain - fram e. h tm l)方法进行分类, 结果见表

1。

表 1　不同克隆同源序列基因编码的蛋白及功能分类

T able 1　Gene p roducts of DNA homo logy and function cata log

克隆号
C lone
N o.

同源基因编码蛋白
Gene p roducts of DNA homo logy

同源基因物种
Catego ry of DNA homo logy

功能分类3

Function
catalog3

RS21 S2腺苷2L 2甲硫氨酸合成酶 S2adeno syl2L 2m eth ion ine syn thetase 鸽石斛 D end robium crum ena tum 01

RS25 假响应调控因子 P seudo2response regu lato r 水稻 O ry z a sa tiva 30

RS212 质膜质子输出 P 型A T P 酶
P lasm a2m em brane p ro ton2efflux P2type A T Pase 水稻 O ry z a sa tiva 20

RS217 1, 52二磷酸核酮糖羧化酶ö加氧酶大亚基
R ibu lo se21, 52b ipho sphate carboxylaseöoxygenase large subun it

山罗花M elampy rum p retense 02

RS220 S2腺苷甲硫氨酸依赖的甲基转移酶类似蛋白
SAM 2dependen t m ethyltransferase2like p ro tein

水稻 O ry z a sa tiva 01

RS243 62磷酸果糖激酶 62pho sphofructok inase 拟南芥 A rabid op sis tha liana 01

RS251 小核核蛋白多肽 E Sm all nuclear ribonucleop ro tein po lypep tide E 水稻 O ry z a sa tiva 11

RS262 胚乳C224 固醇转甲基酶 Endo sperm C224 stero l m ethyltransferase 玉米 Z ea m ay s 01

RS268 磷脂氢过氧化物谷胱苷肽过氧化物酶类似蛋白
Phopho lip id hydroperox ide glu tath ione perox idase2like p ro tein

菠菜 S p inacia oleracea 34

RS289 生长素输出载体蛋白家族类似蛋白
A uxin efflux carrier fam ily p ro tein2like

水稻 O ry z a sa tiva 40

RS294 二磷酸2果糖262磷酸, 12磷酸转移酶
D ipho sphate2fructo se262pho sphate 12pho spho transferase

水稻 O ry z a sa tiva 01

RS299 1, 52二磷酸核酮糖羧化酶ö加氧酶小亚基
R ibu lo se21, 52b ispho sphate carboxylaseöoxygenase sm all subun it

小麦 T riticum aestivum 02

38第 3 期 林凡云等: 糜子干旱后复水过程中基因表达谱的初步分析



续表 1　Continued of T ab le 1

克隆号
C lone
N o.

同源基因编码蛋白
Gene p roducts of DNA homo logy

同源基因物种
Catego ry of DNA homo logy

功能分类3

Function
catalog3

RS2116 假定蛋白 H ypo thetical p ro tein 水稻 O ry z a sa tiva 99

RS2120 锌指蛋白 PHD 2finger p ro tein 水稻 O ry z a sa tiva 11

RS2122 乙酰乳酸合成酶A cetohydroxyacid syn thase 玉米 Z ea m ay s 01

RS2139 60 S 核糖体蛋白L 21 60S ribo som al p ro tein L 21 水稻 O ry z a sa tiva 12

RS2144 D EAD öD EA H 框RNA 解旋酶
D EAD öD EA H box (RNA ) helicase, pu tative 水稻 O ry z a sa tiva 40

RS2145 腺嘌呤磷酸核糖转移酶A denine pho spho ribo syltransferase 玉米 Z ea m ay s 01

RS2161 鲨烯单加氧酶 Squalene monooxygenase 水稻 O ry z a sa tiva 01

RS2162 S2腺苷甲硫氨酸合成酶 S2adeno sylm eth ion ine syn thetase 水稻 O ry z a sa tiva 01

RS2166 反转录转座子 Retroelem en t 水稻 O ry z a sa tiva 38

RS2170 肌球蛋白重链M yo sin heavy chain 水稻 O ry z a sa tiva 42

RS2173 类受体蛋白激酶类似物 Recep to r2like p ro tein k inase2like 水稻 O ry z a sa tiva 30

RS2176 光系统Ê 蛋白 K Pho to system Ê p ro tein K; p sbK 水稻 O ry z a sa tiva 02

RS2188 环状锌指蛋白 R IN G zinc finger p ro tein 水稻 O ry z a sa tiva 30

RS2196 细胞质苹果酸脱氢酶 Cytop lasm ic m alate dehydrogenase 玉米 Z ea m ay s 01

RS2199 D naJ 结构域 D naJ dom ain 水稻 O ry z a sa tiva 14

RS2202 糖磷脂酰肌醇锚定蛋白 GP I2ancho red p ro tein 绿豆 V ig na rad ia te 20

RS2219 P i2b 蛋白 P i2b p ro tein 水稻 O ry z a sa tiva 36

RS2229 1 型膜蛋白类似物 T ype 1 m em brane p ro tein2like 水稻 O ry z a sa tiva 42

RS2237 木糖转移酶É Xylo syltransferaseÉ 水稻 O ry z a sa tiva 01

RS2238 Sec24 类似CO PÊ 蛋白 Sec242like CO PÊ p ro tein 拟南芥 A rabid op sis tha liana 14

RS2240 S2腺苷甲硫氨酸合成酶 S2adeno sylm eth ion ine syn thetase 水稻 O ry z a sa tiva 01

RS2243 rRNA 内含子编码的自引导核酸内切酶
rRNA in tron2encoded hom ing endonuclease

水稻 O ry z a sa tiva 11

RS2252 嗜铬粒A T PaseÊ 类似物
Ch rom affin granu le A T PaseÊ homo log

水稻 O ry z a sa tiva 02

RS2281 表达蛋白 Exp ressed p ro tein 拟南芥 A rabid op sis tha liana 99

RS2283 22氧化戊二酸ö苹果酸转运蛋白前体类似蛋白
22oxoglu tarateöm alate translocato r p recurso r2like p ro tein

水稻 O ry z a sa tiva 01

RS2287 可溶无机焦磷酸酶 So lub le ino rgan ic pyropho sphatase 玉米 Z ea m ay s 02

RS2290 WD 重复蛋白WD 2repeat p ro tein 拟南芥 A rabid op sis tha liana 18

RS2294 生长素输出载体蛋白家族类似蛋白
A uxin efflux carrier p ro tein fam ily2like p ro tein

水稻 O ry z a sa tiva 36

RS2295 FA R 1 家族 FA R 1 fam ily 水稻 O ry z a sa tiva 36

RS2320 Β衔接蛋白类似蛋白Beta2adap tin2like p ro tein B 拟南芥 A rabid op sis tha liana 42

RS2331 磷酸酸性磷酸酶 Putative pho sphatid ic acid pho sphatase beta 水稻 O ry z a sa tiva 34

RS2346 DNA 结合蛋白相关蛋白DNA 2b inding p ro tein2related2like 水稻 O ry z a sa tiva 16

RS2353 纤维素合成酶 8 Cellu lo se syn thase28 水稻 O ry z a sa tiva 42

RS2360 类受体蛋白激酶 Recep to r2like p ro tein k inase 水稻 O ry z a sa tiva 30

RS2361 伽玛衔接蛋白 Gamm a2adap tin 1 水稻 O ry z a sa tiva 42

RS2365 未知蛋白U nknow n p ro tein 拟南芥 A rabid op sis tha liana 99

RS2366 m yb 转录因子 T ranscrip tion facto r (m yb) 水稻 O ry z a sa tiva 11

RS2369 纤维素合成酶 5 Cellu lo se syn thase25 玉米 Z ea m ay s 42

RS2370 假定蛋白LOC - O s12g18120 H ypo thetical p ro tein LOC - O s12g18120 水稻 O ry z a sa tiva 99

RS2374 根毛缺陷 3 GT P 结合蛋白类似蛋白
Roo t hair defective 3 GT P2b inding p ro tein2like 水稻 O ry z a sa tiva 14

RS2376 钙依赖蛋白激酶CPK1 结合蛋白 2 类似蛋白
Calcium 2dependen t p ro tein k inase CPK1 adap ter p ro tein 22like

水稻 O ry z a sa tiva 30

RS2378 泛素 U biqu itin 水稻 O ry z a sa tiva 40

RS2380 翻译起始因子 SU I1 T ranslation in it iat ion facto r SU I1 水稻 O ry z a sa tiva 12

RS2384 表达蛋白 Exp ressed p ro tein 水稻 O ry z a sa tiva 99

RS2386 未知蛋白U nknow n p ro tein 水稻 O ry z a sa tiva 99

RS2392 顺乌头酸酶A conitase 拟南芥 A rabid op sis tha liana 01

　　注: 01. 新陈代谢; 02. 能量; 11. 转录; 12. 蛋白合成; 14. 蛋白加工; 16. 结合功能蛋白; 18. 蛋白活性调节; 20. 细胞运输途径; 30. 细胞通信及

信号转导; 34. 细胞环境互作; 36. 环境互作; 38. 转座子、毒性及质粒蛋白; 40. 细胞命运; 42. 细胞组分生物合成; 99. 未分类蛋白。

N o te: Function catalog: 01. M etabo lism; 02. Energy; 11. T ranscrip tion; 12. P ro tein syn thesis; 14. P ro tein fate (fo lding, modification, destina2

t ion) ; 16. P ro tein w ith b inding function o r cofacto rrequ irem en t; 18. P ro tein activity regu lation; 20. Cellu lar transpo rt, transpo rt facilitat ion and

transpo rt rou tes; 30. Cellu lar comm unicationösignal transduction m echan ism; 34. In teraction w ith the cellu lar environm ent; 36. In teraction w ith

the environm ent ( system ic) ; 38. T ranspo sab le elem en ts, viral and p lasm id p ro teins; 40. Cell fate; 42. B iogenesis of cellu lar componen ts; 99. U n2

classified p ro teins.
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　　通过对以上不同功能 EST 进行统计可以看出,

文库中序列的同源基因主要是与新陈代谢、能量代

谢、转录、蛋白加工、细胞信号转导及细胞组分生物

合成相关的基因, 其中以新陈代谢及细胞组分生物

合成相关的基因数量最多, 分别占到与已知蛋白同

源的 EST 的 22. 4% 和 10. 3%。以上结果表明, 当植

物在干旱胁迫后复水时会发生一系列的信号转导,

如本文分离到的类受体蛋白激酶 ( recep to r2like

p ro tein k inase)、环状锌指蛋白 (R IN G zinc finger

p ro tein)、假响应调控因子 (p seudo2respon se regu la2
to r ) 等均能感应干旱、高盐、低温及生长发育等信

号, 并将信号向胞内传递, 引发一系列信号转导过

程[14215 ]。在水分胁迫解除后, 植物体能够迅速作出反

应, 产生一种补偿机制, 重新开始进行旺盛的生长,

表现为物质及能量代谢的加强, 文库中出现的顺乌

头酸酶 (acon itase) 参与三羧酸循环, S2腺苷甲硫氨

酸合成酶 (S2adeno sylm eth ion ine syn thetase) 参与

甲硫氨酸的生物合成, 鲨烯单加氧酶 ( Squalene

monooxygenase) 参与固醇的合成等, 表现为新陈代

谢活性及能量合成的增强, 这与前人的研究结果一

致[5 ]。文库中还分离到了与光合作用相关的光系统

Ê 蛋白 K (pho to system Ê p ro tein K)及 1, 52二磷酸

核酮糖羧化酶ö加氧酶大、小亚基, 这些都表明了旺

盛生长的进行。

其他几类功能蛋白, 虽然数量不多但多数与植

物对逆境的反应相关, 如纤维素合成酶 (cellu lo se

syn thase ) 与细胞壁的形成及修复有一定关系; 含

PHD 2f inger 及 R IN G2f inger 结构域的蛋白与DNA

的修复、重新联会及转录相关[16218 ]; 反转录转座子

(ret roelem en t)是真核生物中一类可移动因子, 许多

研究都表明, 很多反转录转座子的转录可以被多种

生物或非生物的逆境所激活, 如细胞培养、外伤及水

杨酸等[19 ]。植物在逆境胁迫情况下, 反转录转座子

的活化可以调节植物抗逆相关基因的表达, 转座可

能与植物发生防卫反应有关, 是植物自我保护的一

种反应[20 ]。

3　讨　论

在以往的研究中, 有关复水响应基因的表达主

要集中在复苏植物上, 这是由于复苏植物有高度的

耐脱水性, 在持水量仅为 5% 时仍能够生存, 当再次

遇水时可以迅速恢复生长, 是较好的研究复水机理

的植物[21 ]。在作物上对复水进行分子水平的研究还

未见报道, 本试验分离得到的复水相关基因与前人

的研究结果有一些是一致的, 如 Youko 等[5 ] 利用

cDNA m icroarray 技术研究了模式植物拟南芥的

7 000 个已知基因对复水的响应, 结果表明有 152

个基因受复水的诱导, 表达为诱导上调基因; 功能分

析表明, 这些响应基因的功能不仅包括胁迫状态的

释放还包括恢复生长机制, 分离得到的基因包括转

运蛋白 ( t ran spo rt p ro tein )、转录起始因子 ( t ran2
scrip t ion facto r)、细胞壁相关蛋白 (cell2rela te p ro2
tein ) 及光合相关蛋白, 本研究也得到了类似的结

果。Co llet t 等[22 ]在复苏植物 X erop hy ta hum ilis 中

分离得到的基因中包括R IN G zinc finger 的蛋白。

Patrick 等[23 ]研究表明, 泛素 (ub iqu it in) 在植物耐脱

水及复水中起到重要作用, 作用方式是调节蛋白的

降解、参与蛋白的修复, 在复水时能通过降解某些蛋

白而启动细胞的修复。

本研究所获得的 EST 中很多是受干旱胁迫诱

导表达的基因, 如 Zheng 等[24 ]研究玉米干旱胁迫下

的基因表达分离, 得到了W D 2重复蛋白 (W D 2repeat

p ro tein )、60S 核糖体蛋白 (60S ribo som al p ro tein2
like)、D EAD öD EA H 2框螺旋酶 (D EAD öD EA H box

helicase)。高婷[25 ]获得的小麦苗期干旱诱导表达蛋

白有M yb 转录因子 (M yb tran scrip t ion facto r )、

D naJ 蛋白家族 (D naJ p ro tein fam ily)、泛素相关蛋

白 (ub iqu it in2rela ted p ro tein)等。上述结果表明, 干

旱后复水的基因表达与胁迫时的基因表达是一个连

续的过程, 很多基因的表达有连续性, 在复水过程中

依然起到重要作用。对这些因子在复水过程中的具

体作用还需采用RNA 干扰等方法进行深入研究。
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