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　　[摘　要 ]　cDNA 2A FL P 技术是以mRNA 反转录的cDNA 为模板进行A FL P 分析, 在保留A FL P 多态性丰富、

稳定性高、无需了解序列信息等优点的同时, 集中显示了基因组表达序列的多态性差异, 可对生物体转录组进行全

面、系统的分析, 并已成功地用于基因差异显示、表达基因遗传连锁作图和基因克隆等方面。文章综述了

cDNA 2A FL P在植物抗逆性相关基因表达特性分析及基因分离方面的应用。
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　　植物对环境的适应是通过基因互作和协调形成

一定基因表达和调控系统来完成的。在植物生长的

不同阶段和不同环境条件下, 基因被诱导表达, 形成

了各种抗逆性, 如植物抗病虫、抗盐胁迫、抗高温和

低温以及抗干旱胁迫等。植物抗病虫害相关基因很

多, 但目前已经分离的相关基因甚少, 且大多数基因

是通过转座子标签或图谱定位克隆得到的, 加上这2

种方法不但每次只能得到 1 个基因, 而且试验周期

长, 程序复杂, 应用范围受到限制[1 ]。1992 年L iang

和Pardee 创立了一种鉴定克隆哺乳动物正常生理

状态细胞与异常状态细胞之间差异表达的基因方法

——mRNA 差异显示技术 (DDR T 2PCR ) , 之后许多

学者对其进行了研究和改进[2 ]。目前, 该技术已成功

应用于与植物胚胎发育、无融合生殖、形态发生、果

实发育、信号传导、植物抗逆与抗病性及植物与真菌

互作有关基因的比较鉴定与克隆 [326 ]。但由于

DDR T 2PCR 采用的是随机引物和相对较低的退火

温度, 引物可在多个位点结合, 扩增产物在很大程度

上依赖于引物和模板的结合情况, 而不是仅与

cDNA 的初始浓度有关, 因此DDR T 2PCR 的重复性

较差、假阳性高, 应用受到限制。cDNA 2A FL P 技术

是基于这一基础发展而来的, 它是以mRNA 反转录

的cDNA 为模板进行A FL P 分析, 在保留了A FL P

多态性丰富、稳定性高、无需了解序列信息等优点的

同时, 集中显示基因组表达序列的多态性差异, 且重

复性好、准确可靠、效率高, 可对生物体转录组进行

全面、系统的分析, 已成功用于基因差异显示、表达

基因遗传连锁作图和基因克隆[729 ]。本文就该技术在

植物抗逆性相关基因表达过程中的作用进行综述。

1　在抗旱性相关基因表达研究中的应
用

　　干旱胁迫是限制作物生产的主要因子之一, 影

响包括生长发育在内的所有植物功能。植物通过激

活控制细胞代谢的基因修复和保护机制, 对干旱胁

迫作出响应。为识别干旱胁迫主要响应基因, Co sta

等[10 ]采用 cDNA 2A FL P 技术比较了缓慢干旱和快

速干旱时马铃薯基因表达的差异, 鉴定了60 个表达

片段, 分离了14 个克隆, 并确定为上调基因; 认为与

典型干旱响应基因相匹配的多数A FL P 片段属于不

同功能家族, 其中编码假设或未知蛋白的 6 个克隆

未在干旱胁迫诱导过程中被描述, 3 个 cDNA 与马

铃薯和番茄表达序列标签 (Exp ress Sequence T ag,

EST ) 高度同源, 1 个 cDNA 同源序列在拟南芥种子
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发育中表达。Farinha 等[11 ]运用cDNA 2A FL P 技术,

分析抗、感两种基因型水稻对干旱胁迫及脱落酸

(A b scisic A cid,ABA )处理的响应基因表达时发现,

在抗、感品种水稻成熟胚中, 旱、盐、冷胁迫之间无明

显基因表达差异; 在所有检测水稻品种中可检测到

同源序列, 包括在成熟胚和幼苗中被诱导的条带, 虽

然水稻幼苗中DR E 结合蛋白 (DR E2B inding P ro tein

1,DBF1)也能被ABA 诱导, 但与玉米对干旱胁迫的

响应模式不同。Feng 等[12 ]应用cDNA 2A FL P 技术对

棉花干旱响应基因进行了识别和分离, 通过64 个引

物得到 1 626 个条带, 其中 632 个与水分亏缺相关;

水分胁迫条件下, 品种AD 5 中 72 个基因为下调基

因, 125 个基因为上调基因, 而品种AD 1 中下调和上

调基因分别有86 和90 个, 其中44 个下调基因和 72

个上调基因在AD 5 和AD 1 两个品种中保持一致,

149 个克隆被建立; 同源调查发现, 38 个克隆无同源

性, 109 个克隆与已知或假设蛋白有高度同源性,

N o rthern 杂交证明许多基因的表达与获得水分的

水平相关。

cDNA 2A FL P 技术不仅在大田作物上得以应

用, 而且在树木、草坪、芦苇等干旱响应基因表达研

究方面也取得了成功。2001 年, Catherine 等[13 ]在识

别两种表型差异较大但基因型差异很小橡树品种的

干旱胁迫响应基因时, 主要采用cDNA 2A FL P 技术。

Campalan s 等[14 ]用cDNA 2A FL P 技术对8 个杏树品

种在干旱条件下叶片基因表达情况进行了比较和鉴

定。2003 年,D ubo s 等[15216 ]通过650 个A FL P 标记,

在海岸生松树杂交后代系谱中构建了基因图谱, 并

对后选基因进行数量性状主座位 (Q uan t ita t ive

T rait L oci,Q TL )定位; 根据胁迫和非胁迫根系及针

叶cDNA 文库中的EST 随机序列, 估计了mRNA 的

丰度。

干旱胁迫是草坪最主要且复杂的环境限制因

子。但由于草坪干旱胁迫响应基因型的复杂性及缺

乏快速选择抗旱种质的有力程序, 这方面的研究进

展较缓慢。W ang 等[17 ]以四倍体品种为试材, 通过

cDNA 2A FL P 技术, 研究了草坪耐干旱胁迫响应的

基因组表达模型, 鉴别出干旱胁迫的不同基因表达

片段及转录片段。

程佑发等[18 ]运用cDNA 2A FL P 分析了3 种不同

生态型芦苇之间基因表达的差异, 结果发现, 沙丘芦

苇和盐生芦苇对干旱或盐胁迫逆境的适应可能只涉

及较少的基因, 并克隆到沙丘芦苇胸腺嘧啶二磷酸

葡萄糖脱水酶 ( P h ragm ites com m un is dTD P2D 2

gluco se dehydratase, PcT GD )的全长cDNA ; 在3 种

不同生态型芦苇根茎中, P cT GD 基因只在沙丘芦苇

茎中高效表达, 且表达量远远高于其他两种生态型,

而在沙丘芦苇移栽植株中P cT GD 基因的表达量明

显下降, 推测P cT GD 可能在沙丘芦苇适应水分胁迫

的渗透调节机制中发挥重要作用。

根系是植物生长发育的重要器官之一, 但由于

所处位置的限制性, 多年来有关作物根系调控方面

的研究进展缓慢。而cDNA 2A FL P 技术的创立, 为作

物根系调控研究提供了新的手段。 2003 年, Zheng

等[19 ]通过对旱稻和水稻杂交后代初生根和次生根

根长和根数的研究, 找到 5 个 Q TL , 并将基因

O sEX P 2 和 end o21, 42beta2D 2g lucanae 以及 4 个携

带种子根和次生根根长的基因定位在图谱上。同年,

Yang 等[20 ]通过对旱稻品种在水分胁迫后不同时段

种子根尖基因表达情况进行分析, 共发现 106 个上

调基因, 包括60 个已知功能基因和28 个未知功能基

因, 其中60 个已知功能基因主要参与物质转运和代

谢、胁迫、防卫相关蛋白合成、胞间和胞壁形成、信号

转导和表达调控等, 表明种子根尖在干旱胁迫后进

行复杂的适应性反应; 22 个基因在水分胁迫后 16 h

达到最大表达量, 这些基因包括 P IP 2a , 92cis2
ep oxy ca rotenoid d ioxy g enase 和一个赤霉素信号转

导负调节因子以及8 个调控细胞壁松弛基因。

目前, cDNA 2A FL P 技术在小麦及其抗旱相关

基因分离与克隆方面的研究报道较少。 2000 年,

Ko jim a 等[21 ]利用 cDNA 2A FL P 技术在小麦上克隆

了Q 基因, 并证明该基因位于染色体5 的长臂上, 控

制麦穗形态和穗子脱粒农艺性状。 2005 年,

B ruggm ann 等[22 ]在研究小麦感白粉病基因表达时

也用到cDNA 2A FL P 技术。说明cDNA 2A FL P 技术

可以用于遗传背景比较复杂多倍体作物基因的鉴定

与分离。2005 年, 中国科学院遗传与发育生物学研

究所农业资源研究中心抗逆遗传实验室以不同小麦

品种为材料, 运用该技术比较分析了PEG 胁迫后基

因表达差异, 共获得453 条特异条带, 分离到11 个基

因片段, 其中1 条与水稻染色体11 上的转录因子具

有高度同源性, 其他基因片段在 GenBank 中注册

(注册号DQ 341431～ 341441)。

2　在抗盐性相关基因表达研究中的应
用

　　陈贵平等[23 ] 采用 cDNA 2A FL P 技术, 分析了

“一粒传”小麦后代耐盐突变体中耐盐性不同两个品
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系受盐胁迫前后的基因表达差异, 获得了大量与耐

盐相关的基因片段, 其中73 号片段与人类转录因子

基因有一定同源性 (相应部分的同源性为 32% ) , 命

名为S IR 73 (Salt Inducib le In resistance) , N o rthern

杂交证明S IR 73 是受盐胁迫诱导表达的基因, 并且

在耐盐 (Salt R esistan t, SR ) 品系中的诱导表达更为

明显, 推测此片段可能在小麦盐胁迫下的基因表达

调控方面起作用; 同时, 采用该技术分析了盐胁迫和

非盐胁迫条件下遗传背景相近小麦后代的突变体

中, 耐 盐 性 较 强 的 RH 870649 和 盐 敏 感 ( Salt

Sen sit ive, SS) 的H 870634 基因表达的差异, 结果表

明, 88. 1% 的条带在 4 个样品中是一致的, 只有

11. 9% 的条带在 4 个样品中有差异; B last 比较发

现, 11 个片段 (31. 4% ) 与已知基因具有较高的同源

性, 主要涉及与离子转运、信号转导有关的蛋白及与

氧化胁迫有关的蛋白, 另外 24 个片段 (68. 6% ) 与已

知基因同源性较低或未发现同源性。

Hm ida2Sayari 等[24 ] 运用 cDNA 2A FL P 技术研

究了高盐胁迫下马铃薯植株的表达情况, 获得了

5 000个特异片带, 其中 154 个片段被盐胁迫激活,

120 个片段受到抑制; 在对其中 18 个片段进行二次

扩增、克隆和序列测定时发现, 部分片段与番茄表现

一致; 序列分析结果表明, 部分蛋白与其他物种中细

胞壁结构蛋白、富脯氨酸蛋白及Β2糖苷酶蛋白有一

定的相似性; 部分基因编码如依赖NAD P 的甘油醛

脱氢酶、伤害诱导蛋白及抗晚疫病和线虫病等相关

蛋白。

3　在抗高温和低温相关基因表达研究
中的应用

　　热带作物如大豆、花生及豆科作物氮的主要来

源是生物固氮, 而生物固氮常常受到高温的胁迫。相

对而言, 豇豆的根瘤耐高温性强。 Simoes2A rau jo

等[25 ]运用 cDNA 2A FL P 技术研究了热激处理后豇

豆根瘤的表达转录情况, 结果表明, 热激后豇豆根瘤

表达谱得到约 600 个特异片带、55 个上调基因和 9

个相关基因, 其中 20 个转录片段被分离、克隆和测

序, 多数胁迫转录物编码低分子量热激蛋白、伤害诱

导蛋白、抗病蛋白及木聚糖内源水解酶、等位酶及不

同的持家基因。A vrova 等[26 ]在研究番茄和马铃薯

晚疫病发病机制时, 用cDNA 2A FL P 技术分离到 64

个特异片段, 其中包括 H SP60, H SP70, H SP90 和

H SP100 多种热激蛋白, 但对其功能未进行研究。

Barret 等[27 ]在应用 cDNA 2A FL P 技术研究玉米雄

性单性生殖时, 将玉米材料置于低温条件下 7～ 14

d, 结果在4 个特异片段中发现1 个新的类H SP70 基

因片段。虽然试验材料并非置于严格的高、低温环境

条件下, 但均分离到热激蛋白, 表明热激蛋白参与许

多逆境反应过程。

4　在抗病虫相关基因表达研究中的应
用

　　目前, 利用cDNA 2A FL P 技术在藜属植物、拟南

芥、扁桃、马铃薯等多种植物中分离到抗病虫等抗性

相关基因 (表1)。

郭军等[41 ]运用 cDNA 2A FL P 技术, 并结合空间

隔离分析 (Bu lk Segregan t A nalysis,BSA )研究马铃

薯晚疫病病菌小种特异性无毒基因差异表达片段

时, 得到与6 个无毒基因相关的差异表达片段85 条,

其中与无毒基因A v r1 相关的有20 条, 与A v r 相关的

有228 条, 与A v r32A v r102A v r 相关的有1 116 条; 与

A v r 相关的有 21 条片段主要分布在100～ 300 bp ,

最小片段为 60 bp , 最大片段为 440 bp , 这有利于进

一步克隆全长无毒基因以及对马铃薯晚疫病垂直抗

性机制的研究。Zheng 等[35 ]将水稻杂交双单倍体后

代分为抗、感两个样品池, 通过cDNA 2A FL P分析,

找到 12 个转录表达片段 ( T ran scrip t D erived

F ragm en ts, TD F ) , 其中 8 个来自抗病样品池, 4 个

来自感病样品池, 图谱分析结果表明, R 1, R 8, S 9 和

S 17 均定位在水稻 1 号染色体上; 序列比较及等位

分析结果显示, R 1öS 16 和R 8öS 9 属于两对等位基

因。蛋白功能预测表明, S 8 存在于水稻抗条锈病反

应的信号通路上, 其编码的蛋白与拟南芥钙调蛋白

高度一致, 属于P2噜噗镶嵌的且包括多种激酶的核

酸232磷酸水解酶类。

在抗虫相关基因分离中, cDNA 2A FL P 技术也

得到成功应用。V an 等[28 ]分离了寄生虫侵染拟南芥

过程中诱导的一些基因片段,Q in 等[42 ]分离了几个

新的线虫侵染土豆过程中特异表达的基因片段,

Pet ters 等[43 ]分离到 1 个与磷酸饥饿诱导磷酸酶相

关基因。Sam uelian 等[36 ]选取了抗、感包囊线虫的2

个甜菜品种, 从其毛状根中提取并分离mRNA , 通

过对得到的8 000 个TD F 片段进行分析发现, 其中1

个 TD F 在两个材料中均得到表达, 经R T 2PCR 证

实, TD F 是在抗性品种中特异性上调表达的; 将片

段进行基因全长后进行序列分析表明, 该基因编码1

个未知功能含有 317 个氨基酸的多肽, 目前未发现

任何序列与其同源; 将cDNA 转入毛状根中发现, 该
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基因可诱导甜菜产生对包囊线虫的抗性。
表 1　运用cDNA 2A FL P 技术分离到的与抗性相关的基因

T able 1　Genes rela ted to stress resistance iso la ted by cDNA 2A FL P techn ique

分离基因
Iso lated gene

功能
Function

来源
Source

CA F 15, CA F 42 感染卵菌的植株中特异表达
Peronoapo ra2Parasit ica genes exp ressed during infection

拟南芥[28 ]

A robid op sis tha liana

D ES CA 12D ES CA 12 过敏反应中的抗病因子
Resistance facto r during the hypersensit ive reaction

藜属植物[29 ]

Chenop od ium am aran ticolor

P aN T R 1, P ahsp 17. 5, P aL PA 2
A T , P aPR P , P aCY P 1

干旱或脱水条件下特异表达
D ifferen tially exp ressed genes during dehydration 杏[14 ]A lmond

S tP P P 1 防御反应中的重要因子 Facto r during the p ro tective reaction 马铃薯[30 ] Po tato
S ir73 盐协迫诱导表达 Exp ression induced by salt stress 小麦[23 ]W heat
A PR T 水稻种子根尖表达 Exp ression in roo ts 水稻[11 ] R ice
OSA R 铝胁迫表达 Exp ression induced by alum in ium stress 水稻[31 ] R ice
Zm g lp 1 幼叶、木质部表达 Exp ression in young leaf and xylem 玉米[32 ]M aize
B cM F 3 编码胶质甲基化酶 Coding pectin m ethyl2enzym e 大白菜[33 ] Ch inese cabbage
Gm H Z 1 转录激活因子 T ranscrip tion activate facto r 大豆[34 ] Soybean
R 1öS 16, S 17, R 8öS 9 抗病反应基因 Gene in response to rice b last d isease 水稻[35 ] R ice
B V K il 抗虫 U p2regu lated upon cyst nem atode infection 甜菜[36 ] Sugar beet
PW M K 1 抗病相关因子 Pow dery m ildew 2induced gene 大麦[37 ]Barley
L R R 2RL 抗病反应 Gene in response to disease resistence 棉花[38 ] Co tton
E 9,M 32530 孤雌生殖 Gene fo r androgenesis induced by low 2temperatu re 玉米[27 ]M aize
eIF 4E , eIF ( iso) 4E 抗病反应 Gene fo r resistance to seed2bo rne mo saic virus 豌豆[39 ] Pea
A CR E 抗病反应 Gene in rase2specific resistance 烟草[40 ] Tobacco

5　展　望

由于 cDNA 2A FL P 技术的 PCR 反应采用较高

的退火温度, 反应条件严谨, 可靠性高, 重复性好, 不

需要预先知道序列信息, 且能集中显示基因组表达

序列的多态性差异, 所需仪器设备简单, 在生物基因

差异表达特性、表达基因遗传连锁作图和分离目的

基因研究方面应用越来越多。Q in 等[42 ]开发的计算

机程序使得 cDNA 2A FL P 与已知的EST 序列有效

地结合起来, 已经成为分离差异表达基因, 并在此基

础上进行深入基因功能分析的新工具。对TD F 进行

克隆、测序, 得到差异表达 TD F 序列后, 通过 Gen2

EST 可以方便地将 cDNA 2A FL P 所得的基因表达

信息与已知EST 序列信息进行连接和转化; 该技术

不但可以通过GenEST 程序将EST 序列中产生的

TD F 与 cDNA 2A FL P 凝胶上相对应的TD F 进行比

较分析, 从而确定EST 序列的功能, 而且还可以将

cDNA 2A FL P 产生有价值的TD F 转化为EST , 再根

据已知的EST 序列进行全长cDNA 的克隆, 获取特

异表达的基因。随着不同作物EST 数目的增加, 将

cDNA 2A FL P 技术与EST 结合, 将为研究基因表达

及进行相关基因的分离与克隆提供更为快速的技术

手段。
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A pp lica t ion of cDNA 2A FL P techn ique in gene exp ression

re la ted to p lan t st ress resistance

GUO X iu- l in1, 2, , ZHANG Zheng-bin1,L I J ing- juan 1,L I Guang-m in 2

(1 Center of A g ricu ltu re R esou rce, Institu te of Genetics and biology D evelopm en t, Ch ina A cad emy of S cience, S h ij iaz huang , H ebei 050021, Ch ina;

2 Institu te of Genetics and P hy siology ,A cad emy of A g ricu ltu re and F orestry of H ebei P rov ince, S h ij iaz huang , H ebei 050051, Ch ina)

Abstract: cDNA 2A FL P techn ique is a new A FL P techn ique w ith advan tages of abundan t

po lymo rph ism , h igh stab ility, d ispen sat ion and sequence info rm at ion, w ith cDNA as temp la tes reversely

tran scrip ted from mRNA of segregat ion popu la t ion. Becau se of its rep roducib ility, accu racy and reliab ility,

th is techn ique has been develop ing as a common m ethod to disp lay gene differen t ia l exp ression, con struct

genet ic linkage m ap of exp ression genes and clone genes. T h is paper in troduced its app lica t ion in disp laying

stress resistan t gene differen t ia l exp ression and genes iso la t ion.

Key words: cDNA 2A FL P; mRNA ; stress resistance; gene exp ression
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