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摘要院对已构建的黄萎病菌诱导下陆地棉抗病品种冀棉 20 SSH文库的 800个阳性克隆进行了检测和筛选袁将
插入片段大于 400 bp的克隆测序袁获得非重复克隆的 EST序列 203条遥 通过同源比对和序列相似性分析袁共
有 170条 ESTs与已知基因同源遥 将获得的 ESTs按比对推测的功能进行分类袁主要包括代谢尧防御尧胁迫尧信
号转导尧核糖体蛋白尧细胞结构尧细胞发育尧能量尧渗透调节以及蛋白质合成与分解等 10类遥 功能未知的 ESTs

也占有不小比例袁达 16.26%遥 共发现 66条与抗病相关的 ESTs袁约占全部 ESTs的 33%遥 这些与抗病相关的同
源序列涉及到与防御尧次生代谢尧胁迫及信号转导有关的基因袁表明当黄萎病菌侵染棉花后袁植物体内发生了
一系列的反应袁抗黄萎病是一个多途径作用的复杂过程遥
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In the study, we screened the suppression subtractive hybridization (SSH) library of resistant upland cotton cultivar,

named Jimian20 infected by . More than 400 bp fragments were selected and sequenced from 800 positive

clones. The results showed that 203 ESTs were unique. ESTs similarity analysis indicated that 170 ESTs were homologous to the

known genes. According to the function of putative proteins, these homologous sequences were related to ten kinds of roles as

reported, including metabolism, defense, stress, signal transduction, ribosomal protein, cell structures, cell development, energy,

osmotic adjustment, protein synthesis and decomposition and so on. ESTs of unknown function were also a large proportion, ac-

counting for 16.26%. Sixty-six ESTs were related to disease-resistance genes, accounting for 33% of all ESTs. Most of them had

high similarity to the defense, secondary metabolites, stress and signal transduction. The above results would be helpful to under-

stand the molecular mechanisms of resistance in cotton.
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黄萎病渊 wilt冤是棉花生产上危害
最严重的病害之一袁 严重影响着棉花的高产尧稳
产和优质遥 对棉花抗黄萎病的生理生化机制研究
表明袁抗病品种维管束的薄壁组织在病原菌侵染
时得到加强[1]袁一些凝胶尧树胶尧侵填体对病原菌
的包围及对导管的封闭抑制了病原菌在维管束

中的扩展遥 此外袁植物还通过抗毒物质的合成和

积累尧抗病相关酶活性的表达变化以及相应抗病
蛋白的产生来抵抗病原菌的侵染遥
随着生物技术的发展袁一些抗病相关基因被

克隆袁研究者开始从抗病基因的相互作用关系入
手来研究植物的抗病机制遥 如 3-羟基 -3-甲基谷
氨酰 CoA还原酶基因受大丽轮枝菌诱导在抗性
品种中表达的速度明显快于感病品种[2]曰 基
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因能够抑制大丽轮枝菌多聚半乳糖醛酸酶的活

性[3]曰棉花抗病品种中获得的分属Ⅲ型和Ⅳ型的
两个几丁质酶基因与病菌诱导相关袁并在病原菌
诱导后表达量明显增加 [4]曰还有一些对棉花类
LRR抗病蛋白的研究[5]等遥 棉花受黄萎病菌侵染
后袁一些防御反应被激活并瞬时发生变化袁植物
本身通过有关抗病基因的表达以抵御病原菌的

入侵袁 而每一类基因都可能与棉花的抗病性相
关遥 所以这些基因的克隆对从分子水平上探索棉
花黄萎病的抗性机制袁进而了解植物抗病的分子
机制具有重要意义遥 但由于基因数量有限袁部分
基因在黄萎病菌诱导表达中的具体作用还不清

楚袁所以深入了解棉花的抗黄萎病机制袁还需要
大量的基因信息的积累遥

本研究以黄萎病菌诱导下陆地棉品种冀棉

20的差减文库为材料袁对文库克隆进行筛选并测
序袁获得大量 EST序列并对之分析袁旨在了解这
些基因的结构特点和相互关系袁为进一步克隆抗
黄萎病相关基因以及更深入地了解棉花抗黄萎

病的分子机制奠定基础遥

材料和方法

供试材料

以黄萎病菌诱导下陆地棉抗病品种冀棉 20
的差减文库为材料袁由河北农业大学棉花遗传育
种研究室提供遥

实验方法

从 384孔板中依次吸
取保存的阳性克隆甘油菌 1~2 滋L于 3~5 mL LB
液体培养基中袁37℃ 袁180 r窑min-1振荡培养过夜袁

至菌液摇浑浊袁采用 SDS碱裂解法提取质粒遥 由
于 SSH 文库所用克隆载体为 pGEM-T 载体袁其
上有 T7尧SP6通用引物序列及 I酶切位点袁
因此采用 PCR和酶切双重检测插入片段大小遥取
提取的质粒 1 滋L用通用引物 T7尧SP6进行 PCR
扩增插入片段曰 取提取的质粒 5 滋L使用 I
37℃水浴酶切袁用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测插入
片段的大小遥

将插入片段大

于 400 bp的克隆送往上海生工生物工程技术服
务有限公司进行测序袁测序结果用 DNAStar软件
的 SeqMan去除载体袁 将去载体后序列与 Gen-
Bank的蛋白数据库和核酸数据库比对袁进行序列
同源性比较遥 判定标准参照水稻 [6]尧拟南芥 [7]的

EST研究袁 以 BLASTx结果一致性大于 40%袁分
值大于 80曰BLASTn结果一致性大于 50%袁 分值
大于 80为依据进行筛选和功能注释遥

结果与分析

棉花差减文库插入片段大小检测与 EST
测序

对已构建的黄萎病菌诱导下冀棉 20差减文
库中 800个克隆进行筛选袁为排除假阳性克隆和
双克隆的干扰袁依次对每一个阳性克隆提取质粒
进行 PCR扩增(图 1)与酶切(图 2)双重检测遥将插
入片段大于 400 bp的克隆送往上海生工生物工
程有限公司测序遥 通过检测插入片段大小尧测序袁
本研究共得到 237条序列袁其中非重复克隆的序
列数为 203条遥测序所得 EST长度与酶切检测结
果一致遥

M: DNA分子量标准 DL2000遥
图 1 PCR扩增检测插入片段大小

渊包括 100 bp的载体序列冤
Fig. 1 Insert size checked by PCR amplification

(including 100 bp vector sequence)

M: DNA分子量标准 DL2000遥
图 2 酶切检测插入片段大小

Fig. 2 Insert size checked by restriction enzyme
cleavage
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图 3 全部 ESTs比对功能所占百分比
Fig.3 The percentage of functions about all of ESTs

序列比对与功能分析

将测序结果去载体后袁 通过 NCBI对 203条
序列进行 BLASTn和 BLASTx比对袁结果有 170
条 ESTs与已知基因同源遥 其中 BLASTn比对结
果中袁 功能已知的有 98 条袁 占全部 ESTs 的
48.3%曰BLASTx 比对结果中功能已知的有 160
条袁占全部 ESTs的 78.8%曰功能未知的 ESTs有
33条遥
按照 Bevan等[8]的植物基因功能分类标准袁

进行有关的生物信息学分析袁对得到的 203条序
列按比对推测的功能进行分类渊图 3冤遥 其中与代
谢途径相关的 EST序列占 31.03%袁 与防御相关
的序列占 3.94%袁 与胁迫尧 信号转导有关的 EST
序列均为 15 条袁 各占 7.39%袁 核糖体蛋白占
6.90%袁与细胞结构有关的序列占 2.96%袁有 9条
EST与细胞发育有关袁占 4.43%袁与转运尧转录相
关的序列所占比例分别为 1.97%尧3.45%遥另外袁还
有部分 ESTs和能量尧蛋白质合成与分解尧渗透调
节以及多种调控基因高度同源袁占 14.29%遥 功能
未知的 ESTs仍占有不小比例袁达到 16.26%遥

在 203条序列中袁 发现 66条 EST序列与抗
病相关袁主要集中在与防御尧次生代谢物质合成尧
胁迫尧信号转导相关四个方面渊表 1冤遥在与抗病相
关的 66条 EST序列中袁35条 ESTs和次生代谢
合成有关遥 次生代谢物质能降解植物体内由于受
到外界胁迫所产生的有毒物质袁抵御病原菌的入
侵遥 木质素作为一种次生代谢物质袁在植物的生
长发育和抗性方面具有重要的生物学功能遥 咖啡
酰辅酶 A甲基转移酶(P22)尧咖啡酸 -O-甲基转移

酶(O1)尧漆酶(A7)[9]袁与参与调控木质素的生物合
成有关遥 I4与 3 -脱氧 - D -阿拉伯庚酮 - 7 -磷酸
合成酶(3 - deoxy - D - arabino - heptulosonate - 7 -
phosphate synthase袁 )同源袁DAHPS也是合
成木质素的关键酶类袁 已有研究证明 DAHPS基
因在生物和非生物胁迫下该酶的表达量都有增

加[10-11]遥B19尧D24尧E17和 H18是与细胞色素 P450
同源的序列袁 细胞色素 P450是一类参与植物防
卫反应并抑制有致病作用的微生物生长的抗菌

物质袁基于基因结构和功能的多样性袁来响应植
物的抗病性反应[12]遥与细胞色素 P450同源的序列
与已知基因的同源性有些较高袁有些较低袁并在
诱导的文库中多次出现袁很可能是这类基因在受
黄萎病菌诱导后大量表达袁推测可能和黄萎病菌
诱导相关遥 除了参与调控木质素生物合成的 4条
序列及与细胞色素 P450 基因同源的 4 条序列
外袁与次生代谢合成同源的 EST还涉及与编码乙
醇脱氢酶尧苯醌还原酶尧3-羟基 -3-甲基戊二酰辅
酶 A还原酶尧 尿酸盐氧化酶,以及参与莽草酸途
径尧 甲羟戊酸途径的酶类尧ABC转运蛋白等同源
的序列遥
除和次生代谢合成有关的 EST外袁其次是与

胁迫反应尧信号转导相关的 ESTs袁如参与胁迫反
应的广泛胁迫蛋白尧热激蛋白尧棉花的线虫诱导
蛋白尧Al-诱导蛋白尧 胚胎发育晚期丰富蛋白尧谷
胱甘肽 S转移酶等曰 信号转导途径的相关蛋白袁
如丝氨酸 /苏氨酸激酶尧14-3-3蛋白尧非共生血红
素蛋白尧参与乙烯信号转导途径的乙烯诱导相关
转录因子尧ACC氧化酶等遥 这些基因或许和其它
基因协同作用袁共同行使植物抵御病原物的入侵
功能遥
此外袁还有一些与编码病程相关蛋白渊Patho-

genesis-related protein袁PR 蛋白 冤 基因同源的
ESTs袁 当植物受到病原菌侵染或遭受病虫害时袁
在病原体刺激下植物体内都会伴有 PR蛋白的累
积袁 几乎每种 PR蛋白都具有体外抑制病菌生长
的作用袁如 茁-1,3葡聚糖酶(N2)和 PR10(G16)遥 另
外袁还有与病程相关蛋白 Bet v I家族同源的序列
M23袁 与半胱氨酸蛋白酶抑制剂同源的序列
F21等遥
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结论和讨论

本文通过对黄萎病菌诱导下冀棉 20 SSH文
库进行分析袁 得到非重复克隆的序列 203条袁其
中有 170条 ESTs与已知基因同源袁占全部 ESTs
的 84%遥 生物信息学分析袁发现 203条序列的比
对结果中袁 涉及到多种生物过程袁 包括防御尧胁
迫尧信号转导尧核糖体蛋白尧细胞结构尧细胞发育尧
转运尧转录尧能量尧蛋白质合成与分解尧渗透调节
以及多种调控基因相关的其它功能等遥 其中发现

与抗病作用相关的序列 66条袁约占全部 ESTs的
33%袁主要表现在与防御尧次生代谢物质合成尧胁
迫和信号转导相关四个方面袁综合显示棉花抗黄
萎病是个多种途径作用的复杂机制遥
棉花在黄萎病菌诱导条件下所获得的抗病

ESTs中袁如与病程相关蛋白尧亲环素类蛋白等同
源的序列袁其编码的产物也已证实与病菌诱导相
关遥PR10蛋白属于病程相关蛋白袁在本 SSH文库
及棉花受枯萎病菌侵染后均有 PR10 基因的发
现[13]遥朱付龙等[14]从海岛棉中分离得到棉花 PR10

表 1 部分抗病相关 ESTs的比对结果
Table 1 The blast results of partial ESTs related with disease resistance

比对 分值 配准长度比 配准的同源基因

P22 blastx 347 164/177(92%) 咖啡酰辅酶 A甲基转移酶

O1 blastx 177 81/126(64%) 咖啡酸 -O-甲基转移酶

blastx 348 83/101(82%) 漆酶

I4 blastn 462 449/521(86%) 3-脱氧 -D-阿拉伯庚酮 -7-磷酸合成酶

E17 blastx 186 86/162(53%) E级细胞色素 P450袁第一组
H18 blastx 202 90/132(68%) 细胞色素 P450

H10 blastn 218 209/242(86%) 3-羟 -3-甲基戊二酰辅酶 A合成酶

G19 blastx 305 152/226(67%) 甲羟戊酸激酶

B17 blastx 118 55/82(67%) 短链脱氢酶 /还原酶 1

C13 blastx 305 149/206 (72%) 丙烯醇脱氢酶

H4 blastx 330 55/82(67%) 短链脱氢酶

H7 blastn 139 271/338(80%) 假定醌氧化还原酶

E1 blastn 283 290/339(85%) 假定醌还原酶

P12 blastn 147 209/254(82%) 尿酸氧化酶

P18 blastx 183 79/100(79%) ABC转运蛋白

P1 blastx 97.1 54/97(55%) 胚胎发育晚期丰富蛋白

M16 blastx 316 148/179(82%) 衰老相关半胱氨酸蛋白酶

G7 blastx 121 55/103(53%) 谷胱甘肽 -S-转移酶

B23 blastn 180 98/99(98%) Al-诱导蛋白

H21 blastx 226 121/160(75%) 病原诱导蛋白 2-4

I3 blastn 680 382/395(96%) 根结线虫诱导蛋白

F1 blastx 266 128/140(91%) 乙烯诱导相关转录因子

F7 blastx 254 141/141(100%) ACC氧化酶

L23 blastn 270 319/380(83%) 14-3-3蛋白

N2 blastx 338 169/242(695) 茁-1,3葡聚糖酶

M23 blastx 171 84/120(710%) 病程相关蛋白 Bet v I家族

E20 blastx 99.4 47/71(66%) 胁迫病程相关蛋白

F21 blastx 270 133/188(70%) 半胱氨酸蛋白酶抑制剂

A7

胁迫相关蛋白 B15 blastn 669 378/386(97%) 广泛胁迫蛋白家族

信号转导相关蛋白 P6 blastn 579 298/300(99%) 非共生血红素蛋白

防御相关蛋白 G16 blastn 369 225/238(94%) PR10蛋白

蛋白类别 样品代号

次级代谢物质

合成相关蛋白
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基因相关的 10条序列袁 其中包括了中棉和陆地
棉对黄萎病抗病性反应相关的一系列同源但有

差异的蛋白遥 A12号序列经比对与马铃薯的亲环
素类蛋白基因高度同源遥 研究显示袁当植物暴露
在低温尧干旱尧脱落酸及伤害条件下袁亲环素类蛋
白基因的 mRNA量是显著增加的袁并推测该基因
在植物防御的多个方面起作用[15]遥 已知功能的同
源基因还涉及到信号转导途径袁信号转导在棉花
对黄萎病的抗性中有着重要作用遥F1号序列与乙
烯诱导相关转录因子同源袁 其基因的启动子区
GCCbox是细胞信号转录因子结合区袁 它们通过
与抗病基因的顺式作用元件结合来调控抗病基

因的表达[16]遥
对 ESTs分析发现袁 一些基因往往共同参与

多种生物途径以响应抗病反应遥 细胞色素 P450
在催化植保素以及信号分子的合成等方面与病

原菌诱导相关[12]遥 研究报道在细极链格孢菌蛋白
激发子诱导下袁 棉花细胞中产生多种防御蛋白袁
显示了它对诱导的交叉适应性[17]遥 这说明植物对
外界环境胁迫的防御机制是不同途径尧不同水平
交叉重叠组成遥 正是由于抗病机制的复杂性袁加
上未比对上的序列也存在一定的比例袁对未知蛋
白的了解还甚少袁尚未发掘出未知蛋白中可能含
有的大量信息遥 因此袁要想充分了解黄萎病菌侵
染下棉花抗病机制的启动袁还有待于结合其它试
验方法来证明 EST在代谢中的作用遥目前本实验
室正在构建不同棉花品种受黄萎病菌诱导的 cD-
NA文库袁 为以后获取更多的与抗病相关的 EST
信息和抗病基因的克隆奠定基础袁以便于从分子
水平深入尧全面地探索棉花抗黄萎病机制遥
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