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亚洲棉石系亚 1号耐旱相关基因 SSH文库的构建及其分析
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摘要:通过抑制消减杂交技术成功地构建了亚洲棉石系亚 1号耐旱相关基因 cDNA文库遥 通过蓝白斑筛选尧
菌落PCR及生物信息学等分子生物学手段分析和检验了库的质量袁最终筛选出阳性克隆 392个遥 通过 EST测

序得到 265个单一序列袁其中 41个为重叠群袁224个为单拷贝遥 生物信息学分析结果表明袁该文库含有大量与
耐旱相关的基因袁并且涉及植物生理中多种代谢途径遥
关键词院亚洲棉曰干旱胁迫曰抑制性消减杂交
中图分类号院S562.035.3 文献标识码院A

文章编号院1002-7807渊2010冤02-0110-05

ZHANG Ling, LI Fu-guang*, LIU Chuan-liang, ZHANG Chao-jun, WU Zhi-xia
渊

455000, 冤

This study constructed high quality drought-related cDNA library of cotton ( L.) by SSH success-

fully; it was checked and analyzed by Blue-white bolting, colony PCR, and bioinformatics. Finally, 392 positive clones were ob-

tained. After cluster analysis of the ESTs sequences, 265 unigenes were obtained, including 41 contigs and 224 singlets. A large

group of drought stress-induced genes were found in the cDNA library, which involved in many metabolism pathways.

L; drought stress; SSH

干旱是限制棉花生长发育的重要环境因子

之一遥 目前袁耐旱棉花品种主要是通过常规育种
方法获得袁但该方法存在着周期长尧工作量大尧
选择效率不高等问题遥 因此袁从分子水平上阐明
棉花耐旱性的物质基础及其生理功能袁 并通过
基因工程手段培育耐旱棉花新品种渊系冤袁将是
解决棉花耐旱问题的重要途径遥

材料和方法

供试材料

选用由中国农业科学院棉花研究所种质资

源中期库提供的亚洲棉渊 L.冤
石系亚 1号为供试材料遥

试验方法

选取 17％ PEG 6000 处理的

3~6叶期生长旺盛的整株棉花幼苗作为实验材

料袁同时用未处理的棉花做对照方袁具体方法参照
文献[1-2]遥

采用

改良的 CTAB法提取分离棉花总 RNA袁并利用
OligotexTM mRNA Mini Kit分离纯化 mRNA渊QI-

AGEN冤遥
抑制性消

减杂交[3]参见 PCR-SelectTM cDNA Subtraction Kit

渊Clontech冤 试剂盒进行遥 其中正常水培棉花幼
苗作为对照组材料 渊Driver冤曰17％浓度的 PEG
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cDNA文库生物信息学分析
对正向文库中的 392个阳性克隆进行测序

分析袁其中插入片段长度大于 100 bp的高质量的
序列有 315个遥 经聚类和拼接袁去掉冗余序列袁得
到 unique EST 265个袁 其中有 41个重叠群渊con-
tigs冤袁224个单一序列 渊singlets冤袁 库的冗余度为
15.87％遥

利用 Blast软件在 Genbank中
对 265 个单一序列进行蛋白质直系同源簇
渊COG冤分析发现袁阈值小于(E-value<1e-05)有 61
个 ESTs遥 将这些 ESTs进行功能分类袁涉及氨基

酸尧碳水化合物尧核酸和脂肪等物质代谢过程袁以
及细胞防御自救尧转录尧信号转导尧蛋白合成尧发
育和能量代谢等多种生理生化过程遥 说明干旱胁
迫的分子应答是十分复杂的渊图 3尧表 1冤遥

将所得的 265个 ESTs进行
GO渊Gene Ontology冤功能分类袁注释结果表明袁
渊图 4冤在细胞定位尧分子功能尧生物过程三大类中
与细胞定位相关的 EST有 70个袁 其中与细胞和
细胞组分功能相关的 EST最多袁分别有 21和 22
个袁占总数的 30％和 31.43%遥 在 81个与分子功
能相关的 EST中袁催化功能渊catalytic activity冤与

1~4院总 RNA曰
图 1 总 RNA电泳检测

Fig.1 Analysis of total RNA

6000处理的棉花作为处理组材料渊Tester冤遥经过
cDNA双链合成尧酶切消化尧接头连接尧两次差减
杂交和两次选择性 PCR袁使干旱处理诱导表达的
cDNA得到富集并且均一化遥然后将二次 PCR的

产物与 pMD18-T-easy Vector(TaKaRa)载体相连袁
并转化到大肠杆菌 DH5a细胞中遥 挑取经蓝白斑
筛选的白色单克隆袁于含有 Amp的 LB培养基的

96孔摇菌板中 37益摇菌过夜袁 同时袁 菌液加入
30％甘油于-80益保存备份遥 用 96孔板中单克隆

的菌液为模板袁 利用试剂盒中提供的巢式引物
1和 2R进行扩增遥用 1％琼脂糖凝胶电泳检测每

孔PCR产物袁将出现非特异扩增的克隆和无扩增
产物的克隆予以去除袁对构建的差减文库进行初
步筛选遥

经过筛选的 392个克隆

送到北京华大基因研究中心进行测序遥 将去除载
体和引物序列的 unique EST 在 NCBI 网站上

渊http://www.ncbi.nlm.nih.gov冤的 Blastn 和 Blastx

进行比对和聚类分析袁 同时利用 GO尧KEGG尧
COG 等相关数据库对 unique EST 进行功能分

类尧代谢途径及基因产物的分析遥

结果与分析

总 RNA检测
用紫外分光光度仪 DU 800测定总 RNA的

含量袁 结果表明袁OD260/280的比值在 1.8～2.0
之间袁说明总 RNA纯度较高遥同时袁利用 1％的琼
脂糖凝胶电泳检测总 RNA的完整性渊图 1冤袁结果
显示袁26 S 和 18 S 条带亮度比值在 1.5～2.0 之
间袁说明总 RNA的完整性较好遥

抑制性消减杂交文库的初步检测

蓝白斑检测显示文库的重组率为 95％遥随机
挑取正向文库中的阳性克隆进行菌落 PCR检测

渊图 2冤遥 结果显示袁大部分插入片段分布在 200～

800 bp范围内袁 平均片段长度在 300 bp左右袁片
段大小符合要求袁表明差减文库构建成功遥

1~16:随机挑取的单克隆进行菌落 PCR遥
图 2 菌落 PCR检测外源片段插入

Fig.2 PCR analysis of partial clones from the subtracted library

张 玲等院亚洲棉石系亚 1号耐旱相关基因 SSH文库的构建及其分析 111

http://www.ncbi.nlm.nih.gov


棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷

图 4 棉花耐旱相关基因的 GO分类
Fig.4 GO classification of cotton Drought-tolerant genes

图 3 棉花耐旱相关基因的功能分类图

Fig.3 Functional categories of drought-tolerant gene in cotton

表 1 EST的 COG分类表
Table 1 EST classification of COG

分类 EST数量 比例 /%

氨基酸代谢 4 6.6

碳水化合物代谢 3 4.9

细胞防御与自救 3 4.9

脂肪代谢 5 8.2

能量生成与转化 9 14.8

核酸代谢 3 4.9

蛋白修饰 9 14.8

二级代谢 2 3.3

信号转导 4 6.6

DNA加工 2 3.3

转录 7 11.47

能量 4 6.6

发育 6 9.8

总计 61
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分子绑定渊binding冤中的 EST数目为 33和 30个遥
而在生物过程 渊biological process冤 中的 114 个
EST 中袁与生理途径渊physiological process冤和细
胞过程渊cellular process冤相关的 EST 最多袁分别
为 58 个尧54 个曰 其次是刺激反应 渊response to
stimulus冤和发育相关的 EST分别为 7个尧4个袁涉
及到生物途径调控 渊regulation of biological pro-
cess冤的只有 1个遥 因此袁通过干旱胁迫后表达的
棉花耐旱相关基因功能分类可以看出袁棉花的耐
旱反应主要表现在棉花自身代谢调节和细胞结

构方面的变化袁而且这些基因的表达与生长发育
以及应激反应密切相关遥

利用 KEGG数据
库将差异表达 EST进行了植物生化过程如代谢尧
膜转运尧信号传递尧细胞周期以及同系保守的子
途径等的归类遥 其中有 26条 EST注释到对应的
代谢途径中并得到相应的代谢注释图谱袁为进一
步定位基因提供了可靠的研究依据遥

讨论
植物在分子水平上的干旱胁迫反应是一个

非常复杂的过程袁涉及了多种代谢途径和大量基
因[4-5]遥 目前袁抑制消减杂交技术已成功应用于水
稻尧玉米等植物耐旱基因的研究中[6-9]袁但在棉花
耐旱性的研究中还未见相关报道遥 为研究棉花耐
旱机制尧发掘耐旱相关基因[10-14]袁本文采用 SSH技
术构建了亚洲棉石系亚 1号耐旱相关基因 cDNA
文库遥 经过生物信息分析表明袁该库包含大量的
耐旱相关 EST袁并且涉及了植物生理生化过程中
的多种代谢途径遥 同时袁本库中还包括了多条未
知功能的 EST袁这些基因的功能同样值得进一步
研究遥 与以往的植物差减 cDNA文库[15-16]相比袁在
本次文库的生物信息学研究中袁还对非冗余 EST
进行了 KEGG分析袁 并得到了多条 EST的代谢
相关途径的注释图谱袁为进一步详细研究棉花耐
旱相关基因的发生机制与基因定位[17-18]提供了有

利的证据遥
同时袁由于抑制消减杂交技术存在一定的假

阳性问题袁 所以需要经过反向 Northern尧RT-PCR
等技术进一步验证差异表达基因遥 由于时间问
题袁本试验尚未进行深入研究袁有待以后完善遥
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