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摘要

油菜素内酯(BRs)是一种新型的类甾醇激素，除了在植物生长发育方面起重

要的作用外，在植物对生物和非生物逆境的抗逆反应调控中扮演着重要的角色。研

究蔬菜等农作物韧皮液中的基因、蛋白等物质对BRs的响应不仅对于揭示植物地上

部和地下部间通过信号通讯协同植物生长、发育、抗逆等反应的机制具有重要的理

论意义，而且对于蔬菜作物生长发育及抗性调控途径的探索也具有一定的现实意义。

本文以主要设施蔬菜黄瓜为研究对象，从韧皮液mRNA和蛋白质物质的运输着

手，通过结合利用消减杂交技术(SSH)和RT-PCR(Real．Time PCR)技术，从黄瓜

韧皮液中克隆获得了一系列黄瓜代谢途径中对表油菜素内酯(EBR)响应的关键基

因；研究还从蛋白质组学方面，利用2D．PAGE技术迸一步研究了响应EBR的黄瓜

韧皮蛋白，并就EBR对黄瓜生长发育及抗性的影响机制进行了探讨。所取得的主要

结果如下：

1)在EBR对黄瓜韧皮液RNA转录本影响的研究过程中，构建了黄瓜韧皮液

受EBR处理之后的消减抑制杂交(SSH)文库，共获得650个克隆，随机260个克

隆进行测序分析，得到28个独立基因，根据BLASTX分析推测这些基因编码的蛋

白功能，可以分为能量与光合作用，运输通道，蛋白合成，细胞骨架，细胞分裂和

分化，激素响应及逆境调控和其它相关的7大类，其中参与胁迫响应的基因占较大

比侧，表明EBR诱导了抗性相关基因，生长素和茉莉酸响应基因在SSH文库中出

现，表明EBR可能与其它植物生长物质互作。

2)EBR处理黄瓜叶片6 h后，编码C60、C453、C568、C681、C579、C594、

C564、 C623、 C637、 C420等基因的表达均上调，说明EBR促进了这些基因的表
’I

达。

3)韧皮蛋白双向凝胶电泳结果表明EBR处理叶片6 h后，韧皮液中蛋白组成

发生了明显的改变，28 KDa蛋白点表达明显高于对照，另外三个蛋白点(60KDa、

75 KDa、95 KDa)则明显弱于对照，说明EBR可能影响了相关基因的表达，促进

或抑制了蛋白的合成并通过韧皮部运输到其他器官。

综合以上结果我们认为，表油菜素内酯促进了黄瓜韧皮液中特定mRNA和蛋白
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表达的变化，mRNA和蛋白通过韧皮液运输到其它生长器官，调控植物的生长发育

及抗性。

关键词：黄瓜，韧皮液，长距离运输，消减抑制杂交文库，双向凝胶电泳，信号运

输，抗性
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Abstract

Brassinosteroids(BRs)，a new kind of steroidal hormones play important roles not

onIv in plant growth and development but also in respons to biotic and abiotic stresses·

The plant long．distance translocation systems played a critical role in the development of

an effective whole．plant circulatory and communication network．Studying the response

of phioem sap mRNAs and proteins to BRs may be helpful to reveal the roles of phloem

info册ation network in cooperating plant growth，development and stress tolerance

be铆een aerial and under-ground organs．The study is also of significant importance for

developmenting methods to improve systemically the whole—plant stress resistance·

Cucumber(Cucumis sativus L．)was used to study the BRs-regulated mRNAs and

proteins in phloem sap．Through the establishment of suppression subtractive library

interrogated by bioinformatic tools，those transcripts specifically expressed in response to EBR in

the meta_bolic network of cucumber were indentified．The reliability of the suppression

subtractive library was also verified by using RT-PCR method．Meanwhile，changes in

proteome of phloem sap after EBR treatment were studied by 2D—PAGE．The findings are

as follows：

1、A cDNA library of genes which were preferentially expressed in the EBR-treated

phIo弓m s印was constructed by suppression subtractive hybridization(SSH)to study the

effects of BRs on me transcripts in cucumber phloem sap，680 clones were obtained，and

260 cIones were randomly selected for sequencing，resulting in 28 unique transcripts and

fall them into seven categories after analyzed by BLASTX and Go：energy generation

and photosynthesis．transportation channels，transport and synthesis of protem，

cytoskeleton，control of cell division，hormone response and regulation ofstress response·

The high occurrence of stress related genes in the SSH eDNA library points to an

important roles of BRs in stress response．The appearance of auxin and gibberellin

response factor genes in the library suggests that the interactions between BRs and other

hormones may exist．

2、RT-PCR verified that EBR foliar application mRNA levels increased significantly

f．or those genes：C60、C453、C568、C681、C579、C594、C564、C623、C637、

C420，this prove that EBR promote this genes expression．



3)码e细∞．dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of cucumber phloem

protein reVealed that 6 h after O．1 mg U1 EBR foliar application the abundance of a 28

KDa protein was upregulated and three other protein(60KDa、75 KDa、95 KDa)were

downregulated by EBR．This suggests that EBR induce synthesis of some related protelns

in cucumber leaVes and transport to other organs through the phloem translocation stream-

In conclusion，EBR influences the expression of RNA and protein in cucumber

phloem sap．We hypothesize that BRs regulate systemically the development叽d stress

resistance ofdistant organs by mRNA and protein trafficking through the phloem·

Key words：Cucumis sativus L．．phloem sap，long’distance movement，suppresslVe

subtractive hybridisation，protein，mRNA，two-dimensiona polyacrylamide gel

electrophoresis，．signal transduction，Resistence
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ABA

BL

BRs

BRll

CC

CmNACP

CmPpl6

CO

2D PIAGE

EBL

EBR

EGTA

FDA

FT

IEF

KNl

LCM

LDM

MAPs

MDA

MP

NPC

PCR

PP2

PR proteins

PTGS

RT．PCR

缩略词

Abscisic acid

Brassinolide

Brassinosteroids

Brassinosteroid receptor

Companion cell

Cucurbit maxima non．autonomous cell

protein

Pumpkin phloemRNA binding proteins
1 6一kD C。maxima phloem protein

CONSTANS

Two Dimensional Electrophoresis

24一Epibrassinolide
一

Epibrassinolide

Ethylene glycol tetraacetic acid

Fluorescein diacetate

FLOWERn、jG LOCUS T

lso—Electric Focusing

KNOTTED】

Laser capture microdissection

Long Distance Movement

Assembly MAPs

Malonylaldehyde

Mobile protein

Nuclear protein complex

Polymerase chain reaction

PP2

Pathogenesis-related proteins

Post—transcriptional gene silencing

Quantitative real-time PCR

脱落酸

油菜素内酯

油菜素甾醇类

油菜素内酯受体

伴胞细胞

葫芦科非细胞自主蛋白

南瓜韧皮RNA结合蛋白16

锌指蛋白

双向凝胶电泳

24．表油菜素内酯

表油菜素内酯

乙二醇二乙醚二胺四乙酸

荧光素二乙酸酯

开花信号分子

等电聚焦

玉米同源域蛋白

激光显微切割

长距离运输

装配MAPs
丙二醛

可运输的蛋白

核酸．蛋白复合体

聚合酶链反应

韧皮蛋白2

病原相关蛋白

转录后基因沉默

实时定量PCR
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SA

SE

SAR

SDS．PIAGE

SSH

SUTl

Salicylic acid 水杨酸

Sieve-tube element 筛管分子

Systemic acquired resistance 系统获得抗性

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺

gel electrophoresis 凝胶电泳

Suppressive subtractive hybridisation 削减抑制杂交

Sucrose transporter RNA编码的叶蔗糖转运子
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第一章前言

1植物韧皮部大分子运输研究进展

1．1植物韧皮部结构概述

在高等植物中，水分和有机物的运输，主要由徽管系统承担。微管系统包括木

质部和韧皮部，木质部主要负责运输水分、无机盐以及ABA等小分子物质，韧皮

部主要运输光合产物，包括糖，淀粉，氨基酸，多肽等。输导组织是植物体中担负

物质长距离运输的主要组织，根部从土壤中吸收的水分和无机盐，由它们运送到地

上部。叶片的光合产物，则由它们运送到根、茎、花、果实中去。植物体各部分之

间经常进行的物质的重新分配和转移，也要通过输导组织来进行(图1)。

韧皮部是一种复合组织，包含筛管分子、筛胞、伴胞、薄壁细胞、纤维等不同

类型的细胞，其中与有机物的运输直接有关的是筛管分子或筛胞。筛管分子是管状

细胞，在植物体中纵向连接，形成长的细胞行列，称为筛管，它是被子植物中长矩

离运输光合产物的结构。

筛管分子只具初生壁。壁由果胶和纤维素组成。在它的上下端壁上分化出许多

较大的孔，称筛孔，具筛孔的端壁特称筛板。粗的原生质联络索穿过筛孔使上下邻

接的筛管分子的原生质体密切相连，在各联络索的周围有胼胝质鞘包围。筛管分子

的侧壁具有许多特化的初生纹孔场，称为筛域，其上的孔较一般薄璧细胞壁上初生

纹孔场的孔大，比胞间连丝更粗的原生质丝在此通过，这使筛管分子与侧邻的细胞

有更密切的物质交流。

筛管分子的侧面通常与一个或一系列伴胞细胞(CC)相毗邻，伴胞是与筛管分

子起源于同一个原始细胞的薄壁细胞，具有细胞核及各类细胞器，与筛管分子相邻

的壁上有稠密的筛域，反映出二者关系密切。筛管的运输功能与伴胞的代谢紧密相

关。

筛管运送养分的速度每小时可达10—lOOcm，通常，筛管功能只有一个生长季，

少数植物可更长，如葡萄、椴、碱蓬的筛管可保持二至多年。在衰老或休眠的筛管

中，在筛板上会大量积累胼胝质，形成垫状的胼胝体(callus)封闭筛孔，当次年春
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图1．植物微管系统在远距离器官之间的信息

通讯中作为通道。(a)木质部和韧皮部的作用

原理简图。(b)微管横切面(源自：Lough and

Lucas．2006)。

Fig．1 The plant vascular system functions as

the conduit for long—distance communication

between distantly located organs． (D)

Schematic illustration of the xylem and

phloem，illustrating the fundamental feature

that，in contrast to the animal hngdom，the

flow pathway is noncirculatory in nature．(6)

Transverse section of a root demonstrating the

physical separation ofthe phloem and xylem tissues．(from：Lough and Lucas．2006)

季筛管重新活动时，胼胝体能消失，联络索又能重新沟通。此外，当植物受到损伤

或其他外界刺激时，筛管分子也能迅速形成胼胝质，封闭筛孔，阻止营养物的流失。

因此，韧皮部在植物的物质运输过程中，特别是叶片和根部之间的物质以及信

息互换中扮演着重要的角色。目前，植物韧皮部的研究日益深入，微管运输的机理

不断完善，在植物信号物质的研究中，具有理论性意义。

1．2韧皮部RNA和蛋白质的运输

近年来，学者对韧皮部有广泛的研究，韧皮部是高等植物体内大分子物质运输

的网络体系，是光合产物从植物体的源运输到库的主要通道。韧皮部的进化史反映

出植物与外界环境的交流，例如，成熟的器官或分裂中的萌芽感受外界环境的信号

等。这个长距离信号运输系统产生的结果，可以使正在形成中的器官能更好的向着

产生，成熟，功能化的方向发展。韧皮液中除光合产物和一些其他的小分子物质以

外，还有一系列的大分子物质，除了传统意义上的蛋白质和一些调节植物生长的小

分子物质，还有RNAs。目前已经报道了韧皮部中几种类型的RNA分子，如细胞

RNA，病原体RNA，小RNAs(Yoo和Lucas，2004)和基因沉默相关的成分等，

在近来的研究进展中认为，这些大分子物质是植物体内信号物质长距离运输系统的
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一部分，在韧皮部中具有调节运输，感应环境信号和病原物的功能。

随着RNA分子在基因表达调控中重要作用的发现，RNA分子如何在植物体内

运输移动，如何在目标组织中发挥作用等问题引起人们越来越多的关注。

目前对于携带信息的大分子物质(包括转录因子和mRNA分子)在细胞和整个植

物系统间运输的深入研究，产生了维管植物细胞间信号的新概念。大分子物质在细

胞间和整个植物中的运输，分别发生在胞间连丝和植物维管系统两种特殊结构中

(Oparka，1999；Lucas，1996)。

mRNA分子作为遗传信息的载体，在产生它们的细胞中发挥作用。近来研究表

明，mRNA也作为一个活跃的信号分子，调控基因表达和植物发育(Doering．Saad，

2004)，而各种类型的RNA分子从合成位点长距离运输到植物不同器官的调控机制

(Yoo等，2004)，逐渐成为人们的研究热点。

对于植物系统运输的RNA类型，目前已知主要有3种RNA分子能够进行系统

运输，即植物病毒基因组RNA、转录后基因沉默的RNA信号和内源特异mRNA分

子。

植物病毒基因组RNA的研究一般通过接种，把病毒感染到宿主植物细胞中进

行表达，黄瓜花叶病毒接种到南瓜上，感染其核酸(RNA或DNA)，并结合特定的

可运输的蛋白(MP)，形成核酸．蛋白复合体(1996；Gi|bertson和Lucas，1996)通

过伴胞．筛管运输(Lucas等，2002)，在感染的过程中，病毒的可运输蛋白在伴胞中

导致细胞内的RNA分子发生异常的长距离运输，影响植物的正常生长发育(Aart，

2004)，进一步说，改变韧皮部中长距离运输的mRNA的数量和种类(Ruiz．Medrano

等，2007)，是导致病毒影响植物发育的主要原因，最近有用建立抑制差减文库的手

段来研究病毒对植物的作用危害，结果显示，病毒感染植物的韧皮液中只有极少的

mRNA数量的改变，说明，mRNA在进入植物细胞时，即伴胞和筛管间的信号大分

子物质的交换时，有一个高级筛选调控机制(Zambryski等，2002；Aoki等，2005)

病毒可运输蛋白(MP)不能大量的改变内源mRNA，但在感染的植株内，仍有少量的

细胞周期调节因子和转录因子能够被病毒诱导产生，进而影响植株的正常发育

(Ruiz．Medrano，2007)。

在非自主细胞基因沉默的研究上，采用转基因和病毒侵染的方法居多，转基因
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沉默可能会引起直接自发的基因沉默或在主要区域被诱导后在整个植株内传播

(Voinnet和Baulcombe，1999；Voinnet等，1998)，相似地，病毒引起的基因沉默

并不一定在被侵染的器官(Ruiz．Medrano等，2004)，信号物质最先在伴胞中合成，

继而在韧皮部中运输到植物的各个器官(Gilbertson等，1996；Klahre，2002；Smith，

2007)。
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”
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图2．非自主细胞RNA在韧皮液中运输调控机理：模型中RNA分子结合cisacting序列，即伴胞中

细胞特异zip编码结合蛋白，通过胞间连丝运输到筛分子中。 (源自：Lucas．2001)

Fig．2 Potential mechanism for regulating the transport of non-cell—autonomous RNA into the phloem

translocation stream．In this model，non．cell—autonomous RNA molecules contain cisacting sequence

elements，termed‘zip codes’，which function in combination with companion cellspecific zip

code—binding proteins，transport through the plasmodesmata to sieve element．(from：Lucas．200 I)

在已知的RNA系统运输中(Citovsky，2000)，内源mRNA细胞间运输的生物学

意义最引入关注。在韧皮部中还发现其他内源mRNA，在某种机制作用下定位于特

殊组织，如CmPpl6是南瓜的一个韧皮蛋白，在CC．SE之间以序列非特异方式运输

RNA(Ruiz．Medrano等，1999)。利用RT-PCR方法在异质嫁接南瓜的韧皮液，检

测出有近100种mRNA存在于韧皮部中，对其中一个mRNA转录物CmNACP做了

详细研究，发现大量转录本从南瓜砧木移动到黄瓜接穗的分生组织中，由于

CmNACP mRNA的选择性，还需要一个蛋白质特异地识别这个mRNA并将此mRNA

4
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运输到顶端组织，即CmPpl6蛋白(Xoconostle．C’azares等，2002)。有关CmNACP

mRNA或其他mRNA长距离运输的生物学基本原理已有报道(Ruiz．Medrano等，

1999)，微注射实验表明，NtNCAPPI在介导选择性蛋白的细胞间运输中的作用

(Ruiz．Medrano等，1999)，NCAP(non．cell autonomous protein)传递到胞间连丝的模

型具有选择性，并且可以对植物中RNA运输的生物学机制其进行调控。

目前，韧皮部内蛋白质的研究目益深入，其中，拟楠芥光周期诱导花芽分化的

基因的特性已经研究比较深入，光周期途径中，完整信号的主要部分是CO蛋白

(Putterill等，1995)和RNF类激酶抑制蛋白FT(Kardailsky等，1999；Kobayashi

等，1999)。FT-mRNA是韧皮部中可运输的开花信号分子，和CO相反，FT蛋白不

单在源器官的伴胞中表达会引起开花，在其他器官(分生组织)表达也会引起植物

开花(An等，2004)，以此证实FT的表达是被CO所控制(Samach等，2000)，且

FT是促进植物开花的必要条件(Kardailsky等，1999；Kobayashi等，1999)，这些

都证实FT是开花信号系统中的重要组成部分。

在植物韧皮部中，大分子信号物质如：DNA、RNA、蛋白质以及多肽的运输具

有特殊形式(Haywood，2002；Wu，2002)，mRNA与特定的蛋白形成核．蛋白复合

物在植物韧皮部进行长距离运输I Gomez和Pallas，2004；Janssen，2001)，韧皮部

中的P．蛋白在大多数被子植物韧皮部中存在，这些蛋白在伴胞中合成，通过胞间连

丝进入到筛管中进而在整个植株运输(Golecki，1999；Aoki，2005)。RNA的长距

离运输的特点：RNA．结合活性、胞间连丝通道尺寸大小的可改变性、核．蛋白复合

体的形成和内源或病原菌RNA结合等。嫁接试验表明Cmmlecl7是可运输的韧皮蛋

白，可以从甜瓜接穗运输到南瓜砧木中，并且可运输性和RNA结合活性也被证实

(Gomez，2005)。CmPpl6和CmPp36蛋白作为分子伴侣加强内源mRNA在韧皮

部的运输功能，南瓜的韧皮液蛋白CmNACPmRNA与它们的同源mRNA分子一起

从伴胞运输到筛分子(Ruiz．Medrano等，1999；Xoconostle—Cazares，2002)。

韧皮液中mRNA和蛋白可以运输到长距离的器官中反映出，可能存在一个机制

来调节植物的生长发育和抗性。而探明植物韧皮系统中这种发挥重要作用的相关基

因和蛋白，对于从植物个体整合的角度解析植物地上部／地下部、各个器官之间如何

通过信号通讯机制相互协调其生长发育及抗性调控过程有着重要的意义。
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2油菜素内酯及其生理作用

油菜素内酯是美国农业科学家Grove等(1979)首次从油菜花粉中分离、鉴定

的一种能促进植物生长的甾族化合物。迄今，油菜素内酯作为一种新型植物生长激

素，已受到人们的广泛重视，至少己有40余种与油菜素内酯有关的化合物，从植物

中分离出来，它们总称为油菜素甾醇类(brassinosteroids，简称BRs)(Mandava等，

1988；Moore等，1989)。这类化合物的生理活性功能不同于五大类植物激素(生长

素、赤霉素、细胞分裂素、脱落酸和乙烯)，因此，将它作为第六大类植物激素(Moore

等，1989)。

表油菜素内酯(EBR)是其中的一种。它的生理作用引起了人们的广泛注意。

人们最初发现它与调控植物的生长发育密切相关，并在生理和分子生物方面进行了

较为深入的研究。后来还发现BR与植物的胁迫反应也很密切关系，可提高植物的

抗逆性(Sateesh K，2006)。

目前，BR的主要生理功能及作用机理表现在以下几个方面：

1．促进细胞生长和分裂。适宜浓度的BR能促进许多植物的幼茎伸长，其活性

是其它激素的100—1000倍，但高浓度的BR会抑制营养器官的伸长(鲁旭东等，

2005)。
‘

2．提高光合速率。BR对叶片中光合产物运输有促进作用。可改善源一库的关系，

能促进同化物的运输和再分配(侯雷平等，2001；胡文海等，2006)。

3．保幼延衰作用。BR有利于切花瓶插期间鲜重的保持、瓶插前期还原糖含量

的增加以及延缓花瓣和叶片质膜透性的增大(储昭庆等，2006)。

4．提高植物的抗冷性。表油菜素内酯在低温下可以减缓黄瓜幼苗叶绿素的降解

和电解质的外渗，保护生物膜，从而延缓黄瓜幼苗冷害症状的出现及生长的恢复。

(Yu等，2002；丁锦新等，1998；Kagale等，2007)。

5．促进花粉管生长，调节开花。BR是首先从花粉中分离出来的，而花粉又是

BR含量最丰富的器官，BR还可诱导雌雄同株异花的西葫芦雄花序开出两性花或雌

花(谷端银等，2006)。

6．其它生理功能。BR能够提高作物抗热性、抗旱性，抗病性等。表油菜素内

6
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酯(EBR)对黄瓜种子浸种24 h，能提高幼苗对热激的忍耐性，降低植物水分的蒸

腾量，提高植物抗旱能力(Kagale等，2007)；BR也能提高植物对盐害(Clouse，

1998)、除草剂、药害、真菌侵入等逆境的抵抗力(Cutker等，1991；Khripach等，

1996)，因此有人将其称为“逆境缓和激素”(尚庆茂等，2006)。

在逆境条件下，BRs可能是通过减轻植株的膜脂过氧化作用，稳定膜系统的结

构与功能，减缓丙二醛(MDA)的积累，维持较高的抗氧化酶活性，从而减轻逆境

对植株幼苗的伤害(朱诚，1996；Ciouse，1998；Anuradha和Rao，2001；邹华文

和陈凤玉，2001)。

BRs还可以提高植株体内抗性物质的含量，Kulaeva等(1991)观察到高温胁

迫下小麦叶片细胞中的热激蛋白颗粒(HSPs)以小簇聚集在一起，且BRs处理叶片

的小簇中HSGs的平均数目和平均大小都高于未处理叶片。BRs处理能减少马铃薯

植株晚疫病菌侵染的发生，其抗性的增加与脱落酸(ABA)、乙烯的增加及酚类和

萜类物质的变化有关(Khripach等，1996)，

近年来，许多学者在分子水平上对BRs诱导的抗逆机制进行了深入的研究。在

干旱和冷害条件下，表油菜素内酯(EBR)诱导的抗性与抗性相关基因的表达密切

相关(Kagale等，2007)。在生物胁迫中，BR诱导烟草抗病性的提高与水杨酸(SA)

诱导抗病相关基因(PR)表达的增加无关，这表明BR诱导的抗性机制与系统获得

抗性(SAR)和机械伤害诱导抗性不同(Nakashita等，2003)。在盐害胁迫下，BRs

提高了核酸和可溶性蛋白的水平从而减轻植株的伤害程度(Anuradha和Rao，

2001)。

EBR喷施黄瓜叶片能够提高根部抗枯萎病能力(Ding等，2008)，以往的研究

大多局限于单一组织或器官中的基因表达，生理生化变化等，而对植物地上部、地

下部和各器官之间生长发育的相互协调及其信号物质的研究则相对较少。目前很少

有人研究BR对韧皮液大分子物质的影响，因此，我们主要对于mRNA和蛋白质在

韧皮液的运输以及表达展开研究。

3本研究的目的、内容和意义

我们实验室已有研究表明，叶片喷施0．01 mg L。BR能迅速地诱导根系包括

7
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MAPK．WRKY．cAP)(．PAL等一系列与抗性相关的信号、转录因子、抗氧化和抗

病相关基因的表达，产生包括对温度逆境、黄瓜枯萎病等一系列根部病害的抗性

(Ding等，2008；Ogweno等，2005)，由于EBR本身不能移动(Symons，2004；

Nishikawa等，1994)，很显然这些现象都不同程度同植物微管系统介导的长距离信

号物质传递有关。韧皮部具有完整的抗氧化系统等信息传递网络(Fiehn，2002；

Walz等，2002)，在受到病原菌、温度等生物和非生物胁迫时，诱导抗性信号物质

并通过韧皮部进行长距离运输(Aart等，2004；van Bel等，2004)，从而提高植物

的抗逆性。

我们在实验中采用瓜类植物作为研究对象，主要因为其韧皮液取样方便，蛋白

含量较高，另外在国际上，瓜类植物微管系统大分子化合物方面积累了一定的工作

基础，是研究植物微管系统介导的长距离信号物质传递的优异材料(Lough and Lucas，

2006)。

正是基于以上认识，我们以黄瓜为材料，结合SSH的方法、RT-PCR、2D．PAGE

等技术，从基因和蛋白两个水平研究EBR协调植物地上部和地下部间逆境响应中的

发挥重要作用的相关基因和蛋白，以期为探索蔬菜的抗性调控途径奠定理论基
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第二章黄瓜韧皮液消减抑制杂交文库的建立

消减抑制杂交(SSH)是一项可以快速获取两个不同生物材料中差异表达基因

的分子生物学技术，是快速筛选差异表达基因的有效方法，也是寻找新基因的重要

手段。该技术尤其适合以基因构架尚不完全清晰的物种或者以特殊材料为研究对象

的生物基因分型差异的研究，是基因芯片技术的有效牢J、充。基本流程：通过差减文库

构建，文库验证和筛选(逆向斑点杂交)，获得阳性克隆，对阳性克隆测序及生物信

息分析，可判定差异基因的情况。另外结合RACE技术可进一步克隆所获得的差异

基因的eDNA全长序列，并可用Northern blot或RT-PCR加以验证。抑制性消减杂

交文库技术是一种革命性的差异表达基因筛选技术。该方法结合了抑制性PCR和消

减杂交技术，即用PCR反应链内退火有限于链间退火的特点和分子杂交二级动力学

原理，经过体系不断优化建立起来的快捷、有效的差异基因筛选方法。与传统的

DD．PCR、SAGE及eDNA—RNA等技术相比，具有低丰度mRNA富集效率高、假

阳性低、灵敏度高重复性好等特点。

韧皮系统中信号物质包括多种mRNA，其在调控植物生长发育及抗性的过程中

也发挥着重要的作用，本章利用SSH技术对响应EBR的特异基因进行筛选分析。

1材料与方法

1．1实验处理及材料

实验于2007年4月．2008年3月在浙江大学玻璃连栋温室及园艺系蔬菜植物生

理实验室进行。表油菜素内酯(EBR)使用前用无水乙醇和吐温。20作为溶剂配成100

mg L一的母液(含80％无水乙和20％吐j}g一20)。供试黄瓜(Cucumis sativus L．)品种

。为‘津研4号’。将预先浸种、催芽的黄瓜种子播于蛭石基质中，片子叶充分展开时

移入大棚种植，温度为20．30"C，六叶一心时进行处理。喷施的浓度为0．1 mg L一，

量为EBR200ml／株，喷施水平以叶片药液欲滴而未滴为度，叶面以及叶背均喷

1．2实验方法

1．2．1韧皮液的收集方法

用消毒的刀片切割黄瓜的茎和叶柄，用消毒过的滤纸粘吸茎和叶柄的切口，待

9
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韧皮液渗出时及时用移液枪吸取，收集到置于液氮中用DEPC处理的无RNA酶的1．5

ml的离心管中。

设置EBR浓度No．1 mg L～，设置4个时间点收集韧皮液(3 h．6 h，12 h，24 h)，每

个时间点收集韧皮液1 ml。

1．2．2总RNA的抽提和纯化

1．2．2．1总RNA的提取

1)在装有韧皮液样品的1．5 m1的离心管中加入l ml的Trizol试剂，混合均匀，

室温放置5 min；

2)4"C，12，000 rpm，离心5 rain，将上清液转移到新的无RNA酶的离心管中，

弃沉淀；

3)向上清中加入200斗l氯仿，振荡混匀，室温放置15 min；

4)4℃，12，000 rpm，离心1 5 min，取上清液到另一个无RNA酶的离心管中，加

)＼500 u l的异丙醇，混合均匀，室温放置10．30 min；

5)4℃，12，000 rpm，离心15 rain，小心弃去上清，l酬A沉于管底；

61加入l ml 75％无RNA酶的乙醇，温和振荡离心管，悬浮沉淀；

7)4。C，7500 rpm，离心5min，弃上清；

8)室温晾干，用适量DEPC．H20溶解沉淀；

9)用ND．1000紫外分光光度计测定RNA样品含量与纯度，并用甲醛变性凝胶电

泳对RNAff0质量进行检验。

1．2．2．2总RNA样品的纯化

2、

3)

舢

5、

向利用Trizol试剂抽提得的．琶．RNA样品中加入1 ml RNA—Solv Reagent，混匀，

室温放置5 min；

向混合物中加入200 gl氯仿，剧烈振荡20秒；

12，000 rpm，离心10 min；

将上清转移到新的离心管中，加入等体积NTO％乙醇，颠倒混匀；

将样品转NRNA纯化柱，10，000 rpm，离心15 sec，弃滤液；

10
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6)重复步骤5；

7) 向RNA纯化柱 力o／x,-700肛l RNA wash buffer I，10，000 rpm，离心15 sec，弃

滤液；

8)重复步骤7；

9)向RNA纯化柱中加／X．700一RNA wash bufferII，10，000 rpm，离心15 SeC，弃

滤液；

lo)重复步骤9)；

11)13，000 rpm，离心l rain；

12)将纯化柱放入一干净的1．5 ml离心管，加适量DEPC．H20，室温放置5 min，

13，000 rpm，离心l min,

13)回收的总RNA样品放置于。80"(2备用。

1．2．3 LD．PCR试剂盒合成cDNA

1．2．3．1第一链cDNA的合成

1)在DEPC处理的无RNA酶的0．5 mI的离心管中加入：

，鬯,RNA

3’SMART CDS primer II A(1 2uM、

SMART II a oligonuleotide(1 2uM)

DEPC—H20
二

混匀，轻微离心；

65"C温育2 min，再42"C温育2 rain；

2)在反应管中依次加入下列组分：

200 ng

7“l

7 pl

补充至64 1al

5×first．strand bu行cr 20 pl

DTT(20 mM) 2 Ul

50×dNTP mix 10 ul

RNase inhibitor 5弘l

MMLV reverse transcriptase 5 p1

终体积 42¨l
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吸打混匀，轻微离心。

3)42"C温育1．5 h；

4)加入2 p．1 O．5 M EDTA终止反应。

5)所得cDNA保存于．20"C备用，直至下一反应。

1．2．3．2 cDNA的纯化

1、在DEPC处理的；无RNA酶的O．5 ml的离心管中加,N212 pl bufferNT，混匀；

2)将反应液加到nucleospin extract II中，14000 rpm离心1 min，弃去底液；

3)加入600 lal NT3，14000印m离心1 min，弃去底液；

4)空离2 rain，除去NT3；

5)用新DEPC处理的无RNA酶的1．5 ml的离心管，在柱子中加入50 IIl的NE，

在空气中开盖放置2 min；

61盖上盖子，14000 rpm离心1 min；

7)}JP,入35 lal NE于柱子中，重复(6)；

8)总样品产物应为80．85 p．1，若不足，用DEPC—HzO；}I、足；

9、)产物在．20。C保存待用。

1．2．3．．3 cDNA的扩增

1)预热PCR仪至95。C；

2)在DEPc处理的无I蝌A酶的1．5 ml的离心管中加入CK、EBR模版各200 ng,

加水至80斗1；

3)在新的在DEPc处理的无RNA酶的O．5 ml的离心管中加入以下反应体系：

■．J洱■■口●Ⅱ■ -，’墨’1

1 0 x advantage 2 PCR buffer 30“l

50×dNTP(10raM) 6 pl

5'PCR primer II A(12 uM) 6 p．1

50×advantage 2 polymerase mix 6 pl

终体积 220 tal

12
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混匀，轻微离心；

4)将样品与(3)步中的反应体系混匀，将其分装成1001al各3管，标为A、B、c；

每管一滴矿物油覆盖，放／X．PCR仪中，设置程序为：

95℃ l min

15循环

95℃ 5 s

65℃ 5 S

68℃ 6 min

5)从c管中取出30“l用于优化，其余701．tl放于4。C

a)a．15cycle PCR产物中取出5¨l 标为1

b)b．18cycle PCR产物中取出5儿I 标为2

c)c．21cycle PCR产物中取出5“1 标为3

d)d．24cycle PCR产物中取出5“l 标为4

e)e．27cycle PCR产物中取出5¨l 标为5

D￡30cycle PCR产物中取出5“l 标为6

6)电泳分析图谱，确定循环数为20个

7)另外将A、B、c各管反应体系的PCR循环数确定为23个

8)跑电泳检测结果。

1．2．3．4 cDNA的纯化

1)将3管产物合并到1．5 ml离心管中，得CK、EBR各一管，各取出7 gl于．20

℃，备以后比较；

2)各加入等体积的乙醇：氯仿：苯酚(25：24：1)，涡旋混匀；

3)14000 rpm?葛心10 rain，分层；上清液转移到1．5 ml离心管中

4)加700 p,l正丁醇，充分混匀，浓缩体积至40．70 gl；

5)室温下14000印m离心1 min；弃去上清；

6)如果体积不足40．70 pl，重复(5)；

7)将层析柱上下颠倒，充分混匀；

13
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8)打开柱子盖子，将底下帽子折断；

9)柱子放置于1．5 ml离心管中；

10)除去柱子中的bu舵r，加入1．5 ml的l x dNTP mix buffer；

11)让柱子中的液体自然流走，至完全胶面平整，接近于0．75 ml，若低于0．75 ml

则换另一个柱子；

12)除去buffer，将样品小心缓慢滴入胶床中央，不要粘壁；

13)加入25 pl的l×dNTPmixbuffer；

14)将柱子放在心的1．5 ml离心管中；

15)加)＼320 p1的1×dNTP Mix buffer洗dsDNA片段，留10 ml于新的离心管中，

标为“sample B”，存于一20"C，作电泳凝胶分析；

16)]JP／＼751al的1 x dNTPmix buffer，用新的离心管收集，标为“sampleC”，存

于．20"(2，作电泳凝胶分析；

17)检测PCR产物，电泳凝胶分析G，B，c；结果显示G、B亮度相似，c最亮；

其中C的分子量主要集中为250．500bp。

1．2．4消减抑制杂交文库的建立

1．2．4．1酶切

1)取出10 ml纯化后I钩dsDNA，用于以后跑凝胶电泳检测；

2)混匀以下体系：

10×Rsal restriction buffer 36 Ixl

酶 1．5 pl

3)混匀，轻微离心；

4)37"(2温育3 h；

5)取出5“l用于检测酶的效率；

6)加入等体积的苯酚乙醇：氯仿：苯酚(25：24：1)，涡旋混匀，14000 rpm

离心10 min；

7)取上清液于1．5 ml离心管中，加入等体积的氯仿：异戊醇(24：1)；

8)重复(6)(7)；

14
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lo)涡旋混匀，14000叩m离心10 mim；

11)去掉上层液体，用200 pl 80％乙醇洗涤沉淀；

12)小心去掉上清液；

13)在超净台吹干沉淀，约5．10 min；

14)沉淀溶于5．5 pl的水中，存放于．20‘C；

15)电泳凝胶检测结果。

1．2．4．2 cDNA的接头的连接

1)cDNAt均稀释：取1 lal经Rsa I消化后的双链CK—cDNA样品(tester)加到5 rtl

水中稀释至6p,1，混匀备用；

2)连接反应体系：

笱—面两丽百鬲两j西≤玎丽菇['1--li和2 pl testerl．2木，标为1-C，为不差减杂

交的对照；

5)轻微离心，16。C过夜；

6)加入l lal EDTA终止反应；

7’)72 6C温育5 min，使其失活；

8)轻微离心；

15
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9)从1．c中取出1¨l于l ml水中稀释，用于PcR扩增；

10)产物存放于．20。C。

1．2．4．3第一轮杂交

杂交反应1,7,EBR．cDNA为tester,CK．eDNA为driver

1)在离心管中依次加入下列组分：

2)加1滴矿物油，稍离心，98"C孵90s，

3)68’C杂交lO h，立即进行第二轮杂交。

1．2．4．4第二轮杂交

1)在离心管中依次加入下列组分：

driver—cDNA 1¨l

4×杂交缓冲液 l pl

水 2 pl

总体积 4 pl

混匀后覆盖一滴矿物油；

2)98。C变性处理1．5 min；

31从热循环仪上拿出新鲜变性的driver．cDNA，同时将其于杂交样品l和2混合，

确保杂交样品1和2只有在新鲜交性drive卜cDNA存在时混合在一起，操作如

下：

a)调移液枪至15 pl；

b)将移液枪尖端轻轻地接触杂交样品2中的矿物油／样品界面；

∞小心将全部样品吸入枪头(若有少量矿物油吸入，则无影响)；

d)将移液枪尖端移开离心管，并吸入少量空气，使样品滴下有一层微空气

16
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层面；

e)重复步骤b．d(吸取新鲜变性driver-cDNA)；

f) 将整个混合液移至盛有杂交样品l的离心管中；

g)枪头吹吸使之混匀；

4)短暂离心，68。C过夜温育；

5)加入200 BI稀释缓冲液，吹吸混匀：

回689C温育7 min，．20"(3保存备用。

1．2．4．5差异表达cDNA的第一轮PCR扩增

1)准备PCR模板：

a．取稀释过的cDNA 1山于新的离心管中；

b．取1 lal PCR control subtracted cDNA：

2)在PCR管中依次加入下列组分：

l 0×PCR reaction bufkr

dNTPmix

PCR引物1

50×酶

去离子H20

总体积

8 txl

1．6 lxl

3．2 1al

1．6斗l

62．4 pl

76．8 lal

涡旋混匀，轻微离心；

3)分成3管，每管24 pl；

4)每管加50“I矿物油；

5、75℃5 min；

6)PCR： 94"C 25 S

30cycle： 94"C 10 s

66℃ 30 S

72℃ 1．5 min

7)取8}ll PCR产物跑凝胶电泳检测，或第二次PCR扩增后再检测；

17
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8)取3 lal的PCR产物，溶ff-27 pl水中稀释；

9)上述稀释产物各取l pl。

1．2．4．6差异表达cDNA第二轮PCR扩增

10)在PCR管中依次加入下列组分：

l 0 x PCR reaction butt．er

dNTPmix

nested PCR引物l

nested PCR引物2R

50×酶mix

去离子H20

总体积

8脚

1．6 gl

3．2 gl

3．2 gl

1．6 m

59．2 lal

76．8 lttl

涡旋混匀，轻微离心；

11)将(9)中的l gi加入，分成3管，每管24 gl；

12)每管加一滴矿物油；

13)PCR

15cycle 94"(2 10 S

68℃ 30 S

72℃ 1．5 min

14)取8 gl跑电泳检测；

15)产物存放于．20。C保存。

1．2．4．7连接

连接体系：

5×buffer 5¨l

载体vector O．5山

酶 O．5山

DNA 4“l

18
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DNA 4“l

总体积 10¨l

22 4C温育1-2：J、时，或4"C过夜。

1．2．4．8感受态细胞的制备

1)从新鲜的大肠杆菌(escherichia coli)TGl菌株平板上挑取单菌落，接种于

LB液体培养基中，37*(2过夜培养；

2)按1：100比例将过夜的培养物转接到新鲜的LB培养基中，37"(2培养至菌液

OD600达到O．4．0．6；

3)将菌液分装入灭过菌的50mI离心管中，冰浴10 min；

41 4"C，4000 rpm，离心10 rain，倒尽上清；

5)用20 ml预冷的0．1 M灭菌CaCl2溶液重悬细胞，冰浴30 min；

61 4"C，4000 rpm，离心10 rain，弃去上清；

7)加入预冷的O．1 M CaCl2溶液2 ml，轻轻悬浮细胞，一80 4C放置备用。

1．2．4．9转化

11加热LB固体培养基，冷却 力vAmp(50 ug／rd)．倒到培养皿上；

2)从．70*(2冰箱中取200 p1感受态细胞悬液，冰上解冻，解冻后置于冰点；

3)加入PBS质粒DNA'溶液(含量不超过50 ng，体积不超过10 m1)轻轻摇匀，

冰上放置20．30分钟；

4)42"(2水浴热击90s，或37。C水浴5 min，热击后迅速置于冰上冷却3-5分钟；

5)向管中加入1 ml LB液体培养基(不合Amp)，混匀后37℃震荡培养基40分钟，

使细胞恢复生长状态，并表达质粒编码的抗生素抗性基因Amp；

6)将上述菌液摇匀后离心，去除部分上清液后，取100 I．tl涂布于含Amp的筛选

板上，正面向上放置半个小时，待菌液完全干后倒置培养皿，37"(2培养16-24

小时，出现明显而未相互重叠的单菌落；

7)培养后，将平皿置-；T-4。C下数小时，使显色完全；

81挑斑，挑取白色单菌落于LB液体培养基中；

9)37。C摇菌，待培养基明显变浑浊为止。
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1．2．4．10 PCR检测

目的基因的扩增采用常规的PCR方法

1)在离心管中加入下列反应组分：

在装有l IJ l菌液NPcR管中]JP／xL9“l如下配置好的反应混合液

10×PCR缓冲液

Mg(25 mM)

dNTP mix(10 mM)

引物1

引物2

Tap酶

去离子H20

总体积

2．5 gi

2 gl

2 gl

0．5山

0．5“l

0．125 gl

16．375 pl

24 II l

轻微混匀，稍离心

2)立即进行PCR反应：94*(2 30s，52"C 30s，72。C 60s，35个循环；

3)1514 gl产物在1．5％琼脂糖胶进行电泳检测，其余产物-20"(2保存备用。

1．2-4．11菌液的保存

取过夜培养NN液300 gl，加入等体积50％的灭菌甘油，混合均匀，做好标记，

．20℃冰箱保存。

1．2．4．12测序

挑选消减文库中部分PCR的阳性克隆送到上海生物工程公司或者上海英骏生物

工程公司进行测序进行测序

2结果与分析

2．1总RNA质量检测结果

对黄瓜韧皮液中．琶．RNA进行了甲醛变性凝胶电泳检测，结果如图1所示，总RNA

的电泳条带清晰明亮，28S、18S和5S=条带均清晰可见，28s rRNA条带的亮度基本
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的电泳条带清晰明亮，28S、18S和5s三条带均清晰可见，28s rRNA条带的亮度基本

上为18s rIⅢA的两倍，说明抽提得的总RNA未发生降解。此外，总RNA样品进行

的紫外分光光度计测定结果也显示，黄瓜韧皮液总RNA的OD260／280比值为1．98，

OD260／230的比值为2．21之间，这说明抽提得ff9RNA样品的纯度较高，；无DNA或蛋白

的污染。

28s————◆

18s—_

CK BK

图1 总RNA的变性凝胶电泳

Fig一．Total RNA denatured formaldehyde gel analysis

2．2 eDNA第二链合成扩增

从已经合成第一链cDNA管中取出30 ul用于优化，分别：

a．15cycle PCR产物中取出5“l 标为l

b．18cycle PCR产物中取出5¨1 标为2

e．21cycle PCR产物中取出5¨l 标为3

d．24cycle PCR产物中取出5 ul 标为4

e．27cycle PCR产物中取出5 ul 标为5

f．30cycle PCR产物中取出5 uI 标为6

电泳分析图谱，确定循环数为20个

CK RR

2l
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1 2 3 4 5 6 M l 2 3 4 5 6

图2总cDNA的PCR扩增后凝胶电泳

Fig．2 The analysisi of amplification of total cDNA(M．marker)

从图谱上可以看出循环数为15时，没有条带出现，增至21个循环时能够明显看到明

显的弥散带，最终的选用21个循环进行第二链的合成。

2．3 cDNA双链的合成与纯化

CK M EBR

G B C M G B C

图3 cDNA纯化后凝胶电泳

Fig．3 The analysis of eDNA after purity．M 1：l kb ladder

检测PCR产物，电泳凝胶分析G，B，c；结果显示G、B亮度相似，C最亮；说

明实验操作符合要求，其中C的分子量主要集中)b250．500 bp。

取BR和CK处理的RNA进行逆转录合成cDNA双链，电泳图谱显示为涂布分布

(图3)。合成的cDNA用限制性内切酶Rsa I进行酶切，以产生大小适当的平末端片

段。eDNA双链经Rsa I酶切后，片段的带型明显下移(图4)，表明酶切效果良好。
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2．4 eDNARsa I酶切

CK M EBR

图4．Rsa I酶切后的cDNA的双链凝胶电泳

Fig．4 The analysis of DscDNA after Rsa I cut fM：l kb ladder)

2．5差异表达eDNA的PCR扩增

为了筛选对照处理(CK)与EBR处理(EBR)中各自特异表达的基因，以EBR

tester，CK为driver进行消减杂交，酶切好的eDNA经接头连接，两轮杂交及补平

末端等操作后，以杂交产物为模版进行PCR扩增，第一轮循环数为30个。产物稀释

后用做第二轮的模版。循环数增至15个循环时可以看到较暗的扩散带，21个循环时

是扩散带已经非常明显。为了减少后续实验的复杂性，最终的建库选用21个循环。

M 1 2 3

图5．第二次PCR扩增结果
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2．6建库保存与PCR鉴定

Fig．5 The analysis of secend PCR

PCR扩增产物经纯化后进行T-载体克隆，转化大肠杆菌后进行大量涂板。大量

挑选白色单菌培养物为模版进行PCR鉴定，结果显示片段的大小分布在200．600 bp

之间，但较小片段居多(图6)。

2．7测序与数据分析

图6．部分白色单菌的PCR检测

Fig．6 PCR analysis of partial wh。ite clones

挑选消减文库中部分PCR的阳性克隆送到上海生物工程公司或者上海英骏生物

工程公司进行测序进行测序，对所测的260个序列进行去除载体分析，得到I均EST序

列的长度分布如图7所示。长度小于200 bp的EST有9个，长于600 bp的EST有18条。

根据测序质量分析结果，除去质量差的序列32个，得到有效EST 228条，经过去重

复分析后获得28个差异表达的EST(表1)，部分EST的序列见附录2。将所得EST序

列在http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／blast 进行相似性比较，基因功能的注释和分类在

Gene OntologyTM数据库中进行(http：／／www．geneontology。org)。能推测出功能的EST

见表1，其它均为功能未知的序列。
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Fig．1 Percentage of the putative protein products，which were highly expressed in the

EBR—treated phloem sap．A total of 28 cDNA clones of the entire 650 SSH clones were

sequenced and classified into seven protein categories，based on the BLASTX analysis．

NO siminarity(1 6)

photosynthesis(2

2．9 BRs上调基因的分析

annels

0rmoneS

ns(2)

cDNA序列的功能是通过BLASTX分析与其它植物中已报道功能的基因的相

似度(E-value)来确定的(表1)。在7个分类中，除相似度低的基因和未知基因，

激素和胁迫响应得基因所占比例最高，达到18％，包括编码yippee family protein，

putative ankyrin—repeat protein，F-box family protein， auxin—induced protein，major

latex protein—related-等5个基因。ssH文库还包括了8％的光合作用相关基因，如

photosystem II protein I，photosystem 1 P700 apoprotein A2。EBR还上调了编码细胞

骨架microtubule．associated protein(4％)，蛋白合,成40S ribosomal protein S7一like

protein(4％)、跨膜和运输通道phosphate translocator(4％)等的基因。

消减杂交所得的EST的相似性分析结果

Table 1 The homology analysis for EST from the forward SSH

Clone number Redundancy Similarity Length(bp)e value Accession No．

Energy generation and photosynthesis
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图7．EST长度分布图

Fig．7 EST length distribution report

2．8黄瓜韧皮液中EBR上调基因的分类

我们采用削减抑制杂交(SSH)的方法，构建了EBR处理和对照的cDNA差异

文库。SSH是一个用来获得tester样品中高丰度基因的有效办法(Diatchenko等，

1996)，在本实验中，我们以EBR处理韧皮液的cDNA作为tester，未处理的为driver。

因此，我们构建的SSH文库是EBR处理后表达上调的基因文库。我们共获得650

个克隆，从中随机挑取260个克隆进行测序，得到228个测序结果，经过Alignment

软件分析和BLASTX比对共得到28个非重复基因(表1)。其中包括5个编码未知

功能蛋白的基因和23个编码已知功能蛋白的基因。这23个已知功能的基因经过GO

terms功能分类之后，参照其它器官中eDNA的归类方法(Aharoni和O’Connell，2002；

Lee等，2007)，将其分为以下7类：能量与光合作用，运输通道，蛋白合成，细胞

骨架，激素及逆境响应调控和其它相关的7大类(图1)。

图1．SSH文库基因功能分类。
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C637 19 photosystem II protein I【Liriodendron tulp／fera] 582 1．00E一16 YP 740186

C420 20 photosystem I P700 apoprotein A2【Caricapapaya] 392 8．00E-21 YP——001 671 682

Transport facilitators，channels and pumps

C568 1l phosphate translocator[Nico“ana tabacum] 471 2．00E-l 5 CAA52979

Protein synthesis／destination／turnover

40S ribosomal protein S7一like protein[Solanum

C642 9 tuberosum] 462 8．OOE．1 7 ABA40437

Cytoskeleton

microtubule—associated protein 1 light chain 3[Gossypium

C60 32 hirsutum]． 554 2．00E．12 AAQ76706

Cellular response to hormones and stress and defence-related

C681 19 yippee family protein[Arabidopsis thaliana】 585 4。00E．35 NP 973645

C579 3 putative ankyrin-repeat protein【玢出aestivalisl 370 5。00E．08 AAQ96339

C594 l F-box family protein【Oryza brachyantha] 442 7．OOE．28 ABG73440

C453 3 auxin—induced protein陋rabidopsis thaliana】 259 5．00E．1 3 BAD94452

major latex protein·-related／MLP·-related[Arabidopsis

C623 l thah'ana] 67l 4．00E．25 NP 193142

Unassigned functions

C454 29 hypothetical protein[附括V加咖FO】 684 3．00E．09 CAN70790

putative polyprotein 【Oryza sa『fva(japonica

C72 1 cultivar-group)】 695 1．00E．17 AAR06323

No similarity

C55 9 ribosomal protein S3【Cucumis sativus】 131 O．018 YP—．24763 8

C418 5 transposase IS630【Listonella anguillarum serovar 02]． 332 6．3 CAL4705 l

C627 14 conserved hypothetical protein 【Magnetospirillum 239 3．7 CAM78208
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gryphiswaldense MSR-1]

putative ABC transporter,permease protein

C352 9 【Campylobacterjejuni subsp．doylei 269．97]． 371 9．9 YP』O l 398923

C526 7 spermidine synthase，putative[Plasmodium vivax SaI-1】 306 2．8 xP 001615406

PREDICTED：similar to WD repeat protein Gemin5

C140 2 [Danio rerio] 341 4．7 X哪01339880
cyclic nucleotide—gated channel modulatory subunit

Cl 18 6 CNGA4b truncated isoform【lctalurus punctatus】 594 6．6 AAM705 10

C302 7 hypothetical protein【Vitis vinifera] 205 0．97 CAN78486

protein kinase,putative 【Leishmania braziliensis

C541 5 MHOM／BR／75／M2904]． 180 0．44 XP』01561658

C564 8 unnamed protein product【V／t／s vi．ifeM】 435 0．03 CA04565 l

D 1 1 1／G--patch domain·-containing protein[Arabidopsis

C196 1 thaliana] 17l 2．9 NP 566359

C173 5 No significant similarity found 202

C169 1 No significant similarity found 236

C101 2 No significant similarity found 164

C248 2 No significant similarity found 392

C200 l No significant similarity found 467

3讨论

黄瓜目的基因序列的生物信息学分析：

C60．微管结合蛋白序列 微管结合蛋白与微管特异地结合在一起，对微管的功能起

辅助作用，在微管结构中约占10一15％。微管结合蛋白在调节微管的聚合和组成方

面具有重要的作用，在植物中，微管结合蛋白能够在整个细胞周期中组装、重新配

置和分解四种独特的微管阵列。其中的三个微管阵列：皮质阵列、细胞分裂早期阵

列和成膜体在植物体中负责促进细胞壁沉积和传感信号的修饰，划分细胞分裂的平
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面，并在胞质分裂中形成新的细胞板，微管结合蛋白在植物中建立和维持微管阵列，

以调节细胞的生长、分裂，以及细胞对环境的反应。一类主要的MAPs家族叫作装

配MAPs，作用是将微管在胞质溶胶中进行交联(Kaloriti，2007)。这些MAPs的结

构中具有两个结构域，一个是碱性的微管蛋白结合结构域，另一个是酸性的外伸的

结构域。MAPs具有多方面的功能：①使微管相互交联形成柬状结构，也可以使微
管同其它细胞结构交联。②通过与微管成核点的作用促进微管的聚合。③在细胞内

沿微管转运囊泡和颗粒，因为一些分子马达能够同微管结合转运细胞的物质。④提

高微管的稳定性：由于MAPs同微管壁的结合，自然就改交了微管组装和解聚的动

力学。MAPs同微管的结合能够控制微管的长度防止微管的解聚。由此可见，微管

结合蛋白扩展了微管蛋白的生化功能。

C594。F．box蛋白序列F．box蛋白家族是一个超大的蛋白家族，F，box许多研究是

在拟楠芥上进行的，在其他植物上研究的极少，拟南芥全基因组序列分析表明，它

可能编码1000多个F．box蛋白质，约占全部预测蛋白质的5％，很多重要的F—box蛋自

在激素信号中起作用(薛勇彪，2002)，在真核生物中，由泛素介导的蛋白降解途

径与细胞的分裂、发育、代谢、免疫等许多复杂的生理过程密切相关。F-box蛋白质

通过参与SCF复合体的形成介导了泛素化蛋白底物的特异性识别，在其降解过程中

发挥关键作用(Skowyra，1997)。目前，从拟南芥和金鱼草中发现了多个已知功

能的F．box蛋白质，它们分别参与了生长素信号转导、花器官发育、开花和叶片衰老

等多种生物学过程(kipreos，2000)。在茉莉酸信号转导途径中，F-box蛋白是一个

关键的因子，包含F．box和16 LRRs，能够选择性的恢复聚泛素和蛋白质水解的受体，

COIl(F-box蛋白)能够形成E3一type Ub连接酶复合体(Hershko，1998)，这些结

果说明，F-box蛋白质介导的泛素化蛋白质降解途径可能是植物基因表达调控的一个

非常重要的机制，在SCF复合体中，F-box结合Skpl或类Skpl蛋白，但是对F-box整

个功能系统还不很清楚。

C623．类乳胶蛋白序列 据报道，类乳汁蛋白在拟楠芥中只有一种，而在人参ff可EST

数据库中，人参叶片中的类乳汁蛋白在高光强条件下上调，其mRNA能够被乙烯抑

制(Aggelis，1997)，但它的具体功能还不清楚，在NCBI的蛋白质数据库中，总共

有15种类乳汁蛋白属于拟楠芥，它们的N端是高度保守区域，最前的两个氨基酸是
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蛋氨酸和丙氨酸，根据N端乙酰化原则，N端的氨基酸可以被乙酰化，从而可进一步

研究这类蛋白的结构和功能。

C681．开心蛋白序列 开心蛋白包含一个假定的类锌指金属结合结构域。目前在不同

的真核细胞有机体，它是第一个具有保守基因家族特征的蛋白质成员(Hosono，

2004)，人类eDNA克隆分离显示76％开心蛋白与果蝇相同。在果蝇和在不同的胎儿

组织不同发育阶段，开心蛋白是无所不在的，高度保守的蛋白序列在广泛的物种中

的存在表明开心蛋白在真核生物中的重要性(Lindquist，2001)。

C568．磷酸丙糖转运蛋白序列 叶绿体内膜上存在有磷酸丙糖转运蛋白。在光合作用

中负责碳水化合物的出口。磷酸丙糖转运器能够催化磷、磷酸丙糖和3．磷酸甘油酸

的反向交换运输，从而使光合初级产物从叶绿体转运到胞质。在生理条件下，这种

转运严格遵循l：1的反向交换原则，并且转运活性受光的调节(Waiters，2004；Sun，

2004)。目前，已经从一些植物中分离到磷酸丙糖转运器蛋白，并克隆了它们的

cDNA。近年来，利用基因工程手段对磷酸丙糖转运器功能的研究也取得了很重要

的进展。有研究表明，突变体拟南莽缺乏tpt比野生型增加了淀粉合成，从而补偿它

在叶绿体出口磷酸盐上的不足。

C579．锚蛋白重复序列 锚蛋白重复序列是普遍存在于真核、原核及病毒中的一种蛋

白质序列模体，其功能主要是参与蛋白质与蛋白质的相互作用，锚蛋白主要在细胞

内外的信号传递过程中起联系和调节作用(Sedmvick等，1998；Xu，2007)。典

型的ANK重复序列一般含有33个残基，数目不等的ANK单元串联起来，形成许多大

ANK结构域(ANKdomain)，行使生物功能。由于该蛋白质家族成员中，ANK在数

目、一级序列以及空间结构上都存在差异，使得ANK模体能够与多种配体结合，实

现纷繁复杂的生物功能。在植物蛋白中，锚蛋白的研究比较滞后，主要集中在有关

信号转导中的自身防御，发育调控，物质转运以及蛋白磷酸化等，因此，研究ANK

模体对于认识这类植物蛋白质家族成员的结构和功能具有十分重要的作用，也必定

会给植物信号传导的研究带来新的切入点。

C453．生长素诱导蛋白序列 系统鉴定和研究油菜素内酯的应答基因，发现油菜素内

酯可通过诱导细胞周期蛋白基因的表达而促进细胞分裂，可在拟楠芥细胞培养中替

代细胞分裂素，证实了油菜素内酯对植物细胞分裂的促进作用(Overvoorde，2005)。
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油菜素内酯是新近被确认为植物生长发育不可缺少的一种甾醇类激素，其最主要的

生理功能为促进细胞的伸长。

EBR不仅能调控植物的生长发育，并且可提高植物的抗逆性，我们的研究表明

对黄瓜进行叶面喷施0．1 mg L—EBRME够显著提高其根部对枯萎病的抗性(Ding等，

2008)，推测是由于EBR激活或促进了叶片相关抗性基因，且这些mRNA可以通过韧

皮部运输到黄瓜根部，进而影响根部代谢途径中相关环节，促进植物抗病性提高。

为了更清楚地理解EBR在黄瓜地上部和地下部间信号通讯中所起的作用极其分子机

制，我们采用SSH方法来系统地研究了韧皮液中RNA转录本对EBR处理的响应机制。

在本试验中，我们得到包括650个克隆的SSH文库，有效EST序列228个，经去重复

分析后获得28条差异表达EST，大部分都小于600bp(表1)。53．1％的ESTflIi够在

GenBank搜索到功能已知的基因，其它均为功能未知的序列。本试验采用了不同时

间点混合取样的方法，其缺点是同一时间差异表达的基因可能会被其它时间点样品

中表达的基因所屏蔽，这可能是获得的EST总数相对较少的原因。

韧皮部是植物进行信号长距离运输的通道，在韧皮液中含有多种mRNA，我们发

现EBR处理后，上调了很多和抗性相关基因的表达(图1)，在7个分类中，除相似

度低的基因外，激素和胁迫响应得基因所占比例最高，达到11．8％，包括编码yippee

family protein，putative ankyrin—repeat protein，F—box family protein， auxin—induced

protein，major latex protein．related等5个基因，符合前人研究结果，EBR能够提高植

物的系统抗性(Sateesh K，2006；Clouse，1 998；Anuradha和Rao，2001；Nakashita

等，2003)，SSH文库还包括了1 6．4％的光合作用相关基因，都为光系统基因，如

photosystem II protein I，photosystem I P700 apoprotein A2，也有实验表明，BRg以

提高光合相关基因的表达(Krebbers等，1998；Jansson等，1999)，这些研究解释

了在本实验EBR处理对2个光合作用相关基因表达的上调。EBR还上调了编码细胞

骨架microtubule．associated protein，蛋白合成40S ribosomal protein S7-like protein、跨

膜和运输通道phosphate translocator等的基因。

综合以上分析，这些基因在植物的光合作用，蛋白合成，细胞骨架，跨膜通道

以及激素和胁迫响应等方面具有重要作用，这些基因对EBR响应的变化，说明EBR

促进了这些基因的合成和运输，进而提高植株的抗性。
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第三章EBR对黄瓜韧皮液基因差异表达的影响

荧光实时定量PCR(RT-PCR)是将RNA的反转和cDNA的聚合酶链式扩增相

结合的技术。首先经反转录酶的作用从mRNA合成cDNA，再以eDNA为模板，

扩增合成目的片段。RT-PCR技术灵敏而且用途广泛，可用于检测细胞中基因表达

水平，作为模板的RNA可以是总RNA、mRNA或体外转录的RNA产物。无论使

用何种RNA，关键是确保RNA中无RNA酶和基因组DNA的污染。

从第二章SSH的结果可知，EBR上调韧皮液中一些基因的表达，为了更精确

地检测文库中这些基因表达得上调程度，选取与激素和胁迫响应、光合作用、细胞

骨架、跨膜和运输通道、蛋白合成相关和四个未知功能的基因，通过对这些基因设

计特异引物，利用RT-PCR技术对这些基因的在转录水平上进行研究，也是对通过

SSH获得差异基因的验证。

l材料和方法

1．1材料与实验处理

同上一章。在EBR处理6 h取样。

1．2目的基因PCR引物的设计

对于上述获得的已知黄瓜基因利用Primer Premier 5．0软件进行引物设计。

1．3总RNA的抽提

1)在装有韧皮液样品的1．5 ml的离心管中加入1 ml的Trizol试剂；混合均匀，

室温放置5 min；

2)4。C，12，000 rpm离心5 min，将上清液转移到新的无RNA酶的离心管中，

弃沉淀；

3)向上清中加入200“l氯仿，振荡混匀，室温放置1 5 min；

4)40c，12，000 rpm，离心15 min，取上清液到另一个无IⅢA酶的离心管中，

加入500 gl的异丙醇，混合均匀，室温放置10．30 min；

5)4。C，12，000 rpm，离心15 min，小心弃去上清，RNA沉于管底；
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6)加入l ml 75％无RNA酶的乙醇，温和振荡离心管，悬浮沉淀；

7)4。C，7500 rpm，离心5 min，弃上清；

8)室温晾干，用适量DEPC．H20溶解沉淀；

9)用ND．1000紫外分光光度计测定RNA样品含量与纯度，并用甲醛变性凝胶

电泳对RNA的质量进行检验。

1．4 RT-PCR法克隆目的基因片段

1．4．1第一链eDNA的合成

1)在DEPC处理的无RNA酶的1．5 ml的离心管中加入：

总RNA

ribonuclease inhibitor

oligo(dT)18

DEPC—H20

2 Ixg

0．5 Ixl

2 IXl

补充至10 ul

混匀，轻微离心；

2)65。C温育5 min；

3)室温放置10 min，轻微离心；

4)在反应管中依次加入下列组分：

5 x first．strand bufrer

DTT(20 mM)

dNTPmix

ribonuclease inhibitor

powerscript reverse transcriptase

终体积

4“l

2 Ixl

2 IXl

0．5 pl

1 IXl

20 pl

吸打混匀，轻微离心；

5) 37"(2温育1 h；

6) 90"C处理5 min，立即冰浴2 rain；

7) 所得cDNA保存于-20"C备用。

33
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1．4．2目的基因片段的扩增和纯化

目的基因片段的扩增采用常规的PCR方法，根据引物的Tm值以及目的片段的

长度对PCR反应程序的退火温度和延伸时间做适当的调整。PCR反应体系(100“1)

如下：

10×reaction buf掩r

MgCl2(25 mM)

dNTPOomM each)

上游引物(10 u M)

下游引物(10 Ii M)

模板

Taq DNA polymerase

10 lal

7山

2 pl

2 pl

2 pl

5 pl

1 IIl

2结果与分析

2．1目的基因PCR引物的设计

表2关键基因引物设计

Table2 The desire of significant primer
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No significant similarity

No significant similarity

TAGTCGTCGA兀YrGGTCGAA

AAAGC疋r]广T’AGGCCCTrGTG

2．2目的基因在黄瓜韧皮部的表达

GAGAAGGGTGTGGGAATC—盯

GCCGAGCACArI’A AGCAGT

由上图可以明显看出，这些基因经EBR诱导后表达均上调，其中类乳胶蛋白序列，

光合系统蛋白和假设蛋白上调3—5倍，被强烈诱导；C60 F-box蛋白序列和C579锚蛋

白上调1．5．2．5倍；C368开心蛋白序列，C60微管结合蛋白序列，C453生长素诱导序

列和C568磷酸转运器上调微弱，在1．5倍以内。

o
暑
■_
食
>

o

．乏_
氏

——■

o

岛

图2黄瓜叶面喷施24．表油菜素内酯(EBR)对韧皮部基因表达的影响(C60；C453；

C568；C418：C681)

Fig．2 Effects of 24-epibrassinolide(EBR)foliar application on the gens expression in

EBR-treated of cucumber plant(C60；C453；C568；C41 8；C68 1)
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。
暑
■_
食
》

o
》

●一
、-一

畏
■·■

o

岛

图3．黄瓜叶面喷施24．表油菜素内酯(EBR)对韧皮部基因表达的影响(C579；C642；

C594；C564；C526)

Fig．3 Effects of 24一epibrassinolide(EBR)foliar application on the gens expression in

EBR-treated of cucumber plant(C579；C642；C594；C564；C526)
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o
=

■●一

四
≯

o
>
●__
氏

■一
。

臣

图4黄瓜叶面喷施24．表油菜素内酯(EBR)对韧皮部基因表达的影响(C623；C454；

‘C637；C420)

Fig．4 Effects of 24一epibrassinolide(EBR)foliar application on the gens expression in

EBR—treated of cucumber plant(C623；C454；C637；C420)

3讨论

从第二章SSH的研究结果可知，EBR上调韧皮液中一写基因的表达，为了更精

确地检测文库中这些基因表达得上调程度，我们选取了激素和胁迫响应、光合作用、

细胞骨架、跨膜和运输通道、蛋白合成和四个与其他物种相似性低的基因(C453、

C579、C681、C623、C594、C420、C637、C568、C60、C642，C418、C526、C454、

C564)，通过RT-PCR的方法来检测EBR对这些基因的表达的影响(图2)。结果发现，

14个基因中50％的表达在被EBR上调2倍，其中C623。类乳胶蛋白序列、 C454．假定

蛋白、C637．光合系统II蛋白I、C420．光合系统I P700辅酶A2被上调3倍以上。C623
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类乳胶蛋白在瓜类植物的茎含量较高，能够感受伤害，并和次生代谢物的储存有关，

在果实发育前期能够保护果实免受病原菌的侵害(Aggelis等，1997)，其mRNA能．够

被乙烯抑制(Aggelis，1997； Renaud，1994)； C637光合系统Ⅱ蛋白I和C420

光合系统I P700辅酶A2被EBR上调了4．5倍，说明EBR能够显著增强植物的光合作

用；EBR处理上调了茉莉酸响应基因C594 F-box家族蛋白序列，Woo等2001年证实

F-box在茉莉酸途径中能够负调节ORE9，延迟叶片衰老，在泛素系统中F．box蛋白能

够选择性的恢复聚泛素和蛋白质水解的受体，而泛素调节蛋白降解是在许多不同激

素互话途径机制中的中心调解者(Deshaies等，1999；秘彩莉等，2006)，而C453

生长素诱导蛋白为生长素响应基因，也能够被EBR诱导上调，因此推测EBR可能与

其它植物生长物质存在互作。C579重复序列在蛋白质的互作中起作用(杜海宁和胡

红雨，2002)，主要集中在有关信号转导中的自身防御(Sedmvick等，1998；Xu，

2007；Kuhlmann等，2003)；C681开心蛋白序列在植物的各个生长阶段都存在，并

具有一定的调节作用(Roxstrom．Lindquist，2001)；C454是一个编码假设蛋白的基

因，被EBR处理后上调3倍，表明它有可能是BRs响应基因，它的功能还有待进一步

的研究。

综上所述，本文通过sSH的方法构建了EBR处理上调的黄瓜韧皮液cDNA文库，

系统地分析了EBR诱导黄瓜韧皮液所涉及的对光合作用，激素和胁迫响应，跨膜和

运输通道，蛋白合成，细胞骨架等方面的调节。其中，EBR对胁迫响应的基因影响

最大，这不仅表现为在SSH文库中胁迫响应相关基因所占比例较高，还表现在几个

抗性相关基因在EBR处理植株的韧皮液中高表达水平。
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第四章EBR对黄瓜韧皮液中差异蛋白表达的影响

随着后基因组时代的到来，蛋白质组学得到了空前的发展，蛋白质组研究旨在

揭示基因表达的真正执行生命活动的全部蛋白质的表达规律和生物功能。包括蛋白

质组、蛋白质组学、功能蛋白质组学和结构基因组学等新的概念的提出，蛋白质组

学已成为当今生物领域中极其活跃的学科。其中双向电泳(2DE)是蛋白质组研究的

三大关键核心技术之一。由于双向电泳技术在蛋白质组与医学研究中所处的重要位

置，它可用于蛋白质转录及转录后修饰研究，蛋白质组的比较和蛋白质间的相互作

用，细胞分化凋亡研究，致病机制及耐药机制的研究，疗效监测，新药开发，癌症

研究，蛋白纯度检查，小量蛋白纯化，新替代疫苗的研制等许多方面。

双向电泳由于具有高分辨率和高灵敏度已成为分析复杂蛋白混合物的基本工

具。自1975年，O’Fan'el等建立这种技术后，已有许多改进，使得这一技术日趋

完善，2D的第一向电泳是等电聚焦电泳(IEF)，然后通过十二烷基磺酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)对蛋白质进行第二向电泳；在IEF中，蛋白质因等电

点不同而被分离，在SDS．PAGE中，不同分子量的蛋白质相互间被分离开，再用考

马斯亮兰或银染进行检测，经Pdquest等软件对结果进行比对、解析。由于蛋白质

的等电点和分子量是两个彼此不相关的重要性质，而2DE同时利用了蛋白质问的

这两个性质上的差异分离蛋白质，因此2DE的分离能力非常强大，它甚至能将细

胞中的5000种蛋白分离开，2DE在分离蛋白混合样品，比较差异方面有不可替代

的作用，结合质谱鉴定技术可查明大型蛋白复合物各组组分，与其它生物技术如分

子生物学、分子遗传工程、免疫学、微量蛋白质的自动氨基酸序列分析相结合，可

以快速准确地发现和鉴定新的蛋白质。

韧皮系统中信号物质不仅包括mRNA，也包含大量的蛋白质，其在感受外界信

号，调控植物生长发育及抗性的过程中也发挥着重要的作用，本章利用2D PAGE

技术对响应EBR的特异蛋白进行分析。
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1材料与方法

1．1实验处理与材料

表油菜素内酯(EBR)(又名：云大120原药)有效含量>=90％，干燥失量<=O．5％，

寺比号0710．25Ha。使用前用无水乙醇和吐温20作为溶剂配成100 mg L‘1的母液(含

80％无水乙和200／0吐温20)。供试黄瓜选用(Cucumis sativus L．CV．JinyanNo．4)品

种为津研4号。将预先浸种、催芽的黄瓜种子播于蛭石基质中，片子叶充分展开时移

入大棚种植，温度为20．30"C，六叶一心时进行处理。

1．2实验设计

实验于2007年11月．2008年4PJ在浙江大学玻璃连栋温室及园艺系蔬菜植物生理

实验室进行。实验主要采用的是对照实验的方法，实验共分为两大部分，分别研究

相 EBR浓度，相同时间下，EBR对黄瓜韧皮液蛋白的影响。

1．3实验方法

1．3．1 EBR处理方法

于黄瓜六叶一心期处理，喷施的浓度为O．1 mg L-1，量为EBR 200 ml／株，喷施．

水平以叶片药液欲滴而未滴为度，叶面以及叶背均喷。

1．3．2韧皮液的收集方法

EBR处理6h取样，方法同上一章。

1．3．3蛋白提取液的配置

(D D．巯基乙醇丙酮法0．07％D．巯基乙醇／丙酮

(II)TCA．丙酮法 10％-三氯乙酸／丙酮

(III)HCL-丙酮法0．1 M HCL 0．1％DTT丙酮

(IV) 酚提取法提取液50 mM Tris．HCL(PH 8．O)

25 mM EDTA

500 mM硫脲

0．5％ D．巯基乙醇
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1．3．4韧皮蛋白的提取

(I)13．巯基乙醇丙酮法：

I．5 mt#J离心管置于冰上，加入D一巯基乙醇丙酮900 rtl，收集50山的韧皮液，混匀，

-20"C过夜，14000 rpm 4℃离1C230 min，弃去上清，加入l ml冰丙酮洗两次，14000 rpm

4℃离心15 min；超净台干燥。

(II)TCA．丙酮法：

1．5 ml的离心管置于冰上，加入提取液900 u l，收集50 u l的韧皮液，混匀，．20"(2

过夜，14000 rpm 4℃离J心'30 min，弃去上清，加入等体积的冰丙酮洗两次，14000 rpm

4"C离心15 min；超净台干燥。

(111)HCL一丙酮法：

1．5 m1的离心管置于冰上，加入O．1 M HCLl50 gl，收集韧皮液50¨l，混匀，14000 rpm

4℃离心10 min，吸取上清液，加入冰N酮750 rtl，．20"(2过夜，14000 rpm 4"C离心30

min，冰丙酮洗两次，14000 rpm离心15 rain；超净台干燥。

(IV)酚提取法：

1．5 ml的离心管置于冰上，加入提取液lml，收集韧皮液100一，混合后置于冰上10

min，14000 rpm 4℃离J5"20 min，吸取上清液于新的离心管中，14000 rpm 4℃离心

10 rain，去杂质；取上清液加入等体积Tris—buffered phenol(PH 8．0)，冰上放置30 min，

10000 rpm 4℃离心10 min分层；取上层酚相；加入5倍体积0。1 M苯酚／甲醇，-20"(2

过夜；用预冷的丙酮洗3次，1％p．巯基乙醇丙酮洗一次，超净台干燥。

蛋白质定量：

蛋白质裂解液：7 M 尿素

2M 硫脲

4％ CHAPS

O．1％DTT

Millin Q水

将蛋白质沉淀溶解在裂解液里，用考马期亮蓝．牛血清蛋白做标线，定量。
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1．3．5 SDS．PAGE电泳

样品：四种蛋白质提取方法的韧皮部蛋白

12％聚丙烯酰胺凝胶

1．3．6双向电泳

(一)第一向等电聚焦(用自制的电泳上样缓冲液，7 cm的胶条，pH 3．10)

1)从冰箱取-20*(2冷冻保存的IPG预制胶条(7 cm pH 3．10)，于室温放置10分钟。

2)从冰箱中取．20"C冷冻保存的水化上样缓冲液(I)(不合DTT，不合Bio．Lyte)

-d,管(1 mi／管)，置室温溶解；

3)在小管中加入O，01 g DTT， Bio，Lyte 3—10各2．5出，充分混匀。

4)从小管中取出200肛I水化上样缓冲液，；b口A5 1．tl(30 I-tg)样品，充分混匀；

5)沿着聚焦盘或水化盘中槽的边缘至左而右线性加入样品。在槽两端各1 cm左

右不要加样，中间的样品液一定要连贯。注意：不要产生气泡。否则影响到

胶条中蛋白质的分布；

6)当所有的蛋白质样品都已经加入到聚焦盘或水化盘中后，用镊子轻轻的去除

预制IPG胶条上的保护层；

7)将胶条小心放在已经加入样品的水化盘内，胶面朝下，从左向右，不能有气

泡产生；

8)在槽内加满矿物浊，相邻槽内也要加满，如有条件，全部槽内都要充满油，

避免温度升高时油层挥发而导致胶条暴露于空气中。使胶条被动吸收样品，

需要12 h；

9)吸收完全后，将胶条转移到滤纸上，用湿润的滤纸洗走多余的样品液；

10)分清胶条的正负极，轻轻地将IPG胶条胶面朝下置于聚焦盘或水化盘中样品溶

液上，使得胶条的正极对应于聚焦盘的正极。在胶条的两端，加湿润的盐纸

条，除盐离子。电极夹在盐条上，并确保胶条与电极紧密接触。不要使样品

溶液弄到胶条背面的塑料支撑膜上，因为这些溶液不会被胶条吸收。同样还

要注意不使胶条下面的溶液产生气泡。如果已经产生气泡，用镊子轻轻地提

起胶条的一端，上下移动胶条，直到气泡被赶到胶条以外；
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11)在每根胶条上覆盖2．3 ml矿物油，防止胶条水化过程中液体的蒸发。需缓慢的

加入矿物油，沿着胶条，使矿物油一滴一滴慢慢加在塑料支撑膜上；

12)对好正、负极，盖上盖子，设置等电聚焦程序：

等电聚焦程序设置

7cm胶条

水化50V 12．16小时(20℃)主动水化

Sl 250V线性30分钟除盐

s2 500V快速30分钟除盐

S3 4000V线性3小时升压

S4 4000V快速20，000伏小时聚焦

S5 500V快速任意时间保持

选择所放置的胶条数；

设置每根胶条的极限电流； (30．50 u A／根)

设置等电聚焦时的温度； (20℃)

13)聚焦结束的胶条。立即进行平衡、第二向SDS．PAGEg泳。

(二)第二向SDS．PAGEg泳

按照伯乐的操作说明进行

凝胶电泳完成以后进行染色(按照伯乐染色试剂盒上的操作步骤)

a) 固定室温1 0 min，200 ml(以充分浸透为准)；

配方：乙醇：冰乙酸：水=4：1：5

b)dH20漂洗充分，200 ml，10 min；

C)加敏化剂，室温5 min，200 ml(以充分浸透为准)

配方： 戊二醛(成品：25％水溶液)200 ul

甲醛： (成品：37％)10 ul

乙醇：40 ml，稀释成100 ml

d)40％乙醇(V／V)充分漂洗，200 ml，20 min；

e)dH20充分漂洗，200 ml，20 rain；

f)加敏化剂，100 ml，1 min；
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g)

h)

i)

配方：O．02％硫代硫酸钠(w／v)即0．2 g／t．；

dH20充分漂洗，200 ml，2次，1-2 min／次；

加O．5％硝酸银(w／v)，200 ml室温20min；

以先配成20％母液(2 eglo m1)新鲜配制使用；

dH20充分漂洗，200 ml，2次，1-2 min／次；

加显色剂100 ml至胶转黄(约1 min)；

重新换新的显色剂直到所需显色情况(约15 min)

配方：碳酸钠59，甲醛(37％)0．02％(v～)加水200 mlI}g成。

j) 终止：5％冰乙酸，5 min；

k)保存，于0．03％碳酸钠中。

2结果与分析

2．1四种蛋白提取方法

p．巯基乙醇丙酮法、TCA．丙酮法、HCL．丙酮法、酚提取法提取的韧皮蛋白样

品定量后做SDS．PAGE分析，如图6，处理和对照相比都没有明显的新条带出现，

从样品质量上判定，HCL．丙酮法提取得蛋白条带较多且清晰不弥散，说明样品制备

较好，因此，在后续试验中，采用HCL．丙酮法制备双向电泳的样品。

150；d)

35∞

I II m Ⅳ
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CK BR CK BR CK BR CK BR

图6．黄瓜韧皮蛋白SDS．PAGE电泳检测(I．D．巯基乙醇丙酮法；II．TCA．丙酮法；

III．HCL．丙酮法；IV．酚提取法)

Fig．6 The SDS—PAGE analysis of phloem protein(I．[3-mercaptoethanoi—acetone；

II．TCA—acetone；III．HCL-acetone；IV．phenol—methyl alcoh01)

2．2双向电泳分析

由图可知，处理(图7．2)和对照(图7．1)有明显差异，其EBR处理的黄瓜韧皮蛋

白(图7．2，n=l，)在PH=8．0，分子量为25kDa，其表达上调，是一种碱性蛋白，EBR

对其它三种蛋白(图7．1，n=2，75Kda；n=3，95 Kda；n=4，60 KDa)贝0起到了抑制的效

果。n=2的蛋白点位于PH=7．5，属于微碱性蛋白，n=3的蛋白PH=7，属于中性蛋白，

n=41均蛋白位于PH=4，属于酸性蛋白。
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图7．1黄瓜韧皮蛋白2D PAGE分析(CK)

Fig．7．1 The 2D PAGE analysis of phloem protein(CK)
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3 pH 9

图7．2黄瓜韧皮蛋白2D PAGE分析(BR)(n=l上调，n=2、3、4下调)

Fig．7—2 The 2D PAGE analysis ofphloem protein(BR)(n=1 upexpression，n=2、3．、

4 downexpression)

3讨论

前人已研究证实，在黄瓜的韧皮部，PP2蛋白是高丰度蛋白(Golecki，1999；

Walz，2004)，分子量约48 kDa lectin的二聚体，PP2结合RNA通过胞间连丝运输，

PP2fl目．够增大胞间连丝通道的尺度，促进致病性病原菌和其他RNA的运输(Owens

等，2001)。Lectin 26flE够结合RNA形成核蛋白复合体，在细胞．细胞问运输和韧皮
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部长距离运输中能够维持RNA结构的稳定性(Gomez，2005)；在信号转导途径中，

lectin 26能够促进细胞和分子的信号识别(Gomez和Pallas，2004)，在光信号途径中

和病毒侵染过程中介导植物的防御反应，调节蛋白．蛋白间互作(Dinant等，2003)。

lectin 17也是一种植物凝集素，在植物韧皮部中，能够促进致病性病原菌和其他RNA

的运输(Owens等，2001)，并且lectin 17能够被细胞分裂素抑制(Toyama等，1995)，

在韧皮部中结合生长素，在脉管的分化中起作用。

本试验研韧皮蛋白双向凝胶电泳显示EBR处理和对照存在差异，其中有一个28

KDa蛋白点的表达明显高于对照，另外三个蛋白点(60 KDa、75 KDa、95 KDa)则

明显弱于对照，说明EBR调控了黄瓜叶片内某些相关蛋白的合成及其在韧皮部的运

输。但这些蛋白的结构和功能还未明确，需要进一步利用质谱鉴定。

综上所述，外源EBR影响了黄瓜韧皮液中蛋白质的表达，促进28 KDa蛋白的合成和运输，

抑制T60 KDa、75 KDa、95 KDa_U_种蛋白的合成和韧皮部运输，但这些蛋白质的生理功能以及

分子生物学的研究有待进一步探讨。
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第五章主要结论

在本试验室以往相关研究的基础上，本文以黄瓜为研究对象，从韧皮液RNA

和蛋白质运输着手，通过结合利用抑制消减文库技术和RT-PCR(Real．Time PCR)

技术，从黄瓜韧皮液中克隆获得了一系列黄瓜代谢途径中对表油菜素内酯(EBR)

响应的关键基因；研究还从蛋白质组学方面，利用2D．PAGE技术进一步研究了与

响应EBR的黄瓜韧皮蛋白，并就EBR对黄瓜生长发育及抗性的影响机制进行了探

讨。得出以下结论：

一、通过建立SSH筛选获得了28个可能存在差异表达的EST片段，主要涉及

能量产生和光合作用、运输通道、蛋白合成运输和转运、细胞骨架、细胞的分裂调

控、激素响应以及逆境相关调控方面，通过生物信息学手段深入分析后获得了有关

EST功能的相关信息，确切的功能还有待于深入而细致的研究。

二、采用生物信息学手段，以所获EsT片段为基础，利用网络数据库中已有的

序列信息，结合RT-PCR方法，进一步验i正EBR处理黄瓜叶片对韧皮液中编码类乳胶

蛋白、光合系统II蛋白I、光合系统I P700脱辅基蛋白A2、锚蛋白、40s类核糖体

蛋白、F-box家族蛋白、微管结合蛋白、植物激素诱导蛋白、磷酸盐转运蛋白、开心

蛋白等基因的表达有明显促进作用，说u)]EBR促进了黄瓜韧皮液内基因的表达。

三、韧皮蛋白双向凝胶电泳显示EBR处理和对照存在差异，其中有一个28 KDa

蛋白点的表达明显高于对照，另外三个蛋白点(60 KDa、75 KDa、95 KDa)则明显

弱于对照，说明EBR调控了黄瓜叶片内某些相关蛋白的合成及其在韧皮部的运输。

综上所述，黄瓜叶片喷施表油菜素内酯引起了了黄瓜韧皮液中mRNA和蛋白表

达的变化。这些mRNA和蛋白是否在介导油菜素内酯调控植物的生长发育及抗性的

过程中起到了一定的作用及其作用机理还需要进一步的
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