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宝山堇菜 Ｐｂ耐性相关基因筛选及表达特性

邓冬梅１，艾红霞２，邓金川２，廖斌２

（１．广西科技大学生物与化学工程学院∥广西糖资源绿色加工重点实验室，
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２．中山大学生态进化学院∥生物防治国家重点实验室∥广东植物资源重点实验室，
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摘　要：Ｃｄ超富集植物宝山堇菜Ｖｉｏｌａｂａｏｓｈａｎｎｅｎｓｉｓ也有一定Ｐｂ耐性／富集能力，为了解宝山堇菜对Ｐｂ的耐性
／富集分子机制，采用抑制消减杂交技术 （ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＳＳＨ），筛选了宝山堇菜根在Ｐｂ诱
导下差异表达的基因片段，进而对与Ｐｂ耐性与富集相关的基因克隆片段 （ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｓ，ＥＳＴｓ）进行
半定量ＲＴ－ＰＣＲ和Ｎｏｒｔｈｏｒｎ杂交验证。利用ＳＳＨ方法，从宝山堇菜根部获得２７个在Ｐｂ胁迫下特异表达的无重
复的有意义ＥＳＴ克隆片段。半定量ＲＴ－ＰＣＲ和Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交进一步证实和 Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ木葡聚糖内源
转糖基酶 （ｘｙｌｏｇｌｕｃａｎｅｎｄｏｔｒａｎｓｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ，ＸＴＨ）基因、ＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａＧＴＰ结合蛋白基因 （ＧＴＰｂｉｎｄｉｎｇｍＲ
ＮＡ）基因相似的２个克隆片段在宝山堇菜受Ｐｂ胁迫时，为上调表达基因。可初步假设，Ｐｂ胁迫下，伴随有细
胞壁的变化，ＧＴＰ结合蛋白可能参与宝山堇菜体内Ｐｂ胁迫信号的传导。
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　　超富集植物 （ｈｙｐｅｒａｃｃｕｍｕｌａｔｏｒ）是指能够超
量吸收重金属 （或非金属）并将其转运到地上部

分贮藏起来的植物，在重金属污染土壤的植物修复

中有重要应用潜力［１］。深刻探讨超富集植物对重

金属的耐性和富集基因，对进一步利用基因技术提

高重金属污染土壤植物修复效率有重要意义［２］。

相对于其他重金属，在分子水平上对 Ｐｂ超富集机
理的探索很少［３］。

宝山堇菜Ｖｉｏｌａｂａｏｓｈａｎｅｎｓｉｓ是我国发现的一种
Ｃｄ超富集植物［４－５］，也具有较强的 Ｐｂ耐性和富
集能力［６］，因此，宝山堇菜为重金属富集、耐性

相关基因的研究提供了丰富的基因资源。但目前，

基本没有在分子水平上对宝山堇菜的 Ｐｂ超富集机
理的探索。

就发现与某一性状相关基因的方法来讲，抑制

差减杂交 （ＳＳＨ）被认为是一种较为适合的技术，
可在转录水平上发现两材料间差异表达的基因［７］。

据此，本研究利用 ＳＳＨ技术筛选宝山堇菜根在 Ｐｂ
胁迫下特异表达的 ＥＳＴ（ＥｘｐｒｅｓｓｅｄＳｅｑｕｅｎｃｅＴａｇｓ）
基因克隆片段，并选择部分克隆片段分别进行半定

量ＲＴ－ＰＣＲ和Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交分析验证其表达特征，
为从分子水平揭示宝山堇菜对 Ｐｂ的耐性和富集机
理提供参考。

１　材料与方法
１１　植物材料

以组织培养获得的无菌宝山堇菜为材料，选取

大小一致，根系发达的无菌苗，流水洗去根表面琼

脂，于１／２Ｈｏｇｌａｎｄ营养液中培养２周后用于后续
实验。

１２　宝山堇菜ＳＳＨ文库构建
１２１ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成　对预培养２周的宝
山堇菜进行３００μｍｏｌ／ＬＰｂ（ＮＯ３）２处理，并设立
不加Ｐｂ的对照处理。处理２ｄ后，用Ｔｒｉｚｏｌ方法提
取两个处理宝山堇菜根中的 ＲＮＡ，并利用 Ｏｌｉｇｏ
ｔｅｘＴＭｍＲＮＡ纯化试剂盒 （ＱｉａＧｅｎ公司）分离
ＲＮＡ中的 ｍＲＮＡ，利用 ＳｕｐｅｒＳＭＡＲＴＴＭｃＤＮＡ反
转录试剂盒 （Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）合成 ｃＤＮＡ，并利用
ＱＩＡｑｕｉｃｋＰＣＲＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（ＱｉａＧｅｎ公司）纯化
合成的ｃＤＮＡ。
１２２　ＳＳＨ差减杂交　以Ｐｂ处理的ｃＤＮＡ为 ｔｅｓｔ

ｅｒ，以不加 Ｐｂ对照处理为 ｄｒｉｖｅｒ，利用 ＰＣＲ－Ｓｅ
ｌｅｃｔｃＤＮＡＳｕｂｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔｓ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）构建
ＳＳＨ文库。首先对 ｔｅｓｔｅｒ和 ｄｒｉｖｅｒ进行 ＲｓａＩ酶切，
等分成两份，分别连接上不同接头，而 ＤｒｉｖｅｒｃＤ
ＮＡ不连接头。连有不同接头的 ＴｅｓｔｅｒｃＤＮＡ分别
与过量的ＤｒｉｖｅｒｃＤＮＡ混合，进行两次差减杂交。
１２３　差异 ｃＤＮＡ文库建立及序列分析　以杂交
产物为模板，以接头１和２Ｒ设计的巢式引物为引
物，进行两次抑制 ＰＣＲ。将２种杂交的 ＰＣＲ产物
分别克隆至 ｐＧＥＭ－Ｔｖｅｃｔｏｒ（Ｐｒｏｍａｇａ公司）中，
建立差异ｃＤＮＡ文库。将有效克隆的菌液送去上海
英竣公司测序，得到每个克隆的 ＥＳＴ序列，所有
的 ＥＳＴｓ 在 ＮＣＢＩ 的 网 站 上 （ｈｔｔｐ ∥
ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ）进行比对。
１３　宝山堇菜Ｐｂ特异表达基因检测
１３１　植物处理及ＲＮＡ提取　对预培的宝山堇菜
无菌苗分别进行不同浓度 （０、６０、３００、６００
μｍｏｌ／Ｌ　Ｐｂ（ＮＯ３）２，处理 ２ｄ）和时间 （０、１、
２、７ｄ，处理浓度３００μｍｏｌ／ＬＰｂ（ＮＯ３）２）的 Ｐｂ
处理，及不同胁迫处理 （３００μｍｏｌ／Ｌ　ＣｄＳＯ４，
１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ和 φ＝３７％的 Ｈ２Ｏ２，处理１ｄ）。
处理结束后，利用２２中方法提取各处理宝山堇菜
根和叶片中ＲＮＡ。

表１　ＰＳ１０、ＰＳ１３号ＥＳＴ克隆片段及
１８ＳｒＲＮＡＲＴ－ＰＣＲ特异引物

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＲＴ－ＰＣＲｏｆＰＳ１０，ＰＳ１３
ｇｅｎｅｃｌｏｎｅ，ａｎｄ１８ＳｒＲＮＡ

序列 ５′－３′

ＰＳ１０ 上游 ＴＧＣＡＴＴＣＧＧＡＣＧＧＴＡＧＡ
下游 ＧＡＧＧＡＣＴＴＧＣＣＡＡＡＣＡＧＡＴ

ＰＳ１３ 上游 ＣＡＡＣＡＧＴＣＡＡＴＴＣＡＴＣＣＣＡＧＴＣ
下游 ＡＡＴＧＣＡＧＣＴＣＧＴＧＣＣＡＡＴ

１８ＳｒＲＮＡ 上游 ＣＴＧＧＣＡＣＣＡＧＡＣＴＴＴＣＣＣＴＣ
下游 ＣＴＴＣＴＡＡＧＧＡＡＧＧＣＡＧＣＡＧＧ

１３２　半定量 ＰＣＲ　利用 ＯｍｎｉｓｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（ＱｉａＧｅｎ公司）合成 ｃＤＮＡ第一链。
以宝山堇菜体内１８ＳｒＲＮＡ扩增片断为内参。为研
究ＰＳ１０和 ＰＳ１３号 ＥＳＴ克隆片段在宝山堇菜中的
表达特性，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５设计１８ＳｒＲＮＡ及
ＰＳ１０和ＰＳ１３号ＥＳＴ克隆片段上下游扩增特异引物

０３
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（表１），并利用设计引物进行半定量ＰＣＲ。
反应体系 （２５μＬ）包括：ＥｘＴａｑ酶 ｍｉｘ１９

μＬ，ｃＤＮＡ第一链模板 ２０μＬ，上下游引物各 ２
μＬ。ＰＣＲ温度程序为：９４℃预变性１ｍｉｎ，９４℃
变性０５ｍｉｎ，５５℃退火 ０５ｍｉｎ，７２℃延伸 ２
ｍｉｎ，循环２８次，最后７２℃终延伸７ｍｉｎ，４℃保
存。ＰＣＲ样品进行 ｗ＝２％琼脂糖胶电泳，目的条
带与１８ＳｒＲＮＡ条带的强度比代表了目的基因的相
对表达水平。

１４　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹转移
对２１中提取的各处理的 ＲＮＡ进行 ｗ＝１２％

琼脂糖电泳，电泳完毕后，将 ＲＮＡ从凝胶转移到
带正电的尼龙膜上，并通过紫外交联固定于膜上。

提取需要检测的克隆片段的质粒 ＤＮＡ，然后
采用 ＳＳＨ技术中的第一次 ＰＣＲ的程序进行扩增，
ＰＣＲ产物纯化后作为探针模板。同时利用 Ｏｌｉｇｏ－
ｌａｂｅｌｌｉｎｇＫｉｔ（ＴａＫａＲａ公司）进行 【α－３２Ｐ】ｄＣＴＰ
探针制备。将转接有ＲＮＡ的尼龙膜在４２℃预杂交
４ｈ后，加入５μＬ已标记好的探针，４２℃下进一
步杂交１６ｈ，然后洗去未杂交探针，压入磷屏进行
放射自显影，在台风 （Ｔｙｐｈｏｏｎ）仪器上读取磷屏
数据。

２　结果与讨论
２１　ＲＮＡ、ｃＤＮＡ及文库质量检测

对照与Ｐｂ处理下宝山堇菜根中的ＲＮＡ电泳可
看到２８ＳｒＲＮＡ和１８ＳｒＲＮＡ的清晰条带，无托尾
现象，并且２８ＳｒＲＮＡ条带近乎是１８ＳｒＲＮＡ条带
宽度的２倍，另外看不到基因组 ＤＮＡ以及蛋白污
染 （图１），说明提取的ＲＮＡ质量较好，无降解。

图１　宝山堇菜对照和３００μｍｏｌ／ＬＰｂ
处理根中总ＲＮＡ

１．ＣＫ；２．３００μｍｏｌ／ＬＰｂ２＋

Ｆｉｇ１　ＴｏｔａｌＲＮＡｏｆｃｏｎｔｒｏｌａｎｄ３００μｍｏｌ／ＬＰｂｉｎ
Ｖ．ｂａｏｓｈａｎｅｎｓｉｓｒｏｏｔ

１．ＣＫ；２．３００μｍｏｌ／ＬＰｂ２＋

图２　宝山堇菜ｃＤＮＡ合成及ＲｓａⅠ酶切产物的电泳检测
Ｆｉｇ２　ＤｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｃＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｅｓｏｆ
Ｖ．ｂａｏｓｈａｎｅｎｓｉｓａｎｄｉｔｓＲｓａⅠ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

１和２分别为对照和Ｐｂ处理的双链ｃＤＮＡ；
３和４分别为对照和Ｐｂ处理的酶切产物

图３　ＳＳＨ文库部分克隆质粒的ＰＣＲ产物
Ｆｉｇ３　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐａｒｔｉａｌｃｌｏｎｅｐｌａｍｉｄｏｆＳＳＨｌｉｂｒａｒｙ

１－１１：ｔｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｃｌｏｎｅｐｌａｓｍｉｄ

宝山堇菜对照和 Ｐｂ处理的双链 ｃＤＮＡ分布在
０２～２ｋｂ之间，在 ０５～１ｋｂ之间的丰度较高，
说明双链ｃＤＮＡ的完整性有保证，能充分代表ｍＲ
ＮＡ在片段分布及丰度上的特点。而 ＲｓａＩ酶切产物
的分布范围为 ０１～１ｋｂ，最高丰度在 ５００ｂｐ左
右，分布范围明显缩小，说明酶切效果明显 （图

２）。ＰＣＲ检测结果显示，文库中绝大部分克隆含
有插入片段，片段大小介于１５０～１０００ｂｐ之间，
平均的插入片段大小约５００ｂｐ左右 （图３）。
２２　ＥＳＴ测序分析

检索结果显示随机测序的１４０个克隆代表４０
个独立片段，片段大小在１２０～８９０ｂｐ之间，有２７
个独立片段与已知基因有同源性 （表２），它们在
细胞生命活动过程中有着很广泛的作用，根据其功

能分为５类：① 抗氧化酶类；② 胁迫蛋白类；③
信号转导类；④ 代谢相关；⑤ 其它功能待确定
ｃＤＮＡ（表２）。这些与ＥＳＴ克隆片段同源性较高的
基因很多也为重金属胁迫、解毒相关基因，如 ＩＩＢ
型 Ｃａ－ＡＴＰ酶 （ｔｙｐｅＩＩＢｃａｌｃｉｕｍＡＴＰａｓｅ）［８－９］，
泛素延长蛋白 （ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｅｘｔｅｎｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ）［１０－１１］，

金属硫蛋白基因 （ｐｕｔａｔｉｖｅｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ－ｌｉｋｅｐｒｏ
ｔｅｉｎ（Ｍｔ２）ｍＲＮＡ）［１２－１３］等，另外还有一些与其他
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胁迫相关的基因，如：琥珀酸脱氢酶 （ｓｕｃｃｉｎａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ）［１４－１５］，磷酸甘油酸变位酶 （ｐｈｏｓ
ｐｈｏｇｌｙｃｅｒｏｍｕｔａｓｅ）［１６－１７］。说明宝山堇菜对Ｐｂ胁迫

的响应也有很多胁迫相关基因表达，且不是一个简

单的调控过程，而是一个整体层面的反应。

表２　利用ＳＳＨ技术筛选出的差异表达克隆在ＧｅｎｅＢａｎｋ中的核酸同源性比较结果
Ｔａｂｌｅ２　ＢｌａｓｔｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｅｄｃｌｏｎｅｓｖｉａＳＳＨｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅｇｅｎｅｓｉｎＧｅｎｅＢａｎｋ

ＥＳＴ序号 编码的同源蛋白 相似性 ＧｅｎｅＢａｎｋ注册号 （Ｅ－值）／来源植物

抗氧化酶类

ＰＳ１ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ４４／４９（８９％） ＡＫ２２８４２５１（１ｅ－０５）／Ａｔｈａｌｉａｎａ

ＰＳ２ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ ２３１／２８３（８１％） ＡＪ７１７３０６１（８ｅ－３３）／Ｐｉｓｕｍｓａｔｉｖｕｍ

ＰＳ３ ＣＨＡＰＥＲＯＮＩＮ２０ ５２／５９（８８％） ＮＭ＿１２２０７９３（４ｅ－０７）／Ａｔｈａｌｉａｎａ

ＰＳ４ ｈｅａｔｓｈｏｃｋｃｏｇｎａｔｅｐｒｏｔｅｉｎ（ＳＣＨＳＰ７０） １４４／１６２（８８％）ＡＦ００２６６７１（５ｅ－４２）／Ｓｏｌａｎｕｍｃｏｍｍｅｒｓｏｎｉｉ

ＰＳ５ ｃｈａｐｅｒｏｎｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ １３１／１４６（８９％） Ｕ２１１３９１（１ｅ－３９）／Ｐｉｓｕｍｓａｔｉｖｕｍ

防卫胁迫相关蛋白

ＰＳ６ ｄｅｌｔｏｉｄｅｓｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ２ａ（ＭＴ２ａ） ４１／４２（９７％） ＡＦ２０１３８４１（２ｅ－１０）／Ｐｅｔｕｎｉａｘｈｙｂｒｉｄａ

ＰＳ７ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｅｘｔｅｎｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ ７５／８８（８５％） ＤＱ１１６４４１１（６ｅ－１０）／Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍ

ＰＳ８ ｔｙｐｅ２ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ ４２／４５（９３％） ＡＪ６２８１４６１（７ｅ－０８）／Ｐｏｓｉｄｏｎｉａｏｃｅａｎｉｃａ

ＰＳ９ ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ １０９／１３１（８３％） ＡＹ７０１３９７１（１ｅ－１３）／Ｂｒａｓｓｉｃａｊｕｎｃｅａ

ＰＳ１０ ｘｙｌｏｇｌｕｃａｎｅｎｄｏｔｒａｎｓｇｌｕｃｏｓｙｌａｓｅ－ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ４９／５３（９２％） ＡＹ３６５４２１１（４ｅ－１０）／Ｓｅｓａｍｕｍｉｎｄｉｃｕｍ

ＰＳ１１ ｔｙｐｅＩＩＢｃａｌｃｉｕｍＡＴＰａｓｅ ９０／１０７（８４％） ＡＹ０５９６３３１（３ｅ－１１）／Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ

胁迫信号转导相关蛋白

ＰＳ１２ ＡＴＰａｓｅ ７５／９１（８２％） ＮＭ＿１２５２１４４（３ｅ－０４）／Ａｔｈａｌｉａｎａ

ＰＳ１３ ＧＴＰｂｉｎｄｉｎｇｍＲＮＡ ９０／１０７（８４％） ＮＭ＿１２１０６４２（３ｅ－１１）／Ａｔｈａｌｉａｎａ

ＰＳ１４ ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒｏｍｕｔａｓｅ １２８／１４６（８７％） ｅｍｂ｜Ｘ７０６５２１１（２ｅ－３２）／Ｒｃｏｍｍｕｎｉｓ

ＰＳ１５ ＡＣＤ１１（ＡＣＣＥＬＥＲＡＴＥＤＣＥＬＬＤＥＡＴＨ１１） ８９／１０３（８６％） ＮＭ＿１２９０２３３（４ｅ－１６）／Ａｔｈａｌｉａｎａ

ＰＳ１６ Ｐｔｉ１ｋｉｎａｓｅ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ ７４／８５（８７％） ＡＦ２４９３１８１（１ｅ－１２）／Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ

代谢类

ＰＳ１７ ｓｔｒｉｃｔｏｓｉｄｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ ３０／３１（９６％） ＡＢ１８２１０４１（６ｅ－０４）／Ｓｉｌｅｎｅｌａｔｉｆｏｌｉａ

ＰＳ１８ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ ４６／５０（９２％） ＮＭ＿１０５９３９３（２ｅ－０８）／Ａｔｈａｌｉａｎａ

ＰＳ１９ ｐｕｔａｔｉｖｅｓｕｃｃｉｎａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ １７９／２１８（８２％） ＡＹ０６３０５３１（６ｅ－２５）／Ａｔｈａｌｉａｎａ

ＰＳ２０ ｃａｔｉｏｎｉｃａｍｉｎｏａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ５５／６２（８８％） ＮＭ＿１１２２０８３（１ｅ－０８）／Ａｔｈａｌｉａｎａ

其他

ＰＳ２１ ｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇ（ＡＴ２Ｇ１８２９０）ｍＲＮＡ ５７／６７（８５％） ＮＭ＿１２７３８７１（６ｅ－０４）／Ａｔｈａｌｉａｎａ

ＰＳ２２ ｕｎｋｎｏｗｎｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＴ１Ｇ５００４０） ８２／９７（８４％） ＮＭ＿１０３８９２２（３ｅ－１０）／Ａｔｈａｌｉａｎａ

ＰＳ２３ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ ８１／９０（９０％） ＡＪ３１１６６０１（１ｅ－２０）／Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍ

ＰＳ２４ ｕｎｋｎｏｗｎｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＴ１Ｇ０３１４０） １１６／１４３（８１％） ＮＭ＿１００１９６２（５ｅ－０９）／Ａｔｈａｌｉａｎａ

ＰＳ２５ ａｕｔｏｐｈａｇｙｐｒｏｔｅｉｎ９ ２７／２７，１００％ ＡＭ０８５５１６１（１ｅ－０４）／Ｚｅａｍａｙｓ

ＰＳ２６ ｐｕｔａｔｉｖｅＣＯＸＶＩＩａ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ ３７／４１（９０％） ＡＹ６０１８７０１（０００３）／Ｕｔｒｉｃｕｌａｒｉａｓｕｂｕｌａｔａ

ＰＳ２７ ｃａｔａｌｙｔｉｃ（ＡＴ４Ｇ２４３４０）ｍＲＮＡ ３８／４１（９２％） ＮＭ＿１１８５６７２（２ｅ－０５）／Ａｔｈａｌｉａｎａ
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图４　ＰＳ１０号和ＰＳ１３号克隆的ＲＴ－ＰＣＲ半定量分析
Ｆｉｇ４　ＲＴ－ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＰＳ１０ａｎｄＰＳ１３ｃｌｏｎｅ

２３　半定量ＲＴ－ＰＣＲ和Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交分析
文库中和 Ｓｅｓａｍｕｍｉｎｄｉｃｕｍ木质素转糖基酶

（ｘｙｌｏｇｌｕｃａｎｅｎｄｏｔｒａｎｓｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ，ＸＴＨ）基因同源的
ＰＳ１０号ＥＳＴ克隆片段在Ｐｂ胁迫下宝山堇菜根和叶
中均属上调表达，其表达量随胁迫浓度增加先升

高，在３００μｍｏｌ／ＬＰｂ最高，胁迫浓度继续升高时
表达量略有下降，此外该克隆片段表达量随胁迫时

间的延长逐渐上升，但对其他胁迫响应不太明显

（图４，图 ５）。木质素转糖基酶催化木质素的水
解，受赤霉素ＧＡ３等植物激素调节，在细胞壁延

伸和重建过程中起作用［１８］。在菟丝子侵染、干旱、

低温和高盐胁迫和蚜虫噬咬下，该基因都有表

达［１９－２０］。Ｋｒｚｅｓｏｗｓｋａ等［２１］研究表明细胞壁的增

厚是很多植物对Ｐｂ胁迫的主要响应方式。拟南芥
属、杂交白杨和浮萍等不同植物在收到 Ｐｂ胁迫后
都出现细胞壁的增厚，以将更多的 Ｐｂ固定在细胞
壁上。宝山堇菜中，木质素转糖基酶的上调表达是

否和此过程相关需要进一步实验来解释。但木质素

转糖基酶基因对其他胁迫没有明显响应说明不同植

物对胁迫的响应机制是不相同的。

图５　ＰＳ１０号克隆的Ｎｏｒｔｈｅｒｎ分析
Ｆｉｇ５　ＮｏｒｔｈｅｒｎｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰＳ１０ｃｌｏｎｅ
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　　文库中 ＰＳ１３号克隆片段和 ＧＴＰ结合蛋白
（ＧＴＰｂｉｎｄｉｎｇｍＲＮＡ）同源性很高。ＧＴＰ结合蛋白
可能在Ｃａ离子，茉莉酸 （ＪＡｓ）和水杨酸 （ＳＡ）
等介导的信号传导途径中起到重要的作用，为细菌

侵染和高温等胁迫下的响应基因［２２－２３］。ＪＡｓ和ＳＡ
介导的信号传递途径与植物抗性密切相关，且 ＪＡｓ
的积累也和重金属 Ｃｕ和 Ｃｄ的抗性有关［２４］。但

ＧＴＰ结合蛋白和Ｐｂ胁迫间的直接相关关系目前还
没有报道。ＰＳ１３号ＥＳＴ克隆片段随Ｐｂ胁迫浓度的
增加，表达量逐渐增加，在６００μｍｏｌ／ＬＰｂ时达到

最大。在叶中，该片段表达量的变化和 Ｐｂ胁迫浓
度增加无明显关系。３００μｍｏｌ／ＬＰｂ胁迫下，随处
理时间的延长，宝山堇菜根和叶中该片段的表达量

也逐步上升，处理时间为７ｄ时表达量最大。对其
他胁迫，该片段在宝山堇菜根和叶中的变化基本不

明显，Ｎａ胁迫下，在宝山堇菜叶中表达量略有增
加 （图４、图６）。这说明，宝山堇菜根中，Ｐｂ胁
迫下，ＧＴＰ结合蛋白基因可能是上调表达基因，
ＧＴＰ结合蛋白可能参与 Ｐｂ胁迫信号的传导，其作
用方式需进一步研究。

图６　ＰＳ１３号克隆的Ｎｏｒｔｈｅｒｎ分析
Ｆｉｇ６　ＮｏｒｔｈｅｒｎｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰＳ１３ｃｏｌｏｎｅ

３　结　论
１）利用ＳＳＨ技术筛选得到２７个在Ｐｂ胁迫下

特异表达的 ＥＳＴ基因克隆片段，这些基因在植物
体内执行多种功能，说明宝山堇菜对 Ｐｂ胁迫的响
应是一个整体层面的灵敏反应。

２）半定量 ＲＴ－ＰＣＲ和 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交分析表
明，与ＧＴＰ结合蛋白、木葡聚糖内源转糖基酶基
因相似性高的２个克隆片段在宝山堇菜根中为 Ｐｂ
胁迫上调表达基因。Ｐｂ胁迫下，木葡聚糖内源转
糖基酶可能参与宝山堇菜在 Ｐｂ胁迫下的生理调节
反应，而ＧＴＰ结合蛋白可能直接参与宝山堇菜体
内Ｐｂ胁迫信号的传导。
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