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摘 要 : 一种新的基因克隆技术称为抑制消减杂交技术 (骆H ) 用于研究生长于 2 种生态环境 (古铜矿山和正

常土壤 ) 中鸭环草 肠枷
犯左爪王

~
的基因表达差异

。

分别以 uC 矿山鸭肠草作为检测子
,

非 uC 矿山鸭拓草作

为驱赶子
,

建立了生长于 uC 矿山生态环境中鸭拓草的差异表达
C
DNA 文库

,

此
C
DN A 文库代表在 uC 矿山鸭拓草

中特异表达的
。
D NA

。

通过反式 N o rt h e m 杂交筛选 出 3 个阳性克隆进行测序
。

序列分析表明其中一个
。
D NA 为

CaM
一

ilk
e

基因
。

进一步对此基因进行 iV urt al No hrt
e m 分析

,

结果初步表明此基因在生长于古铜矿山上的鸭坏草中

上调表达
。
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以

重金属 (汞
、

镐
、

铜和铝等 ) 污染及其治理是

当前环境科学研究中的一个重点
。

在各种重金属污

染治理方法中
,

利用不仅能在较高浓度的重金属环

境中生长
,

且体内能超积累重金属的植物进行污染

土壤的植物修复技术具有广阔应用前景川
。

但要真

正使这一技术得到广泛的应用
,

要解决的关键问题

是寻找生物量大的重金属超富集植物
。

而对于重金

属超富集植物来说
,

对重金属的耐性是一种重要的

性状
,

阐明其耐性机制无疑对进一步提高植物的耐

性使之免受重金属毒害具有重要意义
。

目前许多学

者从不同角度对植物的重金属耐性机理进行了探

讨助 ]
,

并取得了有益 进展
,

且随着研究的深人
,

人们开始越来越关注重金属胁迫的分子生物学研

究
,

并且认识到要想通过基因工程来培育抗性新品

种
,

就必须了解重金属胁迫对植物基因表达的影

响
。

然而 目前有关对植物忍耐重金属毒害的分子机

理方 面 的 研 究 尚 不 多 见
。

鸭 踢 草 肠~
几an

~
is 是一种可以在铜矿区或铜污染土壤上正常

生长的植物
,

并可吸收和积累相当高浓度的 Cuo

因此为了了解重金属主要是 C u
对鸭拓草基因表达

的影响
,

我们利用抑制消减杂交技术 ( SS H ) 对生

长于两种生态环境 (古铜矿山和正常土壤 ) 中鸭拓

草间的基因表达差异进行研究
,

以期获得一些在

uC 矿山鸭肠草中特异表达的
CDN A 片段

,

并试图

为从分子水平揭示鸭坏草耐铜的机理提供理论参

考
。

1 材料和方法

1
.

1 材 料

对铜耐性的鸭肠草植株采自湖北省黄石市大冶

铜绿山铜矿渣堆 ; ”

寸铜敏感的鸭拓草植株采自该矿

渣堆周边无重金属污染的菜园地
。

采样地的基本情

况见文献 仁4 1
。

1
.

2 m R NA 的提取

分别取生长同期的 Cu
矿山鸭坏草和非 uC 矿山

鸭肠草嫩叶在液氮中研磨
,

按酸性异硫氰酸肌一步

法提取叶片的总 RN A〔, J
,

经紫外分光仪及变性甲醛

凝胶检测后
, 一

70 ℃保存备用 4j[
。

1
.

3 抑制消减杂交及 CP R 产物的克隆
c DNA 的合成

、

兄 。 I 消化
、

连接接头
、

第 1 次

杂交
、

第 2 次杂交和 CP R 反应参照 Sm art m CP R

e DN A S” 山e s i s ` t 和 C ID NT ECH CP R
一

eS lec 严
。 DNA

s u b t概 iot
n 瓦 t ( Cl o n t ec h 公 司 ) 说 明进行

。

利用

eP南 , lE me
r D NA hT

e m司 Ccy ler 2 400 和 xE 鞠 酶

(吸 aar 公司 ) 进行扩增
。

以矿 山鸭拓草作为检测

子
,

非矿山鸭肠草作为驱赶子进行 2 次消减杂交
,

将 2 种杂交的 PC R 产物分别克隆至 pGE M
一

T ve c
otr

( Por lan 罗公司 ) 中
,

建立差异
CDN A 文库

,

CP R 产

朱
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物与 - Te v
ct o;

的连接
、

转化参照 pE G M
一

Tvc et r o凡 t

说明进行
。

1
.

4反式 Noi r he m杂交分析

利用 &。
.

1酶切进行重组克隆快速鉴定
,

对重

组克隆的插人片段利用两端连接子上巢式引物进行

代 R 扩增
。

将 CP R 产物一式两份进行 oS u ht e m 转移

至 H y l〕 o dn
一

N 膜 ( iS g rn a
公司 )

_

上
,

分别以检测子和

驱赶子的
c DN A 为探针

,

利用
,

1认KaR
a
公司的 01 190

-

alb iell gn 从 进行 [
a 一

俨 〕 dC Tp 探针标记
,

尼 龙膜

经紫外交联后与标记探针进行杂交检测
,

放射自显

影采用磷屏技术
。

1
.

5 DNA 测序及同源序列的检索与比较

对筛选 出的阳性克隆进行 D NA 序列分析后
,

在 NC BI ( il t: p : z /

-www
.

n e b i
.

h iln
.

o i h
.

即刃 B l盛 5 1
,

) 中核

酸数据库中进行同源核昔酸检索
。

1
.

6 V i rt u al N o

hrt
e m 分析

用于 vi rtu al N o

hrt
e m 杂交的探针为筛选 出的阳

性克隆
,

标记方法同前
。

分别取检测子 ( uC 矿山

鸭环草 ) 和驱赶子的
CDNA (非 C u

矿山鸭拓草 ) 10

滩 经 ouS het m 转移至 Hy bo dn
一

N 膜上
,

尼龙膜经紫

外交联后以标记探针进行杂交检测
,

放射自显影采

用磷屏技术
。

2 结 果

2
.

1 消减杂交
CDN A 文库的构建

利用 Cu
矿山鸭踌草作为检测子

,

非 C u
矿山鸭

拓草作为驱赶子进行两次消减杂交
,

建立一个差异

cD NA 文库
,

理论上代表在 uC 矿 山鸭肠草特异表

达的
CD NA

。

将差异表达的 cD N A 连接转化到大肠

杆菌后
,

随机挑选部分克隆
,

利用 &
。 R 工酶切对

这些克隆进行快速鉴定
,

均含有插人片段
。

部分克

隆的酶切检测如图 l 所示
。

至尼龙膜上
。

各取检测子和驱赶子的
C DNA 进行探

针标记后进行 No htt
e m 杂交分析

,

得到 3 个阳性克

隆
,

图 2 中箭头所示为其中 I 个阳性克隆
。

图 2 部分克隆的反式 No rt he 。 分析

F ig
.

Z
r

】、 e an a y s is o
f 花

v e

溉 N
o rt hern b l

o匕

a ,

b 分别为驱感子 (非 uC 矿山鸭环草 ) 和检测子 ( uC

矿山鸭拓草 ) 部分克隆 CP R 产物进行反式 No hrt er’n 杂交

的结果 (箭头所指为阳性克隆 )

2
.

3 测序结果

对反式 Nor ht e m 杂交分析所获得 的 3 个克隆进

行
e DNA 测序及其中一个克隆同源序列的查询结果

如图 3 所示
。 c DNA 长度为 21 6 b p

,

与核酸数据库

中编号 (
e n山 ) x6 501 6

.

1
,

长度为 45 3 帅 的水稻中

编码钙调蛋白 ( Ca M ) 的
c DNA 同源性达到 88 %

,

此
c DN A 为 CaM

一

lik e
基因

。

2
.

4 V i rt u al N o
hlt

e m 杂交分析

为了比较不同生态环境对鸭拓草中 CaM
一

ilk
e
基

因表达的差异性
,

按材料和方法所述步骤处理后
,

进行 iV rt u al N o ir h e m 分析
。

图 4 所示结果表明
,

C u

矿山鸭拓草和非 uC 矿 山鸭踢草中 CAM
一

ilk
e
基因的

表达存在差异
,

C u
矿山鸭拓草叶中 CaM

一

ilk
e
基因

的表达较非 uC 矿山鸭肠草强
。

3 讨 论

图 l 部分克隆的酶切检测

iF g
.

1 肠ges it on an 脚515 of se v e
lal clo en

s

场 &
。

R 1 1

l 一 7 :

部分克隆的 &
。 R 工1酶切结果 ;

8
:

M ar k e r 中X1 7 4 /从记 皿

2
.

2 反式 N o rt h e m 杂交分析

利用两端连接子上巢式 引物对重组克隆进行

代R 扩增后
,

将 CP R产物一式两份经 oS ltt lle m 转移

受植物的生态学特性
、

遗传学特性等因素所决

定
,

不同种类植物对重金属污染的忍耐性不同 ; 同

种植物的不同种群 (不同生态型 ) 由于其分布和生

长的环境各异
,

长期受不同环境条件的影响
,

在植

物的生态适应过程中
,

可表现出对特殊金属元素有

明显的忍耐性
。

本研究所采用的矿山鸭拓草是生长

于已废弃 3《XX)余年的湖北铜绿山含 uC 量极高的古

冶炼渣堆
,

而非矿山鸭拓草是生长于该矿渣堆周边

无重金属污染的菜园地农田
,

土壤中的 C u
量及植

物体内 C u
含量极低

,

生态调查结果表明两种鸭踢

草的生态环境的主要差别在于土壤中的有效态 Cu

量闭
。

进一步研究证明矿 山鸭踢草不仅对 Cu
具有

强耐性
, _

且体内能富集 C u ,

非矿山鸭拓草对 Cu
敏

感
,

体内不能富集 C u (另文 发表 )
,

因此我们直接

选取矿山和非矿山鸭拓草为材料利用 sS H 技术进
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图 3 所获得的克隆序列进行同源核昔酸序列检索结果
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cu 矿山鸭坏草 2
:

非 uC 矿山鸭拓草

力有关〔’ ” 一 ` 2〕 ,

但有关钙调蛋白是否在植物忍耐重

金属毒害方面起作用存在争论
。

如 R e n a to 等 〔’ 3〕的

研究表明钙调蛋白在玉米对铝的耐性中不起作用 ;

而另外一些学者认为钙调蛋白与植物细胞膜上的离

子通道蛋白结合
,

从而使植物表现出对重金属离子

的耐性
,

并增强细胞积累重金属离子的能力〔’ 4 一 6̀〕。

本研究通过 iV rt l lal N o

hrt em 技术对此 CA M
一

ilk
e 。 D NA

是否在 C u
矿山鸭肠草叶中特异表达进行验证

,

结

果表明此基因在 Cu
矿山和非 C u

矿山鸭肠草中均有

表达
,

但 Cu
矿山鸭拓草的杂交信号要 比非 Cu

矿山

鸭肠草的强 (图 4 )
,

因此我们初步判定此基因在

生长于古铜矿山上的鸭环草中属于上调表达
,

钙调

蛋白可能在鸭肠草耐 C u
中起作用

,

但进一步的结

论仍须进行 No
ir ll e m 杂交检测证实

。

行基因表达差异研究
,

希望分离到与 C u
抗性相关

的
c DNA 片段

。

S SH是一种有效的分离两个样品间差异表达的

cD NA 片段的方法
。

其优点在于具有假阳性少
,

重

复性高
,

并能对低丰度的 m丑N A 进行显示
,

利用此

技术分离一些与逆境胁迫相关基因的研究已有报

道圈
,

而采用反式 No
rt h e m 杂交方法可以一次鉴定

数目较多的重组体川
,

vi rt u
alr N o

hrt
e m 可以初步验

证所获得的阳性克隆代表了差异表达的
c DN A 片

段 s[, 9]
。

本研究获得了 3 个有意义的
c DNA 片段

,

其中 1个序列与核酸数据库中编码钙调蛋白基因序

列高度同源
。

已有研究证明钙调蛋白与应答环境压
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