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摘　要:利用抑制性消减杂交 ( Suppressive subtraction hybridization, SSH) 分离本实验室获得的一株水稻矮

化突变体 dwarf 69 与其野生型对照品系特光矮_2 (Oryza sativa , TGA_2 indica) 间表达有差异的 cDNA 片段.

分别以 dwarf69 作为驱赶子, TGA_2 为检测子, 以及以 dwarf69 作为检测子, TGA_2 为驱赶子建立了两个差

异表达 cDNA 文库, 分别代表在 TGA_2 和 dwarf69 中特异表达的 cDNA.经反式 Northern 检测这两个文库共

得到 10 个阳性克隆.

关键词:抑制性消减杂交 ( SSH);矮化突变体;反式 Northern

中图分类号:Q78　　文献标识码:A　　文章编号:0529-6579 ( 2001) 06-0059-04

　　有关植物生长发育的分子基础研究常常是通

过突变体的分析而得以深入的, 许多与植物生长

发育相关的调节基因均是通过对突变体的研究获

得的.其中, 矮化突变体对于阐明植物茎的生长

和发育的调节机制十分重要, 且在植物育种中也

很重要.曾在许多植物中分离到了矮化突变体.

Motoyuki等[ 1, 2]于 1999年分离和鉴定到第一个水

稻矮化突变体的相关基因, 即从 d1 突变体中分

离了 dwarf 1基因, 研究表明该基因即为GTP 结

合蛋白的α_亚单位.另外, Yutaka Sato[ 3]和 Itoh

(待发表) 等亦分离了水稻 d 6和 d 18 基因.然

而有关这些基因的功能特别是对下游相关基因的

作用还未涉及.

本文利用 SSH 方法对本实验室分离获得的

一种水稻矮化突变体 dwarf69及其野生对照品系

TGA_2间表达差异进行研究, 以期获得一些在突

变体中和在野生对照品系中特异表达的 cDNA片

段, 为进一步获得全长 cDNA及从分子水平揭示

水稻节间生长和分蘖形成的过程提供线索.

1　材料和方法

1.1　水稻突变体材料

水稻矮化突变体 dwarf69为本实验室利用栽

培稻特光矮-2 ( Oryza sativa, TGA_2 indica ) 经

γ_Co60辐射诱变处理获得的, 经自交 5代检测证

实已获得稳定遗传的突变体, 该突变体表型为矮

化, 一般只有正常植株高度的 1/4 ～ 1/3, 叶宽

及墨绿, 结实率低.我们选取生长 42 d 的 TGA_

2和 dwarf69的节间处材料, 剥去叶鞘, 取包含

顶端和侧生分生组织在内的节间组织, 液氮处理

后-70 ℃保存备用.

1.2　试　剂

CLONTECH PCR_SelectTM cDNA Subtraction

Kit购自 CLONTECH 公司, mRNA Purification Kit

购自 Amersham Pharmacia 公司.M_MLV Reverse

Transcriptase 购自 Gibco 公司.pMD 18_T Vector

购自 Takara 公司产品.内切酶 、 连接酶购自

Promega 产品, Taq 酶购自王斌公司, [α_32P]

dCTP 为北京亚辉生物工程公司产品, 尼龙膜购

自 Sigma 公司.E.coli DH5α为本实验室保存.

其它试剂均为 Sigma公司和国产分析纯产品.

1.3　mRNA的纯化

根据文献 [ 4] 所述方法利用异硫氰酸胍一

步法提纯两种水稻节间材料的总 RNA, 参照 mR-

NA Purification Kit说明进行mRNA 的纯化, 溶于

适当体积 DEPC 处理的 H2O 中.经紫外分光光度

计及变性甲醛凝胶检测, -70 ℃保存备用.

1.4　抑制性消减杂交及 PCR产物的克隆
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cDNA的合成 、 Rsa Ⅰ消化 、 连接接头 、 第

1次杂交和第 2次杂交及PCR反应均参照 CLON-

TECH PCR_SelectTM cDNA Subtraction Kit 说明进

行.利用Perkin_Elmer DNA Thermal Cycler 480和

一般的 Taq酶扩增时, 循环参数稍作修改, 第 1

次循环数为 31, 第 2 次循环数为 17.可获得较

好的结果.分别利用 dwarf69作为驱赶子, TGA_

2为检测子, 以及以TGA_2作为驱赶子, dwarf69

为检测子进行两次消减杂交, 将两种杂交的PCR

产物分别克隆至 T_vector pMD 18_T 中, 建立两

个差异表达 cDNA 文库, 分别代表在 TGA_2 和

dwarf69特异表达的 cDNA.PCR产物与 T_vector

的连接 、转化参照pMD 18_T Vector Kit及文献说

明进行.

1.5　反式Northern 杂交分析

重组克隆快速鉴定及对重组克隆的插入片段

PCR 扩增分别参照文献[ 5] 所述方法进行.将

PCR产物一式两份经 Southern 转移至尼龙膜上.

各取检测子和驱赶子的总 RNA 50μg, 进行反转

录探针标记[ 6] , 反应体系如下:5×反转录缓冲

液 10μL, 2.5mmol/L 的 dATP 、 dTTP 、 dGTP 各

5μL, Oligo d ( T) 18 primer 2μL ( 1μg/μL) , 加水

至 42μL, 65℃变性15min, 37 ℃10min, 加入 1

μL的 RNasin ( 40 u/μL) , 5μL 的 [ α_32P] dATP

( 10μci/μL) , 2μL 的 M_MLV Reverse Transcrip-

tase ( 200 u/μL) , 37 ℃反应 1 h.75 ℃5min使

酶失活.预杂交 、杂交及洗膜和放射自显影参照

文献[ 6]所述方法进行.

1.6　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 DNA序列分析后,

在 National Center for Biotechnology Information

( http://www .ncbi.hlm .nih.gov/BLAST)核酸数据

库[ blastn]和蛋白数据库[ blastx]中进行同源核苷

酸和蛋白序列检索.

2　实验结果

2.1　两种消减杂交 cDNA 文库的构建

经正向和反向两种消减杂交, 即分别利用

dwarf69作为驱赶子, TGA_2为检测子, 以及以

TGA_2作为驱赶子, dwarf69作为检测子进行两

次消减杂交, 建立两个差异表达 cDNA文库, 理

论上分别代表在 TGA_2 和 dwarf69 特异表达的

cDNA.对文库中的部分克隆快速鉴定, 95%以

上的克隆含有插入片段.部分克隆的双酶切检测

如图 1所示.

图 1　部分克隆的双酶切检测

Fig.1　Double digestion analysis of several clones

A MarkerφX174/ Hae Ⅲ;

B ～ I 部分克隆的 BamH Ⅰ和 Sal Ⅰ双酶切结果;

J 载体 pMD18_T 对照

2.2　反式Northern杂交分析

利用两端特异的引物对重组克隆的插入片段

进行 PCR 扩增, 经 Southern 转移至尼龙膜上.

各取 dwarf69 和 TGA_2 的总 RNA, 反转录制备

探针后进行 Northern 杂交分析.在以 dwarf69 作

为驱赶子, TGA_2为检测子的正向差异文库中得

到 3 个阳性克隆, 在以 TGA_2 作为驱赶子,

dwarf69作为检测子的反向差异文库中得到 7 个

阳性克隆.部分克隆的反式Northern 杂交结果如

图 2所示.

2.3　序列分析

对反式 Northern 杂交分析所获得的 10 个克

隆进行序列分析, 其中来源于正向差异表达文库

的克隆编号为A1, A26和A160, 代表了在 TGA_

2中差异表达的 cDNA 片段.来源于反向差异文

库的克隆编号为 R3, R23, R24, R67, R68,

R194和 R198, 代表了在突变体 dwarf 69差异表

达 cDNA片段.在这些序列中, A1和 A160为水

稻中首次报道, A26序列有相应的水稻基因组序

列报道, 作为 cDNA 片段还是首次报道.其中

R3, R23, R24, R67, R194 和 R68分别与蛋白

数据库中编码乙烯受体 、 金属硫蛋白 、 类固醇膜

结合蛋白/黄体酮结合蛋白 、 异柠檬酸脱氢酶 、

核糖体蛋白 L37A/翻译起始因子和核糖体蛋白

S19等植物基因序列高度同源.另外一些序列与

人的或噬菌体的蛋白同源, 是一些在植物中功能

未知的蛋白.
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图 2　部分克隆的 PCR检测及反式Northern 分析

Fig.2　Test results of PCR and the analysis

of reverse Northern blots

a 部分克隆 PCR鉴定, 其中 M 为 MarkerφX174/ Hae

Ⅲ , 其余为重组克隆;

b 反式Northern 分析, 图上下部分分别为图 a 相应部

分与 dwarf69及 TGA_2 总 RNA 反转录产物进行反式

Northern 杂交的放射自显影结果箭头所指为阳性克隆

3　讨　论

利用突变体分析和分离一些与发育相关的基

因成为研究发育生物学的重要手段.与其它分离

差异表达 cDNA 片段的方法相比, SSH 具有假阳

性少 、 重复性高等优点, 并能对低丰度 mRNA

进行显示.目前利用 SSH 法对植物材料特别是

发育突变体研究以期分离相关的差异表达 cDNA

片段还不多见.本研究利用 SSH 对经辐射诱变

获得的一株水稻矮化突变体 dwarf69 及其对照

TGA_2间的差异表达进行研究.由于该矮化突变

体节间明显缩短, 分蘖数目减少, 因而利用生长

约 42 d左右的节间材料进行研究.此部分材料

含有侧生分生组织和顶端分生组织, 以及与对照

相比极度缩短的节间.希望分离到与节间伸长 、

分蘖数等性状相关的 cDNA片段.由于此部位材

料含有较多的维管组织, 与一般利用 SSH 研究

的材料相比具有细胞类型多, 糖类物质含量高的

特点.在 RNA 的提纯及反式 Northern 杂交等过

程中均受到一定影响.也可能是造成所获得的阳

性克隆数较少的原因.此外, 采用反式 Northern

杂交方法, 进行一次杂交即可以鉴定数目较多

(本实验有 150多个) 的重组体, 大大减少了工

作量, 而且实验结果可靠.根据 Oliver 等[ 5]人用

反式Northern杂交所获得的阳性克隆进一步进行

Northern杂交验证, 发现反式 Northern 杂交对阳

性克隆鉴定的准确率达 94%, 因此, 可以初步

认为本实验所得到的来源于正向差异表达文库的

克隆A1 、 A26和A160和来源于反向差异文库的

克隆 R3 、 23 、 R24 、 R67 、 R68 、 R194和 R198,

分别代表了在TGA_2中差异表达的 cDNA 片段和

在突变体 dwarf 69差异表达 cDNA 片段.但是,

进一步的结论仍须进行Northern杂交检测证实 。

对该突变体 dwarf 69 前期的遗传学分析表

明, 该突变体表型涉及一对等位基因的作用 (结

果未示) .由于突变体具有与野生对照品系 TGA_

2差异极为显著的突变体表型, 如株高只有野生

型的 1/4 ～ 1/3, 叶墨绿且宽, 结实率低等.因

而我们曾假设, 可能是处于上游主调节基因的突

变, 造成下游许多基因的表达受到影响, 从而产

生突变表型.SSH 结果显示, 两者间确实有许多

基因的表达具有明显差异, 这些序列对应的基因

编码的蛋白在植物体中具有重要的作用, 如其中

核糖体蛋白 L37A/翻译起始因子对于蛋白的合成

和细胞的生存是必须的[ 7] .乙烯受体[ 8] 、类固醇

膜结合蛋白/黄体酮结合蛋白[ 9]均与激素的信号

传导有关, 为转录因子, 可改变目标基因的表

达.金属硫蛋白与应答环境压力有关[ 10] .这些

序列大部分为在突变体 dwarf69 中表达增加的

cDNA片段, 说明了突变体性状的出现, 涉及了

许多调控 、环境应答和呼吸相关基因的改变.
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Identification of cDNA Fragments Differentially Expressed

Between a Rice Mutant dwarf 69 and Wild Type TGA_2 by
Suppressive Subtraction Hybridization

WANGYong-sheng , WANGJ ing, LI Fa-qiang, LIU Xiao-bin, LIU Liang-shi

( The Key Laboratory of Gene Engineering of Ministry of Education,

Zhongshan University , Guangzhou 510275, China)

Abstract:The suppressive subtraction hybridization ( SSH ) technique was used to isolate the cDNA frag-

ments, which showed differential expression between the rice mutant dwarf69 and wild type strain, TGA_2

(Oryza sativa, indica ) .Two differential expressing cDNA libraries were constructed with the cDNAs of

dwarf69 as driver and the cDNAs of TGA_2 as tester, vice versa.These two cDNA libraries indicated the dif-

ferential expressing cDNA fragments in TGA_2 and dwarf 69.By reverse Northern blots, ten positive clones

were obtained.

Keywords:suppressive subtraction hybridization ( SSH) ;dwarf mutant;reverse Northern blots
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