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摘!要!运用89*:差别显示技术对水稻感病品系;3#受苯并噻二唑"5<-=’>?@,A@,=’(<!567#
诱导"A的应答反应进行了分析!从抗病及其相关基因保守结构域设计的#$个引物组合的反应中
获得了##个受567诱导的BC*:差异片段)反向*’D>?<D-鉴定其中"个为阳性片段)*’D>?<D-
证实!3#"#$#%#%!的表达确实受567和稻瘟病菌的诱导)9EFG分析将!3#"#$#%#%!定位于
水稻的第##条染色体上!且该片段座落于控制水稻穗瘟部分抗性的H6F区间)
关键词!水稻#系统获得抗性#89*:差别显示#基因定位#稻瘟病
中图分类号!H"3 文献标识码!:

789:;+((.$.%0+&’;+/<’&1"(=1/0.7+>:>?#+$.68./+/0&%>.5%6#>.6@1
ABC+%8+>.&3&+%/0A’&/0D&#/.6@1!"#$"%&’()*#’+,*"

9:IJ?@/8@-K#%!%! CI*;7,@/>,’"%!J7L:*;+@</MN-!%

O7:P9’-K/M,’%%!FPC</Q,’"%!J7R*;S,-K/(<!

##)TB?’’(’U5@’><B?-’(’KM%T’N>?<D-V,-K>=<L-@W<DX@>M%YNZ@!#%$"4"!)O?@-,*,>@’-,(O<-><DU’D9@B<P8/

[D’W<8<->%O?@-,*,>@’-,(9@B<9<X<,DB?P-X>@>N><%7,-K=?’N"#$$$4%O?@-,"")S<M(,Q’D,>’DM’UO?@-<X<\@-/

@X>M’U:KD@BN(>ND<’-G(,->G,>?’(’KM,-A5@’><B-’(’KM%J?<]@,-KL-@W<DX@>M%7,-K=?’N%"#$$!.%O?@-,"%)P-X>@/

>N><’UG(,->GD’><B>@’-%J?<]@,-K:B,A<8M’U:KD@BN>ND<TB@<-B<X%7,-K=?’N%"#$$!#%O?@-,$

:@/0$&>0!6?<<Z[D<XX@’- [D’U@(<X,(@-< ;3#XNXB<[>@Q(<>’@X’(,><.!/#0"@-D<X[’-X<>’
5<-=’>?@,A@,=’(<#567$̂ <D<@-W<X>@K,><ANX@-K89*:A@UU<D<->@,((MA@X[(,M#CC$)6?<(<,W<X
<̂D<X[D,M<A @̂>?567U’D"A,MX,>%/(<,UX>,K<):>’>,(’U##A@UU<D<->@,((M<Z[D<XX<ABC*:
UD,K8<->X <̂D<’Q>,@-<A @̂>?#$B’8Q@-,>@’-X’U[D@8<DXA<X@K-<A,BB’DA@-K>’>?<B’-X<DW<A
A’8,@-X’UD<X@X>,-B<’DD<X@X>,-B<D<(,><AK<-<X)9<W<DX<*’D>?<D-@A<->@U@<A>?,>"BC*:
UD,K8<->X <̂D<N[/D<KN(,><AQMX[D,M@-K’U567)*’D>?<D-Q(’>B’-U@D8<A>?<<Z[D<XX@’-’U
;3#*5T#%5P! ,̂X@-ANB<AQM567,-A \,K-,[’D>?<KD@X<,);3#*5T#%5P! ,̂X8,[[<A’-
B?D’8’X’8<##QM9EFG,-,(MX@X,-A(’B,><A@->?<@-><DW,( ?̂<D<H6FB’->D’((@-K[,D>@,(
D<X@X>,-B<>’-<B_Q(,X> ,̂XA<><B><A)

万方数据



E.1F"$6/!D@B<"XMX><8@B,B‘N@D<AD<X@X>,-B<#T:9$"89*:A@UU<D<->@,(A@X[(,M#CC$"K<-<
8,[[@-K"&’()’*+,-./(,01/’

!!稻瘟病是由稻瘟病菌 &’()’*+,-./(,01/’引
起的广泛发生在世界各稻区的最重要的水稻病害

之一)由于该病菌的生理小种复杂且变异快%通过
常规育种方法来获得持久抗性较为困难%因此通过
分子生物学技术对病原菌和植物互作机制的深入

了解及分离参与该互作的基因对改良水稻抗瘟性

具有重要意义)
苯并噻二唑#5<-=’>?@,A@,=’(<%567$是一类

能够诱导水稻产生系统获得性抗性的化学药品%而

567本身却并不具备杀灭稻瘟病病原菌及其孢子
的能力&#’)开展567 对水稻诱导稻瘟病系统获得
性抗性的研究%对深入了解水稻系统获得性抗性的
分子机理及其在作物抗病育种上的应用具有重要

意义)
自从89*:差别显示技术#89*:A@UU<D<->@/

,(A@X[(,M%CC$诞生以来&!’%该技术已被广泛用于
植物的激素调控(细胞分化和生长发育(生理生化
体系(病理过程及抗病抗逆性(基因突变等分子生
物学分析%并已显示出了其广泛的应用范围)在水稻
上也有成功的例子%如水稻抗盐胁迫基因&"’和水稻抗
稻瘟病相关基因#片段$&%’的检出和克隆)
作者选用对稻瘟病具有持久抗性的谷梅!号%

与一个具有高产潜力但不抗穗瘟的品种中#24配
组%建立了由"$%个株系组成的重组自交系#9PF$
群体%构建了含#40个标记座位的分子图谱%将一
个抗叶瘟但不抗穗瘟的主效基因203!%#-$定位在
第#!染色体上%抗性等位基因来源于中#24"一个
兼抗叶瘟和穗瘟的主效基因203!2#-$定位在第4染
色体上%抗性等位基因源于谷梅!号&2’)最近%应用

BC*:微阵列对来源于中#24)谷梅!号重组自交
系的水稻抗稻瘟病近等基因系;!$2和;3#的稻瘟
病菌胁迫基因表达谱进行了分析%获得了一些有意
义的结果&3%0’)作者以感病品系 ;3#为材料进行

567诱导的系统获得抗性的 89*:差别显示研
究%进而定位差异表达片段%并对差异表达片段所
在区间进行穗瘟部分抗性 H6F的检测%初步验证
了差异表达片段的功能)

G!材料与方法

GHG!水稻材料
感病品系;3#%根据与203!%#-$和203!2#-$紧

密连锁的分子标记的基因型%;3#在203!%#-$和

203!2#-$上的等位基因分别来源于谷梅!号和中

#24)
由于本群体有多个主基因控制对菌株.!/#0"

#JO#2$的叶瘟抗性%整个群体只有#)0的株系对菌
株.!/#0"#JO#2$在苗期表现为感病%无法对叶瘟部
分抗性的遗传进行分析%因而对本群体同一菌株的
穗瘟部分抗性进行了分析)为了避免主基因对微效
多基因的覆盖效应%应用3%个不具主基因203!2#-$
侧翼标记基因型(对菌株.!/#0"#JO#2$表现为感病
的株系进行对穗瘟部分抗性H6F的分析)
GHI!主要试剂
总9*:抽提液为6D@=’(6\ 9<,K<->%逆转录试

剂盒购自;P5OI/59F公司)A*6GX(6,‘C*:聚
合酶(9*,X@-为GD’8<K,公司产品)所用引物序列
见文献&4’%委托上海生工生物工程公司合成)
&!/"!G’/A:6G#AO6G$#"$$$!O@)88’($购自北京
亚辉生物工程公司)
GHJ!稻瘟病菌的接种和ABC的处理及样品采集

稻瘟病菌#菌株为.!/#0"$及其分生孢子培养

和接种在浙江省农科院植保所进行%稻瘟病菌接种

量为!a#$2"2a#$2 个)8F%添加$)!b 6̂ <<-/

!$%苗期喷雾接种)对照植株仅喷无菌水)

567#2$b可湿性粉剂"*’W,D>@XOD’[GD’><B/

>@’-P-B)%9<X<,DB?6D@,-K(<G,D_%*O%LT:$溶

于无菌水制成终浓度为$)"88’()F的水溶液)每

盆幼苗#约""株$约喷雾#28F567溶液%对照植

株喷无菌水)
在接种病原菌和无菌水后不同时间#$%4%#!%

!%%"4?$%567 和无菌水处理不同时间##%"%2%3

A$%以叶片作为样品%立即在液氮中速冻%并保存于

c0$d冰箱中备用)其中567处理"A后及相应

对照样品用于差别显示分析)

GHK!穗瘟部分抗性鉴定

穗瘟鉴定按文献&2’的方法进行&2’)穗颈接种

#$A后考察每一株系#!个穗颈的病斑长度#F<X@’-

(<-K>?%FF$"随机挑选其中4个放到装有适量无菌

水的#28F无菌试管中%剧烈震荡#8@-后%用血

球计数器确定孢子数#O’-@A@N8,8’N->%O:$%以

FF和O:作为穗瘟部分抗性的参数)
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GHL!总89:的提取及逆转录反应
方法按试剂盒说明书进行!中间增加一次

6D@=’(抽提)甲醛变性琼脂糖凝胶电泳鉴定 9*:)
C-,X<P处理去除C*:污染)!$!F反应体系中含
有!!K总9*: !$)$#8’("FC66!#倍96缓冲
液!%$L 9*,X@-!!$$L 逆转录酶 \/\F&!!$$

!8’("FA*6GX!$)#!K引物)%!d反应#?!42d
保温#28@-灭活酶!c!$d保存#稀释2$倍后取!

!F作CC/GO9反应的模板)
GHM!;;NOD8反应及差异片段重扩增
根据文献$!%略作调整!即!$!F体系中含#倍

GO9 缓冲液!#)!2 88’("F \K!e!!$!8’("F
A*6GX!$)#!K引物!#L6,‘酶!$!/

"!G%/AO6G
!!O@!模板!!F)GO9程序如下&.%d预变性2
8@-!.!d#8@-!24d!8@-!3!d#8@-!循环

%$次后!3!d保温28@-)反应结束后!每管加入#$

!F终止反应液!经煮沸变性!取"!F在4b聚丙烯
酰胺凝胶上!4$Y 恒功率电泳约%?!揭胶后0$d
真空抽干!c3$d放射自显影#!"!%?后冲片!用
煮沸法回收差异带)取适量作模板!在相应的CC/
GO9反应条件下重新扩增!琼脂糖凝胶电泳检测)
GHP!>;9:第一链探针制备和反向9"$04.$%杂交
取2!K经C-,X<P处理的总9*:样品进行逆

转录反应!方法按试剂盒操作指南进行)分子杂交’
洗膜等方法按T,8QD’’_等$.%所述进行)
GHQ!9"$04.$%分析
总9*:定量后于c!$ d保存!将"$!K总

9*:在甲醛变性胶中电泳后转移至尼龙膜)0$d
烤膜!?固定9*:!用随机引物标记法制备同位素

标记的探针标记!在42d杂交#4?后洗膜!方法按

T,8QD’’_等$.%所述进行!同一杂交膜洗去探针后

用DC*:探针进行杂交)G?’X[?’@8,K<D扫描并测定

灰度值)

GHR!差异片段的基因定位和SB2分析

以阳性差异表达片段为探针!结合#’45P’

6,’P’78+9P’78+9&’50):PPP和;<’P共4种限

制性内切酶!与亲本杂交!对呈现多态的探针"酶组

合 检 测 9PF 群 体 各 个 体 的 基 因 型)采 用

\:G\:SR9"R1G")$$#$%进行连锁分析!重组值用

S’X,8Q@函数转换成遗传图距(B\))
应用H6F\:GGR9#)$$##%对所定位的阳性差

异表达片段所在区间检测穗瘟部分抗性H6F!分别

选用FIC"!)%!*#$)$$2为阈值)H6F的命名按

\BO’NB?等$#!%进行)

I!结果与分析

IHG!;;NOD8扩增筛选差异>;9:片段
在#$个引物组合的CC分析中!有3个引物组

合没有扩增出任何差异带!另外"个引物组合共扩
增出##个差异BC*:片段!其中引物组合*5T#%’

*5T#2和*5T!%扩增的差异片段数分别为0个’!
个和#个)图#显示了;3#对照和567处理部分
引物组合扩增的结果)

#!!分别是;3#(OS)!;3#(567)的9*:样品!箭头所示为

差异带

图G!789:差异显示结果

T+3HG!8./#’0/"(789:6+((.$.%0+&’6+/<’&1

!!回收的差异片段经纯化后!在相应的组合和反
应循环条件下!经过一次GO9扩增!绝大多数的扩
增产物为单一条带!说明扩增特异性较好)
IHI!8.-.$/.9"$04.$%分析
将上述##个差异BC*: 片段分别进行二次

GO9扩增!反应体积为#$$!F!各取#$!FGO9产
物以#b琼脂糖凝胶电泳分离!转移到尼龙膜上!并
制备!份拷贝)将;3#对照和567处理材料的总

9*:分别进行逆转录反应!同时掺入放射性同位
素制备成第一链总BC*:探针!再分别与上述!张
尼龙膜杂交)结果在##个差异BC*:片段中!鉴定
出"个阳性BC*: 片段!它们分别是引物组合

*5T#%扩增的;3#受567诱导的!个!以及引物
组合*5T#2扩增的;3#受567诱导的#个!分别
暂时将其命名为!3#"#$#%#%#!!3#"#$#%#%!
和!3#"#$#2#%#=部分 9<W<DX<*’D>?<D-杂交结
果见图!)
!!而其它0个BC*:片段在!个相互比较的材
料中表现出相似强度的杂交带型!它们均被视为假
阳性而未作进一步分析)
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#"3为差异表达BC*:片段!其中!!4为567诱导的阳性差

异表达BC*:片段

图I!8.-.$/.9"$04.$%分析结果

T+3HI!8./#’0/"(8.-.$/.9"$04.$%

IHJ!-PG./0GK/1I的9"$04.$%表达分析
为了进一步验证筛选结果的可靠性!经567

处理$!#!"!2!3A的;3#总9*:经甲醛变性胶分
离后转膜!以!3#"#$#%#%!为探针进行了*’D>?/
<D-杂交!结果表明!567 处理后!3#"#$#%#%!
的表达从#A"#)%倍#至3A"!)3倍#!一直在增强
"见图"#!而该基因的表达在相应无菌水处理的情
况下则基本无明显变化"见图%#!说明该基因的表
达的确受567的诱导)

!!为了探讨!3#"#$#%#%!的表达与稻瘟病菌
诱导之间的关系!将探针!3#"#$#%#%!与转有稻
瘟病菌处理$!4!#!!!%!"4?的总9*:的膜进行
杂交!结果表明!该BC*:片段的表达也受稻瘟病
菌的诱导!且在病原菌处理后!%?表达水平最高!
至"4?时已经下降"见图2#!在相应无菌水处理的
情况下也基本无明显变化"见图4#)这个结果说明
了该BC*:片段的表达确实也受到稻瘟病菌的诱
导)

#"2分别为接种567$!#!"!2!3A后的9*:样品

图J!-PG./0GK/1I>;9:片段受ABC诱导的表达模式

T+3HJ!U*<$.//+"%7"6."(-PG./0GK/1I+%6#>.6@1ABC

#"2分别为接种无菌水$!#!"!2!3A后的9*:样品

图K!-PG./0GK/1I>;9:片段受无菌水诱导的表达模式

T+3HK!U*<$.//+"%7"6."(-PG./0GK/1I+%6#>.6@1
/0.$+’+V.6F&0.$

#"2分别为接种稻瘟病菌后$!4!#!!!%!"4?后的9*:样品

图L!-PG./0GK/1I>;9:片段受稻瘟病菌诱导的表达

模式

T+3HL!U*<$.//+"%7"6."(-PG./0GK/1I+%6#>.6@1
!"#$"%&’()*#’+,*"

#"2分别为接种无菌水后$!4!#!!!%!"4?后的9*:样品

图M!-PG./0GK/1I>;9:片段受无菌水诱导的表达模式

T+3HM!U*<$.//+"%7"6."(-PG./0GK/1I+%6#>.6@1
/0.$+’+V.6F&0.$

0! !!!!!!!!!!!无!锡!轻!工!大!学!学!报!!!!!!!!!!!第!"卷!
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IHK!-PG./0GK/1I的定位
以这"个阳性BC*:片段为探针分别与重组

自交系亲本进行 T’N>?<D- 杂 交!结 果 仅 发 现

!3#"#$#%%#!在亲本间呈现多态性!并在基因组
中以单拷贝形式存在"见图3#)在"$%个9PF株系
中!它们的分离比均符合#f#"[值为$)"!4#!经连
锁分析!将其定位于水稻第##条染色体上的T!:#/
0和92区间!距离T!:#/0和92的距离分别为0)2
B\和!#)%B\)

#!!分别为亲本#24和谷梅!号!""#!分别为9PF#/9PF#!

图P!-PG./0GK/1I>;9:片段在GLM!谷梅I号852
群体中的部分="#04.$%杂交结果

T+3HP!="#04.$%@"’0"(>;9:($&37.%0-PG./0GK/1I

+%W4"%3GLM!X#7.+I852<"<#’&0+"%

IHL!-PG./0GK1/I所在区间穗瘟抗性 SB2的
检测

以阳性差异表达片段!3#"#$#%%#!所在区
间进行对穗瘟部分抗性H6F的检测!结果表明!在

!3#"#$#%%#!所在的染色体区间检测到一个控制
穗瘟部分抗性性状O:的主效应 H6F!>?@3##的

FIC值为2)2!能解释性状O:总变异率的##)3b!
其抗性等位基因来源于感穗瘟亲本中#24)

J!讨!论

CC96/GO9技术自创立以来!由于其简单$快
速和高效等特点而倍受分子生物学家的青睐!然而

该技术最大的不足就是假阳性比例很高!因此如何
降低假阳性比例和有效地鉴定出阳性克隆就成了

CC96/GO9技术中最重要的环节)作者根据植物抗
病基因的保守结构域设计长度为!$Q[左右的简并
引物对总BC*:直接进行扩增!代替常规 CC96/
GO9中所用的锚定引物和#$Q[的随机引物组合!
使CC96/GO9反应中的退火温度由通常的%$d
左右提高到24d!增加了扩增反应的特异性!当
然!这同时也意味着在扩增反应中遗漏了那些不具
有保守域结构的信息!虽然在一定程度上提高了阳
性率"由通常报道的阳性率不到#$b增加到近

"$b#)但本研究的假阳性率仍然很高!要更好地解
决该技术的假阳性率高的问题仍有待于进一步的

研究)
由于阳性差异表达片段在本群体的亲本间多

态性较低!因此本研究仅将其中一个阳性差异表达

BC*:片段进行了定位)定位结果表明!这个阳性

BC*:片段与主效基因203!%"-#和203!2"-#没有
直接关系)*’D>?<D-杂交表明%该阳性BC*:片段
的表达受567 和稻瘟病菌的诱导!在相应无菌水
处理的条件下均无明显变化!提示这个阳性BC*:
片段很有可能是作为抗病基因或抗病相关基因

"BC*:片段#而存在)以这个片段所在的区间对同
一菌株控制穗瘟的部分抗性 H6F进行检测!发现
它位于控制穗瘟部分抗性 H6F区间!该结果一方
面为这个假设提供了初步证据!另一方面也提示控
制水稻苗叶瘟与穗瘟的机制可能既有差别又有一

定的联系)此外!作者在!3#"#$#%%#!所在的染
色体区间检测到的一个控制穗瘟部分抗性性状O:
的主效应H6F的抗性等位基因来源于感穗瘟亲本
中#24!表明感病亲本中也存在抗病基因!这一现象

Y,-K等&#"’也曾有过报道)目前对这些差异表达片
段的分析正在进行之中)
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