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玉米抗大斑病相关基因片段的表达研究
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　　摘要 :以玉米自交系 B37 Ht1与玉米大斑病菌 0号小种和 1号小种构成非亲和性互作和亲和性互作体系 ,利用

mRNA差异显示 (DDRT2PCR)技术研究了互作过程中玉米叶片基因表达的情况。结果表明 ,非亲和性互作中特有的表

达片段 7条 ,较亲和性互作及对照表达明显增强的片段 21条 ,表达明显减弱的 18条。对非亲和性互作中特有的表达

片段进行克隆、测序及同源性分析 ,发现它们与已知抗病基因没有同源性。
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Abstract : The expression of gene fragments in the corn leaves were studied both in incompatible combination

(B37 Ht1 inoculated with race 0 of Setosphaeria turcica) and in compatible combination (B37 Ht1 inoculated with race 1

of Setosphaeria turcica) by mRNA differential display PCR1The results showed that 17 gene fragments were expressed ex2
clusively ,26 gene fragments expressed increasingly ,and 20 gene fragments expressed decreasingly in incompatible combi2
nation compared with either in compatible combination or in control1Homology was not found between gene fragments ex2
pressed exclusively in incompatible combination and known R genes.
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　　玉米大斑病是由玉米大斑病菌 ( Setosphaeria tur2
cica) ) (Luttrell) Leonard & Suggs (无性态 : Exserohilum

turcicum) ( Pass) Leonard & Suggs)所引起的玉米叶部

主要病害[1 ]。玉米与大斑病菌不同生理小种之间的

抗/感关系 (非亲和性互作或亲和性互作)可以通过

毒力公式来表示 ,如 1 号小种的毒力公式为 : Ht2 ,

Ht3 , HtN/ Ht1 , 0 号小种的毒力公式为 : Ht1 , Ht2 ,

Ht3 , HtN/ 0 ,即含主效抗病基因 Ht1 的玉米自交系

对玉米大斑病菌 0号小种表现抗病 ,但对 1号小种

则表现感病。抗/感的结果取决于玉米与大斑病菌

的相互识别 ,以及识别后引起的一系列信号转导和

寄主防卫基因的表达 ,因此抗病相关基因 (抗病基

因、信号转导基因、防卫基因)的获得对进一步研究

玉米与大斑病菌间的互作机理就显得尤为重要。

到目前为止 ,一些抗大斑病的主效基因 ( Ht1、

Ht2、Ht3、HtN、Htn1)已被初步定位[2 - 5 ] ,而且经研

究发现 Ht1、Ht2、HtN 对大斑病的抗性表现不同 :

Ht1、Ht2基因均能明显地减小病斑面积和病斑中病

菌的产孢量 ,其中 Ht1基因效应明显大于 Ht2基因 ;

HtN基因能显著地延长病害潜育期 ,推迟病害的发

生和发展。同时对苯丙解氨酶基因 ( PAL ) 、胞液抗

坏血酸过氧化物酶基因 ( apx)和过氧化物酶 K基因

( POXK)等防卫基因与玉米对大斑病菌抗性的关系

进行了初步研究[6 ]。

在以上研究成果的基础上 ,本试验以含抗大斑

病主效基因的玉米自交系 B37 Ht1 与玉米大斑病菌
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0号和 1号生理小种分别构成非亲和性互作体系和

亲和性互作体系 ,利用 mRNA差异显示技术研究互

作过程中玉米叶片基因表达情况 ,以明确有多少个

基因可能与玉米抗大斑病有关 ,为进一步分离、克隆

这些基因奠定基础。

1　材料和方法

111　试验材料及处理

1. 1. 1　菌种繁育　选用玉米大斑病菌 01227 (0号小

种) ,01223 (1 号小种) 2 个菌株在 PDA 培养基上扩

繁 ,于 25℃生化培养箱内培养。将培养 10 d的玉米

大斑病菌洗下分生孢子配成孢子悬浮液 ,浓度为

105 ,6个孢子/ mL。

1. 1. 2　玉米幼苗培养及接种　将饱满、无伤的玉米种

子摆放在垫有湿滤纸的培养皿中 ,于 25℃培养箱中催

芽 ,然后播种于花盆中 ,约 20 d幼苗长至 5～6叶期时 ,

用新鲜配制的加有 011 % Tween280的孢子悬浮液喷雾

法接种 ,同时作不接种对照。置黑暗条件下保湿 24 h ,

然后转入 18～25℃、光照时间 10～14 h的温室内培养。

在接种 0 ,1 ,2 ,3 d和亲和性组合发病时剪取叶片 ,用于

提取植物叶片组织总 RNA。

1. 1. 3　引物　3种锚定引物 (目录号 B03272B0329)

和 26种随机引物 (目录号 B03012B0326)购于上海生

物工程公司。
锚定引物 :B0327 :5′2AAGCTTTTTTTTTTTA23′,B0328 :5′2AAGCTTTTTTTTTTTG23′,B0329 :5′2AAGCTTTTTTTTTTTC23′

随机引物 :

B0301 :5′2TACAACGAGG23′,B0302 :5′2TGGATTGGTC23′,B0303 :5′2CTTTCTACCC23′,B0304 :5′2TTTTGGCTCC23′

B0305 :5′2GGAACCAATC23′,B0306 :5′2AAACTCCGTC23′,B0307 :5′2TCGATACAGG23′,B0308 :5′2TGGTAAAGGG23′

B0309 :5′2TCGGTCATAG23′,B0310 :5′2GGTACATTGG23′,B0311 :5′2TACCTAAGCG23′,B0312 :5′2CTGCTTGATG23′

B0313 :5′2GTTTTCGCAG23′,B0314 :5′2GATCAAGTCC23′,B0315 :5′2TGGTAAAGGG23′,B0316 :5′2TCGGTCATAG23′

B0317 :5′2GGTACATTGG23′,B0318 :5′2TACCTAAGCG23′,B0319 :5′2CTGCTTGATG23′,B0320 :5′2GATCAATCGC23′

B0321 :5′2GATCTAACCG23′,B0322 :5′2GATCGCATTG23′,B0323 :5′2GATCTGACTG23′,B0324 :5′2GATCATGGTC23′

B0325 :5′2GATCATAGCG23′,B0326 :5′2GATCTAAGGC23′。

112　RNA的提取和 cDNA第一链的合成

在接种 0 ,1 ,2 ,3 d和亲和性组合发病时剪取同

一部位叶片 ,采用 UNIQ210 柱式 Trizol 总 RNA抽提

试剂盒提取玉米叶片总 RNA ,利用M2MLV反转录酶

将其中的 mRNA反转录为第一链 cDNA ,用 1 %琼脂

糖电泳检测 cDNA的浓度和质量。

113　mRNA差异显示

按照 Giovanna Visioli 等[7 ]的方法进行 ,采用 3

种锚定引物 (目录号 B03272B0329)和 26种随机引物

(目录号 B03012B0326) 。25μL 扩增体系 : 10 ×PCR

buffer (含Mg2 + ) 215μL ,215 mmol/ L dNTPs 210μL ,10

μmol/ L 锚定引物 215μL ,10μmol/ L 随机引物 215

μL ,30 ng/μL cDNA反应物 210μL ,5 U/μL Taq DNA

聚合酶 012μL ,补水至 25μL。PCR 扩增程序为 :

95℃3 min ;94℃30 s ,48℃2 min ,72℃30 s ,共 30个

循环 ;72℃10 min ;4℃保温。

114　变性聚丙烯酰胺凝胶电泳及银染

参照梁得勇等[8 ]方法进行。采用 6 %变性聚丙

烯酰胺凝胶 ,于室温下聚合 215 h ,75 W恒功率电

泳。银染参照张义平等[9 ]的方法进行。

115　差异表达片段回收及二次扩增

切下差异条带 ,放入 115 mL 离心管中 ,加入 30

μL的 TE缓冲液 ,采用煮沸法对微量 DNA进行洗脱

回收 ,然后 10 000 r/ min离心 10 min ,上清液即为回

收的 DNA溶液。利用与回收条带相匹配的随机引

物和锚定引物进行二次扩增 ,25μL 扩增体系中含

有 :10 ×PCR buffer (含 Mg2 + ) 215μL , 215 mmol/ L

dNTPs 210μL ,10μmol/ L 锚定引物 210μL ,10μmol/ L

随机引物 215μL ,回收 DNA溶液 5μL ,5 U/μL Taq

DNA聚合酶 015μL ,补水至 25μL。PCR扩增程序

为 :94℃3 min ;94℃30 s ,47℃2 min ,72℃,30 s ,共

35个循环 ;72℃10 min ;4℃保温。利用 112 %的琼

脂糖凝胶电泳检测二次扩增产物。

116　反式 Northern杂交检测阳性片段

按 Roche Applied Science 公司生产的地高辛标

记和检测试剂盒使用说明书进行。首先标记不同处

理获得的第一链 cDNA作探针 ,放于杂交液中 ,再将

同一时间点的差异表达基因片段的回收溶液 1μL

点于尼龙膜上 ,于 Biometra compact line OV4 分子杂

交炉中进行反式 Northern杂交。

117　阳性条带的克隆测序

阳性差异条带连接到 pMD218 vector上 ,用热激

法转化至大肠杆菌 XL21 Blue (proAB + , lacIq , lacZ

M15 ,Tn10 ,tetr)中 ,利用含 100 mg/ L 氨苄青霉素的

LB琼脂培养基筛选转化子并酶切鉴定插入片段。

利用 ABI PRISM 377 DNA Sequencer2E测序仪 ,对含

有插入片段的质粒进行测序 (委托上海生物工程公

司进行) ,利用 NCBI网站上的 BLAST软件与 Gen2
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Bank中的已知基因或蛋白进行同源性分析。

2　结果与分析

211　玉米叶片 RNA提取和第一链 cDNA合成

本试验中采用 UNIX210 柱式总 RNA 抽提试剂

盒提取总 RNA ,并用于第一链 cDNA 的合成 ,经

110 %琼脂糖电泳检测 ,所得 cDNA 大小范围在

300～2 000 bp (图 1) ,符合试验要求。

1. B37 Ht1 48 h CK;2. B37 Ht1接 0号小种后 48 h ;3. B37 Ht1接 1号小种后 48 h ;M. marker。
1. B37 Ht1 48 h CK;2. 48 h after inoculation with race 0 ;3. 48 h after inoculation with race 1.

图 1　玉米自交系总 RNA( A)和第一链 cDNA( B)的电泳结果
Fig. 1　Result of agarose electrophorsis of total RNA and the first strand of cDNA synthesized

a～d.不接菌对照 ;e～g. B37 Ht1与 1号小种构成的亲和性互作 ;h～j . B37 Ht1与 0号小种构成非亲和性互作 ;a. 0 h CK;b. 24 h CK;c. 48 h CK;d.
72 h CK;e. 1号 - 24 h ;f . 1号 - 48 h ;g. 1号 - 72 h ;h. 0号 - 24 h ;i . 0号 - 48 h ;j . 0号 - 72 h M. Marker :pBR322/ Msp1 ;A.非亲和性互作中特有的
表达片段 ;B.较亲和性互作及对照表达量明显增加的片段 ;C.较亲和性互作及对照表达量明显减少的片段。
a - d. B37 Ht1 with no inoculation (CK) ;e - g. B37 Ht1 inoculated with race 1 ;h - j . B37 Ht1 inoculated with race 0 ;a. 0 h CK;b. 24 h CK;c. 48 h CK;d. 72 h
CK;e. Race 1224 h ;f . Race 1248 h ;g. Race 1272 h ;h. Race 0224 h ;i . Race 0248 h ;j . Race 0272 h ;M. Marker :pBR322/ Msp1 ;A. Gene fragments expressed ex2
clusively ;B. Gene fragments expressed increasingly ;C. Gene fragments expressed decreasingly.

图 2　( 1 ,2) 筛选差异条带

Fig. 2　( 1 ,2) Examination of differential fragments

212　mRNA差异显示

利用 3个锚定引物和 26个随机引物构成 78个

引物组合 ,对获得的 cDNA进行 PCR扩增。经聚丙

烯酰胺凝胶电泳和银染检测 ,获得差异片段 107 条

(图 2) ,对其进行回收和二次扩增 ,得到扩增条带

98条 (图 3) ,回收率为 9210 %。将这些片段进行反

式Northern杂交 ,得到阳性片段 46 条 (图 4) 。其中

仅在非亲和性互作中表达 ,亲和性互作及对照中不

表达的片段 7条 ;较亲和性互作及对照表达量明显

增加的片段 21条 ;较亲和性互作及对照表达量明显

减少的片段 18条。

213　阳性片段的克隆测序和同源性分析

对所获得的非亲和性互作中特异表达的 7条基

因片段进行克隆测序及同源性分析 ,结果发现它们

的长度分布在 213～516 bp ,均含有 poly (A)结构和

可阅读框架 (ORF) 。利用 DNAStar软件得到上述片

段的可阅读框架 (ORF)和蛋白质序列 ,通过 NCBI网

站的 GenBank数据库对这些基因片段及蛋白质序列

进行 BLAST分析 ,结果表明它们与已知抗病基因没

有同源性 ,可能为未知基因。
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图 3　部分回收片段二次扩增产物的电泳检测结果

Fig. 3　Results of agarose electrophorsis

of secondary amplication

图 4　反式 Northern杂交检测结果

Fig. 4　Results of the reverse Northern blotting detection

3　讨论

自从Liang和 Pardee[10 ]在 1992年创立 mRNA差

别显示技术 (mRNA differential display)以来 ,利用此

项技术已成功分离了许多与植物发育、植物激素调

控以及与植物抗病性相关的基因或基因片段 ,该方

法特别适用于多种平行材料之间基因表达的比较研

究。本试验选用玉米抗大斑病自交系 B37 Ht1 及玉

米大斑病菌 0号小种 01227和 1 号小种 01223 作为

试验材料 ,利用 mRNA差异显示技术从基因表达整

体水平上 ,研究了非亲和互作与亲和互作中基因表

达的差异 ,发现在非亲和性互作中表达 ,亲和性互作

及对照中不表达的片段 7条 ;较亲和性互作及对照

表达量明显增加的片段 21条 ;较亲和性互作及对照

表达量明显减少的片段 18条。并对所获得的非亲

和性互作中特异表达的 7条基因片段进行克隆测序

及同源性分析 ,尽管结果表明与已知抗病基因间没

有同源性 ,但它们为非亲和互作中所特有 ,因此 ,有

必要通过 RACE技术获得这些基因的全长 ,阐明这

些基因的身份及在玉米抗病过程中所起的作用。

mRNA差异显示技术的主要问题之一是假阳性 ,

即聚丙烯酰胺凝胶 (PAG)上显示的信号差异并非真

正的基因表达的差异。目前解决此问题的主要方法

之一就是运用反式 Northen blot 分析鉴定扩增出的

信号差异 ,由此本试验最终共获得 7条非亲和性互

作中特异表达的差异片段。

经过克隆测序及同源性分析 ,发现上述 7条片

段与目前已知基因同源性很低 ,可能为未知基因 ,而

且利用 mRNA差异显示技术获得的 cDNA片段往往

只位于 3′端的非编码区。为了进一步确定它们在

玉米抗大斑病过程中的功能及其调控机制 ,需要继

续通过筛选 cDNA文库和 RACE方法来获得这些基

因片段的全长序列。
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