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白粉菌诱导的番茄叶片 ＡＤｃＤＮＡ文库的
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　　摘要：为了研究番茄白粉菌与番茄相互作用的分子机制，以白粉菌诱导的番茄叶片为材料，利用 ＳＭＡＲＴ技术构

建了番茄的 ＡＤｃＤＮＡ文库。该文库总库容量为 ３．７７×１０１０ｃｆｕ，重组率达到 ９６％，插入片段长 ４００～２０００ｂｐ，平均长

度约为 １０００ｂｐ。随机挑取 ５０个克隆进行测序，利用生物信息学软件进行初步分析，表明获得的文库质量较高。
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　　番茄是一种重要的经济作物，在蔬菜生产和食
品加工行业具有重要地位

［１］
。番茄白粉病是一种

世界性真菌病害，严重影响了番茄的产量和质量，对

番茄的生产特别是温室生产造成很大损失
［２］
。目

前，主要依靠喷施杀菌剂对其进行防治，然而杀菌剂

的大量喷施造成了严重的环境污染和蔬菜农药残

留。虽然多种野生番茄被发现具有抗病性
［３］
，但由

于抗病番茄品种较少，且抗病基因在植物与病原菌

的进化中易丢失，致使获取持久、广谱的番茄抗性品

种较难
［４］
。

近年来，番茄白粉病在我国台湾、新疆、黑龙江、

云南、辽宁和吉林等地频频爆发
［５－８］

，李成伟对番茄

白粉菌中国生理小种进行了形态学和 ＩＴＳ序列的分
析

［９］
，发现导致该病害的番茄白粉菌（Ｏｉｄｉｕｍｎｅｏｌｙ

ｃｏｐｅｒｓｉｃｉ）是一种产生非链式分生孢子的活体寄生真
菌病原

［１０］
，只侵染番茄表皮细胞，很难在培养基上
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生长。迄今为止，仅有豌豆白粉菌、十字花科白粉菌

和大麦白粉菌完成了基因组测序
［１１］
，对番茄白粉菌

的研究进展较少，尤其是有关其基因组信息还较少。

ｃＤＮＡ文库已成为研究功能基因组学的有效手
段之一，可直接从 ｃＤＮＡ文库中筛选所需目的基因，
并用于基因的表达分析

［１２－１４］
。利用 ＳＭＡＲＴ（Ｓｗｉｔｃ

ｈｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍａｔ５′ｅｎｄｏｆＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ）技术构建
全长 ｃＤＮＡ文库，可直接从中发现和确定候选基因，
从而实现转基因技术在生产上广泛应用

［１５］
。酵母

双杂交技术（Ｙ２Ｈ）可以在活体酵母中研究蛋白互
作，常用于发现新蛋白和蛋白的新功能

［１６－１９］
。为充

分开发和利用番茄抗病基因，以番茄 ＭｉｃｒｏＴｏｍ（Ｓｏ
ｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ）为材料，利用 ＳＭＡＲＴ技术构建
白粉病菌诱导的番茄叶片 Ｙ２Ｈ的 ＡＤｃＤＮＡ文库，
测定了文库的滴度和重组率，并随机挑选５０个单克
隆，对测序成功的序列进行初步的生物信息学分析，

为白粉菌与番茄互作机制和基因克隆提供了平台。

１　材料和方法

１．１　试验材料
选取生长２８ｄ的番茄 ＭｉｃｒｏＴｏｍ无菌苗，接种

１×１０６个／ｍＬ纯净白粉菌孢子悬浮液，２０ｄ后取样。
ＴＲＩｚｏｌ试剂即 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（９１０８）购自 ＴａＫａＲａ

公司，文库构建试剂盒 ＭａｋｅＹｏｕｒＯｗｎ“Ｍａｔｅ＆
Ｐｌａｔｅ”ＬｉｂｒａｒｙＳｙｓｔｅｍ ＵｓｅｒＭａｎｕａｌ（６３０４９０）购自
Ｃｌｏｎｅｔｅｃｈ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　ＲＮＡ的提取　采用 ＴＲＩｚｏｌ法提取白粉菌诱
导的番茄叶片的总 ＲＮＡ，具体方法参考说明书
９１０８，在核酸蛋白测定仪上检测总 ＲＮＡ浓度及纯
度，同时利用琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ的完整性。
１．２．２　ｃＤＮＡ的合成与纯化　以总 ＲＮＡ为模板，
参照文库构建试剂盒６３０４９０说明书，分别以 ＣＤＳⅢ
和 ＣＤＳⅢ／６ＰＣＲＰｒｉｍｅｒ合成第１链，然后以３′ＰＣＲ
Ｐｒｉｍｅｒ和５′ＰＣＲＰｒｉｍｅｒ为引物通过ＬＤＰＣＲ合成双
链 ｃＤＮＡ。将双链ｃＤＮＡ经ＣＨＲＯＭＡＳＰＩＮ＋ＴＥ４００
（Ｃｌｏｎｅｔｅｃｈ）分离柱去除２００ｂｐ以下短片段 ＤＮＡ。
１．２．３　文库的构建　将分离纯化后的 ２０μＬ双链
ｃＤＮＡ与质粒载体 ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ连接，然后用 ＰＥＧ／ＬｉＡｃ
法转化酵母感受态Ｙ１８７，涂布于１００个ＳＤ／Ｌｅｕ培养基
平板 （Ф１５０ｍｍ），同时涂布 １００μＬ的 １∶１００、
１∶１０００的稀释液于 ＳＤ／Ｌｅｕ平板培养基上，计算转
化效率。３～５ｄ后，采用玻璃珠法，将所有酵母克
隆收集下来溶于 ＹＰＤＡ液体培养，混匀后与 ７５％的
甘油以２∶１的比例混合保存于 －８０℃冰箱。

１．３　ｃＤＮＡ文库的质量检测
取收集好的酵母菌液 １０μＬ稀释 １００００倍后，

从中取出５０μＬ涂布 ＳＤ／Ｌｅｕ平板，培养３～５ｄ，计
算出文库滴度。文库滴度 ＝平板上的克隆数／０．０５
ｍＬ×１０－４ｃｆｕ／ｍＬ；总克隆数 ＣＦＵ＝文库滴度 ×悬浮
体积（ｍＬ）。随机挑取５０个单菌落，以 ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ
载体上的引物 （５Ｔ７：５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡ
ＧＧＧＣＧＡ３′；３ＡＤ：５′ＡＧＡＴＧＧＴＧＣＡＣＧＡＴＧＣＡＣＡ
Ｇ３′）进行 ＰＣＲ扩增，验证插入片段大小，之后测序
（南京金斯瑞科技有限公司），在茄科植物基因组学

网站（ｓｏｌｇｅｎｏｍｉｃｓｎｅｔｗｏｒｋ，ＳＧＮ）（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｇｎ．
ｃｏｒｎｅｌｌ．ｅｄｕ／）对测序结果进行比对与分析。

２　结果与分析

２．１　总 ＲＮＡ和 ｃＤＮＡ的质量
２．１．１　ＲＮＡ的质量　高质量 ＲＮＡ的获取直接关
系到 ｃＤＮＡ文库的构建成功与否，采用 ＴＲＩｚｏｌ法提
取白粉病菌诱导的番茄叶片总 ＲＮＡ，经 １％琼脂糖
凝胶电泳检测可看出，提取的样品总 ＲＮＡ可见十分
清晰的１８Ｓ、２８ＳＲＮＡ条带，基本具有１∶２的关系，没
有明显的 ＲＮＡ降解（图１）。经测定，样品 １ＯＤ２６０／２８０
为 １．９３，ＯＤ２６０／２３０为 ２．０９，质量浓度为 ５６ｇ／Ｌ，表明
该样品总 ＲＮＡ纯度很高、污染少；而样品 ２ＯＤ２６０／２８０
为 ２．２１，ＯＤ２６０／２３０为 ２．１５，质量浓度为 ７．８ｇ／Ｌ，表明
该样品可能存在少量杂质污染。说明样品 １的总
ＲＮＡ更符合构建文库的要求，可以用于双链 ｃＤＮＡ
的合成。

１～２．白粉菌诱导的番茄叶片样品总 ＲＮＡ。
１－２．ＴｈｅｔｏｔａｌＲＮＡｏｆｔｏｍａｔｏｌｅａｖｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｏｗｄｅｒｙｍｉｌｄｅｗｆｕｎｇｕｓ．

图 １　白粉菌诱导的番茄叶片总 ＲＮＡ凝胶电泳结果

Ｆｉｇ．１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅｔｏｔａｌＲＮＡｏｆ

ｔｏｍａｔｏｌｅａｖｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｏｗｄｅｒｙｍｉｌｄｅｗｆｕｎｇｕｓ

２．１．２　ｃＤＮＡ的质量　以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）为引物合成
ｃＤＮＡ，得到的双链 ｃＤＮＡ带呈弥散状均匀分布（图
２），说明总 ＲＮＡ降解量少，质量合格。经 ＣＨＲＯＭＡ
ＳＰＩＮ＋ＴＥ４００树脂柱纯化后的双链 ｃＤＮＡ带富集
在４００～４５００ｂｐ，并且得到了浓缩，其质量和浓度
都满足建库的要求。
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１．用 ＣＤＳⅢ Ｐｒｉｍｅｒ扩增的白粉菌诱导的番茄叶片的 ｄｓｃＤＮＡ；２．用
ＣＤＳⅢ／６ＰＣＲＰｒｉｍｅｒ扩增的白粉菌诱导的番茄叶片 ｄｓｃＤＮＡ；３．用
ＣＤＳⅢ Ｐｒｉｍｅｒ扩增的 ｃｏｎｔｒｏｌＲＮＡ；Ｍ．５０００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ。
１．ＣＤＳⅢ Ｐｒｉｍｅｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｏｍａｔｏｌｅａｖｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｏｗｄｅｒｙｍｉｌ
ｄｅｗｆｕｎｇｕｓｄｓｃＤＮＡ；２．ＣＤＳⅢ／６ＰＣＲＰｒｉｍｅｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｏｍａｔｏ
ｌｅａｖｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｏｗｄｅｒｙｍｉｌｄｅｗｆｕｎｇｕｓｄｓｃＤＮＡ；３．ＣＤＳⅢ Ｐｒｉｍｅｒａｍ
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｔｒｏｌＲＮＡ；Ｍ．５０００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ．

图 ２　白粉菌诱导的番茄叶片的 ｄｓＤＮＡ电泳结果

Ｆｉｇ．２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｄｓＤＮＡｆｏｒｔｏｍａｔｏ

ｌｅａｖｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｏｗｄｅｒｙｍｉｌｄｅｗｆｕｎｇｕｓ

２．２　文库的质量鉴定
ＡＤｃＤＮＡ文库构建在酵母菌中，酵母的转化效

率对文库质量的影响至关重要。根据说明书的要

求，库效率的期望值要求达到每 ３μｇｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ
质粒有 １×１０６个转化子。本研究所构建的酵母双
杂交 ＡＤｃＤＮＡ文库，通过稀释平板计数转化效率，
其文库转化效率约为７．８７×１０６ｃｆｕ／μｇ。

经滴度检测，白粉病菌诱导的番茄叶片 ｃＤＮＡ
文库初级文库库容约为 ３．７７×１０１０ｃｆｕ。取转化后
的酵母菌原液通过血球计数板计数，所得文库的酵

母细胞浓度为９×１０７ｃｆｕ／ｍＬ，达到了酵母双杂交所
需要的细胞浓度。

随机挑选５０个酵母菌落做 ＰＣＲ，扩增质粒上插
入的 ｃＤＮＡ片段，检查文库的空载率以及插入片段
平均长度。结果表明，文库质粒的空载率约为 ４％，
重组率达到９６％，插入片段长 ４００～２０００ｂｐ，平均
长度约为１０００ｂｐ（图３）。

图 ３　文库随机菌落 ＰＣＲ电泳检测
Ｆｉｇ．３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｏｆｒａｎｄｏｍｃｏｌｏｎｅｓｆｒｏｍｔｈｅｌｉｂｒａｒｙ

测序结果经 Ｂｌａｓｔ和 ＤＮＡＭＡＮ多序列比对结果
显示，共有２１个无重复序列，在 ＳＧＮ上进行序列比

对，共有２１组基因（表１），编码１９种已知蛋白，２种
未知蛋白。

表 １　文库克隆测序基因

Ｔａｂ．１　Ｇｅｎｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｄｃｌｏｎｅｓ

同源基因编号

Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｇｅｎｅｃｏｄｅ

编码蛋白

Ｅｎｃｏｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ

染色体

号码

Ｃｈｒ．Ｎｏ．

出现次数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ

Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０８２４０．２ 乙烯响应转录因子２ｂ １ ２
Ｓｏｌｙｃ０１ｇ１０７８４０．２ 葡糖基转移酶 １ ３
Ｓｏｌｙｃ０２ｇ０９４０５０．２ 蓝铜蛋白 ２ １
Ｓｏｌｙｃ０２ｇ０９４０００．１ 钙调素类蛋白 ２ ３
Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０４５０７０．１ 铵离子转运蛋白 ３ １
Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０１９８９０．２ β半乳糖苷酶 ３ ２
Ｓｏｌｙｃ０３ｇ０９４０２０．２ α葡糖苷酶 ３ ３
Ｓｏｌｙｃ０４ｇ０７８４７０．２ 细胞周期蛋白 ４ ２
Ｓｏｌｙｃ０４ｇ０７１０７０．２ 未知蛋白 ４ ２
Ｓｏｌｙｃ０５ｇ００９３１０．２ 锌指蛋白 ５ ２
Ｓｏｌｙｃ０６ｇ０７２４３０．１ ＢＡＧ家族蛋白 ６ ２
Ｓｏｌｙｃ０６ｇ０６８５００．２ ＤｎａＪ１分子伴侣 ６ ２
Ｓｏｌｙｃ０７ｇ０４３５００．１ 葡萄糖基转移酶 ７ ３
Ｓｏｌｙｃ０８ｇ０７８７００．２ 热休克蛋白２２ ８ １
Ｓｏｌｙｃ０９ｇ０７５５９０．１ 未知蛋白 ９ ２
Ｓｏｌｙｃ０９ｇ０６６１５０．１ 细胞色素 ９ ３
Ｓｏｌｙｃ０９ｇ０９２１３０．２ 蔗糖磷酸合成酶 ９ ３
Ｓｏｌｙｃ１０ｇ０５５３９０．１ Ｎｏｄｕｌｉｎ家族蛋白 １０ ３

Ｓｏｌｙｃ１１ｇ０１２１２０．１
植物特有的 ＴＩＧＲ０１６１５
家族蛋白

１１ ２

Ｓｏｌｙｃ１１ｇ０１８８００．１ 过氧化物酶 １１ ２
Ｓｏｌｙｃ１１ｇ０２２５９０．１ 胰蛋白酶抑制剂 １１ ４

３　讨论

文库的检测指标是指 ｃＤＮＡ文库的滴度、重组
率、插入片段的大小及片段完整性。总 ＲＮＡ样品的
质量直接影响 ｃＤＮＡ文库质量的好坏，本试验中总
ＲＮＡ样品条带清晰，且不存在多糖、酚类、蛋白等污
染，具备了构建高质量 ｃＤＮＡ文库的先决条件［２０］

。

ＳＭＡＲＴ技术操作简单且获得全长比例较高，已
广泛用于文库的构建

［２１－２４］
。该技术避免了 ｍＲＮＡ

在分 离 纯 化 时 发 生 降 解 和 丢 失；而 ＣＨＲＯＭＡ
ＳＰＩＮＴＭＴＥ４００纯化柱可减少小片段对 ｃＤＮＡ文库
的不利影响；利用同源重组技术把外源双链 ｃＤＮＡ
高效重组到载体上，可通过大量测序获得一些有价

值的基因片段和新基因
［２５］
。

番茄基因组测序已完成，全基因组共注释了

３４７２７个基因［２６］
。根据 ＣｌａｃｋＣａｒｂｏｎ的公式 Ｎ＝

ｌｎ（１－Ｐ）／ｌｎ（１－１／ｎ）（Ｎ为实际所需克隆数，Ｐ为
要求的概率，ｎ为一种类型的 ｍＲＮＡ在总 ｍＲＮＡ所占
的相对比例），当要求克隆到某低丰度 ｍＲＮＡ的概率
为９９．９％时，文库的重组子数不得低于１．７×１０５［２７］。
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本研究所构建的白粉病菌诱导的全长 ｃＤＮＡ文库转
化效率约为 ７．８７×１０６ｃｆｕ／μｇ，初级文库库容约为
３７７×１０１０ｃｆｕ，重组率达到 ９６％，插入片段集中在
４００～２０００ｂｐ，平均长度约为１０００ｂｐ，不仅达到了
要求标准，还可以利用酵母双杂交技术进行后续大

规模的白粉病菌与番茄互作蛋白的筛选。利用该文

库来筛选和挖掘番茄受白粉病诱导相关的胁迫基

因，可为番茄白粉病抗性育种提供丰富的基因资源。
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