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摘要:以缩减杂交的原理和 SMART cDNA 合成方法为基础，开发了一种全长 cDNA 缩减杂交方法.该方法从微量的

2 个 RNA 样品合成全长 cDNA ，经 PCR 扩增和在两端连接不同的接头，通过 2 次缩减杂交获得含有高度浓缩的差

异表达的全长或较大的基因片段，克隆后筛选出差异表达的基因.以唾菌灵( Probenazole , PBZ )为诱导剂处理水稻，

获得了 2 个上调表达和 1 个下调表达基因的较长的 cDNA 片段.
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A Full-Length cDNA Subtractive Hybridization (FLSSH) Method and 

Its Application in the Isolation of Inducible Expression Genes in Rice 

ZHANG Qun-yu , LIU Yao-guang 

(College of Life Science , South China Agricultural University , Guangzhou 51凶42 ， China) 

Abstract:cDNA suppression subtractive hybridization (SSH) has been used to analyze differential gene 

expression widely , but there are some shortcomings in it such as difficult mRNA preparation , difficult 

mRNA handling and short cDNA fragments to be obtained. A Full-Iength cDNA SSH (FLSSH) method 

based on SSH and SMART cDNA synthesis method was used to obtain differentially-expressed genes of 

rice treated by probenazole ( PBZ). By northem blot analysis , two up-regulated and one down-regulated 

candidate cDNA fragments by PBZ were identified. 
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唾菌灵( Probenazole , PBZ )是一种应用广泛的广

谱、高效、低毒、低残留的内吸性杀菌剂，可激活植物

系统获得抗性 (Systemic acquired resistance , SAR). 

PBZ 激活水稻自身一系列生化反应，从而获得对稻

瘟病和白叶枯病病原的抗性[12].PBZ 价格较低、残

留期短，对环境影响小，20 多年来广泛应用在水稻稻

瘟病和白叶枯病的防治工作中，因此 PBZ 是一种有

利用潜力的诱导剂.本研究以 PBZ 为诱导剂处理水

稻，以抑制缩减杂交 (Suppression subtractive hybrid­

ization ， SSH) 和 SMART cDNA 合成方法为基础[34] ，
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改良为全长 cDNA 抑制缩减杂交方法( Full-Iength 

cDNA SSH , FLSSH) ，分离在处理和非处理条件下差

异表达的 cDNA 克隆.

1 材料与方法

1.1 水稻总 RNA 提取

采用 Trizol 试剂( Invitrogen 公司)提取水稻的总

RNA ，具体操作按说明书进行.

1.2 水稻材料的处理

水稻品种为中花 11 ，种子萌发后，在 24 'c培养
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箱水培 14 d 后，分为 4 份，每份约 0.5 g 幼苗叶片.其

中 3 份分别用 0.8% PBZ 处理 1 、 2 和 4 d，混和取样

作为处理样品，另一份用 ddH20 处理作为对照样品.

1. 3 全长 cDNA 抑制缩减杂交

抽取对照样品和处理样品总 RNA，定量后用引

物 CDSSf 进行反转录(反转录的同时加入引物 SmSf

锚定 5'末端) .反转录酶使用 Superscript m ( Invitro­

gen 公司) ，操作按照说明书进行.

用引物 PSfi( 引物序列见表 1 )进行 RT - PCR , 

Tαq 酶使用 TaKaRa 公司的 LA T，αq 酶，电泳检测.确

认 RT-PCR 结果符合要求后，取处理样品的 RT -

PCR 产物约 200 ng 用限制性内切酶伊 I 酶切，酣­

氯仿抽提，乙醇沉淀.酶切产物分为 2 管，用 T4 连接

酶连接 Ad5sf 或 Ad3sf 接头过度，沉淀后定量，溶于

4μLTE 中(约 20 ng/μL) ，作为抑制缩减杂交的

Tester.对照样品的 RT - PCR 产物(约 5 附)用限制

性内切酶明 I 酶切，酣-氯仿抽提，乙醇沉淀，溶于

10μLTE 中(约 4∞ ng/μL) ，作为 Driver.

表 1 全长 cDNA 抑制缩减杂交引物序列

Tab. 1 The adaptors and primers used in FLSSH 

引物 引物序列

PSfi GTGTGAACACTGCAGAGTGGCCTAC-3' 

SmSf GTGTGAACACTGCAGAGTGGCCTACTTGGCCGGG-3' 

5侃NA GAACACUGCAGAGUGGCCUACUUGGCC-3' 

GTGTGAACACTGCAGAGTGGCCTACAT巳GCC'I'ITITCm-
CDSSf4 

TI'lTCTI'I'lTITITI'l'IT( AlG/C) -3' 

Sfi-T CGGCCGACAT巳GCC'I'I'I'1TC'I 'I'I'J'-3 ' 

P2-1 CCCAATACGAGGTCGCCTTCATCT-3' 

凹-2 GCCTTCATCTTCTTCTGAGGCCAAC-3' 

Adsf5 CCCAATACGAGGTCGCCTTCATCTTCTTCTGAGGCC AACT -3' 

Adsf3 CCCAATACGAGGTCGCCTTCATCTTCTTCTGAGGCC AACA-3' 

Adsfc 3' -GAAGTAGAAGAAGACTCCGGT -5' 

分别取 1μL 加 5'接头和 3'接头 Tester 到 2 个

200μL 薄壁离心管，再分别加入2μL Driver 和 1μL

4 倍的杂交缓冲液，加入 2 滴矿物油覆盖液面.短暂

离心后，98 "c加热 3 min ，转入 68 "c空气浴进行第 1

轮缩减杂交. 1 h 后，取1. 5μL Driver 、2μL ddH20 和
1μL4x 杂交缓冲液到 200μL 薄壁离心管，混匀后

分到 2 管，加入矿物油覆盖液面，短暂离心后 98 "c 

加热 3 min，分别加入到 2 个第 1 轮缩减杂交的管

内，并短暂离心.68 "c保温 3 min 后，混合 2 管榕液，

迅速离心 68 "c空气浴进行第 2 轮缩减杂交 16 h 后，

加入 200μL 68 "c预热 TE ，结束缩减杂交.原理示意

图见图1.

取 2μL 缩减杂交产物作为模板到 100μL PCR 

反应体系中，用接头特异引物 P1-1 进行第 1 轮抑制

PCR 扩增: 68 "c 5 min; 96 "c 3 min; 96 "c 30 s , 

68 "c 15 s , 72 "c 4 min，进行 25 -30 个循环; 72 "c 

10 min. 电泳检测后，取 1μL PCR 产物作为模板到

200μL PCR 反应体系中，用接头特异引物归之进行

第 2 轮抑制 PCR 扩增: 96 "c 3 min; 96 "c 30 s , 

68 "c 15 s , 72 "c 4 min，进行 10 -12 个循环; 72 "c 

10 min. 电泳检测、回收并克隆到载体内，其克隆位点

改造后与 5'和 3'接头的酶切位点序列相同.

挑选克隆构建缩减杂交文库:挑选阳性克隆到

96 孔培养板，双向缩减杂交产物各挑取 4 或 8 块 96

孔培养板.液体 LB 培养基摇菌，用载体通用引物

M13 扩增插入片段，酒精沉淀溶于 10μL TE ，转到 2

或 4 块 384 孔培养板内.

试验进行正向和反向抑制缩减杂交，即分别以

处理和对照样品为 Tester，以对照和处理样品为 Driv­

er，以分别获得诱导剂 PBZ 诱导上调和下调的基因.

TesterRNA DriverRNA 
RT with CDSSf+SmSf 
RT-PCR with PS f\LA ,GC Buffer) 

，切 I 酶切200 ng Tester cDNA 机 I 酶切3μg Driver cDNA 

100ng 
连接接头Ad5sf

5' , 3' 

20 吨|变性 、

• 各加入约1 昭变性的
DrivercDNA 

5' 

68 OC第1轮缩减杂交(5μL)l h 

a [ d 

b [ 2 b' 

c c' 

d d 

100 ng 
连接接头 Ad3sf

4 I 
3' 

变性 I 20 ng 

各加入300 ng变性的Driver cDNA, 
混和后进行第2轮缩减杂交过夜

P2.2 P2-1': -~. 
aJa' I .. 

=玉三2 +b,btAC',d 
哽-^ P2-1 P2-2 

2轮抑制PCR扩增，只有 | 
ala'能够被优势扩增 ' 

明 I 酶切，凝胶回收，克隆

图 1 全长 cDNA 抑制缩减杂交实验操作流程示意图

Fig. 1 Overview of the full-length cDNA suppression subtractive 

hybridization (FLSSH) procedure 

2 结果与分析

2.1 全长 cDNA 的合成

抽取对照样品和 PBZ 处理样品总 RNA，定量后

用引物 CDSSf4 进行反转录(反转录的同时加入
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Smart 引物 SmSf 锚定 5'末端) .用引物 PSfi 进行 RT

-PCR，电泳检测.图 2 中的 RT - PCR 产物的 cDNA

片段长度主要分布在 1 ....4 kb 范围，说明合成的 cD­
NA 的长度较为完整.

1 2 3 

l :处理样IIE;2: 对照样品 ;3:DNA Marker λ -Hìnd 皿

图 2 全长 cDNA 的 RT - PCR 电泳图

Fig.2 FulI-length cDNA obtained by RT-PCR 

2.2 cDNA 抑制缩减杂交

本试验进行了正向和反向押制缩减杂交，即分
别以处理和对照样品为 Tester，以对照和处理样品为
Driver，以分别获得诱导剂 PBZ 诱导水稻表达水平上

调和l下调的基因.

电77j(检测， [~]收并克隆到载体内，构建缩减杂交
文库.随机挑取部分克隆，用载体通用ijr 物 M13 扩增
检测插入子的大小和插入率(图 3 ).同 3 显示插人子
的大小主要集中在 2 kb 附近，且插入率较高.

3 kb 
2 kb 

M 

M:DNA Marker;其余旅道为缩减杂交产物克隆结果

图 3 缩减杂交产物克隆的 PCR 检测

Fig. 3 Screening of the cDNA clones of FLSSH by PCR 

2.3 抑制缩减杂交克隆的初步筛选

将 384 孔培养板内的 PCR 产物转印到尼龙膜
上，每张膜上转印 2 个重复.固定后分别以对照和处
理样品的总 cDNA 为探针进行 Southern 杂交，初步
筛边在对照和处理样品间有表达差异的基因克隆.
根据杂交信号的强弱初步选取表达差异的基因

克隆，在以处理样品为 Tester 的缩减杂交文库内，有
12 个基因克隆表达有较明显差异;在以对照样品为
Tester 的缩减杂交文库中，有 5 个基因克隆表达有较
明显差异.

为了确认差异表达基因克隆，将缩减杂交前和
缩减杂交后的总 cDNA 产物电泳转印到尼龙膜，以

差异表达基因克隆为探针进行 Southem 杂交.杂交
结果表明，正调控基因 3G8 在处理样品中表达水平
较高，在以处理样品总 cDNA 为 Tester 的正向抑制缩
减杂交过程中逐步得到富集，而在反向抑制缩减杂交
中没有得到富集，也说明缩减杂交的效果较好(图 4) . 

其他 16 个基因克隆以同样方法进行筛选，最终
得到 5 个正向调控的候选基因克隆和 3 个反向调控
的候选基因克隆.

l234567 

a 

斓麟

b 

国 a 味道 l 租 2 为以处理样品J..1 Tester 的 lE ~'l缩础杂交第 l 轮平n第 2
轮缩减杂交后的 PCR 扩增产物，协道 3 和 4 为处理样品和uit照样品的

未经缩陆杂交的 cDNA ，泳道 5 和 6 为以对照样品为 Tester 的反向缩减
杂交第 l 轮和l第 2 轮缩减杂交盯 PCR 产物 ，l;j(边 7 为 λ -Hind 皿;因 b
是因 acDNA 的以差异表达基因克隆 3G8 为探针的 Southern 杂交，该罔
杂交结果、世注差异:在达克隆 3G8经缩减杂交获得散缩

图 4 差异表达克隆 3G8 的初步筛选

Fig.4 Enrichment of the 3G8 mRNA hy FIβSH , a differentíally 

expressed gene between Tester and Driver 

2.4 候选基因克隆受 PBZ 诱导表达调控的确认

为了确认获得的 8 个候选基因克隆受 PBZ 诱导
表达变化，以及表达的本底和变化的范围，提取对照
样品和 PBZ 处理样品的总 RNA 电泳转膜，以该基因
片段为探针，进行 Northern 杂交检测(图 5 ) .结果表
明获得的差异克隆在 PBZ 处理和对照样品问的表达
水平都有较大的差异.

1 2 1 2 1 2 1 2 

a b c d 

l: 对照样品 ;2 :处理样品 ;a: 总 RNA 电流图;

h~d 分别为克隆 3G8 、 lE7 ，2G3 的 Northem 杂交结果

图 5 候选基因克隆的诱导表达分析

Fig.5 Expression analysis of the candidate clones when induced 

by PBZ 
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3 结论

全长 cDNA 抑制缩减杂交技术是在 SSH 技术和

SMART cDNA 合成方法的基础上进行改良的方法.

与 SSH 相比具有以下优点:仅需要较少的试验材料，

通过 RT-PCR 方法获得足够的 cDNA( 用单一引物

Psf 扩增，避免 RT - PCR 时的偏态扩增) ，不需要纯

化 mRNA 就可以进行缩减杂交;不选用 4 碱基限制

性内切酶，得到的差异表达克隆也较长，甚至全长

cDNA. 

在本研究获得的缩减杂交文库中，插入子的长

度在 1 -4 kb 范围内，主要集中在1. 5 kb 附近，说明

该方法可以获得较长的差异 cDNA 克隆但本研究

NA 片段也会出现在缩减杂交文库内.为了减少非

全长 cDNA 克隆，需要在实验材料和 cDNA 合成 2 个

步骤严格控制，尽可能得到全长 cDNA 再进行缩减

杂交.
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