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摘要：采用抑制差减杂交技术,构建了草坪草狗牙根Tifway 和C299干旱5d 和10d应答SSH （Suppression Subtractive Hybridization） 文库四个,文库共包含1272个阳性克隆。对质粒的巢式PCR 结果表明,插入片段大小为88--823 bp 。所有阳性克隆进行测序, 利用BLASTn 和BLASTx 进行序列相似性分析,并进行DNAMAN软件比对分析，确定共有757个EST，其中，277个在Genbank中可以查找到相似性较高的含有明确功能的同源蛋白。这些基因中包括了与叶表面蜡质合成基因(CER1 和固醇脱氢酶基因)、 与耐旱相关的基因（脱水素和HVA-22-like蛋白基因）、与抗氧化相关基因（超氧化物歧化酶、脱氢抗坏血酸还原酶和2-半胱氨酸过氧化物酶）、和转录调控因子（EREBP-4 like 蛋白和WRKY）。它们的表达体现出植物在干旱胁迫条件下特异基因表达水平上的反应。
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Construction and Characterization of Bermudagrass C299 and Tifway Suppression Subtractive Hybridization (SSH) Library under Drought Stress
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Abstract: To gain insights into molecular mechanisms of grass responding to drought stress, we constructed a suppression subtractive cDNA library to identify drought responsive genes for C4 grass species bermudagrass(Cynodon dactylon(L.)Pers.) C299 and bermudagrass(Cynodon dactylon (L.) Pers. × C. Transvaalensis Burtt Davy) Tifway. 1272 clones were confirmed to have inserted cDNA fragment in this library. Nested PCR confirmed inserted cDNA fragment with the length from 100 to 500 bp.The SSH analysis identified 72 non-redundant putative drought-responsive cDNAs, in which 23 genes with homology to known proteins were found in Genbank. This genes are including alcohol dehydrogenase 1,carbonic anhydrase,DNA repair ATPase-related and so on. Their expression in plant shows plants responding to drought at molecular level.
Key words: bermudagrass; drought stress; suppression subtractive hybridization library
0 引言
旱胁迫是主要的逆境胁迫之一，在干旱的环境中，植物受到伤害的同时会产生应激反应，对这些应激反应的研究有助于我们了解干旱对植物伤害的主要原因并找到改良植物提高植物抗旱能力的方法。目前的研究已进入分子生物学水平，可以通过克隆旱胁迫表达基因寻找植物旱应答机制。
狗牙根‘C299’(C.dactylon‘C299’)具有匍匐性强、低矮致密、生长迅速、色泽深绿、均一性好、与杂草的竞争能力强且弹性和耐践踏性好等优点，因此坪用价值很高。但是这一品种的草对旱敏感，影响了它的种植范围，提高了管理的成本。狗牙根‘Tifway’(Cynodon dactylon (L.) Pers. × C. Transvaalensis Burtt Davy, cv. ‘Tifway’)的抗旱能力远高于‘C299’【1】，如果能够深入分析干旱对该草生长的影响机制，针对性的对‘C299’进行改良，将大大改善狗牙根‘C299’的抗旱品质。

本研究以草坪草狗牙根Tifway 和C299为材料，通过建立抑制性消减EST文库的方法来研究植物在干旱环境中诱导基因的表达情况。

1 材料与方法
1.1 材料
上海交通大学草坪抗逆生理实验室提供狗牙根Tifway 和C299，在光强600μmol.m2s-1,光照时间14h/d，温度30/25℃，湿度为75%的培养室中适应生长一周，每两天浇水一次。

1.2 实验方法
1.2.1 材料处理
处理材料和对照放在同一个培养箱做停止浇水5d和10d的旱处理，同时对照仍然每两天浇一次水，第五天和第十天采集对照和处理的叶片迅速放入液氮中速冻，并保存在-80℃冰箱备用。
1.2.2 总RNA 的提取

总RNA提取用Invitrogen 的 Trizol Reagent，按说明书所诉方法进行提取。

1.2.3 mRNA的分离　
用QIAGEN的Oligotex mRNA Midi Kits分离mRNA，按说明书所诉方法操作。
1.2.4 抑制差减杂交　
用Clontech的PCR - SelectTM cDNA SubtractionKits进行抑制差减杂交。按说明书所诉方法操作，其中旱处理5d和10d的材料为Tester,对照为Driver。

1.2.5 构建差减文库( T/A 克隆法) 　
取正向差减杂交cDNA 片段的第2次PCR产物4μL (25μL的体系) ,与1μL pMD18-T载体连接, 16 ℃0.5h。取连接产物5 μL (10μL的体系)转化到感受态DH5α，涂于Amp培养基上37℃培养过夜。

1.2.6 克隆筛选
挑取单克隆于加Amp的LB液体培养基37℃摇菌，约8h后，检测O.D值，当O.D值达到0.4左右是取10μl进行菌液PCR筛选重组子。

1.2.7 DNA 测序　
将PCR筛选获得的阳性克隆送Invitrogen公司测序。用BLAST软件在GenBank进行核酸和蛋白质同源性的比较和功能分析。

2 结果与分析
2.1 总RNA的质量检测
用紫外分光光度计Ultrospec Ⅲ( Pharmacia)检测Driver与Tester的总RNA在260 nm和280 nm的吸光度值,OD260 /OD280的比值为1.9,表明所提取的总RNA质量较好，总量在500μg以上。在10 g/L琼脂糖凝胶上检测总RNA,电泳结果见图1。从图中可以看出,总RNA在18S与28S区域有明显的条带, 表明RNA的完整性良好,可用于后续试验。
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图1　总RNA 10 g/L琼脂糖凝胶谱带
Fig. 1　10 g/L agarose gel electrophoresis of totle RNA

2.2 抑制消减后巢式PCR结果
消减杂交后，消减产物以PCR primer1为引物进行第一次PCR,PCR循环程序为75℃ 5min;94℃24s;94℃10s;66℃30s;72℃1.5min,循环30次。PCR产物稀释10倍，以Nested PCRprimer1和Nested PCRprimer2R为引物进行第二次PCR，循环程序为94℃10s;68℃30s;72℃1.5min,循环15次。电泳结果见图2。
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图2　部分巢式PCR结果

Fig. 2　results of nested PCR

注:1. C299 10d第一次PCR结果; 2. C299 10d第二次PCR结果; 3. Tifway 10d第一次PCR结果; 

2. Tifway 10d第二次PCR结果。Marker 为DL200.
2.3 菌液PCR鉴定差减cDNA文库中阳性克隆
    在含有Amp培养基上生长出的克隆用液体培养基摇起后，取10μl做菌液PCR,以Nested PCRprimer1和Nested PCRprimer2R为引物对cDNA文库中部分差减外源插入片段的的检测，PCR结果如图3所示，大部分插入片段为100-500bp之间，重组率83%。
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图3　cDNA文库中部分差减外源插入片段的的检测
Fig. 3　Identification of some foreign inserted fragments form subtracted cDNA library
2.4 测序结果分析

对1272个PCR检测阳性克隆进行测序，测序结果在NCBI网页进行Blastx和Blastn分析，并通过DNAMAN软件比对分析，确定共有757个EST，其中，277个在Genbank中可以查找到相似性较高的含有明确功能的同源蛋白，表1所示是部分在Genbank中可以查找到相似性较高的含有明确功能的同源蛋白结果。这些具有确切功能的基因可分为9个功能类别: 1) 胁迫防御和老化(stress defense and aging), 2) 代谢(metabolism), 3) 渗透调节(osmoregulation), 4) 膜系统(membrane system), 5) 信号转导和调控(signal regulator), 6) 结构蛋白(structure protein), 7) 蛋白合成和降解(protein synthesis and degradation), 8) 能量代谢(energy) 和 9) 其他(others)。各种功能内别在四个文库中所占的比例如图4所示，其中蛋白合成和降解在Tifway中所占的比例要远远高于在C299中。
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图4　4个抑制消减cDNA文库差异基因组分比例

Fig. 4　Classification of differentially-expressed genes of four subtracted cDNA libraries
3 讨论
差减文库构建采用基因表达丰度均一化与抑制PCR 技术,使得低丰度的目标基因也可被获得,有效富集了目的基因,而使非目的基因的扩增得到抑制,用该方法构建的文库目标基因占有较大的比例,假阳性率大大降低。骆蒙等证明SSH cDNA 文库在富集差异表达基因等方面较普通cDNA 文库具有明显的优越性[1]。本研究对阳性克隆进行测序,得到的EST 的同源序列很多与胁迫相关的基因,说明所构建的文库对于富集差异表达相关基因的优势是比较明显的。所获得的EST 中,已知功能的同源基因涉及到多种与渗透调节相关的基因,如蔗糖合成酶2“sucrose synthase2”和渗透酶I “permease I”等。显示干旱的情况下植物通过大量表达寡糖类水势调节因子，降低自身的水势从土壤中吸收更多的水分。实验中我们还检测到在C299中乙醇脱氢酶“alcohol dehydrogenase 1”和碳酸酐酶“carbonic anhydrase”的上调表达。碳酸酐酶在植物体内的作用是将气体交换进入植物机体的二氧化碳稳定成碳酸的形式运输到叶绿体中进行光合作用，它的上调表达意味着C299的气体交换出现了障碍[2]。
表1：cDNA消减文库部分EST序列GenBank 同源序列比较结果
Tab. 1 Results of alignements of parts of ESTs with GenBank homologous sequence
	长度 

Length(bp) 
	同源功能蛋白
Homologies of the cDNA fragments blasted with the protein database in the GenBank
	同源性
Identities(aa/aa) %
	Blastx E值
E - value

	313
	乙醇脱氢酶“alcohol dehydrogenase 1”
	102/105 (97%)
	1.00E-41

	319
	碳酸酐酶“carbonic anhydrase”
	27/32 (84%)
	2.00E-16

	209
	ATP依赖DNA修复酶“DNA repair ATPase-related”
	31/56 (55%)
	9.00E-09

	277
	PR17c前体“PR17c precursor”
	40/49 (81%)
	3.00E-18

	458
	程序性死亡抑制因子“Cytokine induced apoptosis inhibitor”
	49/158 (31%)
	9.00E-09

	251
	蔗糖合成酶2“sucrose synthase2”
	79/87 (90%)
	3.00E-37

	224
	渗透酶I “permease I”
	68/80 (85%)
	4.00E-32

	196
	蜡质合成相关基因“CER1”
	54/64(84%)
	4.00E-12

	619
	衰老相关蛋白“Senescence-associated protein”
	135/156(87%)
	6.00E-71

	425
	β-半乳糖苷酶“beta-galactosidase”
	88/105(84%)
	8.00E-57

	226
	固醇脱氢酶“sterol desaturase”
	49/74(66%)
	2.00E-33

	140
	抗逆相关蛋白“HVA22-like”
	46/46(100%)
	7.00E-25

	290
	水苏糖合成酶“stachyose synthase”
	22/28(79%)
	2.00E-11

	199
	戊二酰-辅酶A脱氢酶“glutaryl-CoA dehydrogenase”
	61/65(94%)
	2.00E-36

	263
	乙烯响应蛋白“ethylene-responsive protein”
	61/75(81%)
	9.00E-39

	371
	超氧化物歧化酶“superoxide dismutase”
	90/94(96%)
	2.00E-60

	364
	脱氢抗坏血酸还原酶“dehydroascorbate reductase”
	104/120(87%)
	9.00E-47

	183
	ATP酶“ATPase”
	28/39(72%)
	6.00E-08

	321
	抗病蛋白rpm1“disease resistance protein rpm1”
	60/87(69%)
	7.00E-27

	378
	谷胱甘肽过氧化物酶4“glutathione peroxidase 4”
	25/27(93%)
	7.00E-08

	185
	2-半胱氨酸过氧化物酶“2-Cys peroxiredoxins”
	60/61(98%)
	1.00E-33

	413
	醛脱氢酶“aldehyde oxidase”
	105/137(77%)
	9.00E-46

	134
	甘油醛-3-磷酸脱氢酶“glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase”
	44/44(100%)
	5.00E-09

	485
	转录因子“bZIP transcription factor”
	123/128(96%)
	4.00E-45

	113
	转录因子“EREBP-4 like”
	33/37(89%)
	3.00E-11

	104
	转录因子“WRKY50”
	29/34(85%)
	9.00E-13


在Tifway中与蜡质合成相关基因“CER1”和固醇脱氢酶“sterol desaturase” 上调表达，这两个基因的上调表达显示Tifway可能通过合成叶表面的蜡质层减少水分的散失，减轻干旱对植物的危害。Hu et al(2009)生理实验证实，C299与Tifway比较确实在轻微干旱中气体交换迅速下降。乙醇脱氢酶是植物无氧呼吸的关键酶类，它是受植物干旱胁迫和气孔关闭诱导表达的[4-7]，它的上调表达进一步证实了C299在干旱的情况下，气孔关闭，代谢途径发生改变，进入到无氧呼吸的状态。这种状态将会引起C299大量合成乙醇，在短期干旱中，乙醇可以起到渗透调剂的作用，增强植物吸收水分的能力，但随着时间的持续，乙醇本身也是对植物有毒害的，可以加速植物的死亡[8].同时，在深度干旱（干旱10天）的C299与Tifway中发现大量与减少氧自由基相关的基因如：超氧化物歧化酶“superoxide dismutase”、脱氢抗坏血酸还原酶“dehydroascorbate reductase”、谷胱甘肽过氧化物酶4“glutathione peroxidase 4”、醛脱氢酶“aldehyde oxidase”和2-半胱氨酸过氧化物酶“2-Cys peroxiredoxins”，可见消除氧自由基的代谢活动也参与了植物的抗旱过程。目前,本实验室正在对其它克隆进行测序,以发掘更多的与抗旱反应相关的EST ,对有价值的基因片段获得全长,进一步验证其功能。
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