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摘 要：本研究采用 cDNA-AFLP 技术建立了水稻与稻瘟病菌互作的基因表达图谱，对差异表达基因功能进行分析。利

用 64对引物进行筛选，共获得了 960个转录衍生片段（transcript-derived fragment TDF）。回收测序 200条片段，获得 134
条可读序列，通过 BLAST比对分析，得到 74个不重复的差异 TDFs。对 74个 TDFs对应的聚丙烯酰胺凝胶上表达变化情况

进行统计，接种稻瘟病菌后基因诱导表达上调多余下调表达，早期上调表达基因有 6个，晚期上调表达基因有 11个，其

他形式上调表达基因 32个，各种下调表达基因 25个。
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Analysis of the cDNA-AFLP on Rice Response to Magnaporthe grisea Stress
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Abstract：In this study, the cDNA-AFLP technique was used to establish the gene expression profiles of rice infect⁃
ed by Magnaporthe grisea, and the function of differential display expressed genes was analyzed. Nine hundred sixty
transcript derived fragments were obtained by using 64 pairs of primers. Two hundred fragments were recovered and
sequenced, one hundred thirty four readable sequences were obtained. Seventy four non duplicated TDFs were got⁃
ten by BLAST analysis. Among the statistical expression of 74 TDFs corresponding on PAGE, the number of up-reg⁃
ulation genes was more than down-regulation genes after innoculated by Magnaporthe grisea, six were early up-reg⁃
ulation genes, eleven were late up-regulation genes, thirty two were other forms of up-regulation genes, the total
number of down-regulation genes was 25.
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稻瘟病是由稻瘟病菌（Magnaporthe grisea）侵
染引起的一种真菌病害，是水稻生产上最具毁灭

性的病害之一，对稻米的产量和品质均造成严重

的影响 [1]。抗病品种的选育和利用是控制稻瘟病

最经济有效的措施。研究水稻与稻瘟病菌互作的

机理，通过揭示水稻的抗稻瘟病机制，将为抗病

品种合理布局、培育高效广谱抗病品种提供重要

的理论依据。研究水稻抗稻瘟病的分子机制已成
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为水稻抗病育种工作者一个重要而又紧迫的任

务。目前，在抗病机制研究领域，分子生物学因

能够从基因水平上直接了解抗病相关基因的表达

种类和表达程度，成为研究抗病机制准确、有效

的方法。近几年，涌现了许多基于 PCR的寻找差

别表达基因的新方法 [2]，其中，cDNA-AFLP(comple⁃
mentary DNA-amplified fragment length polymor⁃
phism)技术作为一种高通量的全基因组表达分析

工具，是分析基因表达水平及差异表达基因分离

有力的手段，已经成为一种重要的转录基因组学

研究工具 [3]。其具有多态性高、信息量大，可重复

性高、灵敏度高、假阳性低、在一次试验中可以鉴

定多组细胞群基因转录谱，所需 RNA量较小，无

需提前了解生物体序列信息、集中显示基因组表

达序列差异性、对生物体转录组进行全面系统的

分析等优点 [4]，在植物抗病、抗逆、植物生长发育
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研究及转录图谱构建等领域被广泛用于对基因差

异表达的研究 [5-8]。本研究以探讨水稻与稻瘟病

菌互作的分子机制为切入点，采用 cDNA-AFLP技
术建立与稻瘟病菌互作后水稻基因表达图谱，对

差异表达基因进行了功能分析，以期获得水稻抗

稻瘟病新基因，从抗病基因表达的水平上探索水

稻对稻瘟病的抗病机制，为进一步培育抗病品种

提供理论基础及技术依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

水稻材料：水稻抗病品种特特普（TeTep）由江

苏省农科院馈赠。

供试病原菌：东北农业大学植物病研究室于

2008 年分离保存致病性较强的稻瘟病菌菌株

py0821。
1.2 试验方法

1.2.1 接种及取样

采用常规方法育苗，当水稻幼苗长到 4叶期

时，用小喷雾器将浓度为 1×105个/mL孢子悬浮液

进行隔离喷雾接种 [9]，将接种后的水稻幼苗置于

保湿棚内，分别在接种稻瘟病菌 0 h、4 h、8 h、12
h、16 h、20 h、24 h后取样，每次约 0.2 g叶片，样品

经液氮处理后置于-80℃冰箱保存备用。

1.2.2 总 RNA 提取和双链 cDNA 合成

采用德国 Qiagen公司 RNeasy Plant Mini Kit 试
剂盒提取叶片 RNA，采用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检

测 RNA完整性。双链 cDNA的合成按照 TaKaRa
公司M-MLV RTase cDNA Synthesis kit试剂盒提供

的方法，cDNA 的纯化按照 TakaRa 公司的 DNA
Fragment Purification kit试剂盒的说明书进行，离

心干燥后溶于水中，-20℃保存备用。

1.2.3 双链 cDNA 酶切和连接

参考刘冬梅 [10]的方法，采用 TaqⅠ/AseⅠ酶切

组合对所获得的 ds cDNA进行双酶切。首先用

TaqⅠ酶进行第一次酶切，反应体系为 20μL：cD⁃
NA 10μL，Taq Ⅰ（10U）1.0μL，10×Buffer 2.0μL，
100×BSA 0.2μL，ddH2O 6.8μL，65℃水浴 4 h。用

AseⅠ酶进行第二次酶切，反应体系为 25μL：上述

溶液 20μL，AseⅠ（10U）1.0μL，10×Buffer 0.5μL，
ddH2O 3.5μL，37℃水浴 2 h，-20℃保存备用。连接

体系：10μL酶切产物，TaqⅠ接头 1.0μL，AseⅠ接

头 1.0μL，T4DNA连接酶 0.2μL，10×连接酶 Buffer
4.0μL，ddH2O 23.8μL，16℃连接 8 h，分装后，-20℃
保存。

1.2.4 cDNA-AFLP 分析

参考许锦彪 [11]的方法，利用经过优化的体系

和程序进行 cDNA-AFLP分析。预扩增反应体系

25.0μL：模板 5.0μL，TaqⅠ预扩增引物 1.0μL，Ase
Ⅰ预扩增引物 1.0μL，dNTP Mix 2.0μL，10×PCR
Buffer 2.5μL，Taq 酶 0.5μL，ddH2O 13.0μL。 PCR
扩增程序如下：首先 94℃ 5 min，然后 94℃ 30 s，
55℃ 30 s，72℃ 1 min，25 个循环；最后 72℃ 10
min。将预扩增产物稀释 40倍，用于选择性扩增

模板。选用 10个 TaqⅠ引物和 10个 AseⅠ引物，

组合成 100对选择性扩增引物，进行 PCR选择性

扩增，反应体系 25.0μL，预扩增产物稀释物

5.0μL，TaqⅠ选择性扩增引物 1.0μL，AseⅠ选择

性扩增引物 1.0μL，dNTP Mix 2.0μL，10×PCR Buf⁃
fer 4.0μL，Taq酶 0.5μL，ddH2O 11.5μL。PCR扩增

程序如下：首先 94℃ 300 s；然后 94℃ 30 s，65~
56℃（-0.7℃/循环）30 s，72℃ 60 s，12个循环；随后

94℃ 30 s，接着 56℃ 30 s，72℃ 60 s，72℃ 600 s，24
个循环；最后 4℃保存。扩增产物在 6%的聚丙烯

变性凝胶上电泳，银染检测 [12]。

1.2.5 差异片段二次扩增和回收

参考刘雪梅 [13]的方法，用乙醇灭菌后刀片将

差异片段从聚丙烯酰胺凝胶上切下，将其放入

1.5 mL灭菌的离心管中，加入 60μL灭菌蒸馏水，

100℃煮沸 20 min，13 000 r/min离心 15 min，吸收

上清液-20℃保存。取上清液 5μL进行 PCR扩增，

扩增条件同前面相应的选择性扩增条件。扩增产

物在 1.0%琼脂糖凝胶上电泳，采用 DNA纯化回收

试剂盒进行纯化回收。

1.2.6 差异片段的克隆及序列分析

将回收的差异 cDNA片段克隆到 PMD-18T载
体上（TaKaRa，Japan）由上海生工生物有限公司测

序。将 TDF测序结果在 NCBI（http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/）的数据库中上进行 BLAST分析比对，找

出同源性高的片段推测其蛋白质功能并对基因进

行分析和归类 [14]。

2 结果与分析

2.1 水稻叶片总RNA提取

用紫外分光光度计测定提取得到的水稻 RNA
的吸光度，A260/A280的比值介于 1.81～2.19之间。

经 1%琼脂糖凝胶电泳检测（图 1），有 3条较亮的

条带，接着下一步进行反转录试验。

2.2 将mRNA反转录为 cDNA
mRNA直接用来反转录合成 cDNA，并将合成
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后的双链 cDNA取 4μL用于 1%琼脂糖凝胶电泳

检测，电泳结果可以清楚地看到 500～4 000 bp范
围内均匀弥散带（如图 2），结果说明水稻叶片

mRNA的反转录效果较为理想，所获得的水稻叶

片 cDNA可用于下一步的酶切以及扩增试验。

2.3 PCR预扩增

用预扩增引物对反转录得到的双链 cDNA进
行预扩增，增加片段的特异性。预扩增片段经 1%
琼脂糖凝胶电泳检测（如图 3），预扩增产物片段

均匀分布在 50～2 000 bp之间，未出现大于 2 000
bp的条带，点样口没有残留物。多态性较为丰

富，用于进一步的选择性扩增。

2.4 聚丙烯酰胺凝胶差异 TDFs的选取

采用 cDNA-AFLP技术，共选用 64对引物组

合对稻瘟病菌互作后水稻叶片不同处理时间的表

达差异基因进行了分析，银染后可以观察到 TDFs
片段大小介于 50～900 bp之间。每一对选择性引

物可以平均获得 15条差异条带，共观测到 960条
差异条带（如图 4）。选取 300条差异条带进行回

收，并经特异性扩增和琼脂糖凝胶电泳回收纯

化，其中 235个差异片段回收效果较好、浓度较

高，将其中 200条片段送到上海生工生物有限公

司进行测序分析。

2.5 TDF序列的查询分析

对回收得到的 cDNA片段进行了 PCR扩增和

琼脂糖回收纯化，其中 200个回收后浓度高、效果

好的 TDFs送往上海生工生物有限公司进行序列

测定。获得 134个测序结果，将上述测序结果在

NCBI网站中用 BALST分析，寻找在 GenBank中的

同源序列，通过 NCBI进行同源性分析比对，找到

98个相应的同源序列，得到 74个不重复的差异

TDFs。综合整理得到基因在 NCBI上的 ID号和功

能注释结果，并根据大板胶图谱找出对应 TDFs的
表达情况，建立水稻响应稻瘟病菌侵染的转录表

达谱。

对 74个不重复的 TDFs对应的大板胶上 TDFs
表达变化情况进行统计，接种稻瘟病菌后基因诱

导表达上调多余下调表达，其中，各种下调 25个、

早期上调 6个、晚期上调 11个、其他形式上调 32
个。其中表达发生上调的基因主要有生长素输出

载体家族蛋白、伴侣蛋白、早期应答脱水蛋白、液

泡质子-ATP酶、转录因子 BTF3、防卫免疫蛋白、

PHD锌指蛋白、RNA聚合酶 beta亚基、类脯氨酰

羧肽酶蛋白、NB-ARC结构域蛋白、铁氧还蛋白以

 
图 1 琼脂糖凝胶电泳检测水稻叶片总RNA

1~7泳道分别为接菌处理 0 h，4 h，8 h，12 h，16 h，20 h，24 h
后样品提取的 RNA

 

图 2 水稻叶片 cDNA电泳

1~7分别为接菌处理 0 h，4 h，8 h，12 h，16 h，20 h，24 h的样

品，M为 DNAMarker

 

图 3 PCR预扩增电泳条带

1~7分别为接菌处理 0 h，4 h，8 h，12 h，16 h，20 h，24 h的样

品，M为 DNA Marker

 
图 4 部分选择性扩增产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱
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及早期应答脱水蛋白、生长素抑制蛋白等，发生

下调的主要基因有类枯草杆菌蛋白酶、病程相关

蛋白 5前体、核酮糖磷酸盐羧化酶主链蛋白前体、

热激蛋白等。本研究通过对 cDNA片段回收测序

和序列分析，测序结果中共 74个片段序列可以使

用，分析后其中 47个功能未知，27个功能已知或

有可能功能（如表 1所示）。

3 讨 论

cDNA-AFLP技术是分析植物差异表达基因

的一种有力工具 [15]，其主要优点是可以同时比较

一系列不同时间点内基因表达谱的变化情况，而

且不需要进行反转录 PCR和 Northern杂交。另一

个优点就是从聚丙烯酰胺凝胶上得到的片段是很

容易纯化的，这样一来重新扩增后得到的片段可

直接用于测序。而通过其他普通差异显示技术获

得的片段则通常需要克隆，并且要进一步验证那

些片段是否为差异表达的片段 [6]。另外，cDNA-
AFLP技术在缺少特殊仪器设备和基因组信息量

未知的情况下依然可以用于多种生物体差异表达

基因的检测 [16]。鉴于上述优点，cDNA-AFLP技术

在马铃薯、玉米、小麦、白菜等作物基因表达差异

分析方面已经得到了广泛的应用 [3，17-19]。在植物

与病原物互作的过程中，张伟等以抗枯萎病的中

棉 12为材料，选用 64对选择性扩增引物对诱导处

理和对照的 cDNA进行了 AFLP分析，得到了 25个
阳性差异片段，其中 24个片段在 Genbank数据库

中发现了同源序列 [20]。张岗等采用 cDNA-AFLP
技术，对抗条锈小麦品种兴资 9104在成株期受条

锈菌生理小种 CY32侵染后 5 d内 9个时间点的基

因表达谱进行了分析，经大规模克隆和测序分

析，最终获得 330个差异 TDF，聚类分析得到 259
个 EST，经 Blastx比对和功能分类分析，其中 95条
ESTs主要涉及能量、基础代谢、转录调控、抗病与

防御、蛋白质运输和储存、蛋白质合成和细胞生

长以及信号转导等 [21]。刘丽等以纹枯病菌 AG1-
IA诱导玉米高耐纹枯病自交系 R15，采用 cDNA-
AFLP技术分析其基因差异表达谱，用 56对 AFLP
选扩增引物对处理和对照的 cDNA进行 AFLP分
析，得到 87个差异片段，克隆获得 18条阳性差异

条带（TDFs）。Blastx比对结果表明，其中可以找到

同源序列的有 13个 TDFs，按其功能可分为信号传

导、抗病与防御基因、转录调控、能量代谢等[22]。陈

荣平等以烤烟品种龙江 925接种 TMV的叶片为材

料，选用 240对引物组合的扩增，获得约 9 500个转

录基因片段，经过克隆测序最终获得了 12个诱导

表达片段，与核酸代谢、蛋白质合成与修饰、能量

代谢、胁迫响应、细胞内运输、糖代谢等相关 [23]。

本试验采用 cDNA-AFLP技术对水稻 Tetep品
种响应稻瘟病菌胁迫的基因表达谱进行了分析，

共选用 64对引物组合对稻瘟病菌侵染后水稻叶

片不同处理时间的表达差异基因进行了分析，获

得 134个测序结果，通过 NCBI进行同源性分析比

对，找到 98个相应的同源序列，去除重复，得到 74
个不重复的差异 TDFs。对 74个不重复的 TDFs对
应的大板胶上 TDFs表达变化情况进行统计，接种

稻瘟病菌后基因表达上调的比下调的多，各种下

调 25个、早期上调 6个、晚期上调 11个、其他形式

上调 32个。获得了一些与抗性相关的差异表达

TDFs，说明水稻在稻瘟病菌胁迫下发生了一系列

复杂的生理生化反应，诱导或抑制了水稻中一些

特定逆境应答基因的表达，调整了部分代谢途

径，使水稻应答稻瘟病菌的抗性得以改变。这些

大量的差异基因参与了信号传导、防御反应及植

物代谢，今后课题组将对这些 TDFs所代表的基因

进行进一步的研究和利用，并克隆部分代表性的

基因，进一步确定这些基因功能，深入研究这些

基因的结构与功能，阐明其作用机制，对进一步

表 1 试验所得基因的预测功能

cDNA片段代表基因的可能功能

生长素输出载体家族蛋白

伴侣蛋白

早期应答脱水蛋白

PHD锌指蛋白

防卫免疫蛋白

液泡质子-ATP酶
转录因子 BTF3
蛋白激酶

甲基丙二酰半醛脱氢酶

细胞凋亡抗性蛋白

乙醛酸还原酶

RNA聚合酶 beta亚基

NB-ARC结构域蛋白

类脯氨酰羧肽酶蛋白

铁氧还蛋白

早期应答脱水蛋白

生长素抑制蛋白

类枯草杆菌蛋白酶

病程相关蛋白 5前体

核酮糖磷酸盐羧化酶主链蛋白前体

热激蛋白

互作中的表达状况

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

上调表达

下调表达

下调表达

下调表达

下调表达
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了解水稻抗稻瘟病机理，为水稻抗病品种的合理

利用以及稻瘟病的可持续控制提供理论和实践指

导。
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