
书书书

西北植物学报!

!"#$

!

%$

"

##

#$

!#&"'!#&(

!"#$%&#'%&()$*'+,""-.)/#'0-/'

!!

文章编号$

#""")$"!(

"

!"#$

#

##)!#&")"*

!!!!!!!!!!!!!!!

!"#

$

#"+&*"*

%

,

+-../+#""")$"!(+!"#$+##+!#&"

收稿日期$

!"#$)"*)"(

&修改稿收到日期$

!"#$)"0)#1

基金项目$

1*%

计划"

!"##22#""!"1

#&云南省应用基础研究计划"

!"#!34#10

!

!"#!35"&!

#&云南省科技计划"

!"#!44"##

#&国家观赏园艺

工程技术研究中心"

!"#!36#!(7#"

#&云南省农业科学院创新团队"

8229!"#$:5""!

#

作者简介$杨嫦丽"

#011'

#!女!在读硕士研究生!主要从事花卉分子育种研究'

;)<=->

$

?

@>

(

ABC=<#!%

!

#*%+@D<

"

通信作者$马璐琳!博士!副研究员!主要从事花卉遗传育种及植物分子生物学'

;)<=->

$

<=>E>-/

!

.DFE+@D<

镰刀菌诱导的泸定百合
$$%

文库

构建及抗病相关基因筛选

杨嫦丽#

!

!

!王有国#

!王祥宁!

!张艺萍!

!崔光芬!

!

段
!

青!

!贾文杰!

!杜文文!

!马璐琳!

"

"

#

云南农业大学!昆明
*("!"#

&

!

云南省农业科学院花卉研究所%云南省花卉育种重点实验室!昆明
*("!"(

#

摘
!

要$该研究以泸定百合"

!"#"$%&'(

)

*+,"'* G->.D/

#为材料!构建其组培苗经百合尖孢镰刀菌侵染后的叶片
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文库!从中筛选镰刀菌枯萎病抗病相关基因'从正向
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个单克隆测序后得到
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信号传导)蛋白质合成与代谢)抗病与防御)物质与能量代谢)转录相关等多种途径!其中有
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条
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与抗病防御

相关'从抗病防御相关基因中选取
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对其表达情况进行分析!发现经镰刀菌诱导后均为上调表达!推测它们可能参与了泸定百合镰刀菌枯萎病的

抗病反应途径'
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#多年生球根花卉!花姿优美!色彩艳丽!

深受人们喜爱'百合既能作切花)盆花!又能在园林

绿地中应用!在全球花卉产品中的产值占到第三位!

在中国已居于第一位'近年来!百合切花的销售量

在国际)国内花卉市场上都名列前茅!市场需求量已

跃居世界五大切花之列'然而随着百合种植面积的

不断扩大!百合病害也日益严重!造成百合切花和种

球的产量)品质下降'

由百合尖孢镰刀菌"
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#引起的百合镰刀菌枯萎病是目前百合生产

中危害最为严重的病害'百合镰刀菌枯萎病"
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#又称百合根腐病)茎腐病!该病不

仅会造成百合切花产量下降!品质降低!还可侵染百

合鳞茎基部!造成基盘坏死!鳞片腐烂)散落!种球质

量下降!而镰刀菌是一种在许多作物上引起严重病

害的土传真菌!很难进行有效控制'利用抗镰刀菌

枯萎病百合种质资源!筛选发掘抗病基因!培育抗病

品种是防治百合镰刀菌枯萎病最经济有效的方

法*
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'目前百合目标基因克隆及利用的研究多见于

其观赏性状以及无症病毒等方面*
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'在百合抗镰

刀菌枯萎病研究方面!
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+运用
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子标记对亚洲百合杂种系的镰刀菌抗性进行了遗传

分析!筛选出
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个与镰刀菌抗性显著相关的标记'
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#构建了亚洲百合回交群体

的遗传图谱!并将
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个抗镰刀菌
V:Q

位点进行了

定位'马璐琳等*

#

+通过构建并筛选
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文库!从大

花卷丹中筛选到
$

个镰刀菌诱导后上调表达的抗病

相关基因'同样!
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+在镰刀菌诱导的闽江百

合
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文库中也筛选到一批抗病相关基因'

泸定百合"
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#为中国特

有!花型优美!花色洁白并具芳香!适应性好!对百合

镰刀菌枯萎病有较强的抗性*
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'泸定百合是非常

好的野生鲜切花材料!也是现代百合品种"如喇叭百

合系和
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杂种系#重要育种亲本以及优良基因供

体材料*
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等建立的减法

分离差异表达基因的方法'该技术具有假阳性率低

的突出优点!现已广泛应用于差异表达基因的筛选

克隆等研究方面!目前在棉花)马铃薯)小麦)玉米)

水稻)拟南芥等多种植物上得到了很好的应用*
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在百合上!马璐琳等*

#

+和
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+将该技术分别用

于镰刀菌诱导的大花卷丹百合和岷江百合
99H

文

库构建中'本研究针对泸定百合的镰刀菌抗性性

状!构建泸定百合经镰刀菌诱导的
99H

文库!通过

筛选文库来分离候选功能基因!对候选基因进行

U:)IJU

表达分析!这将为百合镰刀菌抗病育种分

子育种提供一定研究基础!对培育中国生产上急需

的具有良好抗病性的自主知识产权优良品种具有一

定实际应用价值和理论意义'
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材料和方法

<+<

!

实验材料及处理

野生泸定百合由云南省农业科学院花卉研究所

球宿根花卉中心收集保存并组培扩繁'百合尖孢镰

刀菌病原菌为田间百合枯萎病植株上分离得到的尖

孢镰刀菌致病菌株
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菌株!由农业部花卉产

品质量监督检验测试中心"昆明#分离纯化!于马铃

薯葡萄糖琼脂培养基"
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#上保存待用'
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暗培养条件下培养
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!选取植株高度)叶片数和大

小基本一致的组培生根苗!经百合尖孢镰刀菌"孢子

悬浮液#诱导做为处理组!以无菌水处理做为对照组

"菌液诱导和水处理时间段均分别为
"

)

*

)

#!

)

!$

)

$1

和
&!F
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文库构建
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9E

L

CB9]2U:

:]

IJU@5)

W29

?

/KFC.-.M-K

)

IJU)9C>C@K@5W2 9EOKB=@K-D/

M-K

)
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文库构建及抗病相关基因筛选



的泸定百合组培苗叶片!提取其总
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构建
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文库'百合叶片总
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提取按照
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提取试剂盒"购自北京天为时代科技有限公

司#说明书进行!提取的各时段总
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经琼脂糖凝

胶电泳检测后进行下一步
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文库的构建工作'
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测序!对测序结果在
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'引物由上海捷瑞生物工程有限

公司合成'
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培苗叶片分别提取总
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!

AW:I

浓度为

#"<<D>

,

Q

'#

!

8'

9

5W2

聚合酶浓度
#6

'

IJU

产物进行琼脂糖凝胶电泳!凝胶成像仪拍照!观察并

分析结果'

!

!

结果与分析

>=<

!

百合尖孢镰刀菌诱导的泸定百合
$$%

文库

构建

利用
9]2U:

技术构建了中国野生泸定百合

组培苗经百合兼并镰刀菌诱导后
*

)

#!

)

!$

和
$1F

的叶片混合
99H

文库!在正向
99H

文库中随机挑

选了
%""

个单克隆进行
IJU

检测并测序'

IJU

产

物电泳检测结果"图
#

#显示!绝大部分克隆中检测

到含有插入片段!插入片段大小集中在
!""

"

#"""

O

L

之间!且大部分为单片段插入!说明文库构建过

程中
;&'

#

酶切较为彻底!连接和转化效果理想'

随机挑选
%""

个单克隆进行测序后!共得到

!1"

条高质量有效
;9:.

序列!通过同源比对和功

能查询!除序列太短无法匹配)无同源性或同源性太

低和假定蛋白外!得到有一定功能的
;9:.

总
#*1

条!占有效序列的
*"c

!其功能主要涉及信号转导)

表
<

!

引物列表

:=O>C#

!

IB-<CB.>-.K

引物

IB-<CB

上游引物"

(d

#

%d

#

3DB\=BA

L

B-<CB

下游引物"

(d

#

%d

#

UĈCB.C

L

B-<CB

退火温度

]C>K-/

S

KC<

L

CB=KEBC

%

a

J2: 22J:2J22::JXJJX::J: JX2XX:2J:JJ:XX:XJ (#

24J: X:XXXJ2:2J:JJ:X22 J2XJ2::XJ:J2:2X22 $*

M:P X2:::JJX::X2X:X:J 2X2:X:J:X:XX:XJ:X $$

9X: J:J2X2J22JJJ2XJ22 JX:XX22XJX2:2J22: $1+&

64P 22XJ2XJ::X2XX2:XX :JJ2XXX:X2:JX:::: (#

Q̀ 7P 2JJJ2X2:X2:XX:2X:XJ X2XX:X:JXJJX2X22X (%

9

%

:IM 2X222X22X:XXXJX:22 X2J:XX:XX2X:X::XX: ("

2I7 :J2XX2JJJ2XX222XJ XX222:XJXX:XX222: (%

2@K-/ 2:XX22J:XX22:XX::22X 2:2XJ22J2:2J2:2XJ2XX (#

!&#!
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图
#

!

99H

文库插入片段
IJU

检测

]+5Q!"""<=BTCB

&

#

"

!$+99H

文库中随机挑选的克隆

3-

S

+#

!

5CKC@K-D/DZKFC-/.CBKZB=

S

<C/K.DZ@>D/C.-/99H>-OB=B

?

O

?

IJU=<

L

>-Z-@=K-D/

]+5Q!"""<=BTCB

&

#

"

!$+U=/AD<>

?

.C>C@KCA.-/

S

>C@>D/C-/99H>-OB=B

?

表
>

!

部分阳性克隆"抗病防御相关基因#

C70()

比对结果

:=O>C!

!

2/=>

?

.-.DZ.D<C

L

D.-K-̂C@>D/C.

"

A-.C=.C

%

ACZC/.C

S

C/C

#

O

?

4>=.K

样品序列号

9=<

L

>CWD+

匹配长度

PAC/K-Z-@=K-D/

同源序列

HD<D>D

S

DE.

S

C/C

次数

:-<C.

]:# !*1

过氧化氢酶
J=K=>=.C #

]:% !$( 24J

转运蛋白
24JKB=/.

L

DBKCB !

]:& !!* ME/-KN

型胰蛋白酶抑制剂
$TE/-KNKB

?L

.-/-/F-O-KDB$ #

]:* !#(

丝氨酸乙醛酸氨基转移酶
9CB-/C)

S

>

?

DR

?

>=KC=<-/DKB=/.ZCB=.C #

]:0 %*!

多聚泛素
ID>

?

EO-

_

E-K-/ #

]:$ !0!

脂氧合酶
PQ-

L

DR

?S

C/=.CP !

]:

(

10 *("

丝氨酸%苏氨酸蛋白激酶
9CB-/C

%

KFBCD/-/C)

L

BDKC-/T-/=.C #

]:

(

#! !%(

抗坏血酸过氧化氢酶
2B=O-AD

L

.-.KF=>-=/= #

]:

(

%% $0*

胰蛋白酶抑制因子
ME/-KNKB

?L

.-/-/F-O-KDB #

]:

(

#"" 1$#

钙调磷酸酶
4J=>@-/CEB-/4)>-TC

L

BDKC-/ #

]:

(

0" %&&

锌结合蛋白
Y/)O-/A-/

SL

BDKC-/ #

]:

(

11 (## OHQH

转录因子
OHQHKB=/.@B-

L

K-D/Z=@KDB #

]:

(

&# *1*

泛素结合酶
;!6O-

_

E-K-/)@D/

,

E

S

=K-/

S

C/N

?

<C;! #

]:

(

*! *"# 3)ODR

%

TC>@F

蛋白
3)ODR

%

TC>@F

L

BDKC-/ #

]:

(

(% %(!

丝氨酸羧基肽酶
9CB-/C@=BODR

?L

C

L

K-A=.C #

]:

(

#0 !!"

细胞色素
I$("

单氧化酶
J

?

KD@FBD<CI$("<D/DDR

?S

C/=.C #

]:

(

$* (*1 ]>D!

基因
]>D! #

]:

(

%# &%!

硫
)

腺苷甲硫氨酸合成酶
9)=AC/D.

?

><CKF-D/-/C.

?

/KF=.C #

]:

(

#& %$* JJJH

型锌指蛋白
JJJH)K

?L

CY-/@Z-/

S

CB #

]:

(

!!# $"%

谷胱甘肽硫转移酶
X>EK=KF-D/C.)KB=/.ZCB=.C #

]:

(

!"$ %%*

亚硫酸氧化酶
9E>Z-KCDR-A=.C #

]:

(

#"1 !$0

几丁质酶
J>=..P@F-K-/=.C #

]:

(

#%% %&$

核酮糖
)#

!

()

二磷酸!羧化酶%加氧酶大亚基
B-OE>D.C)#

!

()O-.

L

FD.

L

F=KC

!

@=BODR

?

>=.C

%

DR)

?S

C/=.C=@K-̂=.C

!

]:

(

#" !(%

富亮氨酸重复类受体蛋白激酶
QCE@-/C)B-@FBC

L

C=KBC@C

L

KDB)>-TC

L

BDKC-/T-/=.C #

]:

(

( !*# #$)%)%

蛋白
#$)%)%

L

BDKC-/ #

]:

(

#"& %10 ]84

家族转录因子
]84Z=<->

?

KB=/.@B-

L

K-D/Z=@KDB #

]:)## (%(

非特异性脂质转移蛋白
WD/.

L

C@-Z-@>-

L

-AKB=/.ZCB

L

BDKC-/ #

]:

(

!"" $%1

抗性相关巨噬蛋白
UC.-.K=/@C)=..D@-=KCA<=@BD

L

F=

S

C

L

BDKC-/ #

物质与能量代谢)蛋白质合成与代谢)转运)抗病与

防御等途径!其中推测的抗病相关基因
;9:.

共
%#

个"表
!

#'

>=>

!

部分抗病相关基因
D$@(

的
6@AB&6

分析

U:)IJU

表达结果"图
!

#显示!

1

个抗病相关基

因
;9:.

在经百合镰刀菌诱导后均显示不同程度上

调表达!且表达趋势相近!具体表现为$在
"F

时段

表达均为最小!从
*F

后逐渐上升!在一定时间段达

到高峰表达量后逐渐下降!在
&!F

时下降到最低'

其中!

M:P

在
*F

段表达量达到最高!

!$F

段后逐渐

%&#!

##

期
!!!!!!!!!!

杨嫦丽!等$镰刀菌诱导的泸定百合
99H

文库构建及抗病相关基因筛选



图
!

!

部分抗病相关基因
;9:.

的

半定量
U:)IJU

分析

3-

S

+!

!

:FC.C<-)

_

E=/K-K=K-̂CU:)IJUBC.E>K.

DZ.D<CBC.-.K=/@C)BC>=KCA;9:.

下降&

J2:

)

64P

)

2I7

以及
9

%

:IM

表达趋势相近!

均在
#!F

段表达量达到最高峰&

24J:

和
Q̀ 7P

在

!$F

段表达最高!其前者在
$1F

开始就表现出很低

的表达量!而后者在
&!F

段才有明显的低表达量!

但
"F

段表达量甚小&

9X:

在
$1F

段表达量最高!

但
"

"

*F

之间表达量甚微'

%

!

讨
!

论

?=<

!

$$%

文库构建及抗病相关
D$@(

表达谱分析

本研究利用
9]2U:

技术构建了泸定百合

99H

文库!对泸定百合经百合尖孢镰刀菌诱导后叶

部组织基因表达谱进行检测分析!发现泸定百合在

镰刀菌诱导后有大量差异表达的基因出现'从基因

作用角度来分析!直接参与或控制抗病作用的基因

可能更易受镰刀菌的诱导而表现为上调表达!因此

应优先考虑正向
99H

文库中上调"差异#表达较明

显的基因'有研究表明!镰刀菌在侵染植物时通常

会产生一定的毒素!如禾谷镰刀菌产生的脱氧雪腐

镰刀菌烯醇"

ACDR

?

/-̂=>C/D>

!

5̀ W

#毒素!这些毒素

可能会损伤植物的细胞膜!并抑制植物体内蛋白质

的合成!从而可能会使镰刀菌处理的正向文库中的

部分基因表现为下调表达*

!$

+

'然而本研究中!没有

对
99H

文库克隆进行斑点杂交!只是随机挑取了

%""

个单克隆进行了测序!尽管完成
U:)IJU

表达

分析的
1

个抗病相关基因
;9:.

均表现为镰刀菌诱

导后上调表达!但其它基因是否也表现为上调表达

还不得而知'另外!本研究只对正向文库中的部分

克隆进行了测序比对!没有挑取反向文库中的克隆

进行测序比对!反向文库的差异表达基因是否与抗

病相关!还有待进一步探究'

此外!本研究从
99H

文库中筛选得到的多种抗

病相关基因与前人的百合同类研究结果有很多相

似*

#

!

##

+

$马璐琳等*

#

+从大花卷丹百合镰刀菌诱导的

正向
99H

文库构建中也筛选到
JHP

)

92]

等抗病

相关基因
;9:.

&在镰刀菌诱导的岷江百合
99H

文

库中!

U=D

等*

##

+也筛选到
9X:

)

JI$("

)

J2:

)

9

%

:IM

)

M:P

等抗病相关基因
;9:.

'

?+>

!

泸定百合抗镰刀菌基因的表达分析

U:)IJU

分析结果显示!

1

条抗病相关基因

;9:.

"

J2:

!

24JKB=/.

L

DBKCB

!

M:P

!

9X:

!

64P

!

Q̀ 7P

!

9

%

:IM

!

2I7

#均受到镰刀菌一定时间段的

诱导而上调表达!推测这
1

条
;9:.

可能都参与了

百合对镰刀菌枯萎病的抗病过程'在表达趋势上!

不同
;9:.

表达量高峰值存在异同!但表达量均随

着侵染时间均先升高后降低的趋势'本研究中!部

分基因在不同时间段病菌诱导后的表达趋势与前人

的报道存在一定差异!这种表达上的差异可能是由

于物种的抗病基因自身存在的异同!还可能与植物

材料)病菌种类和诱导处理时的浓度)侵染部位和方

式以及实验环境等存在差异有关'因为关于百合镰

刀菌抗性基因的研究鲜见报道!所以以上这些基因

是否与百合镰刀菌枯萎病抗性直接相关还待进一步

研究'此外!

99H

文库筛选及
U:)IJU

分析结果表

明有多个抗性相关基因参与了百合的镰刀菌抗病反

应!因此推测泸定百合对镰刀菌枯萎病的抗性途径

可能是一个多基因控制的复杂过程'
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