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　　摘要：小麦白粉病是由小麦白粉菌（Ｂｌｕｍｅｒｉａｇｒａｍｉｎｉｓｆ．ｓｐ．Ｔｒｉｔｉｃｉ，Ｂｇｔ）侵染引起的小麦（ＴｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍＬ．）生
产上的主要病害之一，克隆小麦抗白粉病相关基因并研究其生物学功能具有重要的应用价值和现实意义。以白粉菌

Ｂｇｔ侵染诱导的携带小麦抗白粉病基因 Ｐｍ２１（广谱抗白粉病基因）“９２Ｒ１３７／扬麦１５８７”为材料，利用 ＳＭＡＲＴ（ｓｗｉｔｃ
ｈｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍａｔ５′ｅｎｄｏｆｔｈｅＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ）技术构建小麦叶片全长ｃＤＮＡ文库。结果表明，所获得的原始文库滴度
为１．０８×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，扩展文库滴度为３．２４×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，重组率９８％，插入片段在０．５～２．０ｋｂ之间，多在１．０ｋｂ
左右。该文库的构建为进一步开展小麦抗白粉病相关基因的克隆及分子生物学研究奠定基础。
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　　小麦白粉菌（Ｂｌｕｍｅｒｉａｇｒａｍｉｎｉｓｆ．ｓｐ．ｔｒｉｔｉｃｉ，Ｂｇｔ）引起的
小麦白粉病是世界上小麦主产区的主要病害之一［１］。白粉

菌通过侵染小麦的叶片部位，严重时侵染叶鞘、茎秆和穗部，

形成覆盖整个植株的霉层，可导致叶片早枯，光合作用降低，

呼吸作用加强，分蘖数减少，成穗率降低，千粒质量下降，可减

产５％～１０％，重病田减产可达２０％以上［２］。白粉菌生理小

种较多，常因基因重组和突变而产生具致病力的遗传变异，导

致单一抗病性品种的抗病性易丧失，因此发现与利用新的抗

病基因，选育具有多个抗病基因聚合的持久抗病品种，从根本

上制定有效的抗病策略，为研究白粉菌诱导的特异基因的表

达提供了新途径。目前克隆抗病基因常用的方法有转座子标

签法和图位克隆等方法，并已从拟南芥、烟草、玉米、水稻、小

麦、番茄、亚麻等植物中克隆得到 ５０多个抗病基因［３－５］。但

用转座子标签法分离抗病基因受到转座子的转化效率、突变

体产生后筛选的难易程度和突变体的表型是否稳定遗传等因

素的限制；图位克隆法前期工作量大、耗时长，准确性高，一般

只适合基因组小的物种采用。ｃＤＮＡ全长文库在研究具体某
类特定细胞中基因组的表达状态以及表达基因功能鉴定方面

具有特殊优势，因此ｃＤＮＡ全长文库的构建和筛选是基因克
隆的重要方法之一，也是目前发掘新基因和研究基因功能的

基本工具［６］。Ｍａ等构建条锈菌诱导的小麦叶片ｃＤＮＡ文库，
经ＥＳＴ分析发现ＡＢＣ转运子、金属硫因子、泛素、质膜 Ｈ＋ －
ＡＴＰａｓｅ和氨基酸透酶等可能参与了寄主与病原菌互作过
程［７］。陈玉婷等建立小麦叶锈菌与小麦非亲和互作的基因

表达数据库，发现多个抗病防御基因及信号转导相关基

因［８］。姜宝杰等采用ＳＭＡＲＴ（ｓｗｉｔｃｈｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍａｔ５′ｅｎｄｏｆ
ｔｈｅＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ）技术构建了花生受低温、干旱、各种激素、
缺钙及黄曲霉等胁迫诱导的混合全长 ｃＤＮＡ文库，用于花生
抗逆基因的发掘［９］。本研究运用ＳＭＡＲＴ技术构建了白粉菌
诱导的小麦叶片全长 ｃＤＮＡ文库，并对文库质量进行初步鉴
定，为大规模表达序列标签（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇ，ＥＳＴ）测
序，开展基因表达谱分析，克隆和鉴定一批小麦响应白粉菌侵

染的功能基因奠定了分子基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试小麦材料为携带广谱抗白粉病基因 Ｐｍ２１的

“９２Ｒ１３７／扬麦１５８７”。将小麦种子播种于盆钵中，罩以卷成
筒状的透明投影胶片，上覆３层滤纸，防止空气中白粉菌孢子
及其他杂菌落入，然后置于２５℃人工培养箱培养（光照１６ｈ／
黑暗８ｈ）。以北方地区流行的小麦白粉菌 １５号生理小种
Ｅ０９为供试菌种，白粉菌在密植盆栽的感病品种苏麦３号上
繁殖，接种前２４ｈ抖去老孢子，“９２Ｒ１３７／扬麦１５８７”苗期对
该小种表现免疫（反应型为０级）。采用抖落法接种，用苏麦
３号扩繁的Ｅ０９菌种高密度抖落于第２张叶完全展开的供试
材料上。接种后在２５℃人工培养箱中黑暗保湿，分别在接种
后３、６、１２、１６、２４、３０、３６、４８、７２ｈ剪取接种的第２张叶，液氮
速冻，－８０℃保存备用。
１．２　ＲＮＡ提取

取相同质量的白粉菌侵染过的及对照小麦叶片混合放入

液氮预冷的研钵中，充分研磨。采用 ＴＲＩＺＯＬ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）试
剂提取总 ＲＮＡ，经 ＮａｎｄｏＤｒｏｐ（ＮＤ－１０００）Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ
检测浓度及纯度，１．０％琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。
１．３　ｃＤＮＡ第一链和第二链合成

按照Ｉｎ－ＦｕｓｉｏｎＳＭＡＲＴＴＭ（Ｃｌｏｎｅｔｅｃｈ）试剂盒说明书，以
１μｇ总 ＲＮＡ为模板，以３′Ｉｎ－ＦｕｓｉｏｎＳＭＡＲＴｅｒＣＤＳＰｒｉｍｅｒ
（５′－ＣＧＧＧＧＴＡＣＧＡＴＧＡＧＡＣＡＣＣＡ（Ｔ）２０ＶＮ－３′；Ｎ＝Ａ、Ｃ、
Ｇ、Ｔ，Ｖ＝Ａ、Ｇ、Ｃ）作为引物，按照 ＳＭＡＲＴ文库构建试剂盒操
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作合成ｃＤＮＡ第一链。一链ｃＤＮＡ合成体系总体积为１０μＬ，
其中包括总ＲＮＡ１μｇ，寡聚核苷酸（ＳＭＡＲＴＯｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）
１μＬ，ＣＤＳＰＣＲ引物１μＬ，一链合成缓冲液（５×ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ
Ｂｕｆｆｅｒ）２μＬ，二硫苏糖醇（ＤＴＴ）（１００ｍｍｏｌ／Ｌ）０．２５μＬ，ｄＮＴＰ
Ｍｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ和反转录酶 ＳＭＡＲＴＳｃｒｉｂＥＴＭＲｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ１μＬ，混匀后４２℃孵育１．５ｈ，６８℃加热１０ｍｉｎ
终止第一链反应。

以ＬＤ－ＰＣＲ（ｌｏｎｇ－ｄｉｓｔａｎｃｅＰＣＲ，ＬＤ－ＰＣＲ）法合成
ｃＤＮＡ第二条链，向ＰＣＲ管中加入２μＬ一链模板、１０μＬＰＣＲ
缓冲液（１０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ２ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ）、２μＬ５０×ｄＮＴＰＭｉｘ、
２μＬ５′×ＰＣＲＰｒｉｍｅｒⅡＡ、２μＬＩｎ－ＦｕｓｉｏｎＳＭＡＲＴｅｒＰＣＲ
Ｐｒｉｍｅｒ（５′－ＣＧＧＧＧＴＡＣＧＡＴＧＡＧＡＣＡＣＣＡ－３′）和２μＬ聚合
酶（５０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ２ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＭｉｘ），双蒸水补足至１００μＬ。
ＰＣＲ反应条件为：９５℃ １ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，６６℃ ３０ｓ，６８℃
６ｍｉｎ，１７个循环。取２μＬ双链产物经１％琼脂糖凝胶电泳
检测。

１．４　双链ｃＤＮＡ纯化
按试剂盒说明书要求准备好 １６个 １．５ｍＬ离心管及

ＣＨＲＯＭＡＳＰＩＮ＋ＴＥ－１０００分级分离柱。将柱内基质摇匀，
消除柱内气泡，移除底盖使柱内缓冲液流尽。加入过柱缓冲

液７００μＬ使其自然流尽。将混有二甲苯氰的 ｃＤＮＡ加入到
柱中，待ｃＤＮＡ渗入基质后加入过柱缓冲液１００μＬ。待自然
流尽后加入过柱缓冲液６００μＬ，将制备好的１６个离心管迅
速放在柱下方，每管 １滴，直到缓冲液流尽为止。每管取
３μＬ进行１．１％ 琼脂糖凝胶电泳，１５０Ｖ电泳１０ｍｉｎ。选择
符合试验要求的３～４管，收集到新的离心管中，加入１／１０体
积醋酸钠（３ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值４．８）、糖原（２０ｍｇ／ｍＬ）１．３μＬ、
２５倍体积的 ９５％ 乙醇 （－２０℃），－２０℃ 过夜，
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，小心移除上清后用去离子水
１０μＬ重悬沉淀。
１．５　ｃＤＮＡ与载体的连接转化及菌落ＰＣＲ鉴定

取６００ｎｇ的ｃＤＮＡ与ｐＳＭＡＲＴ２１ＦＤ质粒连接，连接产物
经ＱｕｉｃｋＣｌｅａｎＲｅｓｉｎ处理除去连接酶后，电击法转化到５０μＬ
大肠杆菌ＨＳＴ０８中，涂平板，３７℃培养过夜，计算平板上的库
容数及文库滴度。从文库中随机挑取 １５个克隆进行菌落
ＰＣＲ，产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ的提取与质量检测
采用１％琼脂糖凝胶电泳检测所提取的小麦叶片总ＲＮＡ

质量，结果（图１）显示，２８Ｓ和１８Ｓ２个条带均完整清晰，亮度
强弱对比适宜，总 ＲＮＡ没有明显降解，完整性良好。
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ＝１．８６，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ＝２．０２，表明 ＲＮＡ的均一
性较好，纯度较高，没有蛋白质的污染，满足建库要求。

２．２　ｃＤＮＡ合成结果与分析
采用ＬＤ－ＰＣＲ法扩增获得双链 ｃＤＮＡ，如图２显示，双

链ｃＤＮＡ的长度在０．２５～５ｋｂ分布，含有中高丰度基因带，
符合植物基因ｃＤＮＡ的长度范围。
２．３　ｃＤＮＡ片段的回收与纯化

双链ｃＤＮＡ经分级后的１５管收集液电泳结果表明，过柱
分离的大于０．４ｋｂ的ｃＤＮＡ片段主要集中于第５～８管中

（图３），因此收集合并、纯化第 ５～８管的 ｃＤＮＡ，用于连接
试验。

２．４　ｃＤＮＡ文库的质量鉴定
原始文库滴度为１．０８×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，扩增总文库滴度为

３．２４×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，重组率达到９８％。从原始文库中随机挑
选１５个单克隆进行ＰＣＲ鉴定，结果插入片段分布在０．５～
２ｋｂ之间（图 ４），以上各指标均表明已获得较高质量的
ｃＤＮＡ文库。

３　讨论

构建高质量的ｃＤＮＡ文库是高效筛选抗白粉病相关基因
的前提，而获得纯度高和完整性好的总ＲＮＡ是构建高质量全
长ｃＤＮＡ文库的关键［１０－１１］。本研究采用改良ＴＲＩＺＯＬ法提取
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小麦叶片ＲＮＡ，操作简便，减少 ＲＮａｓｅ污染的可能性［１２］。在

提取ＲＮＡ过程中，以幼嫩的小麦叶片为试验材料，取样后立
即置于液氮中速冻，再于－８０℃保存，保证了ＲＮＡ样品不被
降解。所有器具及药品均严格按照操作步骤和规范进行，避

免ＲＮＡ酶的灭活，并在无菌条件下操作。以往常用的 ｃＤＮＡ
合成方法中，需要先从总 ＲＮＡ中纯化出 ｍＲＮＡ，因此需要大
量的试验材料提取高纯度的 ｍＲＮＡ［１３］，而本研究所采用的
ＳＭＡＲＴ技术直接利用总ＲＮＡ来合成全长ｃＤＮＡ，起始材料用
量较少，使用０．０５～１．００μｇ的总ＲＮＡ就可以利用ＬＤ－ＰＣＲ
技术构建双链ｃＤＮＡ，获得一个大于１０６ＰＦＵ的全长ｃＤＮＡ文
库，对于稀有材料而言具有较高的应用价值，避免了在分离纯

化时的多步操作所造成的 ｍＲＮＡ的降解［１４－１５］。通过 ＬＤ－
ＰＣＲ方法，还避免了当ｍＲＮＡ内部存在二级结构或ｍＲＮＡ长
度过长时不能反转录完全的现象发生。ＬＤ－ＰＣＲ合成的双
链ｃＤＮＡ通过分级分离后，过滤掉了较小的 ｃＤＮＡ片段和酶
切反应后ＤＮＡ片段的残留物，不仅保证了大片段ｃＤＮＡ的富
集，还减少了后期筛选的工作量。

传统ｃＤＮＡ文库存在克隆片段短等缺点，而全长 ｃＤＮＡ
文库能提供完整的 ｍＲＮＡ信息，且只需通过１次阳性筛选，
即可获得基因的全长序列，可最大程度地缩短获取全长基因

所花费的时间［１６］。文库的完整性与覆盖度是构建 ｃＤＮＡ文
库的关键性因素，构建高质量的ｃＤＮＡ文库体现在２个方面：
代表性和滴度。ｃＤＮＡ文库的代表性可用一个量化的指
标———文库的库容量来衡量［１７］。但是合成双链 ｃＤＮＡ的
ＬＤ－ＰＣＲ易使高丰度表达基因和短片段 ｃＤＮＡ优先扩增，大
片段（大于３ｋｂ）及低丰度表达基因易于丢失，从而影响文库
的代表性。ＬＤ－ＰＣＲ的这种偏向性可通过减少循环数加以
克服，但循环不足会降低文库的滴度，使稀有 ｃＤＮＡ的比例降
低，从而降低文库的质量。因此，成功构建 ＳＭＡＲＴ文库的关
键因素之一是选出合适的 ＬＤ－ＰＣＲ循环数，ＳＭＡＲＴ试剂盒
操作说明书（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）中推荐的循环数是 １８～２０，本研
究运用递增循环数的方法将 ＬＤ－ＰＣＲ的循环数确定为 １７，
既兼顾了文库的代表性，又兼顾了文库滴度，尽可能将循环数

的负面影响降到最低程度。此外，ｃＤＮＡ的量与载体的比例
不仅影响连接效率，还关系到插入片段的大小和文库的代表

性，在相同条件下，与大片段 ｃＤＮＡ相比，小片段 ｃＤＮＡ优先
与载体连接，因此在保证文库滴度和代表性的前提下，减小

ｃＤＮＡ与载体的连接比例，据此，设定了 ２∶１、２．２５∶１、
２．５∶１这３种连接比例，其中二者比例为２∶１时获得最多的
阳性克隆。就一般文库而言，未扩增文库滴度大于 １×
１０６ＰＦＵ／ｍＬ，重组率高于８５％ 即为有效文库［１８－１９］，本研究所

构建的原始全长ｃＤＮＡ文库为１．０８×１０７ＣＦＵ／ｍＬ个单克隆，插
入ｃＤＮＡ片段大多数在５００ｂｐ以上，符合高质量文库的标准，为
筛选和研究小麦响应白粉菌侵染的关键基因奠定了基础。
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