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　　摘要：提取了盐碱胁迫处理的玉米 ＹＱ７－９６品系３叶１心期的叶茎混合组织总 ＲＮＡ，运用 ＳＭＡＲＴ技术构建
ｐＤＮＲ－ＬＩＢ载体的ｃＤＮＡ文库，并随机挑选克隆进行ＥＳＴ序列的ＢｌａｓｔＸ比对和ＭＩＰＳ归类分析。结果发现，在随机挑
取的２个４０００个ｃＤＮＡ克隆测序中，９５．０％的ＥＳＴ符合分析要求（长度大于１５０ｂｐ，非ｒＲＮＡ），共获得３２１７条拥有
ＢｌａｓｔＸ注释信息的ＥＳＴ序列，盐碱胁迫的ＥＳＴ数据库归类的比例信息比较接近。其中维持正常生理活动占比分别为
５０．６３％（盐胁迫）和５２．７９％（碱胁迫），参与细胞内运输、细胞内信号传导、细胞防御和细胞循环和ＤＮＡ代谢过程的基
因分别为２２．０５％（盐胁迫）、１９．０３％（碱胁迫），参与能量代谢和转录相关的基因分别为１５．７７％（盐胁迫）、１５．３６％（碱
胁迫）。本研究构建的盐碱胁迫下玉米ｃＤＮＡ文库及相关基因表达分析结果，为后续研究提供了基础数据。
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　　玉米（ＺｅａｍａｙｓＬ．）既是重要的粮食和饲料作物，又是重
要的工业原料。目前我国是玉米生产第二大国，仅次于美国，

但随着玉米深加工等新兴玉米工业的兴起，市场上玉米供求

的矛盾日益加剧，提高玉米的综合生产力已经成为一项紧迫

的任务。玉米是对盐碱中度敏感的作物，只能在０．３％ ＮａＣｌ
以下的土壤上生长，这极大地限制了玉米在盐碱滩地上的生

长［１］。据统计，目前世界上有１００多个国家存在不同类型的
盐碱地，面积达１亿ｈｍ２，约占全球耕地面积的１０％；其中我
国有 ０．２６亿 ｈｍ２的盐碱地［２］。在盐碱地种植玉米会导致严

重减产甚至绝产，通过土壤改良等手段解决盐碱地问题进展

缓慢，迫切需要提高品种耐盐碱程度。但玉米耐盐碱种质缺

乏，采用常规育种方式选育高耐盐碱玉米新品种十分困难。

盐碱土是在特定自然环境和人为活动因素综合影响下，

盐类直接参与土壤形成过程，并以盐（碱）化过程为主导而形

成的，具有盐化层或碱化层，其中含有大量可溶盐类，从而抑

制植物正常生长的土壤。盐碱土包括盐土、碱土两大类型。

盐和碱胁迫同属水分渗透胁迫，其主要的生理变化机制是一

致的［３］。本研究分析了在正常和盐、碱共胁迫下生长的玉米

品系ＹＱ７－９６在３叶１心期（苗期２０ｃｍ左右）的 ＥＳＴ数据
库，并对其ＥＳＴ进行了初步分析，旨在找出玉米主栽高产品
种分子育种基因标记探针。

１　材料和方法

１．１　材料
玉米品系ＹＱ７－９６。

１．２　方法
１．２．１　玉米处理和收集　玉米种子催芽后待根长２～３ｃｍ
时，点种于营养盘中，Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液培养，置于网室。处理
组在 ３叶 １心期，每盆浇 ５Ｌ的含 １００ｍｍｏｌ／Ｌ混合盐
（５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳＯ４）的 Ｈｏａｇｌａｎｄ液作为盐
胁迫处理组和 ２５ｍｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３及 ２５ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３的
Ｈｏａｇｌａｎｄ液（ｐＨ值１１，水势为 －０．７ＭＰａ）作为碱共胁迫处
理。处理７ｄ后，分别采集玉米的茎叶混合组织，立即用液氮
冷冻后保存于－８０℃备用。
１．２．２　ｍＲＮＡ的纯化　参照文献［４］提取 ＲＮＡ。采用 Ｆａｓｔ
Ｔｒａｃｋ２．０Ｋｉｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）试剂盒，并按其操作说明从总
ＲＮＡ中提取ｍＲＮＡ。
１．２．３　ＥＳＴ文库构建　用 ＣｒｅａｔｏｒＴＭ ＳＭＡＲＴｃＤＮＡＬｉｂｒａｒｙ
ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＫｉｔ（ＣＬＯＮＴＥＥＣＨ）试剂盒并按操作说明进行。
１．２．３　ＥＳＴ文库克隆片段长度筛选　ＰＣＲ引物１（５′－ＡＡ
ＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＣＡＴＧ－３′）；引物 ２（５′－ＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣ
ＣＡＧＴ－３′），反应条件：９６℃变性 １０ｍｉｎ，９４℃ ３５ｓ，５２℃
１ｍｉｎ，７２℃１．５ｍｉｎ，３０个循环，７２℃１０ｍｉｎ［４］。
１．２．４　ＥＳＴ序列分析与注释　同源性比较参数的得分（ｓｃｏｒｅ）
与匹配碱基数和同源性相关ＥＳＴ的组装分析按照文献［４］方
法进行，用 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔＸ／和 ＭＩＰＳ网站
提供的各种生物信息学在线分析工具对ＥＳＴ进行在线比对。

２　结果与分析

２．１　ＥＳＴ数据分析
对盐和碱胁迫２个ＣＤＮＡ文库各２０００个克隆进行了的

５′端测序。经过校正，４０００条序列中符合要求的（测序中 Ｎ
的比例＜５％，外源长度＞１５０ｂｐ，且是非线粒体，非 ｒＲＮＡ序
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列）共有３８０２条 ＥＳＴ序列，占总测序数量的 ９５．０％。符合
要求的ＥＳＴ序列从文本格式转换为通用的 ＦＡＳＴＡ格式。再
利用ｖｅｃｔｏｒ＿ｓｃｒｅｅｎ软件扫描去除有效序列载体上的序列，同
时屏蔽序列上所有的Ｐｏｌｙ（Ａ）。“清洁”后的序列进行序列组
装分析，３８０２条 ＥＳＴ中有注释信息的共有 ３２１７条
（８４．６％），无注释信息的共有５８５条（１５．４％）（表１）。

表１　３８０２条ＥＳＴ序列的注释信息比例

类别
数目

（条）

占总测序量的百分数

（％）

注释信息ＥＳＴ序列 ３２１７ ８４．６
无注释信息ＥＳＴ序列 ５８５ １５．４

总计 ３８０２ １００．０

２．２　ＢｌａｓｔＸ注释
２个ＥＳＴ数据库中，已有注释信息的 ３２１７条 ＥＳＴ序列

共产生２１６７条被ＭＩＰＳ系统归类的信息（表２），其中参与新

陈代谢、蛋白质合成加工和亚细胞水平定位的基因所占比例

最高，分别达到５０．６３％（盐胁迫）和 ５２．７９％（碱胁迫），这３
类基因表达的蛋白为维持正常生理活动所必需；细胞内运输、

细胞内信号传导、细胞防御、细胞循环和 ＤＮＡ代谢过程的基
因所占比例也较高，分别为２２．０５％（盐胁迫）、１９．０３％（碱胁
迫）。这部分基因的高丰度表达可能与玉米抗逆反应有关，

同时也表明植物抗逆反应涉及到复杂的信号转导；参与能量

代谢和转录相关的基因比例分别为 １５．７７％（盐胁迫）、
１５．３６％（碱胁迫）。参与细胞发育、细胞分化和细胞构成组
分相关的基因含量相对最低，２个 ＥＳＴ数据库各项均不超过
２．１％；１．３６％（盐胁迫）和１．０５％（碱胁迫）的虽有同源的蛋
白，但是无法归于以上的各类。另外，盐和碱胁迫的 ＥＳＴ数
据库除了在蛋白合成和蛋白质加工（折叠、修饰和定位）２项
上占比差异较大，总体上被 ＭＩＰＳ系统归类的比例信息是比
较接近的。

表２　玉米ｃＤＮＡ文库细胞功能相关ＥＳＴ统计和分析

代码 分类信息
盐胁迫 碱胁迫

独立ＥＳＴ数目（条） 占功能ＥＳＴ百分比（％）独立ＥＳＴ数目（条） 占功能ＥＳＴ百分比（％）
１ 蛋白合成 ２３３ ２２．６８ ２５９ ２４．９０
２ 新陈代谢 １５２ １４．８０ １６５ １４．４７
３ 亚细胞水平定位 １３５ １３．１５ １５３ １３．４２
４ 蛋白质加工（折叠、修饰和定位） １２１ １１．７８ １５２ １３．４０
５ 能量循环 １１０ １０．７１ １２６ １１．０５
６ 细胞运输 ６５ ６．３３ ７５ ６．５８
７ 细胞信号传递 ３４ ３．３１ ３６ ３．１５
８ 转录 ５２ ５．０６ ４９ ４．３０
９ 细胞循环和ＤＮＡ代谢过程 ２５ ２．４３ ３０ ２．６３
１０ 细胞防御 ３０ ２．９２ ２７ ２．３７
１１ 无法归类 １４ １．３６ １２ １．０５
１２ 具有绑定和必须因子功能的蛋白 １３ １．２７ １８ １．５８
１３ 组织发育 ２１ ２．０４ １９ １．６７
１４ 运输相关因子 １１ １．０７ ８ ０．７０
１５ 细胞构成组分 ７ ０．６８ ８ ０．７０
１６ 细胞分化 ４ ０．３９ ３ ０．０３
总计 １０２７ １００．０ １１４０ １００．０

３　讨论

植物应对盐碱胁迫是一个非常复杂的过程，包括阻止新

陈代谢过程、光合速率降低、生长缓慢或停滞，提高或激发胁

迫诱导基因的表达、氧化酶活性的提高、ＡＢＡ含量迅速增高、
渗透调节物质和其他保护性物质的积累、抑制能量消耗途径

等［５］。在长期的进化过程中，植物能够在适应一种逆境的同

时提高对其他逆境胁迫的抵抗力，此即植物的交叉适应

（ｃｒｏｓｓ－ａｄａｐｔｉｏｎ）［６］。植物对逆境的交叉适应具有普遍性，
已有研究表明，植物对逆境的适应可能存在共同的机制，盐和

碱胁迫同属水分渗透胁迫，其主要的生理变化机制是与干旱

胁迫存在相似的机理［７］，但抗胁迫的代谢途径和相关基因也

不尽相同［８］。玉米表达基因 ＥＳＴ研究中，ＭＧＤＰ曾经组织了
２４个单位和实验室，构建了不同玉米品种、株系器官组织的
２４个不同的ＥＳＴ文库，这些 ＥＳＴ文库大致可分为以下几类：
正常生长组织、盐胁迫、突变株和病菌侵染组织的 ＥＳＴ文库，
测序分析发现了大量新的表达基因（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｚｍｄｂ．
ｉａｓｔａｔｅ．ｅｄｕ／ｚｍｄｂ／ＥＳＴ／ｌｉｂｒａｒｉｅｓ．ｈｔｍｌ）。

如同其他植物一样，玉米可能遭受的逆境多种多样，且常

常是多因子的综合作用，其中干旱和盐碱是影响玉米产量和

品质最大的非生物逆境胁迫因子。玉米在苗期的耐盐碱性很

重要，因为植株苗期的生长情况影响其最终的产量。本试验

是在借鉴前人耐盐碱性鉴定方法的基础上对玉米耐盐碱性鉴

定的方法进行研究。在玉米对盐碱胁迫最敏感的３叶１心期
进行盐碱胁迫处理７ｄ。因此，本研究构建的是对盐碱敏感的
生长关键时期３叶１心期混合组织的表达基因的 ＥＳＴ数据
库，测序分析部分 ＥＳＴ的信息表明该文库中包含有大量（所
分析ＥＳＴ中的５２．００％）未知功能基因的 ＥＳＴ。由于该文库
是盐和碱胁迫处理下的玉米混合组织的表达基因 ＥＳＴ文库，
包括了在玉米耐受盐碱关键的生长时期，在盐和碱胁迫生长

条件下的所有特异表达基因，将会对公共数据库中现存的玉

米ＥＳＴ数据起到补充作用。
在本试验过程中，玉米盐碱处理浓度是获得相关基因表

达的重要因素，因此耐盐碱性浓度的确定是构建耐盐碱性

ＣＤＮＡ文库的关键。目前，国内外对玉米耐盐碱性鉴定还没
有形成统一的、权威的耐盐碱鉴定浓度，大部分的研究者是根

据自身的鉴定方法、处理溶液选取不同的鉴定浓度，而且在操

作过程中的误差或人为因素都有可能造成鉴定浓度的不同。
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所以，本试验中对耐盐碱性鉴定浓度的筛选是很必要的。本

研究最终确定的玉米苗期盐性处理浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ，确定
的玉米苗期碱处理浓度为 ３５ｍｍｏｌ／Ｌ；刘芳等研究表明
２５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ是玉米苗期耐盐性筛选的理想浓度［９］，崔

美燕的研究表明 ２５ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３可以作为玉米苗期耐碱

性鉴定的理想浓度［１０］。本试验中使用的耐盐碱胁迫浓度与

其他人的研究存在一定差异，并使用较重的胁迫参数，这样更

有利于获得相关的ＥＳＴ表达。此外，研究人员曾采用苗情评
价的方法对玉米自交系幼苗进行耐盐碱性鉴定，根据盐或碱

胁迫处理７ｄ后苗情观察来评价玉米材料的耐盐碱性状，非
常直观、简单［１０－１１］。本试验中也是收集７ｄ的玉米混合组织
作为抽提ＲＮＡ的材料。

本研究提取处理玉米品系 ＹＱ７－９６的３叶１心期的茎
叶混合组织的总ＲＮＡ，运用ＳＭＡＲＴ技术构建ｐＤＮＲ－ＬＩＢ载
体的ｃＤＮＡ文库，在成功构建了盐和碱胁迫的玉米 ｃＤＮＡ文
库的基础上，对产生的 ＥＳＴ进行了测序和分析归类，筛选出
细胞功能相关ＥＳＴ，为后续研究提供了基础数据。
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丙酮醛降解酶基因的克隆与高效表达

王　平１，赵巧巧１，２，黄　鹰１

（１．南京师范大学生命科学学院，江苏南京２１００４６；２．邹平第一中学，山东滨州２５６２００）

　　摘要：由于丙酮醛降解酶（ｍｅｔｈｙｌｇｌｙｏｘａｌｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ，ＭＤ）是生物体内代谢丙酮醛的一种关键酶，实现 ＭＤ
的高效表达对调控丙酮醛的代谢途径具有重要意义。所以根据Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｐｏｍｂｅ＿ＧｅｎｅＤＢ中ＭＤ的基因序列
（ＳＰＡＣ２２Ｅ１２．０３Ｃ）设计引物，以粟酒裂殖酵母（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｐｏｍｂｅ）ｃＤＮＡ文库为模板通过ＰＣＲ扩增技术得到
目标基因，目的片段全长 ５７６ｂｐ。将 ＳＰＡＣ２２Ｅ１２．０３Ｃ连接到 ｐＥＴ－２８ａ（＋）上，得到重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ（＋）－
ＳＰＡＣ２２Ｅ１２．０３Ｃ，并在ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２ｌ（ＤＥ３）中实现表达。同时，对其目的蛋白的表达条件进行了优化，获得最佳
表达条件：诱导温度３７℃，诱导起始菌体Ｄ６００ｎｍ为０．５～０．６，诱导剂ＩＰＴＧ浓度为０．８ｍｍｏｌ／Ｌ。这为研究粟酒裂殖酵

母体内丙酮醛的降解途径打下了坚实基础。
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　　丙酮醛（ｍｅｔｈｙｌｇｌｙｏｘａｌ）是在糖酵解、脂质和氨基酸代谢
过程中产生的一种对生物体有毒害作用的代谢物［１－２］，性质

活跃，属于α－酮基醛类，由糖酵解的中间产物丙糖磷酸化裂
解生成，或由丙酮和氨基丙酮代谢生成［３］。其醛基可与蛋白

质的氨基基团之间发生非酶性糖基化反应（又称 Ｍａｉｌｌａｒｄ反
应）［４］形成一系列具有高度活性和高度异质性的终产物，从

而导致蛋白功能的修改和缺陷，Ｗａｒｄ等研究证实，丙酮醛能
通过细胞内颗粒释放而加强应激反应［５］，并进一步诱导细胞

的应激反应，包括胞吞、细胞因子释放和细胞凋亡［６］等，丙酮

醛在生物体内过度累积会导致细胞死亡；此外，丙酮醛与生物

体的很多病变有关，如慢性糖尿病［７－８］、结肠癌和乳腺癌等。

因此，丙酮醛在生物体内的累积量必须受到严格的控制，丙酮

醛降解酶是代谢丙酮醛的一种关键酶，于是对丙酮醛降解酶

的研究显得尤为重要。
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