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　　摘要：为解析水稻黑条矮缩病毒（ＲＢＳＤＶ）与寄主水稻的互作机制，筛选水稻中与病毒互作的蛋白，以易感ＲＢＳＤＶ
的水稻品种日本晴 ３～４叶期的组织样品为材料，通过提取总 ＲＮＡ后分离获得 ｍＲＮＡ，合成 ｃＤＮＡ双链后连入
ｐＤＯＮＲ２２２载体，获得初级文库。初级文库的滴度为６．６×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，库容为１．９×１０７ＣＦＵ，重组率＞９５％，插入片
段平均长度＞１ｋｂ。提取初级文库质粒，通过重组反应将水稻ｃＤＮＡ文库转移至ｐＧＡＤＴ７－ＤＥＳＴ载体，构建获得水稻
幼苗的酵母双杂交ｃＤＮＡ文库，文库的滴度为４．５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，库容为１．３×１０７ＣＦＵ，重组率 ＞９５％，ｃＤＮＡ插入片
段平均长度＞１ｋｂ。采用ＲＢＳＤＶ候选基因进行文库筛选，结果表明所构建的酵母文库可用于筛选病毒互作蛋白。
　　关键词：水稻；幼苗ｃＤＮＡ文库；酵母双杂交；水稻黑条矮缩病毒；滴度；库容；重组率
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　　水稻黑条矮缩病是一种重要的水稻病毒病害，病原为水
稻黑条矮缩病毒（ｒｉｃｅｂｌａｃｋｓｔｒｅａｋｅｄｄｗａｒｆｖｉｒｕｓ，ＲＢＳＤＶ），主
要通过介体灰飞虱以持久增殖型方式传播。水稻感染

ＲＢＳＤＶ后的典型症状为病株矮缩、叶色浓绿、叶片僵直，茎
秆、叶背和叶鞘处出现瘤状突起。该病害自２０世纪６０年代
和９０年代在我国流行危害后，曾一度销声匿迹，２００６年以来

由于灰飞虱虫量上升和带毒率提高，水稻黑条矮缩病在江苏、

浙江、安徽等地麦轮作区的水稻上普遍发生，２００９年仅江苏
省的发病面积达３．３３×１０５ｈｍ２，造成巨大的经济损失［１－２］。

当前生产上栽培的水稻品种对黑条矮缩病的抗性较差，大部

分为感病品种，尚未鉴定到高抗品种［３－４］。

水稻不同生育期对 ＲＢＳＤＶ的敏感性存在差异，３～４叶
期幼苗最易感病［５］。苗期感病后，植株矮小、心叶短小而僵

直，不能抽穗，严重的则出现枯死现象。分蘖期和抽穗期发

病，出现包穗，部分分蘖能抽穗，但穗小或包穗，结实差［６］。

水稻感染黑条矮缩病毒后细胞壁结构发生改变［７］，病毒感染

后引起的矮缩症状可能与纤维素合成酶及类纤维素合成酶基

因及木质素相关基因表达有关［８－９］，病毒影响水稻育性可能

是由于病毒的Ｐ７－１蛋白的表达抑制了花药中木质素合成，
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导致植株花药开裂异常，不能结实［９］。然而，病毒如何影响

寄主植物因子进而表现症状的机制还不是非常清楚。

酵母双杂交系统是由 Ｆｉｅｌｄｓ等于１９８９年首次提出并建
立的［１０］，是筛选已知蛋白互作因子的有效系统。为解析

ＲＢＳＤＶ与寄主水稻的互作机制，筛选水稻中与病毒互作的寄
主蛋白，本研究以易感ＲＢＳＤＶ的水稻品种日本晴为材料，取
水稻敏感生育期 ３～４叶时的组织样本构建酵母双杂交
ｃＤＮＡ文库，为病毒致病相关寄主因子的筛选提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料
水稻 品 种 日 本 晴 （Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ Ｌ．ｊａｐｏｎｉｃａ．ｃｖ．

Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ）于实验室光照培养箱中培养至３～４叶期，取除
根外的组织样品作为试验材料。试验取样时间为２０１４年８
月，地点为江苏省农业科学院植物保护研究所。

Ｔｒｉｚｏｌ、ＣｌｏｎｅＭｉｎｅｒⅡ ｃＤＮＡＬｉｂｒａｒｙＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＫｉｔ、ＬＲ
ＣｌｏｎａｓｅＴＭⅡ ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ、载 体 ｐＤＯＮＲＴＭ ２２２、ｐＤＥＳＴ２２、
ＦａｓｔＴｒａｃｋ ＭＡＧｍＲＮＡｉｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（ＵＳＡ）；
载体ｐＧＡＤＴ７－ＤＥＳＴ购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ（ＵＳＡ）。
１．２　方法
１．２．１　总ＲＮＡ提取　用液氮研磨水稻幼苗样品，按照０．１ｇ
样品加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ的比例提取总ＲＮＡ，具体操作方法参照
Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书进行。采用Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００核酸分析仪检测
总ＲＮＡ的质量及浓度，用１％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ
的完整性。

１．２．２　ｍＲＮＡ分离纯化　利用 ＦａｓｔＴｒａｃｋ ＭＡＧｍＲＮＡ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ分离并纯化总ＲＮＡ中的ｍＲＮＡ，具体步骤参照其
说明书进行。分离纯化后的ｍＲＮＡ采用１％琼脂糖凝胶电泳
检测其质量。

１．２．３　ｃＤＮＡ初级文库构建　ｃＤＮＡ初级文库的构建试验方
法参照ＣｌｏｎｅＭｉｎｅｒⅡ ｃＤＮＡＬｉｂｒａｒｙＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＫｉｔ文库构建
说明书进行。取分离纯化后的 ｍＲＮＡ，加入 Ｂｉｏｔｉｎ－ａｔｔＢ２－
Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）Ｐｒｉｍｅｒ和 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ ＲＴ酶进行反转录，合成
ｃＤＮＡ第 １条链，再以 ｃＤＮＡ第 １条链为模板，在大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、大肠杆菌 ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅⅠ、
大肠杆菌 ＲＮａｓｅＨ以及 Ｔ４ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ的作用下合成
ｃＤＮＡ第二链。将双链ｃＤＮＡ与三框 ａｔｔＢ１重组接头连接后，
进行ｃＤＮＡ分级分离并且收集。纯化后的ｃＤＮＡ通过重组反
应连入ｐＤＯＮＲ２２２载体，反应产物电转化大肠杆菌 ＤＨ１０Ｂ
后，加入 ＳＯＣ培养基，置于３７℃，２２５～２５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养
１ｈ。培养结束后，取１０μＬ菌液用于库容量鉴定，剩余培养
物加入甘油至终浓度为２０％存于 －８０℃，此即为初级文库
菌液。

１．２．４　酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库构建　将初级文库菌液接种
至１００ｍＬ含有卡那霉素（Ｋａｎ）的ＬＢ（ＬＢ／Ｋａｎ）培养基中，采
用ＰｕｒｅＬｉｎｋ ＨｉＰｕｒｅＰｌａｓｍｉｄＦｉｌｔｅｒＭｉｄｉｐｒｅｐＫｉｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提
取初级文库质粒，稀释至 ３００ｎｇ／μＬ，在 ＬＲＣｌｏｎａｓｅＴＭⅡ
ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ的作用下与 ｐＧＡＤＴ７－ＤＥＳＴ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）载体进
行重组反应。重组反应体系为：１μＬ文库质粒（３００ｎｇ／μＬ）、
１μＬｐＧＡＤＴ７－ＤＥＳＴ（３００ｎｇ／μＬ）、４μＬＬＲＣｌｏｎａｓｅＩＩＭｉｘ、
１４μＬｄｄＨ２Ｏ，混匀后置于２５℃恒温培养箱中反应１６～２０ｈ。

反应结束后电转化ＤＨ１０Ｂ感受态细胞，加入３ｍＬＳＯＣ培养
基培养，获得酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库菌液。取１０μＬ菌液鉴
定库容量，其余菌液加甘油至终浓度为２０％，－８０℃保存。
１．２．５　文库重组率、文库滴度和插入片段大小分析
１．２．５．１　文库滴度分析方法　将１０μＬ文库菌液稀释１０００
倍后，从中取出５０μＬ涂布含有相应抗性的 ＬＢ平板，过夜培
养后计算１ｍＬ文库菌液中的库容量，即文库滴度＝平板上的
克隆数／平板上涂布菌液的体积（μＬ）×稀释倍数 ×
１０００μＬ。　
１．２．５．２　重组率和插入片段长度分析　在鉴定库容量的平
板上随机挑取２４个克隆进行菌落 ＰＣＲ，初级文库的 ＰＣＲ引
物为 ｐＤＮＯＲ２２２载体 ２端的通用引物 Ｍ１３正向引物（５′－
ＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧ－３′）及 Ｍ１３反 向 引 物 （５′－
ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ－３′）。酵母 ｃＤＮＡ文库的 ＰＣＲ所
用引物为ｐＧＡＤＴ７载体的通用引物 Ｔ７（５′－ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣ
ＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＧＡＧＣＧＣＣＧＣＣＡＴＧ－３′）和３′ＡＤ（５′－ＧＴＧＡ
ＡＣＴＴＧＣＧＧＧＧＴＴＴＴＴＣＡＧＴＡＴＣＴＡＣＧＡＴＴ－３′）。ＰＣＲ扩增条
件为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５８℃ 退火 ３０ｓ，
７２℃ 延伸９０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。用１％琼脂糖
凝胶电泳检测ＰＣＲ产物，分析扩增片段大小和扩增得到的基
因片段数，计算重组率。

１．２．６　候选基因筛选水稻幼苗 ｃＤＮＡ酵母文库　利用
ＲＢＳＤＶ编码的非结构蛋白 Ｐ７－１作为候选基因筛选本研究
所构建的水稻幼苗ｃＤＮＡ酵母文库，以检测ｃＤＮＡ文库质量。
ｐＧＡＤＴ７－ＲＢＳＤＶＰ７－１诱饵载体由实验室构建保存，文库
筛选方法和步骤参照Ｃｌｏｎｔｅｃｈ文库筛选说明书进行。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ的提取及ｍＲＮＡ的分离纯化
采用Ｔｒｉｚｏｌ提取水稻幼苗总 ＲＮＡ后测定浓度并进行质

量分 析，结果 显 示，总 ＲＮＡ 浓 度 为 １９２１．７ｎｇ／μＬ，
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ＝２．０８（图１）。总 ＲＮＡ经１％凝胶电泳分离可
以看到３条清晰的条带，分别为２８Ｓ、１８Ｓ和５Ｓ。２８Ｓ亮度高
于１８Ｓ，且５Ｓ条带清晰，没有弥散，表明提取的 ＲＮＡ质量完
好，没有降解（图２－Ａ）。

　　利用试剂盒 ＦａｓｔＴｒａｃｋ ＭＡＧｍＲＮＡｉｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ分离纯
化并获得ｍＲＮＡ。电泳结果显示纯化所得的ｍＲＮＡ是一条弥
散的条带，条带最亮部分的范围在较大的分子量范围内（１～
３ｋｂ）（图２－Ｂ），表明分离纯化的 ｍＲＮＡ未发生降解，可用
于ｃＤＮＡ文库构建。
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２．２　ｃＤＮＡ初级文库的构建及分析
取１０μＬ初级文库菌液稀释１０００倍后，从中取出５０μＬ

涂布ＬＢ／Ｋａｎ平板，３７℃培养过夜并计数平板上克隆数（图
３－Ａ）。根据“初级文库滴度（ＣＦＵ／ｍＬ）＝平板上的克隆数／
平板上涂布菌液的体积（μＬ）×稀释倍数×１０００μＬ，文库容量
（库容）＝ＣＦＵ／ｍＬ×文库菌液总体积（ｍＬ）”的计算公示，得初
级文库滴度为６．６×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，库容为１．９×１０７ＣＦＵ。随机
挑取２４个克隆进行菌落ＰＣＲ鉴定，检测文库重组率和ｃＤＮＡ
插入片段大小，根据重组率 ＝（有插入片段的反应个数／反应
总数）×１００％，计算得初级文库重组率＞９５％，插入片段大小
除有２个克隆大小在６５０～８５０ｂｐ外，其余克隆插入片段大小
都在１ｋｂ以上（图３－Ｂ），符合初级文库的高质量需求。

２．３　酵母双杂交ｃＤＮＡ文库的构建与分析
提取初级文库质粒后，将初级文库质粒与载体ｐＧＡＤＴ７－

ＤＥＳＴ进行ＬＲ重组反应，重组后转化 ＤＨ１０Ｂ，获得酵母双杂
交ｃＤＮＡ文库。取１０μＬ文库菌液稀释１０００倍后，分别取出
５０μＬ涂布ＬＢ／Ａｍｐ（氯苄西林）平板，３７℃培养过夜并计数
平板上克隆数（图 ４－Ａ）。结果显示，文库滴度为 ４．５×
１０６ＣＦＵ／ｍＬ，库容为１．３×１０７ＣＦＵ。从文库中随机挑选２４

个克隆，用ｐＧＡＤＴ７载体的通用引物Ｔ７和３′ＡＤ进行ＰＣＲ扩
增，分析插入不同大小片段。凝胶电泳结果显示，２４个单克
隆均可扩增到１个单一的条带，重组率 ＞９５％，其中２３个克
隆插入片段大小 ＞１ｋｂ（图４－Ｂ）。以上结果表明，构建的
ｃＤＮＡ酵母文库的库容、重组率和插入片段大小达到标准
ｃＤＮＡ文库要求，可用于病毒互作基因的筛选。

２．４　筛选文库鉴定
为进一步分析所构建的水稻幼苗ｃＤＮＡ文库是否可用于

筛选互作蛋白，以ＲＢＳＤＶ编码的非结构蛋白 Ｐ７－１为诱饵，
筛选本试验所构建的 ｃＤＮＡ文库。将诱饵载体 ｐＧＡＤＴ－
Ｐ７－１转化酵母菌ＡＨ１０９后，制备感受态，提取ｃＤＮＡ文库质
粒后进行转化，涂布 ＳＤ／－Ｈｉｓ／－Ｌｅｕ／－Ｔｒｐ平板，挑选生长
良好的酵母菌落至ＳＤ／－Ｈｉｓ／－Ｌｅｕ／－Ｔｒｐ－Ａｄｅ／Ｘ－α－Ｇａｌ
培养基培养，可筛选获得变蓝的酵母菌落（图５），表明本研究
所构建的水稻日本晴幼苗 ｃＤＮＡ文库能用来筛选 ＲＢＳＤＶ与
水稻互作的蛋白。

３　讨论与结论

酵母双杂交技术能在真核细胞状态下检测蛋白质之间的

互作，具有操作简便、灵敏度高等特点，已成为研究蛋白质之

间相互作用的有效手段。该技术可用于检测已知蛋白质之间

的互作、建立基因组编码蛋白间的相互作用图谱、筛选药物作

用位点，还可以从ｃＤＮＡ文库中以某个已知蛋白为诱饵进行
大规模筛选，寻找与已知蛋白相互作用的未知蛋白，在多个研

究领域中均有广泛应用［１１］。

在植物与病毒互作机制研究方面，以病毒蛋白为诱饵筛

选寄主植物ｃＤＮＡ文库，对于快速获取寄主植物体内的互作
蛋白，进而研究互作蛋白在病毒致病过程中的功能具有重要

意义。以水稻矮缩病毒与水稻的互作研究为例，Ｚｈｕ等以水
稻矮缩病毒外壳蛋白 Ｐ２为诱饵筛选 ｃＤＮＡ文库时发现，Ｐ２
蛋白能够与水稻体内赤霉素合成途径关键酶贝壳杉烯氧化酶

发生互作，导致赤霉素合成量下降，植物出现矮缩症状［１２］。

Ｐ２蛋白还能与水稻中生长素通路 Ａｕｘ／ＩＡＡ家族蛋白
ＯｓＩＡＡ１０相互作用，通过与 ＯｓＩＡＡ１０的互作阻断 ＯｓＩＡＡ１０与
ＯｓＴＩＲ的互作，抑制 ２６Ｓ蛋白酶体介导的 ＯｓＩＡＡ１０降解，使
ＯｓＩＡＡ１０蛋白的稳定和积累量增多，导致生长素通路响应受
阻，进而有利于ＲＤＶ的复制侵染［１３］。此外，ＲＤＶ非结构蛋白
Ｐｎｓ１１筛选水稻ｃＤＮＡ文库发现，Ｐｎｓ１１能与ＯｓＳＡＭＳ１互作，
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增强ＯｓＳＡＭＳ１的活性，导致乙烯含量增加，进而有利于病毒
侵染［１４］。此外，酵母双杂交系统还用于研究植物蛋白与病毒

的运动蛋白、病毒复制酶类蛋白等之间的互作研究。本研究

以高感ＲＢＳＤＶ的水稻品种日本晴为材料，取 ＲＢＳＤＶ最为敏
感的３～４叶期组织构建了高质量酵母双杂交ｃＤＮＡ文库，并
用ＲＢＳＤＶＰ７－１进行筛选可获得阳性克隆，为研究水稻黑条
矮缩病毒与水稻的互作奠定了基础。

高质量ｃＤＮＡ文库是进行有效筛选互作蛋白的基础。评
价ｃＤＮＡ文库质量有２个重要指标，即 ｃＤＮＡ文库的代表性
和重组序列的完整性［１５－１６］。文库的代表性即文库中含有的

ｃＤＮＡ种类的完整性，可反映来源组织中表达信息（即
ｍＲＮＡ）的完整性程度，是体现文库质量的重要指标，可用库
容来衡量。库容是指ｃＤＮＡ文库中所包含的独立重组子克隆
数量。当文库滴定浓度达到１．７×１０５ＣＦＵ／ｍＬ时，即可认定
为有效文库，当文库滴定浓度达到１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ时，可以
满足低丰度ｍＲＮＡ筛选要求［１７］。本研究对提取的总ＲＮＡ以
及分离纯化的ｍＲＮＡ进行了质量评价，所提总ＲＮＡ和ｍＲＮＡ
完整性好，未发生降解，构建的酵母 ｃＤＮＡ文库库容为１．３×
１０７ＣＦＵ，滴度为４．５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，表明所构建的 ｃＤＮＡ文
库中所含基因信息丰富，可满足常规文库筛选要求，可用于进

一步筛选与病毒互作相关重要基因。

重组ｃＤＮＡ片段序列的完整性可从重组率及插入片段长
度２个方面来评价。重组率反映的是文库中所有克隆的阳性
率，即文库中含有重组 ｃＤＮＡ片断克隆的比率。平均插入片
断长度即将随机的菌落ＰＣＲ得到的产物片断长度取平均值，
其体现了文库中重组的ｃＤＮＡ片断的序列完整性。只有重组
ｃＤＮＡ片段足够长，才更有可能从文库中分离获得目的基因
的完整序列。本研究构建的文库重组率 ＞９５％，插入片段大
小各异，平均插入片段在１０００ｂｐ以上，表明所建文库符合高
质量文库要求。用ＲＢＳＤＶ的候选基因 Ｐ７－１筛选所构建的
酵母ｃＤＮＡ文库可以筛选到阳性克隆，也说明所构建文库可

以用作病毒互作蛋白筛选。
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