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摘要  归纳 mRNA 差异显示PCR 技术的基本原理及优化、优点与不足 , 综述该方法在作物的发育分化、激素调控、抗逆性等方面所取

得的研究成果 , 并对其的应用前景进行分析。
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mRNA Differential Display Technology and Its Applicationin Crops
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Abstract  The basic principle of mRNA differential display PCR technology and its opti mization , advantages and disadvantages were sum up . The
achieved research results by using this method were summarized fromthe aspects of crop development and differentiation, hormone regulation, and the
resistance . And its application prospect was analyzed .
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  基因的选择性表达是生物的一个重要特征, 它决定着

生命活动的整个过程 , 如生长、发育、衰老和死亡, 这种现象

是分子生物学研究中的核心问题。将不同类型或不同状态

的组织或细胞内的基因表达情况进行比较 , 不但能分析基

因的作用方式 , 还有可能分离出差异表达的基因, 基于这一

原理 Welsh[ 1] 将 AP- PCR 技术用于 mRNA 的分析中, Liang

等[ 2] 则在此基础上建立了 mRNA 差异显示技术。

1  mRNA 差异显示技术的原理及优化

mRNA 差异显示技术的基本原理是利用大多数成熟

mRNA 在其3’端有一长约200 个碱基的腺�呤多核苷序列 ,

即poly( A) 尾的特点 , 用人工合成的能与之配对的带有1 个

或2 个选择性碱基的polyT 引物 , 如T12 MN( M 为 A 、C 或 G,N

为A 、G、C 、T) , 即锚定引物进行反转录, 利用10 碱基的随机

引物与相应的锚定引物对反转录得到的 cDNA, 再进行低严

谨条件的PCR 扩增, 通过 DNA 电泳方式将扩增的差异表达

片段显示出来 , 理论推算, 利用12 个3’端的锚定引物T12 MN

和20 条5’端的随机引物的组合 , 可以覆盖大部分的 mRNA

( 图1) 。为提高分离的准确率、简化对总 RNA 的筛选、降低

PCR 总次数,Liang 等[ 3] 用4 个3’简并引物 :T11 MA, T11 MC,

T11 MG( M 为 A/ C/ G) 进行反转录和PCR 反应。这4 种3’端

引物将 mRNA 分为4 类 , 引物组合为80 种。为进一步减少

工作量,1996 年Liang 改2 个碱基锚定的 oligo( dT) 引物为1

个碱基锚定的引物, 既 T11 A,T11C,T11 G, 且在引物的5’端各

引入了1 个 Hi nd Ⅲ酶切位点 , 把5’端引物降至8 种 , 共24

种组合。该设计不仅减少了每一种 RNA 样品的反转录数和

引物组合数目 , 引物的加长也使扩增更为有效 ,DNA 带型也

更加清晰。利用 mRNA 差异显示方法可将不同组织或不同

处理材料中差异表达的基因显示出来, 不但为分析基因表

达的差异提供了有利的条件, 而且对这些片段克隆分析 , 是

进一步分离差异表达基因的基础[ 4 - 5] 。

2  mRNA 差异显示技术的优点与不足之处

mRNA 差异显示技术是目前筛选差异表达基因的一种

有效方法 , 该技术自问世以来, 已广泛应用于动物、植物及

人类疾病研究的各个领域。mRNA 差异显示技术优点主要

体现在 : ①可以同时比较多个样品的基因表达; ②重复性较

好, 同一 mRNA 样品 , 用同一组引物扩增的产物显示带重复

率大于95 % ; ③运用了PCR 、聚丙烯酰胺凝胶电泳两种普遍

使用的技术 , 简单、方便; ④灵敏度较高,PCR 扩增后 , 一些

表达量很低的 mRNA 也能被检测出来。不足之处表现在 :

①假阳性率很高 , 可达70 % , 这是其致命弱点; ②Northern 筛

选步骤还不够完善, 由于最初是直接利用反转录 c DNA 为探

针进行PCR 扩增 , 这只能适合于 mRNA 量较多的情况, 而且

只适用每条差异带纹只有一种c DNA 组成的情况 , 否则扩增

产物便是多种c DNA 的混合物, 并由于兼并引物倒数第二个

碱基的简并使得某些差别带纹不能被检测出来。

图1  差异显示mRNA 原理示意

3  mRNA 差异显示技术的应用

3 .1 作物的发育分化  高风华等运用 mRNA 差异显示技

术, 对水稻滇一型雄性不育系和保持系花药基因表达差异

进行了研究 , 结果发现只有一对引物T8P1 组合在10 对不育

系和保持系间扩增出一个共同的差异c DNA 片段 : 保持系在

750 ～1 000 bp 有一条带, 而不育系没有对应的带或只是一

条很弱的带 , 这很可能就是保持系和不育系的育性基因差

异表达结果[ 6] 。Brigham 等[ 7] 研究豌豆根尖和界面细胞的

mRNA 和蛋白质的差异表达后指出 , 两种细胞的mRNA 差异

与蛋白质差异有高度的相似性 , 界面细胞的分化与蛋白表

达的变化有关 , 利用差异显示技术可以揭示作物根的形态

建成。Heck 等[ 8] 研究了欧洲油菜的胚发育 , 认为有一个重

要的基因 Ag115 调控胚发育过程。Northern 杂交和原位杂交
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证明 ,Ag115 产生的 mRNA 和蛋白早在胚的球形期就开始大

量积累 , 随后这些蛋白影响胚的发育进程。为了解果实成

熟的分子机理。王光清等[ 9] 研究了水稻珍汕 97B 悬浮细

胞、愈伤组织、分化愈伤组织和再生试管苗等不同形态发生

组织mRNA 的差异表达 , 分离鉴定出一组差异表达的c DNA ,

根据命名为RM1 的c DNA 片段序列推测的氨基酸序列与已

知的蛋白有同源关系。赵大中等[ 10] 比较经过春化过和未经

春化处理的小麦 , 发现春化20 d 的小麦有一个与春化相关

的c DNA 克隆, 经 Northern 杂交和同源性分析 , 证明 VRC54

是春化特异表达的克隆片段 , 该克隆片段的基因对春化需

求型小麦的成花诱导起重要作用。张晓红等[ 11] 比较了玉米

胚芽和胚根中特异表达的 c DNA 片段 , 经反向 Northern 方法

验证, 得到在胚芽中表达而在胚根中不表达有11 个 c DNA

片段 , 在胚芽中的表达量高于在胚根中表达的有16 个c DNA

片段。

3 .2  作物激素相关基因调控  在作物的发育过程中, 激素

自始至终起作用, 调控着作物的器官形成、生长发育等。

Chen 等[ 12] 通过该方法发现用赤霉素处理的水稻幼苗中 mR-

NA 有特异表达谱带( UBC gene) 。克隆此片段, 发现它影响

基因调控过程中的某些蛋白。瞬时表达分析表明, 该序列

位于启动子转录起始位点上游231-159 碱基位置 ; 另外 , 还

发现 UBC gene 可促进α- 淀粉酶基因表达 , 从而调节水稻幼

苗发育。王光清等[ 13] 以苗期水稻为材料 , 对基因表达量与

GA 浓度的关系做了相应研究。Appleyard 等( 1995) 以水稻恶

苗病( Gibberella fujikuroi) 真菌为试验系统, 探讨次生代谢物

赤霉素的变化 , 结果表明, 在赤霉素代谢的各个时期 ,mRNA

表达不一样 , 其中有16 个 c DNA 片段与赤霉素合成有关。

利用基因诱变法进一步验证, 确定这16 个基因与赤霉素的

合成相关。这个试验表明 , 利用差异显示法可以分离一些

编码次生代谢物生物合成途径中酶的基因 , 研究次生代谢

的调控。娄沂春等[ 14] 研究了水稻叶绿体ATP 合成酶受赤霉

素诱导的差异表达, 证明赤霉素诱导水稻产生的生理反应

过程涉及到叶绿体基因表达。

3 .3  作物遗传背景及杂种优势形成机理  程宁辉等[ 15 - 16]

用差异显示技术分别分析了玉米和水稻杂种一代与亲本基

因的表达差异 , 结果发现, 存在杂种特异、超亲、沉默等多种

基因表达类型。胡建广[ 17] 在比较了玉米杂种一代及亲本苗

期基因表达产物 mRNA 差异的基础上, 分离并鉴定出一个

玉米杂种一代超亲表达的 c DNA , 并以该 c DNA 克隆为探针

筛选到一个全长的 c DNA 克隆( ZHO1) 。Xiong 等[ 18] 报道单

基因沉默型与杂种优势及杂合性呈正相关。倪中福[ 19] 、吴

利民[ 20] 等也进行了有关研究。

3 .4 作物抗性研究  作物病害每年都使农作物受到大量

损失 , 因此提高农作物的抗病能力不仅有利于减少损失 , 而

且有利于减少农药使用和环境污染。目前研究作物抗病机

理的主要方法是探讨作物—微生物的相互作用机制。刘永

军等[ 21] 利用差异显示法研究小麦盐胁迫的抗性机理 , 发现

4 个差异片段只在盐胁迫的小麦耐盐品系( 宝丰7228) 基因

组中表达, 而在对照中没有出现。4 个差异片段经杂交显

示, 只有一个片段( ts04) 存在明显差异 , 其余3 个不存在明

显差异。王洁等[ 22] 以水稻品种JG30 和 CBB23 为材料研究

抗、感利用近等基因系白叶枯病菌前后基因表达的差异 , 分

离得到了一个受白叶枯病菌诱导表达的片段。Jacobs [ 23] 把

一部分马铃薯进行冷处理 , 而另一部分不处理, 然后比较两

者的 mRNA 表达情况。结果发现冷处理的马铃薯增加了一

些 mRNA 片段 , 表明有一些低温诱导的 mRNA 片段出现 , 经

过Northern 杂交分析 , 这些低温诱导的 mRNA 片段都是组成

性表达。这说明作物本身在遇到低温时, 会产生一些应激

反应, 以抵挡低温危害。张立平等[ 24] 比较了水稻对铝敏感

品种( pp2464-11) 和抗性品种( Pedel) , 共发现25 个差别 c D-

NA , 他们推测抗性品种特异表达的片段可能与合成抗性蛋

白有关 , 敏感品种基因的特异表达可能产生一些毒害蛋白 ,

抑制水稻根的生长。周建明等[ 25] 应用差异显示分离得到水

分胁迫诱导表 达的小麦 基因 dil 的 c DNA 片段, 并 通过

Northern blot 研究了 dil 基因与水分胁迫时间的关系。

4  展望

综上所述 , 利用 mRNA 差异显示技术为选育高抗逆性、

抗病性的作物品种提供了很多重要的基因, 在鉴定、筛选和

克隆与作物抗逆、抗病相关基因方面显示了巨大而独特的

作用。尤其是近几年, mRNA 差异显示试剂盒( kit ) 的商品

化, 为 mRNA 差异显示提供了成套试剂 ; 高分辨率 DNA 测序

仪的研制成功, 为 mRNA 差异显示提供了强有力的研究工

具。随着对该技术的改进和新方法的出现, 将会有更好的

应用前景。
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明追氮时期过早会明显降低穗粒数, 追氮时期过晚对穗粒

数有更大影响。从小穗的发育状况看, 每穗小穗数各处理

间差异不明显 , 但不孕小穗数有明显差异 , 处理②和③差异

不明显, 且最少, 但与处理①和处理④差异在0. 05 水平显

著。不孕小穗数的增加是导致其穗粒数明显降低的重要原

因之一。从千粒重看 , 处理②和③差异不明显且最高, 处理

①次之, 处理④最低。这表明在高产条件下, 拔节期和挑旗

期追施氮肥对粒重影响差异不明显, 但追氮时期过早或过

晚对粒重均有明显影响。从收获指数看, 处理② 和③在

0. 05 水平显著高于处理①和④。这表明在拔节期或挑旗期

追施氮肥提高产量的重要原因之一在于收获指数的提高。

3  小结与讨论

( 1) 试验表明, 追氮时期过早或过晚会明显影响植株对

氮肥的吸收利用。拔节期或挑旗期追氮促进了植株对氮素

的吸收 , 还可促进植株对肥料氮的吸收。追氮时期过早或

过晚也会明显影响植株对肥料氮的吸收利用。在该试验条

件下 , 小麦对氮素的吸收来自土壤中的氮 占 73 .36 % ～

78. 58 % , 肥料中的氮占21 .42 % ～26 .64 % , 说明土壤基础肥

力的作用很重要。

(2) 冬小麦从开花至成熟 , 其根、茎和叶片中的氮素不

断地进行着再分配, 主要是自各营养器官向穗部输出[ 4] 。

该研究表明 , 追氮时期对小麦的氮素代谢具有明显的调节

作用。拔节期或挑旗期追氮提高了氮素开花期穗器官和成

熟期籽粒的分配量和分配比例, 促使开花后营养器官的氮

素向籽粒转移, 提高了旗叶和根系氮素同化的高值持续时

间。而起身期和开花期追氮肥 , 均对小麦的氮素代谢产生

不利影响。

( 3) 小麦籽粒氮素的来源包括两部分。一是花后直接

吸收同化 , 二是开花前植株储藏氮的再运转[ 14] 。开花前营

养体氮的调运是籽粒氮的主要来源, 占60 % [ 15 - 16] 。该试验

结果表明, 小麦籽粒氮素的主要来源也是开花前营养体氮

的调运 , 占74 .08 % ～80 .28 % , 比例明显提高。这说明优质

小麦开花前营养体氮调运到籽粒的比例比普通小麦高。不

同的营养器官对籽粒的贡献大小不同。Si mpson 等研究结果

表明 , 各营养器官对籽粒的贡献以叶片最大 , 占40 % , 其次

是颖壳( 23 %) 、茎( 23 %) 和根( 16 %) [ 17] 。侯有良等也强调

了叶片供氮的重要性[ 18] 。该试验表明 , 各营养器官对籽粒

的贡献不同, 顺序为叶片> 茎> 穗轴+ 颖壳> 叶鞘> 根, 同

时其贡献量还受追氮时期的影响。

( 4) 不同追氮时期对小麦的产量和品质形成具有明显

的调节效应。挑旗期和拔节期追施氮肥促进了氮素开花期

向穗的分配、成熟期向籽粒的分配和开花后营养器官氮素

向籽粒的转移, 有利于优质小麦蛋白质含量的提高 ; 挑旗期

和拔节期追施氮肥能明显增加穗粒数, 提高粒重和收获指

数, 极显著地提高优质小麦的产量。
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