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条锈菌诱导的小麦抗病与感病近等基因系 SSH 文库构
建及分析 
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摘要: 为分析条锈菌诱导下的小麦抗病与感病近等基因系之间差异表达的基因, 以接种小麦条锈菌 CY26 小种

的抗病近等基因系 Yr4/6×Taichung 29 幼苗叶片 cDNA 作为实验方, 接种 CY26 的感病亲本 Taichung 29 幼苗叶

片 cDNA 为驱动方, 利用抑制消减杂交(SSH)技术构建了一个包含 1 300 余克隆的消减文库。对文库中 600 个克

隆进行了反向 Northern 点杂交筛选, 对获得的阳性克隆进一步进行了 Northern 杂交验证, 获得显著差异的克隆

12 个。经测序和 BlastX 分析, 其中 6 个差异表达序列的推测产物分别为亮氨酸重复序列蛋白、过氧化氢酶、

硫氧还蛋白、RNA 结合蛋白、抗坏血酸过氧化物酶和热激蛋白。除亮氨酸重复序列为信号传导类蛋白外、其

他几个均为抗病防御类蛋白。 
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Construction and analysis of the SSH library with the resistant 
wheat near-isogenic line and its susceptible parent infected by Puc-
cinia striiformis Westend. f. sp. tritici 
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Abstract:  To analyze the differentially expressed genes between resistant and susceptible wheat near-isogenic lines 

infected by Puccinia striiformis Westend. f. sp. tritici, a subtractive library containing about 1300 clones was constructed 

using suppression subtractive hybridization (SSH) in which the cDNA from resistant Yr4/6 × Taichung 29 seedlings inocu-

lated with race CY26 was used as the tester, and the corresponding cDNA from susceptible Taichung 29 as the driver. Six 

hundred clones from the library were analyzed with reverse Northern blot. The positive clones were further tested by 

Northern blotting analysis. Twelve clones were verified and showed significant difference. By means of sequencing and 
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BlastX analysis, six function-known differentially expressed sequences were detected, and their putative products were 

leucine-rich repeat protein, catalase, thioredoxin H-type, RNA binding protein, ascorbate peroxidase, and heat shock protein, 

respectively. Among them, leucine-rich repeat protein belongs to signal transduction protein, and others belong to defense 

response protein. 

Keywords: wheat; stripe rust; near-isogenic line; suppression subtractive hybridization (SSH); differential express 

小麦条锈病(Puccinia striiformis Westend. f. sp. 

tritici)是小麦生产上的重要病害 , 在全世界各小麦

种植区均有不同程度的发生 , 在我国发生尤为严

重。由于小麦条锈病菌的高度变异性, 以及条锈病

的暴发流行性, 小麦条锈病的持续、有效控制问题

一直困扰着国内外锈病工作者。研究表明, 培育和

应用抗病品种是防治小麦条锈病经济、安全、有效

的方法, 但大面积推广种植单一抗源品种又常常哺

育病菌新小种的发展和流行, 导致品种的抗病性“丧

失”。实现生产品种抗病基因多样化和抗病基因合理

布局是我国小麦条锈病持续控制的根本策略, 丰富

的抗病基因是实施这一策略的物质基础[1~3]。利用生

物技术方法获得有效抗病相关基因并将其转移到农

艺性状好的育种材料中, 有望在较短周期内育出抗

病良种。 

小麦抗条锈近等基因系 Yr4/6×Taichung 29经过

6代回交选育而成, Yr4/6×Taichung 29与其感病亲本

Taichung 29除对条锈病抗性不同外, 在其他遗传特

性上极其相似[4]。通过抗病基因识别病原物的入侵, 

从而诱导植物产生过敏反应或者随后引起系统抗性, 

是植物抵御病原物人侵的重要方式[5, 6]。小麦不同品

种受到同一病原物侵染后抗、感表型差异是由于病

原物激活了不同的分子反应机制造成的。Yr4是主效

抗病基因 , 利用分离差异表达基因的技术比较

Yr4/6×Taichung 29抗病反应与 Taichung 29感病反应

中差异表达的基因, 就可能获得包括 Yr4 基因、Yr4

启动的信号转导相关基因和重要的防卫基因等一系

列抗病相关基因的信息。这将有助于我们揭示植物-

病原物的互作机理; 同时, 获得的抗病相关基因也

可望用于小麦抗病基因工程育种。 

抑制消减杂交技术(Suppression subtractive hy-

bridization, SSH)是由 Diatchenko等[7]于 1996年建立

的分离差异表达基因的方法, 该方法可以快速有效

地富集差异表达基因从而大大提高了研究差异表达

基因的效率。近年来, SSH 技术在研究植物的抗逆

境、抗病机制等方面得到广泛应用[8~12]。利用 SSH

方法在近等基因系和其感病亲本之间筛选抗病与感

病差异表达基因的研究尚未见报道。本研究试图利

用 SSH技术分离小麦抗条锈近等基因系和其感病亲

本接种同一病菌后差异表达的基因。  

1  材料和方法 

1.1  小麦材料准备 

小麦抗条锈近等基因系 Yr4/6×Taichung 29和其

感病亲本 Taichung 29, 小麦条锈菌 CY26 小种, 均

由中国农业科学院植物保护研究所提供。于小麦幼

苗一叶展开时接种, 10℃保湿 24 h后移入控温温室, 

温度 18/12℃(白天/晚上), 光照 12～14 h/d[1]。 

1.2  总 RNA提取和 mRNA分离 

分别于接种 24、48、72 h后取接种叶片, 每个

时间点各取叶片 500 mg。将接种后 3 个时间点的

Yr4/6×Taichung 29叶片等量混合作为目标组(Target), 

接种后 3个时间点的 Taichung 29叶片等量混合作为

对照组(Control)。用 TRIZOL 试剂(Gibco 公司产)分

别提取目标组和对照组叶片总 RNA, 用 PolyATract® 

mRNA抽提试剂盒(Promega公司产)分离总 RNA中

的 mRNA。 

1.3  SSH文库的构建 

按照 Clontech 公司的抑制消减杂交试剂盒说明

书, 用分离获得的目标组 mRNA和对照组 mRNA分

别合成 cDNA, 然后以目标组 cDNA 为实验方

(Tester), 对照组 cDNA 为驱动方(Driver), 进行抑制

消减杂交。将杂交后的 cDNA进行了两轮 PCR扩增, 

第一轮 PCR扩增了 27个循环, 第二轮 PCR扩增了 15 
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个循环。回收第二轮 PCR扩增产物与载体 pGEM-T 

(Promega公司产)连接, 连接产物用热激法转化到大

肠杆菌 DH-5a中。转化的菌液涂于含有 IPTG、X-gal

和氨苄青霉素的 LB平板, 37℃培养 16 h。挑取生长

良好的白色单克隆接种于 96 孔细胞培养板中, 于

37℃过夜培养, 在培养菌液中加 20%甘油后保存于

70℃冰箱中。采用试剂盒提供的接头引物进行 PCR

扩增和提取质粒后进行 EcoRⅠ酶切两种方法对质

粒中插入片段大小进行检测。 

1.4  SSH文库的反向 Northern筛选 

在采用反向 Northern 点杂交方法进行文库筛选

中, 共制备了 3 个探针：目标组探针、对照组探针

和一个未接种处理探针, 分别用目标组总 RNA、对

照组总 RNA、未接种处理的 Yr4/6×Taichung 29叶片

总 RNA作模板制备。探针制备方法参照《分子克隆

实验指南》(第三版) [13]第 9章, 用寡聚(dT)作为引物

合成 α-32P标记的 cDNA探针。 

SSH 文库点阵膜的制备：(1)将 NC 尼龙膜裁成

6.1 cm×2.6 cm 的长方块, 用针在膜上按 0.5 cm×

0.5 cm轻印点阵, 每张膜上 60个点, 成 5排 12列点

阵。(2)随机挑取文库克隆, 利用抑制消减杂交试剂

盒提供的接头引物进行 PCR扩增, PCR产物 95℃变

性 3 min, 立即置于冰上, 短暂离心。(3)每克隆分别

取 0.5 μL变性 PCR产物按照针印点阵手工点样于尼

龙膜上 , 每张膜点上 59 个克隆和 1 个内参基因

GAPDH 的 PCR 产物作对照, 同样克隆点阵排列的

杂交膜制备 3 张为一组, 在 900 W 微波炉中烤膜 2 

min, 用保鲜膜包裹置 4℃保存备用。 

将预杂交后的 SSH文库点阵膜分别与 3个不同

的探针进行杂交, 然后进行洗膜、压片和显影等, 方

法参考《分子克隆实验指南》(第三版) [13] 。未接种

处理探针的杂交信号作为一个参考, 当目标组探针

和对照组探针杂交信号表现差异时, 同时比较未接

种处理表达量有所变化的基因才可以确定与条锈菌

诱导有关。在两次重复杂交实验中都稳定表现差异

信号的克隆确定为阳性克隆。 

1.5  阳性克隆的 Northern验证 

由于反向 Northern 点杂交筛选常常存在结果重

复性较差的情况, 对反向 Northern 筛选获得的阳性

克隆进行了 Northern杂交验证。 

以差异克隆的质粒DNA作模板, 用随机引物延

伸法合成放射性标记的 DNA 探针。未接种 Yr4/6× 

Taichung 29叶片总 RNA、目标组总 RNA和对照组

总 RNA各 15 μg分别上样, 在含 15%甲醛的变性琼

脂糖凝胶上电泳分离。探针制备、尼龙膜印迹、预

杂交、杂交、洗膜、压片、显影等方法参考《分子

克隆实验指南》 (第三版) [13]。 

1.6  EST的测序和比对分析 

Northern 杂交表现差异的克隆送上海生工生物

工程技术服务有限公司测序。将校正后的测序数据

在 GenBank 的非冗余蛋白(nr)数据库进行 BlastX 比

对, 期望域值设定为 le-5。Blastx比对后没有显著匹

配的序列再利用 BlastN 比对 GenBank 中 EST 数据

库, 了解该 EST 与哪些片段同源及这些片段的来源

等信息。参照 Bevans等[14]和 Ashburner等[15]的方法

对功能已知的 ESTs进行分类。 

2  结果与分析 

2.1  小麦抗病与感病近等基因系接种后的反应型 

小麦抗条锈近等基因系 Yr4/6×Taichung 29和其

感病亲本 Taichung 29幼苗接种小麦条锈菌 CY26两

周后, Yr4/6×Taichung 29呈现抗病反应型, 可见叶片

上有大量的坏死斑和少量的微小孢子堆。Taichung 

29呈现感病反应型, 可见叶片上有大量的孢子堆。 

2.2  抑制消减杂交及文库构建 

对分别提取的接种处理后 3 个时间段的小麦叶

片总 R N A 进行电泳检测 ,  r R N A 条带清晰 , 

OD260/OD280在 1.9～2.1之间, 总 RNA质量较好。从

总RNA中分离目标组和对照组的mRNA后, 分别合

成双链 cDNA, cDNA用 RsaⅠ酶切。经电泳检测, 酶

切后的 cDNA 片段长度整体变小、分布于低分子量

区。酶切后的目标组 cDNA 片段连接上接头分子后

用试剂盒推荐的方法检测连接效率, 电泳检测表明, 

连接后的 3-磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)PCR扩增产

物亮度大约为总 GAPDH扩增产物亮度的 1/4, 表明

大约有 25%的酶切片段被连接上了接头分子, 达到

进行抑制消减杂交的要求。抑制消减杂交后通过两

轮 PCR扩增来富集目标组的差异表达序列。第二轮

PCR 产物回收后连接入 pGEM-T 载体, 通过蓝白斑 
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筛选, 挑取了 1 300余白色重组克隆, 构建了一个条

锈菌诱导的小麦抗病、感病近等基因系 SSH文库。 

随机挑选 20 余克隆提取质粒后经过 EcoRⅠ酶

切, 切下的片段在 100～500 bp之间。挑取菌落利用

试剂盒提供的接头引物扩增, 扩增片段与酶切结果

一致。 

2.3  SSH文库的分析 

2.3.1  反向 Northern 点杂交筛选以及 Northern 验证 

在反向 Northern 点杂交筛选实验中, 每 3 张同

样克隆点阵的杂交膜为一组, 分别与 3 个不同的探

针进行杂交, 即目标组探针、对照组探针和未接种

处理探针。共筛选了 600 个克隆, 在有杂交信号的

克隆中, 部分克隆在与目标组和对照组探针杂交中

表现明显差异, 与未接种处理进行比较, 可见目标

组和对照组发生下调或上调的程度不同, 这些基因

可以初步确定为抗病、感病反应中呈现差异表达的

基因。同时, 通过 3个探针的筛选, 也发现了一些虽

然在目标组和对照组中不表现差异, 但在抗病品种

和感病品种中受接种诱导表达量同时上调或者下调

的基因(图 1)。低丰度表达的基因由于不能在膜上产

生信号, 所以不能通过反向 Northern 点杂交筛选的

方法确定是否为差异表达基因。总体上, 在有杂交

信号的克隆中显示差异信号的克隆较少, 假阳性率

约在 85%以上。 

为了进一步验证反向 Northern 点杂交筛选的结

果 ,  对筛选中表现差异且重复性好的克隆进行了

Northern杂交分析。结果表明, 部分克隆如 10B6为

目标组与对照组差异表达的 EST, 与点杂交筛选的

信号一致; 而部分克隆如 4C11在Northern杂交中并

没有像反向 Northern 点杂交筛选实验中那样显示差

异信号, 应该为点杂交筛选过程中的假阳性克隆(图

2)。通过 Northern 杂交验证, 获得在目标组和对照 

组中表现显著差异的克隆 12个。 

2.3.2  差异表达 EST 序列的功能分析 

对经Northern验证表现差异的 12个克隆进行了

测序, 将校正过的序列在 GenBank 的非冗余蛋白(nr)

数据库中进行了 BLASTx比对。有 6个 EST其同源 

 

 
 

图 1  消减文库中部分克隆的 Northern 点杂交分析 
3 张同样方法制备的膜分别与 3 个探针进行杂交后显影。内参

GAPDH基因 PCR产物点于右下角。A：未接种处理探针; B：目

标组探针; C：对照组探针。斜向箭头所指为目标组探针和对照

组探针间显示差异信号的克隆; 水平箭头所指为未接种探针和

接种处理探针(B或 C)间显示差异信号的克隆。 
 

 
 

图 2  克隆 10B6 和 4C11 的 Northern 分析 
分别以克隆 10B6和 4C11质粒 DNA为模板制备探针进行杂交，

同时以 rRNA 电泳 EB 染色检测上样量的一致性。1：未接种处

理的 Yr4/6×Taichung 29叶片总 RNA; 2：目标组总 RNA; 3：对

照组总 RNA。 

 

表 1  差异表达 ESTs 与 GenBank 中功能已知基因的相似性比较 

克隆号 碱基长度(bp) 同源基因编码产物 同源基因来源 基因类别 E值 

10B6 304 推测的亮氨酸重复序列 Oryza sativa 信号传导类 6e-45 

10B3 576 过氧化氢酶 Oryza sativa 抗病防御类 3e-69 

9E4 248 硫氧还蛋白 Ricinus communis 抗病防御类 6e-16 

6C6 356 推测的 RNA结合蛋白 Triticum aestivum 抗病防御类 3e-77 

4C2 174 抗坏血酸过氧化物酶 Hordeum vulgare 抗病防御类 3e-73 

1G12 220 热激蛋白 Triticum aestivum 抗病防御类 3e-58 
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序列的功能已知, 它们的推测产物分别为亮氨酸重

复序列蛋白、过氧化氢酶、硫氧还蛋白、RNA结合

蛋白、抗坏血酸过氧化物酶和热激蛋白。其中亮氨

酸重复序列可能是抗病品种在早期启动的抗病信号

分子, 其它几个均为抗病防御类蛋白(表 1)。另外 6

个 EST的 BLASTx比对没有获得 E值小于 10-5的同

源序列。为了确定这些序列不是来自于条锈菌, 将

它们在 GenBank的 EST数据库中进行了比对, 结果

表明这 6 条序列均来自于普通小麦(Triticum aesti-

vum L.)。 

3  讨 论 

分离抗病品种中的抗病基因以及抗病相关基因

可以帮助我们了解并利用植物的抗病机制, 具有重

要的理论和实际意义。本研究利用 SSH 技术, 以小

麦抗条锈病近等基因系为材料, 分离病菌诱导下的

抗病品种和感病品种之间差异表达的基因, 成功构

建一个包括 1 300 余克隆的消减文库。经过对文库

进行大量的反向 Northern点杂交筛选和 Northern验

证, 获得了 12 个在接种的 Yr4/6×Taichung 29 和

Taichung 29 中差异表达基因的 EST。经测序和

BLASTx 分析, 发现其中 6 个 EST 分别与推测的亮

氨酸重复序列、过氧化氢酶、硫氧还蛋白、推测的

RNA结合蛋白、抗坏血酸过氧化物酶和热激蛋白高

度同源。它们可能是一些参与小麦抗病反应的信号

传导通路基因和防卫基因的表达序列。对它们进行

条锈菌诱导下不同时间点表达量变化的分析, 将有

助于进一步确定这些 EST的功能及其与抗病的关系。 

近年来, 国内外在小麦抗病基因的鉴定、分离

以及功能研究方面开展了大量的研究工作。骆蒙等[9]

和吴金华等 [16]为了获得小麦抗白粉病的相关基因 , 

分别构建了白粉菌诱导下的 SSH 文库, 发现了大量

的编码信号传导类蛋白和病程相关蛋白的抗病相关

基因序列。于秀梅等[11]也成功构建了一个条锈菌诱

导下的小麦 SSH 文库。Duan 等[17]从构建的小麦抗条

锈病 SSH 文库中发现了一个小麦热激蛋白 TaHSC70

的表达序列并进一步对其功能进行了研究。本研究

构建的 SSH文库富集的差异表达基因不仅与病原物

诱导相关, 而且在小麦抗病和感病近等基因系中呈

现差异表达, 这将有助于了解小麦抗病品种中哪些

更为关键和重要的抗病相关基因得到了更早、更有

效的启动。 

不同实验材料和不同程度的差异样品 , 利用

SSH 方法分离差异表达基因的效率也会大不相同。

样品的复杂度过大, 假阳性会较高。同样, 样品差异

度也不能太小, 否则同样会造成假阳性较高[18]。据

报道[19], SSH 要高效地富集差异表达的基因, 就要

求目标基因的相对浓度高于 0.01%, 在实验方和驱

动方中的浓度比大于 5 倍。因此, 为了排除文库中

的假阳性信息, 应该对构建的消减文库进行严格的

筛选和验证, 才能得到较为可靠的数据。考虑到要

排除与条锈菌诱导无关的品种之间原本差异表达的

一些基因, 我们对文库的筛选方法进行了改进, 制

备目标组与对照组探针的同时, 增加了一个未接种

处理的探针用于并行筛选。只有在 3 个探针分别杂

交中信号表现差异的基因才可能为抗病相关基因。

对点杂交筛选获得的基因还需要通过 Northern 分析

验证才能最后确认为差异表达基因。 

已克隆的抗病基因主要是通过基于分子标记的

图位克隆法获得, 这需要有丰富的分子标记和基因

组文库 [20~22]。从 EST 获得基因的信息, 然后通过

cDNA 的途径克隆抗病基因就不需要花费大量工作

寻找分子标记和构建小麦基因组文库。如果筛选到

具有抗病基因同源结构域的 EST[23,24], 并且该 EST

在 F2代中与抗病性完全共分离, 就能确认该序列为

抗病基因的 EST, 然后通过 3’RACE和 5’RACE就可

获得基因的 cDNA全长。理论上讲, 利用 SSH的方

法在抗病近等基因系 Yr4/6×Taichung 29和其感病亲

本 Taichung 29 之间筛选差异表达基因, Yr4 基因的

EST 应该在消减文库中富集。在本研究中获得的差

异表达的 ESTs中, 一个与亮氨酸重复序列结构域高

度同源的序列 10B6值得关注, 很多抗病基因都具有

该受体结构域[25], 这提示 10B6序列有可能是 Yr4基

因表达产物。因此, 有必要在 F2代中验证这个 EST

序列是否与抗病性共分离。如果 10B6表达序列与抗

病性共分离, 就可以证明 SSH 文库中富集的 10B6

序列是 Yr4 基因的表达产物, 通过获得的 EST 序列

进而可以克隆该抗病基因。 
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