
26                                       中国烟草科学  Chinese Tobacco Science                 2014-04，35（2） 

 

青霉菌灭活菌丝体诱导烟草抑制消减杂交 cDNA文库的构建 
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（1.云南大学生命科学学院 昆明 650091；2.昆明保腾生化技术有限公司 昆明 650106） 

摘  要：为了探究青霉菌灭活菌丝体（DMP）在烟草抗性中的作用机制，以 DMP水溶液处理的烟草红花大金元叶片为材料，

利用抑制消减杂交（SSH）技术构建了 cDNA文库，并对文库进行了分析。SSH获得 356个克隆，挑选 102个克隆，测序成

功 77个。Blastn比对出 47个不同功能的基因。Blastx比对出 26个不同功能的蛋白；7种未知功能的预测蛋白；2个克隆没

有比对出相关蛋白。所有克隆抗病防御、能量代谢和细胞保护相关基因较多，分别占总数的 40.3%、23.4%和 14.9%。其余

有关细胞结构、蛋白合成、转录及信号传导的基因相对较少，分别占到 8.5%、4.3%、4.3%和 4.3%。 
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Establishment of a Suppression Subtractive Hybridization cDNA Library of 
Tobacco Induced by Dry Mycelium of Penicillium Chrysogenum 
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Abstract: Dry mycelium of Penicillium chrysogenum (DMP) could protect plant from disease. But its mechanism of induction and 
signaling pathways was unclear. Analyzing the genes expression in the plant treated by DMP was a good way to find out how 
inducing agent works. SSH technology was used to establish a cDNA library of tobacco induced by Dry mycelium of Penicillium 
chrysogenum. In the library 356 positive clones were obtained, of which 102 clones were selected for sequencing and 77 were 
sequenced successful. The result of Blastn showed that 47 genes’ functions were obtained in the library. The result of Blastx indicated 
that 26 genes had homologous sequences and 7 genes showed high similarities with putative proteins; 2 genes did not get any 
homologous sequence or protein. Defense-related genes (40.3%) were most in the library; The energy metabolism and the 
cytoprotective genes were in the next place (23.4% and 14.9% respectively). The genes related to eucaryotic cell structure, protein 
synthesis, transduction and signal transduction were fewer (8.5%, 4.3%, 4.3% and 4.3% respectively). DMP can induce numerous 
genes expression in tobacco. Masses of genes are related to plant growth and stress resistance. 
Keywords: Dry Mycelium of Penicillium Chrysogenum; Nicotiana tabacum; Honghuadajinyuan; cDNA library; SSH 
 

我国是世界最大的烟草生产国，烟草栽培和卷

烟制品产量均为世界第一位[1]。云南烟草的种植面

积、产量、质量、卷烟销售和市场占有量均居全国

首列，是云南省的支柱产业[2]。但是，随着栽培条

件的变化，烟草病害的危害也日益严重，造成了巨

大的经济损失。另一方面，为了控制病害的发生，

化学农药被广泛使用，造成了烟叶中农药残留的增

加，病害的抗药性增强和病害的再猖獗，严重影响

了农业的可持续发展，破坏了生态平衡。生物防治

因具有无污染、不增加抗药性而逐渐受到人们的重

视，近年来已成为烟草病害防治的一种重要手段。 

青 霉 菌 灭 活 菌 丝 体 （ Dry Mycelium of 

Penicillium chrysogenum, DMP）是生产青霉素后的

残余产物，以色列等国家利用其制成一种非常优良 
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的有机肥。以色列的 Cohen等实验室首先发现在温

室盆栽条件下，该物质可诱导甜瓜、西瓜和棉花对

枯萎病和黄萎病的抗性显著提高；同时诱导植物体

内与抗病相关的过氧化物酶、辅氨酸、木质素等含

量显著提升[3-5]。瑞士 Thuerig等也报道，以该残渣

处理后，可以提高包括苹果、葡萄、马铃薯、黄瓜、

洋葱等对多种病害的抵抗能力，诱导拟南芥中大量

抗性基因的表达[6]。实验室前期研究发现青霉菌灭

活菌丝体能够诱导棉花产生系统抗性，导致抗性基

因的大量表达和上调[7]，大田试验表明青霉菌灭活

菌丝体对烟草黑胫病和烟草花叶病有良好的防治

效果[8-9]。2007—2012 年在云南烟区累计推广面积

达 40,000 hm2。可见青霉菌灭活菌丝体是良好的抗

性诱导剂，但其具体的诱导机制和信号通路途径尚

不明确。 

抑制消减杂交技术（Suppression Subtractive 

Hybridization, SSH）由 Diatchenko 等在 1996年建

立，利用该技术构建 cDNA文库有助于抗病相关基

因的筛选和分析[10-11]。Chacon 等[12]利用 SSH 技术

研究了麦格隆熄丰烟参与抵抗黑胫病的抗性基因。

苏格兰农作物研究中心等使用 SSH 法将冬眠马铃

薯的发芽部位和块茎部位分别作为检测子和驱动

子构建消减文库，找出了一系列与生长调节相关的

基因。并继续重点研究了其中一个植物生长因子，

证明它在植物发芽部位有高表达[13]，为茄属植物的

进一步研究奠定了基础。利用 SSH技术，是获得植

物抗性和功能基因的有效手段。 

本研究通过 SSH构建 DMP诱导的烟草 cDNA

文库，分析文库中相关克隆，探究 DMP 在烟草抗

性中的作用机制，进而探究信号通路途径，为 DMP

诱导相关抗性基因的筛选和研究搭建平台，同时为

DMP诱导其他作物抗病研究提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料及试剂 

烟草红花大金元包衣种子由玉溪中烟种子有

限责任公司提供。在云南大学生命科学学院温室内

采用漂浮育苗技术将烟苗培育至 5~6叶期，随后将

长势一致的健康烟苗转移到培养瓶培养 3~4 d。

DMP 由昆明保腾生化技术有限公司提供。处理组

（Tester组）用 0.4%DMP水溶液处理 72 h后采样；

对照组（Driver 组）为清水处理。取新鲜叶片置于

-80 ℃冰箱保存备用。以 DMP处理 72 h的红花大

金元 cDNA样本为待测子（Tester），以清水处理对

照组烟叶 cDNA为驱动子（Driver）。 

实验中所需试剂盒均由 Clontech提供。 

1.2  实验方法与步骤 

1.2.1  消减抑制杂交  使用 Trizol（invitrogen）提

取烟叶总 RNA，RNA 样品测定浓度和纯度，并用

1.0%琼脂糖凝胶变性电泳检测其质量。Clontech 

SMARTerTM PCR cDNA Synthesis Kit 和 Clontech 

Advantage 2 PCR Kit用于 cDNA和 ds-cDNA的合

成及纯化。消减抑制杂交按 Clontech PCR-SelectTM 

cDNA Substraction Kit试剂盒说明进行。 

1.2.2  消减 cDNA文库的构建  消减杂交后产物与

pGEM-T Easy（Promega）载体连接，重组载体转化

大肠杆菌 JM109。通过蓝白斑筛选阳性克隆，选取

含有插入片段的阳性克隆送北京华大基因公司进

行序列测定。PCR检测载体和重组子质量用于消减

cDNA文库的质量分析。 

1.2.3  DNA 序列分析  测定序列在 NCBI 上进行

Blastn和 Blastx比对分析（www.ncbi.nlm.nih. gov/）。 

2  结  果 
2.1  总 RNA检测 

琼脂糖凝胶变性电泳检测结果显示，处理组和

对照组烟叶总 RNA 条带清晰 (图 1）；由

nanodrop2000 测定 RNA浓度和纯度。处理组 RNA

浓度为 1 758 ng/μL，纯度 260/280为 2.06；对照组

浓度为 1 460 ng/μL，纯度 260/280为 1.93，总 RNA

质量能满足以下实验要求。 

2.2  cDNA纯化和酶切 

合成 ds-cDNA 后，将得到的 ds-cDNA 过柱纯

化，琼脂糖凝胶检测纯化产物符合预期大小和分布

（图 2）。将富集纯化产物用限制性内切酶 RsaI消 
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图 1  总 RNA提取结果 

Fig.1  Result of total 
RNA 

 

图 2  柱纯化结果，A为处理组纯化，B为对照组纯化。M：DNA Markers，1：LD-PCR扩增产
物；2、3、4分别为洗脱第一、二、三部分 

Fig. 2  Result of column chromatography. A: Column chromatography of tester; B: Column 
chromatography of driver. M: DNA Markers, lane 1: Result of LD-PCR, lane 2: First part of eluting, 

lane 3: Second part of eluting, lane 4: Third part of eluting. 
 

 
图 3  RsaI酶切结果 

Fig. 3  Result of RsaI Digestion. M：DNA Markers, lane 1: Result of 
LD-PCR of driver, lane 2: Result of RsaI digestion of driver, lane 3: Result 

of LD-PCR of driver, lane 4: Result of RsaI digestion of test 
注：M：DNA Markers；1：对照组 LD-PCR扩增产物；2：对照组酶切

产物；3：处理组 LD-PCR扩增产物；4：处理组酶切产物。 

 
化处理，琼脂糖凝胶检测（图 3）结果表明，产物

酶切后片段大小主要分布于 250~1 000 bp。 

2.3  抑制消减杂交 cDNA文库质量分析 

蓝白斑筛选共获得 356个单克隆，随机挑选 50

个进行菌液 PCR，克隆片段主要集中于 250~1 000 

bp（图 4），表明 cDNA文库质量良好，可用于后续

实验。 

2.4  序列测定与分析 

本研究应用 DMP 处理烟草，成功构建了红花

大金元烟叶抑制消减正向文库，包括 356个克隆，

文库的滴度达到 2.2×109 cfu/ml，挑选均匀饱满、清

晰的 102 个阳性克隆进行 DNA 序列测定，测序成

功 77个，阳性克隆比例为 75.4%，并将其在 NCBI

上应用 Blastn和 Blastx进行比对分析，最终比对出

46个克隆基因包含 26个不同功能的蛋白质（表 1），

另外 7种蛋白质是预测功能；一个克隆有同源序列，

但无同源蛋白质；一个克隆没有同源序列也没有同

源蛋白质。 

Blastx结果表明，比对出的 26个不同功能的蛋

白质中（图 5）抗病防御的相关功能基因最多，达

到已知功能基因总数的 40.3%，其次是能量代谢和

细胞保护的基因，达到 23.4%、14.9%，其余的有关

细胞结构、蛋白合成、转录相关及信号传导的相应

较少，分别占到 8.5%、4.3%、4.3%和 4.3%，由此

可以看出，DMP能诱导烟叶大量表达抗逆性基因，

增强能量代谢，加强免疫应答过程等方式来有效提

高烟草的抗性。 

从基因的出现频率来看，响应 ABA 的蛋白出

现了 14 次，光合系统组分出现了 4 次，硝酸还原

酶出现了 3次，类泛素载体蛋白出现了 2次，核糖

体组分蛋白出现了 2次，其余功能蛋白出现了 1次。 

3  讨  论 
抑制消减杂交(SSH)方法作为一种 mRNA水平

上的差异表达克隆技术，具有操作简单，灵敏度高， 
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图 4  部分菌液 PCR结果 

Fig. 4  Part result of RCR. Each lane represents the result of randomly selected clone ext. 
注：各个电泳条带为随机挑选的克隆提取结果。 

 

表 1  测序基因同源比较结果 
Table 1  Results of gene sequencing homology comparison 

功能类别 基因编号 E-value 片段长度 出现频率 同源蛋白来源 功能 

能量代谢 Z5 0.00E+00 616 1 Arabidopsis thaliana 光合系统 II D1蛋白 

 Z8 4.00E-173 336 6 Nicotiana tabacum ATP合酶功能亚基 

 Z21 2.00E-29 76 3 Nicotiana tabacum 光合系统 44KD蛋白 

 Z87 8.00E-104 236 1 Nicotiana tabacum NADH脱氢酶蛋白亚基 1 
蛋白合成 Z50 1.00E-102 215 1 Nicotiana tabacum 核糖体蛋白 S2 

 Z98 2.00E-95 230 1 Nicotiana tabacum 核糖体蛋白 L14 
信号传导 Z29 2.00E-89 185 1 Arabidopsis thaliana 蛋白激酶 

 Z68 5.00E-85 180 1 Arabidopsis thaliana ADP核糖基化因子 GTP酶激活蛋白 AGD2 
细胞保护 Z3 1.00E-71 164 1 Prosthecochloris aestuarii DSM 271 棒状细胞决定蛋白 RODA 

 Z30 0.00E+00 543 2 Vitis vinifera 类泛素载体蛋白 
细胞保护 Z49 6.00E-136 302 1 Populus trichocarpa 羟基肉桂酰辅酶 A 莽草酸/奎尼酸羟基肉桂酰转移酶 

 Z83 6.00E-05 197 1 Arabidopsis thaliana 谷胱甘肽过氧化物酶 6 

 Z84 6.00E-05 200 1 Arabidopsis thaliana 谷胱甘肽过氧化物酶 7 

 Z95 4.00E-77 226 1 Arabidopsis thaliana TMK1蛋白激酶受体 
转录相关 Z61 5.00E-23 324 1 Medicago truncatula mRNA前体剪切因子，依赖 ATP的 RNA解旋酶 PRP16 

 Z67 3.00E-56 148 1 Arabidopsis thaliana 多聚 A结合蛋白，转录起始因子 
细胞结构 Z33 0.00E+00 524 1 Arabidopsis thaliana 结合蛋白/结构分子 

 Z36 4.00E-32 208 1 Medicago truncatula 跨膜蛋白 

 Z41 6.00E-116 270 1 Trichomonas vaginalis G3 锚定重复蛋白 

 Z90 1.00E-164 378 1 Arabidopsis thaliana ATP锚定 
抗病防御 Z11 2.00E-171 336 2 Arabidopsis thaliana 响应 ABA蛋白 19 

 Z14 5.00E-167 325 11 Arabidopsis thaliana 响应 ABA蛋白 18 

 Z17 2.00E-160 316 1 Arabidopsis thaliana 响应 ABA蛋白 20 

 Z18 0.00E+00 423 1 Medicago truncatula 细胞壁相关水解酶 

 Z24 0.00E+00 379 1 Arabidopsis thaliana 齿质唾液磷酸蛋白 

 Z52 7.00E-57 129 3 Vitis vinifera 硝酸还原酶 

 
检测效率高，假阳性较低等的优点，已在生物学科

学研究工作中得到较广泛的应用[14]。本研究应用

SSH技术，有效分离 DMP诱导处理烟草 72 h的差

异基因表达，这些基因主要涉及抗病防御、能量代

谢、细胞保护、细胞结构、信号转导、蛋白合成和

转录调控。 

抗病防御基因是本研究获得基因总数最多的，

约占文库总数的 40.3%，主要包括响应 ABA 蛋白

基因、细包壁相关水解酶基因、齿质唾液磷酸蛋白

和硝酸还原酶基因。ABA不仅可以作为植物胞间信

号物质介导植株整体的抗逆反应，也能作为细胞逆

境信号物质直接介导许多抗逆基因的表达[15]。拟南

芥中 ABA 参与多条信号通路的调控，如激活茉莉

酸（jasmonic acid, JA）和乙烯（ethylene, ET）的应

答基因 VSP2；抑制水杨酸（salicylic acid, SA）通

路的 PR蛋白表达等[16]。前期研究结果表明，DMP
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能诱导棉花叶片 PR 基因的表达[4]，近期，我们在

DMP处理的烟草中也检测到 PR基因的表达，这些

现象说明 DMP可能诱导了 JA、ET和 SA信号转导

途径，同时可能还存在另外一条未知的信号途径。 

本文库中也筛选到了一系列的与信号转导过

程有关系的基因，如 ADP 核糖基化因子

（ADP-ribosylation factor, ARF），蛋白激酶，以及

硝酸还原酶。ARF参与细胞内物质运输和信号转导

过和,具有重要的生理功能[17-18]；蛋白激酶在信号转

导中主要通过磷酸化调节蛋质的活性和蛋白质逐

级磷酸化，使信号逐级放大，最后诱导某些在生理

生化上有特定功能的基因进行表达，对胁迫做出各

种适应性反应[19-20]。硝酸还原酶参与植物的生长、

发育、衰老和抗病等生理代谢过程，并作为第二信

使激活各种抗病防卫基因的表达[21-23]。 

类泛素载体蛋白和谷胱甘肽过氧化物酶都为

细胞保护相关基因。泛素化广泛地参与了茉莉酸、

水杨酸和乙烯的信号传导和生物合成等环节[24]，在

植物免疫应答相关的各个途径中均发挥重要作用。

而谷胱甘肽过氧化物酶对不同的非生物胁迫都有

应答反应[25-26] ，是植物抗氧化酶系统中的重要一

员，可增加植物的抗逆性。 

除了上述参与抗病防御、信号转导和细胞保护

等基因，还分离到了与能量代谢、细胞结构和蛋白

合成等基因，这些基因都与植物的生长发育有密切

关系，其作用和功能还有待进一步研究，同时，对 
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图 5  cDNA文库 Blastx比对结果 

Fig. 5  The result of Blastx 

参与抗病防御、信号转导差导表达基因还需作定量

分析和功能验证。 

4  结  论 
青霉菌灭活菌丝体能诱导烟叶抗病防御、能量

代谢、细胞保护、细胞结构、蛋白合成和信号转导

等基因表达，其中与抗病防御、能量代谢和细胞保

护相关的基因占 78.6%，说明 DMP 能激活和诱导

烟草细胞保护和抗病防御基因大量表达，同时也能

启动相关信号转导途径使能量代谢处于活跃状态，

提高光合效率，增加细胞供能维持大量细胞合成和

正常生理系统运转。 
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