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　 　 摘要：　 干旱、高盐等胁迫对花生的产量和品质影响较大，为了挖掘花生耐干旱和高盐胁迫相关基因，并阐释

其编码蛋白质间的互作关系，本研究利用 ＳＭＡＲＴ 技术，构建了花生干旱及高盐胁迫下的酵母双杂交文库。 结果表

明，构建的文库容量为 １．２６×１０６ ＣＦＵ，文库滴度达到 １．０７×１０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ，从随机挑选的 １６ 个克隆的 ＰＣＲ 结果来看，
插入片段大小差异明显，主要分布在 ５００～２ ０００ ｂｐ，重组率为 １００％。 说明该文库具有较高的质量，可以用于进一

步的筛选工作。
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　 　 花生（Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ Ｌ．）是世界范围内广泛

分布的经济和油料作物［１］。 中国是世界上最大的

花生生产、消费和出口国，花生产业的发展对于增加

农民收入和保障国家食用油安全具有重要意义。 干

旱及高盐等极端条件是植物生长过程中所面临的主

要逆境胁迫因子［２］。 在中国，花生主要分布在干旱

半干旱地区，干旱、高盐等胁迫成为提高花生产量和

品质的首要限制因子之一。 作物的抗旱耐盐性是由

多基因控制的复杂性状［３］。 与水稻、大豆等作物相

比，花生抗旱、耐盐性状的分子研究还处于起始阶

０４



段。 抗旱研究主要集中在抗旱育种及筛选方法的探

索上［４⁃５］；耐盐相关基因目前报道的仅 ＡｈＮＣＥＤ１ 基

因［６］。 因此，要实现花生抗旱耐盐性状的改良，必
须对花生耐水分胁迫的分子机理进行较为深入的

研究。
酵母双杂交系统是目前研究生物体内蛋白质互

作，探索分子机理的有效手段［７］。 其利用 ＳＭＡＲＴ
技术，通过 ＰｏｗｅｒＳｃｒｉｐｔ ＴＭ ＲＴ 反转录酶将少量的

ｍＲＮＡ 或总 ＲＮＡ 反转录得到大量双链 ｃＤＮＡ［８］。
该方法操作简单，构建的 ｃＤＮＡ 文库代表性和完整

性均能达到分离筛选目的基因的要求［９⁃１０］。 因此，
本研究利用 ＳＭＡＲＴ 技术构建花生幼苗在干旱、高
盐胁迫下的酵母双杂交文库，用来筛选花生耐水分

胁迫关键基因的互作蛋白质，为研究花生耐水分胁

迫的分子机理奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 供试材料　 取抗旱性较强的花生品种丰花 １
号的 １５ 粒种子，萌发后于光照培养箱中生长至 ３ 叶

期，将 ３ 叶期幼苗分别进行干旱胁迫处理 （ ２０％
ＰＥＧ６０００）、高盐（１７０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ）胁迫处理 ２４ ｈ
后，分别取幼苗叶片，液氮速冻后于－８０ ℃保存。
１．１．２ 　 试剂 　 试验中使用的总 ＲＮＡ 提取试剂盒

（Ｅ． Ｚ． Ｎ． Ａ．ＴＭ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｋｉｔ）购自 ＯＭＥＧＡ 公司；
ＳＭＡＲＴＴＭ酵母文库构建试剂盒（含酵母菌株、载体、
培养基等）购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司；酵母质粒提取试剂

盒购自 Ｔｉａｎｇｅｎ 公司。
１．２　 方法

１．２．１　 总 ＲＮＡ 的提取　 将预先保存的干旱处理及

高盐处理的花生幼苗叶片，等量混合放入研钵中，在
液氮下快速研磨成粉状，利用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取

样品的总 ＲＮＡ，并用 ＤＮＡｓｅⅠ进行消化处理。 利用

１％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 总 ＲＮＡ 的 完 整 性，
ＮａｎｏＤｒｏｐ⁃２０００ 型分光光度计检测总 ＲＮＡ 的浓度和

纯度。
１．２．２　 双链 ｃＤＮＡ 的合成 　 利用 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司的

Ｍａｋｅ Ｙｏｕｒ Ｏｗｎ ‘Ｍａｔｅ ＆Ｐｌａｔｅ’ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｓｙｓｔｅｍ 试剂

盒进行反转录合成 ｃＤＮＡ 第 １ 链。 用 Ａｄｖａｎｔａｇｅ ２
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｍｉｘ 试剂盒 ＰＣＲ 扩增 ｃＤＮＡ 第 ２ 链，并
用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ｄｓ ｃＤＮＡ 的质量。 用

ＣＨＲＯＭＡ ＳＰＩＮＴＭ＋ ＴＥ⁃４００ Ｃｏｌｕｍｎｓ 筛选大于 ２００ ｂｐ

的 ｃＤＮＡ，用 ＮａｎｏＤｒｏｐ⁃２０００ 及 １％琼脂糖凝胶电泳

检测纯化后 ｄｓ ｃＤＮＡ 的浓度及质量。
１．２．３　 文库的构建 　 将纯化后的 ｄｓ ｃＤＮＡ 片段与

线性化处理后的 ｐＧＡＤＴ７⁃ＳｆｉＩ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司生产）
载体同时转化酵母 Ｙ１８７ 感受态细胞，感受态细胞

制备及转化方法参考林振等［９］ 的方法。 采用 ＰＥＧ ／
ＬｉＡｃ 法转化，利用 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ 缺失培养基进行筛选，
３０ ℃，倒置培养 ３～５ ｄ 后收集克隆，将长出克隆的

酵母琼脂板放置于 ４ ℃冻存 ３～４ ｈ。 每个板加入 ５
ｍｌ 冻存液（２５％ 甘油＋ＹＰＤＡ），使 ５ ｍｍ 的玻璃珠

（１５～２０ 个）缓缓地在培养板上摇晃，玻璃珠均匀地

滚动于培养基表面将菌落分离，分离后的菌落溶于

冻存液中，收集所有液体在大的烧瓶中使用细胞计

数器估计细胞密度，使细胞密度＞１ ｍｌ ２×１０７。
１．２．４　 文库的鉴定 　 文库的鉴定指标主要包括文

库容量、滴度、重组率和多态性分析。 一方面将转化

后的菌液稀释 １００ 倍后，取 ５０ μｌ 涂布于含 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ
培养基的平皿上，涂布 ３ 皿，３０ ℃倒置培养 ３～ ５ ｄ，
统计平皿上的克隆数。 文库容量 ＝ 每皿平均克隆

数 ／ 涂布体积（０􀆰 ０５ ｍｌ） ×稀释倍数（１００） ×转化体

积（１５ ｍｌ）；另一方面取部分文库收集液稀释 １０４倍

后，同样取 ５０ μｌ 涂布于 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ 的平皿上，涂布 ３
皿，３０ ℃ 倒置培养 ３～ ５ ｄ，统计平皿上的克隆数。
文库滴度（ＣＦＵ ／ ｍｌ）＝ 每皿平均菌落数 ／ 涂布体积

（０􀆰 ０５ ｍｌ）×稀释倍数（１０４）；同时随机挑取 １６ 个克

隆进行培养，使用酵母质粒提取试剂盒提取质粒

ＤＮＡ，用插入片段检测引物 （引物为 ｐＧＡＤＴ７⁃Ｆ
Ｐｒｉｍｅｒ： ５′⁃ ＧＧＡＧＴＡＣＣＣＡＴＡＣＧＡＣＧＴＡＣＣ ⁃３′；
ｐＧＡＤＴ７⁃Ｒ Ｐｒｉｍｅｒ： ５′⁃ ＴＡＴＣＴＡＣＧＡＴＴＣＡＴＣＴＧＣＡ⁃
ＧＣ ⁃３′）进行 ＰＣＲ 扩增，验证插入片段。 文库重组

率＝阳性克隆数 ／ 检测克隆总数×１００％，并分析文

库插入片段多态性。

２　 结 果

２．１　 花生抗旱耐盐总 ＲＮＡ 的提取

利用 ＲＮＡ 试剂盒提取了经干旱及高盐处理的

花生幼苗混合叶片总 ＲＮＡ，经 ＮａｎｏＤｒｏｐ⁃２０００ 测定

分 析， 总 ＲＮＡ 浓 度 约 为 ０􀆰 ４３９ μｇ ／ μｌ，
ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ ＝ ２􀆰 １５，表明所提 ＲＮＡ 纯度较高。 同时

经琼脂糖凝胶电泳检测（图 １Ａ），可见 １８Ｓ ｒＲＮＡ 和

２８Ｓ ｒＲＮＡ 的条带清晰，且浓度及亮度比值约为 ２，
表明总 ＲＮＡ 的完整性较好，降解较少，可满足后续
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构建文库的要求。
２．２　 双链 ｃＤＮＡ 的合成与纯化

利用 ＳＭＡＲＴ 技术将提取的总 ＲＮＡ 进行反转

录，合成双链 ｃＤＮＡ。 如图 １Ｂ 所示，经 ＰＣＲ 反应扩

增后得到的 ｄｓ ｃＤＮＡ，电泳检测其条带呈弥散状，主
要分布在 １００～５ ０００ ｂｐ，表明不同大小和不同丰度的

ＲＮＡ 被反转录。 再进一步通过 ＣＨＲＯＭＡ ＳＰＩＮＴＭ ＋
ＴＥ⁃４００ Ｃｏｌｕｍｎｓ 对 ｄｓ ｃＤＮＡ 进行纯化，去除杂质及

小片段 ｃＤＮＡ，再次凝胶电泳显示 ２００ ｂｐ 以下的片

段基本被去除（图 １Ｃ），与预期结果一致，可以用于

ｃＤＮＡ 文库的构建。

Ｍ：ＤＬ５０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：总 ＲＮＡ；２：ｄｓｃＤＮＡ；３：纯化后的 ｄｓ
ｃＤＮＡ。
图 １　 花生叶片总 ＲＮＡ（Ａ）及合成双链 ｃＤＮＡ（Ｂ）、纯化双链

ｃＤＮＡ（Ｃ）电泳

Ｆｉｇ．１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ （Ａ） ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｐｅａｎｕｔ，
ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｄｓｃＤＮＡ（Ｂ）， ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｄｓｃＤＮＡ （Ｃ）

２．３　 文库的构建及鉴定

根据同源重组的原理，将纯化后的 ｄｓ ｃＤＮＡ 片

段与载体 ｐＧＡＤＴ７⁃ＳｆｉＩ 同时转化酵母 Ｙ１８７ 感受态

细胞，经过 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ 缺失培养基筛选，３ ｄ 左右长出

菌落（图 ２Ａ）。 利用冻存液及玻璃珠分离并收集菌

落于大烧瓶中，通过细胞计数器估计细胞密度，结果

显示细胞密度＞１ ｍｌ ２×１０７，符合文库构建要求。 另

外，将转化后的菌液稀释 １００ 倍后，涂布培养，长出

的平均克隆数为 ４２ 个（图 ２Ｂ），因此折算后文库容

量＝ １．２６×１０６ ＣＦＵ；而由图 ２Ｃ 可见，将文库收集液

稀释 １０４后，涂布培养，长出的平均克隆数为 ５３７ 个，
由此文库滴度为 １．０７×１０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ，从结果来看，文
库容量及文库滴度的值都大于 １０６，表明都已达到

了建库要求。
为进一步分析文库重组子的情况，随机挑选的

１６ 个克隆，提取酵母质粒进行 ＰＣＲ 扩增检测。 结

果（图 ３）显示：１６ 个均检测到片段，且片段大小差

异明显，分布在 ５００～２ ０００ ｂｐ，主要集中在１ ０００ ｂｐ
左右，说明文库多态性较好，信息丰富。 文库重组率

为 １００％，达到了文库重组率需＞８０％的质量要求。

Ａ：转化培养后菌落生长情况；Ｂ：计算文库容量的菌落；Ｃ：计算

文库滴度的菌落。
图 ２　 文库质量鉴定

Ｆｉｇ．２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｑｕａｌｉｔｙ

Ｍ：ＤＬ５０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１～１６：插入片段。
图 ３　 文库插入片段检测

Ｆｉｇ．３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｉｎｓｅｒｔｓ

３　 讨 论

据统计，中国干旱、半干旱耕地约占总耕地面积

的 ５３％［１２］，另有 ３．６７×１０７ ｈｍ２的盐碱地有待开垦利

用［１３］。 花生抗旱耐瘠，是发展旱作农业的理想作

物，同时在利用盐碱地方面也具有特殊的地位［１４］。
目前生产上的栽培种花生多为异源四倍体，基因组

十分庞大，而已知的基因信息还比较少。 因此花生

分子基因组学研究进展缓慢，有大量的基因及其功

能待挖掘。 蛋白质是基因功能的执行者和体现者。
酵母双杂交技术自 １９８４ 年建立以来，一直被认为是

研究蛋白质功能的重要手段［１５⁃１６］。 它可以通过研

究基因组编码的蛋白质之间的互作，来探究未知基

因与已知基因在生物学功能上的联系。 目前酵母双

杂交技术已在动植物细胞周期与分化、信号传导和
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基因表达调控等蛋白质互作研究方面得到了广泛的

应用［１７］。
在我们的前期研究中，利用转录组测序技术，挖

掘了一批与花生抗旱相关的基因，为了进一步明确

这些基因功能，拟借助酵母双杂交技术，通过构建花

生干旱高盐胁迫下的酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库筛选出

互作蛋白，从而为阐释花生耐干旱胁迫分子机制奠

定基础。 一般认为酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库的质量是

决定酵母双杂交试验能否顺利开展的关键因素。 一

个高质量的 ｃＤＮＡ 文库主要体现在文库的代表性及

插入片段的序列完整性上。 本研究中构建的文库容

量及文库滴度都超过了 １×１０６，且插入片段大小差

异明显，范围在 ５００～ ２ ０００ ｂｐ，重组率为 １００％，表
明构建的酵母双杂交文库具有较高的质量，这为接

下来的筛选工作打下了良好的基础。
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３４刘永惠等：花生干旱及高盐胁迫下的酵母双杂交文库构建


